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RESUMO

As trombocitopenias surgem no sangue periférico quando a destruicao, utilizagcao ou
sequestro das plaquetas excede a capacidade medular de produzir as mesmas.
Dentre as causas de trombocitopenia esta a purpura trombocitopenica imunolégica
(PTI), uma condigao caracterizada pela formagao de autoanticorpos contra o sistema
de antigenos plaquetarios humanos. A PTI é considerada um dos achados descritos
dentro do amplo espectro clinico da sindrome da delecdo 22911.2 (SD22q11.2).
Conhecida também como sindrome velocardiofacial ou DiGeorge, a SD22q11.2 é
uma condicdo autossébmica dominante com expressividade variavel, causada por
uma delecdo envolvendo a regido 11.2 do braco longo (q) do cromossomo 22. Ela
possui uma prevaléncia estimada de 1 para cada 2000 a 4000 nascidos vivos, o que
faz dela uma das doengas genéticas mais frequentes em humanos. Quanto ao seu
diagnodstico, o caridtipo de alta resolugdo possui limitagdes, pois € capaz de
identificar menos de 15% dos pacientes afetados (a maior parte dos pacientes
apresenta uma delecdao muito pequena — uma microdelecdo — que escapa a
detecgao através deste exame). Por isso, o teste considerado mais adequado para o
diagndstico em até 90% dos casos é a hibridizagéo in situ fluorescente (FISH), uma
técnica de citogenética molecular que se utiliza de sondas de DNA marcadas com
corante fluorescente. A Fundagcdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado do
Amazonas (HEMOAM) é um centro de referéncia no Estado na avaliacdo e
tratamento de pacientes com PTI, nosso objetivo foi avaliar a frequéncia e as
caracteristicas clinicas de individuos com a SD22g11.2 entre pacientes
diagnosticados com PTI nesta instituicao.

Palavras-chave: Alteracbes hematoldgicas, Plaquetopenia, Trombocitopenia,
Sindrome de delegcédo 22911.2, Sindrome velocardiofacial, Sindrome de DiGeorge,

Hibridizacao in situ fluorescente.



ABSTRACT

The thrombocytopenia arise in peripheral blood when the destruction, utilization or
sequestration of platelets exceeds the spinal cord ability to produce them. Among the
causes of thrombocytopenia there is the immune thrombocytopenic purpura (ITP), a
condition characterized by the formation of autoantibodies against human platelet
antigen system. PTI is considered one of the findings described in the broad clinical
spectrum of the 22q11.2 deletion syndrome (22911.2DS), Also known as DiGeorge
syndrome or velocardiofacial, the 22q11.2DS is an autosomal dominant condition
with variable expressivity, caused by a deletion involving the region 11.2 of the long
arm (q) of chromosome 22. It has an estimated prevalence of 1 per 2000-4000 live
births, making it one of the most common genetic diseases in humans. The diagnosis
has some limitations, high-resolution karyotype, for instance, has limitations because
it is able to identify less than 15% of affected patients (most patients have a very
small deletion - A microdeletion - that escapes detection by this test). Therefore, the
test considered most suitable for the diagnosis is the fluorescence in situ
hybridization (FISH), a molecular cytogenetic technique which uses DNA probes
marked with fluorescent material. FISH is capable of detecting more than 90% of
cases. Knowing that Foundation of Hematology and Hemotherapy of the State of
Amazonas (HEMOAM) is a referral center in the state in the evaluation and treatment
of patients with ITP, the aim of this study was to evaluate the frequency and clinical
characteristics of individuals with 22g11.2DS among patients diagnosed with ITP in
this institution.

Keywords: Hematological alterations, Thrombocytopenia, immune thrombocytopenic
purpura, deletion syndrome 22q11.2, velocardiofacial syndrome, DiGeorge
syndrome, Fluorescence in situ hybridization
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1. INTRODUGAO

A sindrome de delegdo 22911.2 (SD22g11.2), € uma doenga causada por
uma delegao na regido 11.2 do brago longo do cromossomo 22, os portadores dessa
sindrome apresentam um amplo espectro clinico, que inclui deficiéncia intelectual,
alteragdes imunoldgicas, face atipica e anomalias cardiacas e de palato. Outras
caracteristicas frequentes sdo anomalias oculares e musculoesqueléticas, além de
alteragdes anais, cerebrais e hematolégicas (MALUF et al., 2011). Dentre as
anomalias hematoldégicas descritas na SD22g11.2, encontra-se a purpura
trombocitopénica imunoldgica (PTI), uma desordem autoimune caracterizada pela
baixa contagem de plaquetas e sangramento mucocutaneo (CINES &
BLANCHETTE, 2002). Estima-se que a PTI seja 200 vezes mais comum entrei 0s
individuos portadores da SD22q11.2, do que na populacdo em geral (LAWRENCE,
2003).

Para o diagndstico seguro da SD22g11.2, a analise citogenética deve ser
realizada através da técnica de hibridizagao in situ fluorescente (FISH — do inglés
Fluorescent in situ Hibridization), uma metodologia que reune a citogenética classica
com a biologia molecular. O método utiliza de sondas de DNA marcadas com
material fluorescente para deteccao de regides especificas do genoma (HOOVERS,
1999; RAFF & SCHWANITZ, 2001).

Contudo, o exame de FISH ainda € um método caro, nao podendo ser assim
solicitado tdo facilmente como outros exames mais comuns. Este, ndo esta
atualmente disponivel na rede publica. Além disso, o amplo espectro e a grande
variabilidade fenotipica da SD22g11.2 tornam o diagndstico clinico da sindrome um
verdadeiro desafio. Nenhum achado é considerado patognomdnico, ou observado
em 100% dos casos.

A literatura, néo relata estudos que avaliem a frequéncia e as caracteristicas
clinicas de individuos com PTI, testados citogeneticamente para a SD22q11.2.

A PTI é um achado clinico descrito dentro do espectro da SD22q11.2, o que
nos leva a pensar que pacientes com essa doenga hematolégica seriam uma
populacdo de risco para esta sindrome. A identificacdo destes pacientes é
fundamental, pois o seu diagndstico precoce é bastante importante para a adequada
avaliagdo, manejo clinico e aconselhamento genético, tanto deles como de suas

familias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

1.1.  Alteragdoes Hematoldgicas

As alteragdes hematoldgicas caracterizam-se por modificagdes ou falhas na
produgao das células sanguineas. Sinais e sintomas frequentemente associados a
elas incluem: astenia ou fraqueza; hemorragias; febre; adenomegalias;
esplenomegalia e hepatomegalia; dor; ictericia; manifestagbes cutédneas e sintomas
osteoarticulares, cardiorrespiratorios, gastrointestinais, geniturinarios e neurolégicos
(PORTO et al., 2005).

As hemacias, também conhecidas como eritrocitos, sdo as células mais
abundantes do sangue. Elas s&o constituidas de hemoglobinas e sua principal
funcdo consiste no transporte de oxigénio do pulmdo para os tecidos. A
concentracdo de hemacias no sangue de um homem saudavel é em média de
5.200.000 de hemacias por milimetro cubico (GUYTON E HALL, 2011).

Além do transporte de oxigénio, nosso corpo possui um sistema especial para
combater as diferentes infeccdes e agentes tdxicos. Os leucdcitos sdo as principais
células sanguineas envolvidas na resposta inflamatéria, embora plaquetas e
eritrocitos também participem. Os leucécitos sao classificados em neutréfilos (40-
75%), linfocitos (20-50%), mondcitos (2-10%), eosindfilos (1-6%) e basdfilos (<1%).
Destes, os neutrofilos sdo os mais importantes na patogénese da inflamagao. Sao as
células predominantes nas primeiras 6 a 24 horas nas inflamag¢des agudas
(FRANCISCHETTI, 2010). As principais alteragbes que podem ocorrer nos
leucécitos sdo a leucopenia (que ocorre ocasionalmente quando a medula Ossea
produz poucos leucdcitos, deixando o corpo desprotegido contra bactérias e agentes
infecciosos) e a leucemia (que é usualmente caracterizada por um numero muito
aumentado de leucécitos anormais no sangue circulante) (GUYTON & HALL, 2011).

As plaquetas, por sua vez, sdo células efetoras da hemostasia e altamente
especializadas, de origem mieloide, que circulam no sangue como citoplastos
anucleados em estado de repouso. Em resposta a sinais de ativacao, seu fenoétipo
quiescente muda para uma célula efetora e versatil, desempenhando fungbes como
adesdo, agregacao e formagdo do “tampao” hemostatico. Elas participam também

de processos adicionais, desempenhando um papel chave em processos
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inflamatérios e de reparo vascular e tecidual. Além disso, participam da modulacao
do sistema imunoldgico. Por isso, podem estar envolvidas em reagdes autoimunes e
desordens aloimunes (como, por exemplo, trombocitopenia imune, refratariedade
transfusional, trombocitopenia aloimune fetal e neonatal, e purpura pos-
transfusional) (SEMPLE et al., 2011).

