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RESUMO

Bastianelli AGF. Aplicabilidade da reacdo em cadeia da polimerase digital em gotas
e do sequenciamento paralelo em larga escala no diagndstico genético da Sindrome
de McCune-Albright [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo; 2023.

Contexto: A sindrome de McCune-Albright (SMA) é uma doenca rara caracterizada
por displasia fibrosa éssea (DFO), manchas café-au-lait e hiperfun¢des enddcrinas,
causada por mutacdo ativadora pos-zigotica no codon 201 do gene GNAS, que
codifica a subunidade alfa da proteina G estimulatéria (Gsa). As mutacbes
missenses mais comuns (95% dos casos) decorrem da substituicdo de uma arginina
por cisteina ou histidina (p.R201C/H). As mutac¢des poés-zigoticas no gene GNAS séo
adquiridas em estdgios precoces da embriogénese, resultando em um estado de
mosaicismo somatico. Devido a essa particularidade, o nimero de células afetadas
varia dependendo do momento em que a mutacdo ocorre. Portanto, A SMA
apresenta um amplo espectro fenotipico, que pode acarretar subdiagnéstico em
quadros clinicos mais brandos. Consequentemente, técnicas que permitam a
identificacdo da mutacdo no DNA de sangue periférico sdo altamente desejaveis,
pois evitariam procedimentos invasivos para obtencdo de amostras de tecidos, além
da confirmacdo do defeito genético representar um grande avanc¢o no diagnadstico,
acompanhamento e manejo terapéutico dos pacientes portadores da SMA. Neste
contexto, as técnicas de droplet digital PCR (ddPCR) e de sequenciamento paralelo
em larga escala (SPLE), emergiram como metodologias mais sensiveis para a
identificacdo de mutacdes em mosaico. Objetivos: Pesquisar a mutacdo p.R201C/H
no gene GNAS em DNA de leucdcitos periféricos pela técnica de ddPCR. Comparar
a técnica da ddPCR com o SPLE nos pacientes que foram submetidos ao painel de
genes relacionados as endocrinopatias (que inclui o GNAS) da Disciplina de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina da USP ou sequenciamento exémico
global (WES). Métodos: A caracterizagdo clinica e genética de 64 pacientes foi
realizada, sendo 53 pacientes de uma coorte brasileira e 11 pacientes de uma coorte
espanhola. Foram incluidos pacientes com diagndstico clinico da SMA (portadores
de pelo duas caracteristicas clinicas da SMA) e pacientes com 1 caracteristica
clinica da SMA (puberdade precoce periférica - PPP ou DFO). Todos os pacientes
foram submetidos a analise genética por ddPCR e 35 dos 64 pacientes por SPLE.
Resultados: A triade clinica da SMA foi identificada em 34,4% (22/64) dos
pacientes, enquanto 2 e 1 caracteristicas clinicas estavam presentes em 34,4%
(22/64) e 31,2% (20/64) dos pacientes, respectivamente. A PPP foi a endocrinopatia
mais prevalente, presente em 59,4% dos pacientes. A ddPCR identificou a mutagao
p.R201C/H em 45,3 % (29/64) dos pacientes, sendo 25 pacientes portadores de
SMA e 4 pacientes com 1 caracteristica clinica (3 pacientes portadores de PPP e 1
de DFO). Houve associacdo entre o numero das caracteristicas clinicas e o
resultado genético positivo (p=0,0154). A mediana da abundéancia fracional
detectada na ddPCR foi 0,58 (IQ 0,16; 1,7), variando de 0,1% a 14,8%. Nao houve
diferenca entre as medianas das taxas de abundancia fracional e o numero de
manifestagbes clinicas da SMA (p=0,07). O SPLE identificou a mutagdo p.R201C/H
em 20% (7/35) dos pacientes, todos portadores da SMA (6 pacientes portadores da
triade clinica e 1 paciente portador de 2 caracteristicas clinicas). A média da
abundancia fracional das mutacdes foi 8,7 £ 6 % e variou entre 2,9% e 19%. Nao
houve associacdo entre 0 numero de caracteristicas clinicas e o resultado genético