2.1. Alteragoes Plaquetarias

As plaquetas promovem hemostasia por quatro mecanismos interligados: (1)
aderéncia aos locais de lesdo vascular ou superficies artificiais, (2) liberacdo de
granulos, (3) agregacédo em conjunto para formar um tampdo hemostatico de
plaguetas, e (4) formacédo de uma superficie pré-coagulante ativada por complexos
de proteinas de coagulacdo em suas membranas fosfolipidicas (BRASS et al.,
1992).

A adesédo plaquetaria ao subendotélio é o passo inicial para a ativagcdo das
plaguetas. O subendotélio € composto de proteinas da matriz extracelular, tais como
o colageno, a fibronectina, o Fator de Von Willebrand (FVW), a trombospondina e a
laminina. Estas proteinas adesivas sado expostas, quando a camada endotelial é
rompida. Devido ao grande numero de proteinas na matriz extracelular e a alta
densidade de receptores na superficie das plaquetas, a adesao de plaquetas em
areas de lesdo vascular é extremamente rapida. O FVW é uma proteina grande,
multimétrica, que se segrega para dentro da matriz extracelular de células
endoteliais, facilitando a adesdo de plaquetas por ligacdo a glicoproteina de
superficie das plaquetas Ib/IX/V (SIEDLECKI et al., 1996). As plaquetas também
podem se aderir a fibrina vascular associada a parede ou ao fibrinogénio, através da
interacdo com a glicoproteina lIb/llla, que se encontra na superficie das plaquetas
(SAVAGE et al., 1996).

Apds aderir ao subendotélio, as plaquetas sofrem uma ativacdo no
citoesqueleto, que leva a uma mudanga de forma, com o desenvolvimento de
pseudopodes. Processos de sinalizagdo intracelular levam a um aumento do calcio
citoplasmatico e, em seguida, a uma reacao de liberagdo de granulos alfa (fator de
plaguetas 4, B-tromboglobulina, trombospondina, fator de crescimento derivado de
plaguetas, fibrinogénio, FVW) e de granulos densos [adenosina difosfato (ADP),

serotonina] (FUKAMI, 2001). As membranas circundantes dos granulos contém
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muitas glicoproteinas integrais no seu folheto interno, tais como a P-selectina
(CD62p), no granulo alfa, e a gp53 (CD63), no lisossomo, que se tornam expressas
na membrana externa das plaquetas apos a reacao de liberagao (McEver, 1989). A
liberagdo do ADP a partir de granulos densos, em conjunto com a mobilizagéo de
calcio, levam a uma alteracdo conformacional do receptor de fibrinogénio, no
complexo do receptor da glicoproteina llb/llla (integrina allbB3). Esta mudanga
conformacional do receptor de fibrinogénio inicia o processo de agregacgao, pois um
receptor da glicoproteina llb/llla plaquetaria esta ligada de forma homotipica para o
mesmo receptor em plaquetas adjacentes, por meio de uma ponte de fibrinogénio
molecular central. Ao lado do ADP, outros agonistas, como a adrenalina, a trombina,
o colageno e o fator ativador de plaquetas, podem iniciar a agregacao plaquetaria
pela interacdo com receptores da membrana. Esta reacio de liberacdo de plaquetas
e recrutamento de diversas outras a parede do vaso, forma um tampéao de plaquetas
hemostatico (PLOW et al., 1991).

As plaquetas ativadas também desempenham um papel pré-coagulante vital,
que serve como um elo entre a fungao plaquetaria e a ativagado da coagulagéo. Os
fosfolipideos da membrana das plaquetas sofrem um rearranjo durante a ativagao,
com transferéncia de fosfatidilserina da parte interna para a externa, o que
proporciona a formagéo de um sitio de ligacdo para os complexos de coagulagéo
dependentes de fosfolipideos que ativam tanto o fator X quanto a prototrombina
(ZWAAL, 1993).

A plaquetopenia, também conhecida como trombocitopenia, caracteriza-se
por contagens de plaquetas menores que 125 x 10%/L (FIRNHABER et al., 2010).
Disturbios hemorragicos mediados por plaquetopenia geralmente resultam em um
padrdo de sangramento mucocutdneo, com equimoses petéquias, purpura,
epistaxes e sangramento gengival (MARCUS, et al.,, 1996). A purpura € uma
hemorragia visivel na pele ou nas membranas mucosas (PIETTE, 2009). As
purpuras adquiridas, tais como as observados na coagulacdo intravascular
disseminada, vasculite, ou infeccbes, podem geralmente ser distinguidas da
disfungdo plaquetaria, pois os disturbios de plaquetas costumam causar
sangramento das membranas mucosas (purpura “molhada”), enquanto na vascular a
purpura € normalmente confinada a pele (purpura "seca") (LOWE et al., 1996).

Muitas drogas, como a aspirina, o iboprufeno e a penicilina, podem afetar a

funcdo plaquetaria (GEORGE et al., 1991). E a alteragado dessa fungao também se
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associa a diversas desordens sistémicas, como doencas renais, reumaticas,
mielodisplasicas, cardiovasculares e do tecido conjuntivo; insuficiéncia hepatica e
neoplasias (MHAWECH et al., 2000).

As plaquetopenias podem ser congénitas ou adquiridas. Elas podem ser
também agrupadas pelo tamanho das plaquetas. Trombocitopenias com plaquetas
pequenas podem ser vistas em pacientes com sindrome de Wiskott-Aldrich e com
aplasia de medula. As raras desordens com macrotrombocitopenia sdo congénitas
por natureza e a maioria delas é herdada de forma autossdbmica dominante. Alguns
pacientes com destruicdo plaquetaria adquirida, tais como aqueles com PTI, podem
ter altos volumes plaquetarios médios devido a rapida liberagdo de novas plaquetas.
Contudo, em geral, nas doengas com macrotrombocitopenia as plaquetas sao muito

maiores € mais uniformes em tamanho (MHAWECH et al., 2000).

3.1. Puarpura Trombocitopénica Imunologica

A PTI é uma condicao que ocorre secundaria a sensibilizacdo das plaquetas
(WINIARSKI et al, 1986). Clinicamente, a PTI caracteriza-se pelo inicio abrupto de
equimoses e petéquias; sangramentos mucosos ativos como epistaxe,
gengivorragia, hematuria e sangramento gastrointestinal, além de hemorragia
intracraniana (esta é considerada a principal causa de morte) (WATERS, 1992). Na
historia clinica, é frequente o relato de infeccao viral ou de imunizacido uma a trés
semanas antes da apresentacéo inicial da PTI (LUSHER & ZUELZER, 1996).

A PTI pode ser dividida nas formas infantil e adulta. A PTI infantil € uma
doenga, em geral, aguda, autolimitada e com remissdo espontanea no periodo de
seis meses, independentemente do tratamento (LUSHER & ZUELZER, 1996). A
idade de pico é de aproximadamente 5 anos. Meninos e meninas sdo afetados
igualmente. Ela se caracteriza clinicamente pelo inicio repentino de petéquias ou
purpuras poucos dias ou semanas depois de uma doencga infecciosa. (CINES &
BLANCHETTE, 2002). Contudo, ao redor de 10 a 20% dos casos de PTIl aguda
evoluem para a forma crbnica, com persisténcia ou recorréncia da trombocitopenia
(abaixo de 150.000/mm?3), por um periodo de mais de seis meses (WALKER &
WALKER, 1984). Este curso clinico € mais parecido com o observado em adultos
(STASI et al., 1995). O inicio da doenga nestes pacientes € geralmente insidioso,

sendo que as mulheres sao afetadas duas vezes mais que os homens (CINES &
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BLANCHETTE, 2002). A remissdo espontédnea nos casos crénicos ocorre em uma
proporgdo muito menor (WALKER & WALKER, 1984).

O diagndstico da PTI ainda é realizado por exclusdo. Os autoanticorpos levam
a destruicao das plaquetas, de forma que no esfregago de sangue periférico se pode
observar macrotrombocitopenia. Além disso, o0s autoanticorpos contra as
glicoproteinas de superficie podem ser detectados por citometria de fluxo ou por
imunoensaio, embora o diagndstico seja em grande parte realizado a partir dos
achados clinicos (WINIARSKI et al., 1986). Formas secundarias da doenga ocorrem
em associacdo com o lupus eritematoso sistémico, a sindrome do anticorpo
antifosfolipideo (SAF), os estados de imunodeficiéncia (deficiéncia da IgA e da
hipogamaglobulinemia comum), desordens linfoproliferativas (leucemia linfocitica
cronica, leucemia linfocitica granular grande e linfoma), infeccbes com os virus da
imunodeficiéncia humana e hepatite C, e terapias com drogas, como a heparina e a
quinidina (CINES & BLANCHETTE, 2002). Anormalidades envolvendo o gene
FCGR2C tém sido relatadas em associacédo com a PTl (BREUNIS et al., 2008). Mais
recentemente, tem-se visto também que a PTI se encontra fortemente associada a
sindrome de delegcédo 22911.2 (SD22q11.2) (ROSA et al., 2011), considerada uma

das doengas genéticas mais comuns em humanos.

4.1. Sindrome de delegao 22q11.2

A sindrome de delegdo 22911.2 (SD22g11.2) [Mendelian Inheritance in Man
(MIM) 611867) é uma das sindromes genéticas mais comuns em humanos, com
uma prevaléncia estimada de 1:4000 a 6000 nascimentos (BOTTO et al.,, 2003;
OSKARDOTTI et al., 2004). Contudo, alguns autores acreditam que esta frequéncia
seja ainda maior, possivelmente superior a 1:2000 nascimentos (SHPRINTIZEN,
2008). A alteragao genética relacionada a SD22g11.2 foi identificada no comeco da
década de 1990. Contudo, considerando-se 0 quao comum e variavel é a sindrome,
nao é de se surpreender que ela tenha sido descrita de forma independente em
diferentes momentos e de diversas formas em varias partes do mundo (ROSA et al.,
2009). Assim, a sindrome possui diferentes nomes, que correspondem as suas
diversas descricdbes e apresentacdes clinicas e que espelha a sua grande
variabilidade fenotipica: sindrome de DiGeorge (MIM 188400), sindrome

Velocardiofacial, sindrome da anomalia facial conotruncal, sindrome de Sedlackova
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e sindrome cardiofacial de Cayler (RYAN et al., 1997; ROBIN & SHPRINTIZEN,
2005)

A delecao é descrita como esporadica em 90% dos casos e herdada de um
dos genitores em 10% deles (McDonald-McGinnet et al., 2001). A grande maioria
dos pacientes (87%) apresenta uma delecdo de tamanho de 3Mb (SAITTA et al,,
2004). A identificagdo de uma delegao esporadica (sem outros casos na familia) tem
um baixo risco de recorréncia (1-3%). No entanto, um individuo afetado tem um risco
de 50% de transmitir a delecdo a sua prole (NORA & NORA, 1983; MCDONALD-
MCGINN et al., 1999).

A SD22q11.2 caracteriza-se por um espectro fenotipico bastante amplo, com
efeitos fenotipicos que resultam no acometimento de praticamente todos os 6rgaos
elou sistemas. Mais de 180 achados clinicos, tanto fisicos como comportamentais,
tém sido relatados, incluindo anormalidades craniofaciais, oftalmoldgicas,
otorrinolaringolégicas, odontologicas, alimentares, gastrointestinais, neurolégicas, de
desenvolvimento psicossocial e de fungdo cognitiva, psiquiatricas, autoimunes,
hematoldgicas, imunoldgicas, endocrinoldgicas, vasculares, musculoesqueléticas e
geniturinarias (ROBIN & SHPRINTZEN, 2005). Nenhuma dessas manifestagdes, no
entanto, é patognomoénica ou obrigatéria para sindrome, o que leva a grandes
dificuldades para o estabelecimento do diagnéstico clinico (SHPRINTZEN, 2005).
Contudo, algumas caracteristicas sdo mais frequentes, como o palato fendido, a
hipoplasia do timo e da glandula paratireoide, as dismorfias faciais, a voz nasalada,
a dificuldade de aprendizagem, as doencas psiquiatricas e o déficit intelectual
(BELANGERO et al., 2009). Na Tabela 1, podemos observar algumas caracteristicas
clinicas comuns entre os pacientes com a SD22q11.2, de acordo com a idade,
segundo Rosa et al. (2009).
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Tabela 1 — Frequéncia de caracteristicas clinicas descritas em pacientes com a
SD22g11 em diferentes estudos. Observar as diferencas entre as frequéncias dos
achados fenotipicos de acordo com a idade (Retirado de Rosa et al., 2009).

Ryan et al. Ml\gglij::zltda-l. Cohen etal. Oskarsdéttir Bassett et al.

Tamanho amostral (N) (1997) (1999) (1999) et al. (2005) (2005)

558 250 126 100 78

473: <18 anos  140: <5 anos
N - Idade 61:>18 anos  80: 6-16 anos 126: 218 anos 100: <19 anos  78: 217 anos
30: >16 anos

Achados clinicos (%)
Cardiopatia congénita 75 74 30 64 26
RDNPM 68 ND ND 96 ND
Hipocalcemia 60 49 15 16 64
Retardo de crescimento 36 41 ND ND 21
Anomalias renais 36 37 ND 2 26
Déficit auditivo 33 39 ND ND 28
Insuficiéncia velofaringea 32 27 47 68 42
Crises convulsivas 21 ND ND ND 40
Agenesia/hipoplasia de timo 17 ND ND 91 10
Atraso de fala 1" ND ND 92 ND
Transtornos psiquiatricos 9 ND 36 20 58
Fenda palatina 9 11 ND ND 31
Escoliose 3 2 ND 9 47
Membrana laringea 1 ND 2 ND ND
Trombocitopenia ND ND 12 ND 28
Hipotireoidismo 1 ND 1 ND 21
Estrabismo ND 13 ND ND 15

*RDNPM: retardo de desenvolvimento neuropsicomotor; ND: ndo determinado ou ausente.

Quanto ao diagndstico da SD22g11.2, o cariétipo de alta resolugao é limitado.

Ele é capaz de identificar a delecdo em menos de 15% dos pacientes afetados. O

teste mais adequado para o diagnéstico € a hibridizag&o in situ fluorescente (FISH),

que é capaz de detectar mais de 90% dos pacientes (ROSA et al., 2011).
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5.1. Citogenética e FISH

A palavra cromossomo foi introduzida em 1888 por Waldeyer, a partir da
juncao das palavras gregas “croma” (colorido) e “soma” (corpo) (GERSENS et al.,
2013). A citogenética é definida como o estudo dos cromossomos. Apesar das
descobertas nas décadas subsequentes, ao longo do inicio do século XIX, o ano de
1956 foi considerado chave, quandoTjio e Levan, mostraram que o niumero correto
de cromossomos em células somaticas humanas era 2n=46 e ndo 2n=48, como
previamente descrito. Esta descoberta foi confirmada por estudos com materiais
testiculares por Ford e Hamerton.ano A partir disso, houve o surgimento de um
maior interesse pela citogenética humana, sendo que por volta de 1959 varios
laboratdrios ja estavam engajados em estudos dos cromossomos humanos (ISCN,
2013).

No inicio dos anos 60, em duas conferéncias, a de Denver (1960) e de
Londres (1963), varios profissionais da area reuniram esforcos para tentar
padronizar a nomenclatura dos cromossomos. Em 1966, ocorreu a identificagdo do
cromossomo Filadélfia (Ph) em pacientes com leucemia mieloide crénica, por Nowell
e Hungerford. Esta foi a primeira anormalidade cromossémica descrita em um
cancer humano. Neste mesmo ano, Steele e Breg relataram que as células do
liguido amnidtico poderiam ser utilizadas para determinar a constituigcdo
cromossOmica do feto (SMEETS, 2004).

Foi na década de 70 que a identificagdo individual dos cromossomos se
modificou radicalmente, pois neste periodo ocorreu a introdugao das técnicas de
bandamento cromossémico por Carpersson e colaboradores. Isto permitiu a
identificacdo dos cromossomos por seu padrao unico de regides de coloragao mais
ou menos intensas (bandas). Assim, as alteragdes numéricas e 0s rearranjos
estruturais puderam ter um reconhecimento e diagndstico mais precisos
(CASPERSSON et al., 1970).

Ainda na década de 70, houve a introdugao do uso da coloragdo/bandamento
com Giemsa e das técnicas de alta resolugao cromossémica. Em 1978, langou-se o
primeiro ISCN, o International System for Human Cytogenetic Nomenclature (a
ultima versado é de 2013), sendo o sistema de nomenclatura aceito atualmente em

todo o mundo.
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Ja na década de 80, o desenvolvimento da biologia molecular contribuiu para
o surgimento da citogenética molecular. Este método identifica pequenas delegdes,
duplicagdes cromossémicas e mapeia genes nos cromossomos. Na década de 90,
ocorreu o desenvolvimento e implantacdo de uma variedade de técnicas de
hibridizacdo in situ, utilizando-se de sequencias de DNA especificas. Em 1993,
Wiegant e colaboradores desenvolveram uma técnica de hibridizagdo que utilizava
sondas marcadas com fluorocromos, o FISH. Este método permitiu aos
citogeneticistas identificar segmentos de cromossomos e assim correlacionar a sua
estrutura com a localizacdo de genes, além de revelar anomalias que ndo podiam

ser detectadas através das técnicas de bandamento, como a microdelecdo 22q11.2

(ver Figura 01).

Figura 1. FISH - metafase mostrando (A) os sinais esperados em ambos
cromossomos 22 (padrao normal) e (B) auséncia do sinal correspondendo a regiao
11.2 do bracgo longo (q) do cromossomo 22, compativel com a microdelegao 22g11.2
(as setas brancas indicam os cromossomos 22). Em (A) pode-se visualizar um
nucleo interfasico com dois sinais vermelhos (padrao normal) (Retirado de Rosa et
al., 2011).
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6.1. Sindrome de delegao 22q11.2 e alteragées plaquetarias

Dentro do amplo espectro clinico da SD22g11.2, podemos encontrar
alteragdes hematoldgicas, incluindo plaquetarias. Segundo Rosa et al. (2011),
apesar do pequeno numero de estudos que descrevem mudancgas hematologicas
em individuos com a sindrome, essas podem ser mais comuns do que previamente
pensadas.

Entre as alteracbes plaquetarias, a macrotrombocitopenia tem sido
frequentemente descrita. No entanto, a mesma n&o tem sido correlacionada com
defeitos cardiacos conotruncais ou com achados imunoldgicos, que s&o duas
caracteristicas comumente encontradas em pacientes com a sindrome. Neste caso,
a macrotrombocitopenia ocorre porque individuos com a SD22q11.2 apresentam
delecdo do gene GPIb em uma das copias do cromossomo 22 e, por isso, sao
heterozigotos obrigatérios para a sindrome de Bernard-Soulier, uma desordem
genética rara da coagulagdo que apresenta um padrdo de heranga autossémica
recessivo. Este achado ¢€ consistente com a observacdo de que a
macrotrombocitopenia € também descrita em pacientes heterozigotos para mutagdes
do gene GPIb. Este gene codifica uma subunidade do receptor de plaqueta GPIb-
IX-V, que é critico para a adesdo das plaquetas e importante para agregacgao e
ativacao da trombina (LAWRENCE et al., 2003, LIANG et al., 2007).

Pacientes com a SD22q11.2 apresentam uma queda significativa na
contagem de plaquetas, enquanto seu tamanho e volume, é aumentado. Contudo,
este ndo é tdo marcado como na sindrome de Bernard-Soulier (LIANG et al., 2007).
Além disso, os pacientes com a SD22q11.2 ndo manifestam um aumento de
tendéncia de sangramento. O grau de trombocitopenia, que € mais pronunciado na
sindrome de Bernard-Soulier, é considerado o preditor mais importante para o risco
de sangramento (GEET et al.,, 1998). Entretanto, apesar de raros, casos de
pacientes apresentando simultaneamente a SD22g11.2 e a sindrome de Bernard-
Soulier tém sido descritos (SAVAGE et al., 1996; GEET et al., 1998; MHAWECH &
SALEEM., 2000; LIANG et al., 2007; ROSA et al.,, 2011). Nestes, a sindrome de
Bernard Soulier ocorre porque ha delecdo do gene GPIb em uma das copias do
cromossomos 22 (naquele com a microdelecdo, o que faz o diagnostico da
SD22911.2), enquanto que na outra copia, sem delecdo ou “integra”, ha uma
mutacao do gene GPIb (GEET et al., 1998).
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Relatos de pacientes com SD22q11.2 e trombocitopenia imunolégica, com ou
sem anemia autoimune hemolitica (isto é, sindrome de Evans), também ja foram
publicados. Estima-se que a PTI seja 200 vezes mais comum em individuos com a
SD22g11.2 do que na populagdo em geral (SULLIVAN, 2002). Acredita-se que isto
esteja principalmente relacionado com a imunodeficiéncia, um achado bastante
comum na sindrome (40-95% do pacientes) (AKAR & ADEKILE, 2007).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
- Verificar a frequéncia e caracterizagdo clinica de individuos com a

SD22g11.2 entre pacientes diagnosticados com PTl em um servigo de referéncia em

Hematologia do Estado do Amazonas.

Objetivos Especificos
- Analisar a presenga da delegcao 22g11.2 através da técnica de citogenética

molecular de FISH;

- Criar um biorrepositério a partir do DNA extraido do sangue periférico de
sangue de cada paciente para pesquisa futura de fatores genéticos associados a
PTI.
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Resumo

A purpura trombocitopenica imunoldgica (PTI) € uma anormalidade hematoldgica
caracterizada pela formagdo de autoanticorpos contra o sistema de antigenos
plaguetarios humanos. Ela é considerada um dos achados descritos dentro do
amplo espectro clinico da sindrome da delecdo 22q11.2 (SD22q11.2). Conhecida
também como sindrome velocardiofacial ou DiGeorge, a SD22q11.2. E uma
condicdo autossdmica dominante com expressividade variavel, causada por uma
delecdo envolvendo a regido 11.2 do brago longo (q) do cromossomo 22. E
detectada por meio de exames de citogenética molecular, como a hibridizacao in situ
fluorescente (FISH). Nosso objetivo foi avaliar a frequéncia e as caracteristicas
clinicas de individuos com a SD22g11.2 entre pacientes diagnosticados com PTI A
Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas (HEMOAM) que
€ um centro de referéncia no Estado para a avaliagdo e tratamento de pacientes
com PTI. Para isso, realizou-se uma avaliagado clinica e laboratorial dos pacientes,
através da aplicagdo de um protocolo clinico padrdo com coleta de dados
relacionados a gestagao, ao parto e a familia dos individuos; realizagdo de exame
fisico dismorfoldgico; revisdo dos dados da avaliagdo hematoldgica e aplicagado da
técnica de FISH com pesquisa da microdelegdo 22q11.2. A amostra final com 38
pacientes, dentre os quais, vinte e nove (76,3%) eram do sexo feminino, com idades
de 3 a 69 anos (média de 33 anos). A maior parte dos pacientes apresentava PTI
cronica (94,7%). A contagem de plaquetas variou de 3.000/mm3* a 140.000/mm?
(média de 52.947/mm3). Porém, a SD22q911.2 nao foi identificada em nenhum
paciente. Ao exame dismorfolégico, 2 pacientes foram detectados com tragos
fenotipicos sugestivos da SD22g11.2. O método FISH nao confirmou tal diagndstico.
Este foi o primeiro estudo a avaliar a frequéncia da SD22q11.2 entre individuos com
PTI. Os resultados de nosso estudo sugerem a possibilidade de que a SD22q11.2
possa nao ser tdo frequente entre pacientes com a PTIl quanto se acreditava.
Contudo, nossos achados podem ter sido influenciados pelo pequeno tamanho
amostral e pelo perfil de nossa amostra, com pacientes predominantemente adultos.
Acreditamos que estudos com a inclusdo de mais pacientes, apresentando
especialmente idade mais precoce, sdo ainda necessarios para se tentar melhor
elucidar a relagdo da SD22g11.2 com a PTI.
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1. INTRODUGAO

A desordem autoimune chamada purpura trombocitopénica imunolégica (PTI)
caracteriza-se pela baixa contagem de plaquetas e por sangramento mucocutaneo.
Estima-se que existam 100 casos por um milhdo de pessoas por ano, sendo que
metade deles ocorre em criancas (FREDERIKSEN & SCHMIDT, 1999; GEORGE et
al, 1995).

Por sua vez, a SD22q11.2 [Mendelian Inheritance in Man (MIM) 611867) é
considerada uma das sindromes geneéticas mais comuns em humanos, com uma
prevaléncia estimada de 1:4000 a 6000 nascimentos (BOTTO et al., 2003;
OSKARDOTTI et al., 2004). Contudo, alguns autores acreditam que esta frequéncia
seja ainda maior, possivelmente superior a 1:2000 nascimentos (SHPRINTIZEN,
2008). A alteracao genética relacionada a SD22q11.2 foi identificada no comecgo da
década de 1990. Contudo, considerando-se o quao comum e variavel é a sindrome,
nao é de se surpreender que ela tenha sido descrita de forma independente em
diferentes momentos e de diversas formas em varias partes do mundo (ROSA et al.,
2009). O seu espectro clinico € amplamente varidvel, com mais de 190
caracteristicas clinicas ja reportadas, incluindo doengas hematolégicas e
autoimunes, como a PTI (SHPRINTZEN, 2008; OSKARSDOTTIR et al, 2005).

A frequéncia da SD22q11.2 na populagao de pacientes com PTI ainda nao foi
relatada. Contudo, existem vérios estudos descrevendo a presenga de PTl em
pacientes com a SD22q11.2 (LEVY et al; 1995; DePIERO et al, 1997; KATO et al,
2003; SCOTT et al, 2003; SAITO et al, 2003; KRATZ et al, 2003, & AKAR et al,
2007), sugerindo que a mesma possa ser muito mais frequente entre os individuos
com a sindrome do que na populagao em geral (AKAR & ADEKILE, 2006; LIANG et
al, 2007). Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar a presenca da
SD22g11.2 em uma amostra aleatéria de pacientes diagnosticados com PTI,
tentando verificar a frequéncia dessa microdelecao e relacionar os achados clinicos

desses pacientes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Pacientes
A amostra foi constituida por uma coorte prospectiva e consecutiva de

pacientes com diagnostico de PTl em consulta de rotina na Fundagdo de
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Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas (HEMOAM), durante o periodo
de Novembro de 2014 a Abril de 2015. Essa Fundacao é um centro de referéncia em
doengas Hematoldgicas no Estado do Amazonas, atendendo também o Estado de
Roraima, Brasil.

O diagnédstico de PTI foi realizado pelos médicos hematologistas do
HEMOAM a partir dos resultados dos exames hematoldgicos, rotineiramente
realizados na propria Fundacdo. Foram incluidos na amostra apenas pacientes que
apresentavam trombocitopenia com nenhuma outra causa aparente, e que tinham
passado por uma anamnese e exame fisico, hemograma completo com exame de
esfregago periférico em conformidade com os critérios descritos pela Sociedade
Americana de Hematologia (GEORGE et al.,1996).

Este estudo foi aprovado pelos Comités de FEtica em Pesquisa da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA) e do HEMOAM. Somente pacientes
que assinaram o Termo de Consentimento de participacado da pesquisa (e, no caso

de menores de idade, seus responsaveis) foram incluidos na pesquisa.

2.2Protocolo de Pesquisa
Para cada paciente, uma ficha de avaliacdo foi preenchida por uma

enfermeira (JCC, principal investigadora do projeto), através de entrevista direta com
os pacientes e familiares, e de revisao do prontuario hospitalar. A avaliagao clinica
dos pacientes foi realizada por uma médica geneticista (VMGP, colaboradora da
pesquisa). Foram coletados dados referentes ao sexo, etnia, idade, procedéncia,
motivo da avaliagdo e periodo de acompanhamento com o médico hematologista,
época do diagnéstico da PTI, tipo de PTI (considerada aguda, com pacientes
apresentando menos de dois meses de evolucao, e crdnica, quando este periodo foi
superior a 6 meses) e histéria familiar de PTI. No exame fisico, foram obtidas
medidas antropométricas (altura/comprimento, peso e perimetro cefalico) que foram
comparadas a tabelas especificas de crescimento (Jones, 2006). Foram
considerados valores anormais aqueles que se encontravam dois desvios-padrdes
acima ou abaixo da média para a idade, com as devidas correcbes para o
comprimento/altura de cada paciente. Quando presentes, dismorfias menores e

maiores foram descritas de acordo com o segmento corporal envolvido (cranio, face,
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olhos, nariz, boca, orelhas, térax, abdome, membros superiores, membros inferiores

e pele), seguindo a terminologia utilizada por Merks e cols. (2003).

2.3Técnica de FISH
As laminas para analise pela técnica de FISH foram preparadas a partir do

material fixado (suspensdo de células estocada em solugdo de Carnoy a -20°C,
obtida a partir do cultivo de linfécitos de amostras de sangue periférico). Utilizou-se
nos experimentos a sonda de DNA comercialmente disponivel DiGeorge/VCFS
(TUPLE 1) and 22q13.3 deletion Syndrome Probe combination (Cytocell aquarius),
seguindo um protocolo padrao de codesnaturagao, cedido pelo fabricante da sonda.
Em cada caso, foram analisados 100 nucleos interfasicos e 20 placas metafasicas
por meio do microscopio de epifluorescéncia Leica, equipado com os filtros Texas
Red, FITC e DAPI. Esta contagem de metafases exclui um mosaicismo de até 14%
para um limite de confianga de 95% (Hook, 1977). Em casos com suspeita de
mosaicismo, a contagem foi expandida para 500 nucleos interfasicos e 30 placas
metafasicas. Toda a analise foi realizada pela mesma pessoa, no caso JCC, a
principal investigadora do projeto. As imagens foram capturadas utilizando-se a
camera Leica DFC3000 G acoplada ao microscépio Leica DM2000. Nucleos
interfasicos apresentando sobreposigdo, desgaste pelo tratamento quimico,
membranas rompidas ou um importante sinal de fundo, bem como placas
metafasicas com alto sinal de fundo, incompletas ou muito préximas entre si foram
excluidos da andlise. Os resultados da técnica de FISH foram interpretados de
acordo com as normas presentes no International System for HumanCytogenetic
Nomenclature (ISCN, 2013).

2.4 Analise Estatistica
O processamento e a analise dos dados foram realizados através dos

programas SPSS para Windows (versao 20.0) e Microsoft® Excel 2010. Os testes

estatisticos utilizados consistiram basicamente do calculo da média e da mediana.

3. RESULTADOS

No periodo de 6 meses do estudo, foram atendidos 61 pacientes com
diagndstico de PTI pelos médicos hematologistas do HEMOAM. Destes, 41 (67,2%)
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aceitaram participar do estudo. Em 3 casos (7,3%) nao foi possivel realizar o teste
de FISH com sucesso. Desta forma, a amostra final foi constituida de 38 pacientes.
Vinte e nove deles (76,3%) eram do sexo feminino, sendo que a idade dos pacientes
da amostra variou de 3 a 69 anos (com uma média de idade de 33 anos). Quanto a
etnia, 13 (34,2%) eram eurodescendentes. A maior parte dos pacientes (97,4%) foi
procedente do proprio Estado do Amazonas, especialmente da capital (Manaus)
(92,1%). Do restante, 2 (5,3%) pacientes foram oriundos do interior do Estado do
Amazonas, da cidade de ltacoatiara, e 1 (2,6%) do Estado de Roraima, da capital
Boa Vista.

A maioria dos pacientes (57,9%) foi encaminhada para o Servigco de
Hematologia devido a um quadro plaquetopenia. Outros motivos incluiram: purpuras
(15,8%), suspeita de dengue hemorragica (7,9%), petéquias (5,3%), menorragia (2,6
%), pneumonia com hemorragia (5,3%) e tipagem Rh- (5,3%). Os médicos clinicos
gerais encaminharam os pacientes em 63,1% dos casos. Os demais
encaminhamentos foram realizados por médicos de outras areas: pediatras (26,3%),
hematologistas de fora do HEMOAM (2,6%), obstetras (5,3%) e dermatologistas
(2,6%).

3.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes

O diagnéstico de PTI foi realizado em todos os casos através do hemograma
com contagem de plaquetas e por exclusdo de outras doengas. Quando necessario,
foi solicitado pelo médico hematologista 0 mielograma para exclusdo de outras
doencas, como leucemia. Isto aconteceu em apenas um caso. Dos 38 pacientes, 36
(94,7%) apresentavam PTI cronica e 2 (5,3%), aguda. Nao houve casos com historia
familiar positiva de PTI. Aos exames laboratoriais a contagem de plaquetas dos
pacientes variou de 3.000/mm? a 140.000/mm?3 (média de 52.947/mm?®) (GRAFICO
01).

Grafico 1. Contagem de plaquetas apresentada pelos pacientes da amostra. A

mediana foi de 48.000/mm?.
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Sete pacientes (18,4%) apresentavam descricdo do tempo de sangramento,
sendo que este variou de 12s a 5min e 2s. O tempo de trombina foi avaliado em 9
pacientes (23,7%), tendo o mesmo oscilado de 12 a 14,7s. No exame de tempo de
tromboplastina parcial ativada, 8 pacientes possuiam relato do mesmo, sendo que
este tempo variou de 29 a 53,4s. O resultado do unico medulograma realizado
revelou a presenca de hiperplasia megacariocitica.

Nas sorologias, 37 pacientes (97,4%) foram testados para o HIV, 34 (89,5%)
para hepatite B, 34 (89,5%) para hepatite C, 19 (50%) para citomegalovirus e 11
(28,9%) para toxoplasmose.

Em relagdo a sua gestagdo, houve descricdo de realizagdo de pré-natal em
18 dos casos (47.3%). Destas, 2 (5,2%) apresentavam historia de doenga durante a
gravidez (1 caso de anemia e 1 de pré-eclampsia). A maior parte dos pacientes
(78,9%) nasceu de parto vaginal. Houve 3 casos de gémeos, sendo que nenhum
dos irmaos dos pacientes apresentava histéria também PTI.

Quanto ao exame fisico dismorfologico, em 30 pacientes (78,9%) n&do foram
observadas dismorfias. Anomalias observadas consistiram de fronte ampla (n= 1),
pingamento bitemporal (n= 1), face alongada (n= 1), hipertelorismo ocular/telecanto
(n= 6), ponte nasal longa e alta (n= 1), ponte nasal achatada (n= 1) e labio inferior
grosso (n= 1). Dois pacientes (5,2%) apresentavam fenétipo sugestivo de SD22q11
(FIGURA 01).
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Figura 01 — Paciente A apresentando pingamento bitemporal, hipertelorismo, labio
inferior grosso e nariz com fenétipo compativel para SD22g11.2 (nariz proeminente
com raiz nasal quadrada e base das asas estreitas). Paciente B apresentando

telecanto e nariz com fenétipo compativel para SD22q11.2.

Avaliacbes complementares foram realizadas, nelas estdo inclusas as
avaliagdes neuroldgicas, otorrinolaringolégicas e oftalmoldgicas, estas avaliagbes
foram feitas segundo relatos dos pacientes na hora da entrevista, na maioria dos
casos, 0s pacientes ainda ndo tinham nem tido contato com o especialista em
questdes, mesmo apresentando certo sintomas que seriam poderiam passar por
uma avaliacdo mais aprofundada dos especialista. Houve casos também em que os
pacientes, ndo souberam relatar ou ndo lembravam de ter tido alguma alteragéo no
momento da entrevista, esses foram marcados como “sem relato de problemas”. Os
resultados obtidos nas avaliacbes complementares podem ser observados abaixo na
tabela 02.
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Tabela 02: Avaliagbes complementares dos pacientes diagnosticados com PTI.

AVALIAGCOES COMPLEMENTARES

Sem relato de problema 30

Cefaléia 4

Enxaqueca 1

Neurolégica )

Esquecimento 1

Parestesia nas maos e lingua 1

AVC 1
Sem relato de problema 27

Rinite 3

Sinusite 3

Otorrinolaringolégica o o )

Rinite e Sinusite Associados 2

Amigdalite de Repetigao 1

Perda da audicao direita 1
Sem relato de problema 24

Catarata 5

Miopia 5

Oftalmolégica Miopia e astigmatismo 1
Astigmatismo 1

Miopia + leve grau de estrabismo 1

Cegueira devido a Diabetes

3.2 Analise Citogenética Molecular pela técnica de FISH

A microdelecdo 22911.2 nao foi identificada em nenhum dos nossos
pacientes testados. Nao houve detecgdo nem de casos de mosaicismo. Houve
também dois casos suspeitos de SD22g11, no entanto em ambos nao foi detectada
a microdelegao 22q11.2 (FIGURA 02 e 03).
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Figura 02 — Resultado do exame de FISH. Nducleo interfasico apresentando um padrao de
hibridizacdo normal (sem microdelegdo 22q11.2): presenga de dois sinais verdes (correspondentes a

regido 22q13.3) e de dois sinais vermelhos (relacionados a regido 22q11.2).

Figura 03 — Placa metafasica apresentando um padrdo de hibridizagdo normal (sem microdelegao
22q11.2): presenca de dois sinais verdes (correspondentes a regido 22q13.3) e de dois sinais
vermelhos (relacionados a regido 22q11.2).
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4. DISCUSSAO

A descoberta de uma doenga genética em um paciente com uma enfermidade
autoimune e de causa desconhecida como a PTI pode tanto trazer alivio para o
paciente, por se saber de onde a enfermidade surgiu e assim porque aconteceu,
como outras implicacdes para ele e para a equipe de saude que o acompanha e
trata.

A literatura mostra a descricdo de varios pacientes com diagndstico de
SD22g11.2 associado a PTI (LEVY et al, 1997; DEPIERO et al, 1997; KATO et al,
2003; LAWRENCE et al, 2003; SAITO, 2004; KRATZ et al 2003; AKAR & ADEKILE,
2007; LATGER-CANNARD et al, 2004; ELMALLAH, 2011). Levy et al (1997)
relataram duas familias nas quais as maes apresentavam a delecdo e foram
diagnosticadas com PTI. Os autores comentam em seu relato que a trombocitopenia
na época nao era considerada uma manifestagao classica da SD22q11.2, apesar da
descricdo de casos da sindrome associados a sindrome de Bernard-Solier, uma
condigdo hematoldgica rara caracterizada por trombocitopenia e plaquetas muito
grandes. Contudo, é interessante notar que a sindrome de Bernard-Solier se
associa a um defeito da glicoproteina 1b (GP1b), cujo gene se localiza dentro da
regido deletada na SD22qg11.2 (BUDAREF et al, 1995; LUDLOW et al, 1996). Levy et
al (1997) postularam a hipétese de que os pacientes com a SD22q11.2, por
apresentarem uma deficiéncia na funcio timica, poderiam ter uma predisposicao
para doencgas autoimunes, como a PTI.

DePiero et al (1997) descreveram o caso de dois pacientes com citopenias
recorrentes, um de 15 anos que apresentou anemia hemolitica autoimune, PTI e
neutropenia, e outro de 13 anos que apresentou episodios recorrentes de PTI. Eles,
ja na época sugeriram também que citopenias recorrentes poderiam fazer parte do
espectro clinico associado a SD22q11.2. Os autores chamaram a atengdo também
para a demora da realizagdo do diagnoéstico da sindrome, devido ao fato dos demais
achados clinicos dos pacientes serem bastante sutis. Por isso, recomendaram que o
diagndstico da SD22q11.2 fosse considerado em pacientes com citopenias de
etiologia ndo conhecida. Kratz (2003) por sua vez relatou um caso de uma crianga
de 9 anos com SD22g11.2 e sindrome de Evans, uma condigdo caracterizada pela
associagado entre anemia hemolitica autoimune e PTI. Kratz sugeriu também que a

SD22g11.2 fosse considerada nesses casos.
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Estudos sugerem que a PTI seja cerca de 200 vezes mais comum em
pacientes com a SD22q11.2 do que na populagado em geral (SULLIVAN, 2002). Kato
et al (2003) verificaram uma frequéncia de PTI de 12,5% em uma amostra de 128
pacientes com a SD22q11.2. Os autores sugeriram que a alta frequéncia de PTI
entre esses pacientes poderia ser o resultado em parte das anormalidades nas
membranas das plaquetas, secundarias as alteracbes quantitativas da GPIb.
Baseado nestas frequéncias e na prevaléncia estimada na populagdo em geral tanto
de PTI como de SD2211.2 (BOTTO et al.,, 2003; OSKARDOTTI et al., 2004,
SHPRINTIZEN, 2008, CINES, 2002, ABRAHAMSOM, 2009, BOTTON-MAGGS,
2015), esperavamos encontrar ao menos um individuo com a microdelecao em
nossa amostra de 38 pacientes. Contudo, a SD22q11.2 nao foi identificada em
nenhum paciente de nossa amostra. Segundo nossa revisao da literatura, este foi o
primeiro estudo a avaliar a frequéncia da sindrome entre individuos com PTI. Ao
exame dismorfolégico, 2 pacientes foram detectados com tragos fenotipicos
sugestivos da SD22g11.2. Contudo, a andlise pela técnica de FISH nao confirmou
tal diagndstico. A importancia de um diagnostico acurado da SD22q11.2 reside no
fato de que tal informagdo nos auxilia tanto manejo dos pacientes como na
determinagdo do seu prognostico e realizagdo do adequado aconselhamento
genético do individuo e de sua familia.

Nossos achados podem ser explicados devido ao pequeno tamanho amostral.
Esta pode sem duvida se constituir em uma limitagdo de nosso estudo. Além disso,
ndao podemos descartar a possibilidade de que certos fatores possam ter
influenciado nossos resultados. Por exemplo, a maior parte dos pacientes de nossa
amostra era adulta e portadora de PTI crénica. A média de idade dos pacientes foi
de 33 anos (73% eram adultos). Sabe-se que pacientes com a SD22q11.2 muito
frequentemente  apresentam  malformagdes maiores associadas, como
anormalidades cardiacas complexas, que, pela sua gravidade, podem limitar a sua
sobrevida e, consequentemente, chegada até a idade adulta (SHPRINTZEN, 2008).
De qualquer forma, acreditamos que estudos com a inclusdo de mais pacientes séo

ainda necessarios para se tentar melhor elucidar a relagédo da SD22q11.2 com a PTI.

5. CONCLUSAO



46

Os resultados de nosso estudo sugerem a possibilidade de que a SD22q11.2
possa nao ser tao frequente entre pacientes com a PTl quanto se acreditava.
Contudo, talvez a deteccido de pacientes com a sindrome possa ser realizada em
estudos desenvolvidos com um ndmero maior de individuos € com uma propor¢ao

maior de criangas (portadores de PTI aguda).
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3. ANEXOS

ANEXO 1 - Protocolo de Pesquisa adaptado do Servigo de Genética Clinica da

Universidade Federal de Ciencias da Saude de Porto Alegre — UFCSPA.

Identificacédo

. Ficha (Pesquisa): Prontuario (HEMOAM):

N OO o o0 O~ WD

N

= ©O© 0O N O O A W W

. Idade na avaliagao: anos meses DN: / /

. Sexo: 1. Masculino 2. Feminino
. Etnia: 1. Caucasoide 2. Negroide 3. Mista 4. Outra
. Endereco:

. Telefone de contato:

. Motivo do encaminhamento:

. Encaminhado pelo (Especialidade):

. Profissao paterna: Profissdo materna:

Historia gestacional

. Pré-natal: 1. Sim 2. Nao
. Gemelaridade: 1. Sim 2. Nao

- Gémeos: 1. Monozigdticos 2. Dizigadticos
. Historia de fertlizagao in vitro: 1. Sim 2. Nao
. Doengas maternas:
. Epoca das doencas (més): 1 2 3 4 5 6 7 8 9
. Drogas/farmacos na gestacéo:
. Epoca do uso das drogas (més): 1 2 3 4 5 6 7 8 9
. Outros agentes:
. Epoca dos agentes (més): 1 2 3 4 5 6 7 8 9
. Ameaca de aborto: 1. Sim 2. Nao

0. Epoca da ameaca (més): 1 2 3



51

(...continuagao)

11. Trabalho de parto prematuro: 1. Sim 2. Nao

12. Epoca (més): 4 5 6 7 8 9

13. Ultra-som obstétrico: 1. Sim 2. Néo
Obs.1:

Historia do parto-perinatal

1.Tipo de parto: 1. Vaginal 2. Cesariana
2. Apresentacao fetal: 1. Cefalica 2. Pélvica 3. Transversa
3. Idade gestacional: 1. <37 sem. 2. 37-42 semanas 3. >42 semanas

Dados do nascimento

Peso: gramas (P ) Comprimento: cm (P )
Perimetro cefalico: cm (P ) Perimetro toracico: cm (P )
Apgar 1’ Apgar 5’

Historia familiar

. Idade do pai: Idade da mae: (ao nascimento)
. Historia familiar de PTI: 1. Sim 2. Nao
. Consanguinidade entre os pais: 1. Sim 2. Nao

. Numero total de gestagbes: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. Ordem do nascimento: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. Numero de partos: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

. NUmero de cesarianas: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 N o o B~ WODN -~

. Numero de abortos espontaneos: 1

9. Numero de abortos provocados: 1

10. Numero de nativivos: 1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10
11. Numero de natimortos: 1 2 3

12. Sexo do natimorto: 1. M 2.F 3. Indeterminado 4. Desconhecido



(...continuagao)
Exame fisico

1. Medidas antropométricas (na avaliagao):
# Altura: cm (P__) # Peso: Kg (P ) # PC: cm (P

52

DIl. ~ (P__) DIE:____ (P___ ) CMao: __ (P___ ) CDedoMedio:  (P__

2. Exame Fisico/Dismorfologico:
|. ANORMALIDADES CRANIOFACIAIS
CRANIO:

FACE:

OLHOS:

NARIZ:

BOCA:

ORELHAS:

[I. TORAX:

[I. ABDOME:

[ll. ANOGENITAL:

IV. MEMBRO SUPERIOR:

V. MEMBRO INFERIOR:

VI. PELE E ANEXOS:

o OUTRAS:

Exames e avaliacoes complementares

o Avaliacao Oftalmoldgica:

o Avaliacao Otorrinolaringolégica:

o Avaliagdo Neuroldgica:

o Ecocardiografia:

o Raio-X de coluna:

o Avaliagdo Hematoldgica:

Contagem de plaquetas:

Tempo de sangramento:
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Tempo de protrombina:

(...continuagao)

Tempo de tromboplastina parcial ativada:

Medulograma:

Sorologias
HIV 1. Positiva 2. Negativa
Virus da hepatite B 1. Positiva 2. Negativa
Virus da hepatite C 1. Postiva 2. Negativa
Citomegalovirus 1. Positiva 2. Negativa
Mononucleose 1. Positiva 2. Negativa
Toxoplasmose (se crianga) 1. Positiva 2. Negativa

Purpura trombocitopénica imunoldgica (PTI):

Tipo: 1. Aguda (< 2 meses) 2. Crénica (> 6 meses)
Causa medicamentosa? 1. Sim 2. Nao
Sindrome paraneoplasica? 1. Sim 2. Nao
Sindrome mielodisplasica? 1. Sim 2. Nao
Lupus eritematoso sistémico? 1. Sim 2. Nao
Tireoidopatia? 1. Sim 2. Nao

o Outros:

Desenvolvimento nheuropsicomotor

*RDNPM: 1. Nao 2. Sim

* Fisioterapial terapia ocupacional: 1. Nao 2. Sim:

Sorriso social: _ Sustentou a cabeca: Sentou com apoio:

Sentou sem apoio: Ficouempé:  Engatinhou:

Andou com apoio: Andou sem apoio: __ Controle esfincteriano: __

Fala/ Linguagem

*Atraso de fala: 1. Nao 2. Sim



*Fonoaudiologia: 1. Nao

(...continuagao)

Sons:
Frases incompletas:

2. Sim:

Dissilabas:

Escola especial: 1. Nao

Entrou na escola (série atual):

Repeténcias:

Aprendizagem

2. Sim:

Frases completas:

Palavras:
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Evolucao Intercorréncias:




ANEXO 2 - Ficha de Analise ao Microscépio — FISH

Data:

Am:

Localizacgao inicial:

22q11 FISH

Ensaio FISH:

Microscépio:

Localizagao final:

NUCLEOS INTERFASICOS
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Imagens

Comentarios

N N | = | =20

N (=N =@

Comentarios:

METAFASES

M#

Localizagao

Imagem

Sinal

M#

Localizagao

Imagem

Sinal

1

12

13

14

15

16

17

18

O | 0 N G| h|W N

19

10

20

Comentarios do Revisor

X (R) = vermelho

* (G) = verde
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido adaptado do Servigo

de Genética Clinica da Universidade Federal de Ciencias da Saude de Porto

Alegre — UFCSPA.

A sindrome de delegdo 22q11.2, ou velocardiofacial/DiGeorge € uma doenga genética comum causada pela falta de um pedago
bastante pequeno de material genético (DNA) em um dos nossos cromossomos (0 de numero 22). Ela é uma alteragdo que pode se
acompanhar de defeitos/problemas ao nascimento e, em algumas familias, envolver um risco maior de acontecer novamente em futuras
gestagbes. Problemas envolvendo o sangue parecem também ser comuns, incluindo a doenca das plaquetas chamada purpura
trombocitopénica imunoldgica. Assim, o trabalho “Frequéncia e caracterizagao clinica de individuos com a sindrome de delegao
22911.2 entre pacientes diagnosticados com purpura trombocitopénica imunolégica na Fundagcao de Hematologia e Hemoterapia
do Estado do Amazonas” tem o objetivo de verificar a frequéncia e caracterizagdo clinica de individuos com a sindrome de delecéo

22q11.2 entre pacientes diagnosticados com pupura trombocitopénica imunoldgica.

Apos a realizagdo do consentimento informado, vocé ou seu(sua) filho(a) sera submetido(a) a uma avaliagdo clinica, com coleta de
dados sobre a sua gestagdo, o seu parto e a sua historia familiar, além de um exame fisico detalhado. Também apds a sua permissao por
escrito, sera feita uma documentagdo fotografica de vocé ou seu filho, com o objetivo de complementar a avaliagdo clinica (para
comparagdo das caracteristicas fisicas com programas de computador utilizados para estudar as doengas genéticas). As imagens serdo

também utilizadas na publicagdo de artigos cientificos em revistas médicas. O nome do(a) paciente e seus familiares ndo seréo divulgados.

Vocé também sera perguntado a consentir sobre a coleta de uma amostra de 6 mL de sangue de vocé ou do seu filho, que sera
utilizada para extragcdo de DNA e andlise genética do cromossomo 22. Esta tem como objetivo tentar entender melhor a doenga, no caso a
purpura. O DNA extraido sera utilizado apenas em estudos sobre a origem genética da purpura trombocitopénica imunoldgica. As
complicagbes da coleta de sangue s&o raras e geralmente pequenas, podendo ocorrer alguma dor ou certo desconforto em decorréncia da
picada da pele. A sua amostra ou de seu(sua) filho(a), bem como os dados clinicos e as fotos, serdo confidenciais e utilizados
exclusivamente neste projeto. Nenhum outro teste ou pesquisa sera feito sem a sua permissdo ou de seu filho por escrito, sendo que
também nado havera nenhum custo para vocés para a realizagdo destes exames. Os resultados da andlise do cromossomo 22 serdo
fornecidos aos pacientes ou responsaveis, o que também sera de grande beneficio para sua avaliagdo e acompanhamento. No caso de
identificagdo de necessidade de avaliagdo e acompanhamento com a Genética Clinica, vocé ou seu(sua) filho(a), caso ndo estejam em

atendimento, poderdo ser encaminhados a locais que possam oferecer este servigo.

Existe a possibilidade de que a participagdo neste estudo possa fazer vocé ou o(a) seu(sua) filho(a) se sentirem emocionalmente
desconfortaveis. A sua participagdo ou de seu(sua) filho(a) é inteiramente voluntaria. Vocé tem o direito de ndo fazer parte, ou mesmo
de pedir desisténcia na participagdo desta pesquisa sem que isso represente qualquer forma de prejuizo para o seu atendimento ou do(a)
seu(sua) filho(a) dentro da Instituicdo onde o projeto estd sendo realizado. Ndo se dara qualquer informagao genética sobre vocé ou o
seu(sua) filho(a) e sua familia, a outros membros da familia, ou a terceiros sem a sua permisséo por escrito. Os resultados da avaliagdo dos

cromossomos serao disponibilizados a vocé ou aos pais do(a) paciente.

“Pelo presente Consentimento Informado, eu declaro que fui informado de forma clara, detalhada e livre de qualquer
constrangimento ou obrigagdo, dos objetivos, da justificativa e dos procedimentos a que eu ou meu filho(a) sera submetido(a),
bem como dos riscos, desconfortos e beneficios do presente trabalho. Tive também a oportunidade de discutir e fazer perguntas

sobre a pesquisa. Eu e/ou meu(minha) filho(a) voluntariamente concordamos em participar deste estudo”.

Nome e RG do paciente Nome do responsavel
Assinatura do responsavel Grau de parentesco e RG do responsavel
Nome do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador responsavel

O responsavel por este projeto de pesquisa € Julia Cavalcante do Carmo (Fones: 81405674/ 96227021).
* Telefone do Comité de Etica em Pesquisa: 36550100 Manaus, / /

Impressao do dedo polegar caso o
paciente ndo saiba assinar
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ANEXO 4 - Descricdao da metodologia desenvolvida para extragao do DNA
adaptado aos padrées do laboratério de gendmica - LABGEN da Fundagéao de
Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas - HEMOAM

7.
FASE (1-7) - Antes da extragdo de DNA, realizou-se primeiramente a

separacao dos leucdcitos;

FASE (2-7) - fazendo-se a centrifugacdo do sangue extraido em tubo de
EDTA, a 1.000 rotagdes por minuto (rpm), durante 5 minutos;

FASE (3-7) - Apos, retirou-se 500 mL da camada leucocitaria, que foi
transferido para um eppendorf de 1,5 mL e acrescentando 1 mL de tampao de lise
de hemacias;

FASE (4-7) - Depois, colocou-se o eppendorf no gelo por 30 minutos;

FASE (5-7) - Depois de meia hora, a amostra foi colocada em uma centrifuga
refrigerada a 4°C por 10 minutos;

FASE (6-7) - Em seguida foi realizada a retirada do sobrenadante e
acrescentado mais 1 mL de tampao de lise, para novamente ser centrifugada a 4°C
por 10 minutos até se obter um pellet claro;

FASE (7-7) - O material foi armazenado a -20°C.

Para a extracdo de DNA, utilizou-se o seguinte protocolo:

e pipetou-se 200 pL (microlitros) da amostra de leucdcitos em um

microtubo de 2 MI;

Adicionou-se 400 pL de Brazol gelado (4°C) e agitou-se no vortex até a

amostra adquirir um aspecto homogéneo;

e Apés, adicionou-se 100 pL de cloroférmio gelado (4°C) e misturou-se
no vortex até a amostra adquirir uma coloragéo de “chocolate";

e Centrifugou-se a seguir o material por 12 minutos a 10.000 rpm em

temperatura ambiente;

Apds a centrifugacdo, retirou-se o microtubo cuidadosamente da

centrifuga e verificou-se se a solugao estava dividida em 2 partes;

A seguir, pipetou-se cuidadosamente a fase superior (sobrenadante) e
transferiuv-se a mesma para tubos de 1,5 mL devidamente

identificados;
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Na fase de precipitagcao do DNA gendmico, adicionou-se 500 uL de
etanol gelado a 100% (armazenado a 4°C), homogeneizou-se o
material no vortex e observou-se a formagao de um precipitado;

Este foi usualmente visualizado apés 30 a 60 segundos;

Centrifugou-se por 15 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente;
Decantou-se o sobrenadante e adicionou-se novamente 500 uL de
etanol a 100% gelado (armazenado a 4°C);

A seguir, centrifugou-se o material por 12 minutos a 10.000 rpm em
temperatura ambiente;

O sobrenadante foi decantado e removeu-se o etanol residual com o
uso de uma pipeta e colocou-se o material no banho seco a 56°C por
10 minutos;

Apds, adicionou-se 100 uL de agua destilada estéril em cada tubo;

O DNA genbmico foi quantificado utilizando-se do equipamento
vDrop1000;

Apos a quantificagao, o DNA purificado foi armazenado a -20°C.



59

ANEXO 5 — Parecer Consusbstanciado do Comité de Etica em Pesquisa —
CEP.

UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO £~ Plabaforma
ONIVERSIDAOE DO AMAZONAS - UEA %ﬁfoﬂ
AMAZONAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FREQUENCIA E CARACTERIZACAO CLINICA DE INDIVIDUOS COM A S”\!DROME
DE DELECAO 22Q11.2 ENTRE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM PURPURA
TROMBOCITOPENICA IMUNOLOGICA NA FUNDACAO DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO ESTADO DO AMAZONAS

Pesquisador: Julia Cavalcante do Carmo

Area Temdtica:

Versao: 1

CAAE: 31253914.9.0000.5016

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 803.634
Data da Relatoria: 24/09/2014

Apresentacao do Projeto:

Estudo prospectivo, transversal e observacional, onde serd avaliada a frequéncia e as caracteristicas
clinicas de individuos com a SD22q11.2 entre pacientes diagnosticados com PT| na Fundacao de
Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas (HEMOAM. Realizar-se-a uma avaliagéo clinica e
laboratorial de 50 pacientes, através da aplicacao de um protocolo padrao com coleta de dados
relacionados a gestacao, parto e familia dos individuos; realizacdo de exame fisico dismorfoldgico; revisao
dos dados da avaliagao hematoldgica e aplicacao da técnica de FISH com pesquisa da microdelecao
22q11.2.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primadrio:

Verificar a frequéncia e caracterizacao clinica de individuos com a SD22q11.2 entre pacientes
diagnosticados com PTl em um servigco de referéncia em Hematologia do Estado do Amazonas.
Objetivo Secundadrio:

- Analisar a presenca da delecao 22q11.2 atraves da técnica de citogenética molecular de FISH;- Criar um

biorepositorio a partir do DNA extraido do sangue periférico de sangue de cada paciente

Endereco: Av. Djalma Batista, n° 3578, Chapada

Bairro: chapada CEP: 69.050-030

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)3878-4368 Fax: (92)3878-4368 E-mail: cep.uea@gmail.com
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UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - UEA

DO ESTADO DO
AMAZONAS

U EA UNIVERSIDADE DO ESTADO Wm

Continuagao do Parecer: 803,634

para pesquisa futura de fatores genéticos associados a PTI.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nao hd riscos para o paciente nessa pesquisa. A coleta de sangue € um procedimento simples e
rotineiramente realizado. Além disso, o procedimento serd realizado por profissionais experientes, que
trabalham no prdprio hospital.

Beneficios:

Os resultados da andlise pela técnica de FISH serao fornecidos aos pacientes ou responséaveis, o que
também serd de grande beneficio para sua avaliacdo e acompanhamento. No caso de identificacao de
necessidade de avaliagdo e acompanhamento com a Geneética Clinica, os pacientes, caso nao estejam em
atendimento, serdo encaminhados a locais que possam oferecer estes servicos.

Comentdrios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa relevante para determinar a frequéncia e caracterizacao de individuos com sindrome de
delecao 22q11.2 entre pacientes diagnosticados com purpura trombocitopénica na Fundacao de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Todos os termos foram apresentados.

Recomendacoes:

Sem recomendacoes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:

Sem pendéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néao
Consideracoes Finais a critério do CEP:
Aprovado.

Endereco: Av. Djalma Batista, n° 3578, Chapada

Bairro: chapada CEP: 69.050-030

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)3878-4368 Fax: (92)3878-4368 E-mail: cep.uea@gmail.com



63



64

UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO £ Plataforma
UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - UEA %oﬂ
AMAZOMAS

Continuacao do Parecer: 803.634

MANAUS, 24 de Setembro de 2014

Assinado por:
Manoel Luiz Neto
(Coordenador)

Endereco: Av. Djalma Batista, n° 3578, Chapada

Bairro: chapada CEP: 69.050-030

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)3878-4368 Fax: (92)3878-4368 E-mail: cep.uea@gmail.com
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ANEXO 6 — Carta de Anuéncia da Fundagao de Hematologia e Hemoterapia do
Estado do Amazonas - HEMOAM

- F

GOVERNO DO ESTADO DO AMAZONAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E RECURSOS NATURAIS
DA AMAZONIA-MBT

CARTA DE ANUENCIA PARA AUTORIZACAO DE PESQUISA

limo Sr. Prof. Dr. Nelson Fraiiji

Solicitamos autorizacdo institucional para realizacdo da pesquisa intitulada
Frequéncia e caracterizacao clinica de individuos com a sindrome de dele¢ao 22q11.2 entre
pacientes diagnosticados com purpura trombocitopénica imunologica na Fundacao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas a ser realizada na Fundagao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, pela aluna deste programa de pos-
graduagao Julia Cavalcante do Carmo, sob orientagdo do Prof. Dr. Cleiton Fantin Rezende, com
o(s) seguinte(s) objetivo(s): Verificar a frequéncia e caracterizacao clinica de individuos com a
SD22q11.2 entre pacientes diagnosticados com PT| em um servigo de referéncia em Hematologia
do Amazonas; Analisar a presenga da delecao 22q11.2 através da tecnica de citogenetica
molecular de FISH; Criar um biorepositério a partir do DNA extraido do sangue periférico de
sangue de cada paciente para pesquisa futura de fatores geneticos associados a PTI.
Necessitando portanto, ter acesso aos dados a serem colhidos em prontuarios, arquivos e
guestionarios juntos aos pacientes diagnosticados com PTI , da instituicdo. Ao mesmo tempo,
pedimos autorizacdo para que o nome desta instituicdo possa constar no relatério final bem como
em futuras publicagdes na forma de artigo cientifico.

Ressaltamos que os dados coletados serdo mantidos em absoluto sigilo de acordo
com a Resolugdo do Conselho Nacional de Saude (CNS/MS) 466/12 que trata da Pesquisa
envolvendo Seres Humanos. Salientamos ainda que tais dados sejam utilizados tdo somente para
realizagdo deste estudo.

Na certeza de contarmos com a colaboragdo e empenho desta Diretoria,
agradecemos antecipadamente a atencao, ficando a disposicdo para quaisguer esclarecimentos

que se fizerem necessaria.

Universidade do Estado do Amozonas UM Q

Av.: Djalma Batista, 3578 - Flores

e ssoso00/manos- . oo ANUAZOMNAS

DO ESTADO DO
www.vea.edu.br AMAZONAS GOVERNO DO ESTADO




GOVERNO DO ESTADO DO AMAZONAS

Manaus, 16 de M de _JoiN

14 ¥ a7

Prof. Dr. Cleiton Fantin Rezende
Pesquisador(a) Responsavel do Projeto

"() Concordamos com a solicitagdo () Nao concordamos com a solicitagdo

gir
Prof. Dr. Nelson Fraiiji

Diretor da Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas

Universidade do Estado do Amazonas Ua
Av.: Diolma Batisto, 3578 - Flores
CEP: 69050-010 / Manaus - AM UNIVERSIDADE

DO ESTADO DO
www.vea,edu.br AMAZONAS GOVERNO DO ESTADO
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