positivo (p=0,075). Houve diferenca significativa na propor¢cdo de resultados
positivos e negativos comparando a ddPCR com o SPLE (45,3% vs 20%, p=0,002).
N&o houve diferenca entre as médias das taxas de abundancia fracional e o tipo de
teste genético realizado (p=0,34). Conclusdes: A ddPCR representou 0 método
mais sensivel na confirmacao do diagnéstico genético da SMA em DNA de sangue
periférico. Quanto maior o nimero de manifestacdes clinicas da SMA, maior foi a
probabilidade de estabelecer o diagndéstico genético da SMA. Houve concordancia
entre os resultados das amostras testadas pelas duas metodologias. O diagndstico
genético da SMA foi estabelecido pela ddPCR em pacientes com apenas uma
manifestacao clinica da sindrome (SMA-like).

Palavras-chave: Sindrome de McCune-Albright. Displasia fibrosa poliostoética.
Diagnostico genético. Puberdade precoce. Reacdo em cadeia da polimerase digital
em gotas. Sequenciamento paralelo em larga escala.



ABSTRACT

Bastianelli AGF. Applicability of droplet digital polymerase chain reaction and next-
generation sequencing in the genetic diagnosis of McCune-Albright Syndrome
[thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2023.

Background: McCune-Albright Syndrome (MAS) is a rare disease characterized by
bone fibrous dysplasia (FD), café-au-lait spots, and endocrine hyperfunctions. MAS
is caused by a post-zygotic activating mutation in codon 201 of the GNAS gene,
which encodes the alpha subunit of the stimulatory G protein (Gas). The most
common missense mutations (95% of cases) result from the substitution of arginine
with cysteine or histidine (p.R201C/H). Post-zygotic mutations in the GNAS gene are
acquired in early stages of embryogenesis, resulting in a state of somatic mosaicism.
Due to this particularity, the number of affected cells varies depending on when the
mutation occurs. Therefore, MAS presents a broad phenotypic spectrum, which may
result in underdiagnosis in milder clinical presentations. Consequently, techniques
allowing the identification of the mutation in peripheral blood DNA are highly
desirable, as they would avoid invasive procedures for obtaining tissue samples, and
the confirmation of the genetic defect could represent a significant advance in the
diagnosis, monitoring, and therapeutic management of MAS patients. In this context,
droplet digital PCR (ddPCR) and next-generation sequencing (NGS) techniques have
emerged as more sensitive methodologies for identifying mosaic mutations.
Objectives: To investigate the p.R201C/H mutation in the GNAS gene in peripheral
leukocyte DNA using the ddPCR technique. Compare the ddPCR technique with
NGS in patients who underwent a panel of genes related to endocrinopathies
(including GNAS) from the Discipline of Endocrinology at the Faculty of Medicine,
University of Sdo Paulo, or whole exome sequencing (WES). Methods: Clinical and
genetic characterization of 64 patients was performed, including 53 patients from a
Brazilian cohort and 11 patients from a Spanish cohort. Patients with a clinical
diagnosis of MAS (having at least two clinical features of MAS) and patients with one
clinical feature of MAS (peripheral precocious puberty-PPP or FD) were included. All
patients underwent genetic analysis by ddPCR, and 35 of the 64 patients by NGS.
Results: The clinical triad of MAS was identified in 34.4% (22/64) of patients, while 2
and 1 clinical features were present in 34.4% (22/64) and 31.2% (20/64) of patients,
respectively. PPP was the most prevalent endocrinopathy, present in 59,4% of
patients. DAPCR identified the p.R201C/H mutation in 45.3% (29/64) of patients, with
25 patients having MAS and 4 patients with one clinical feature (3 patients with PPP
and 1 with FD). There was an association between the number of clinical features
and positive genetic results (p=0.0154). The median fractional abundance detected
in ddPCR was 0.58 (IQ 0.16; 1.7), ranging from 0.1% to 14.8%. There was no
difference between the median fractional abundance rates and the number of MAS
clinical manifestations (p=0.07). NGS identified the p.R201C/H mutation in 20%
(7/35) of patients, all of whom had MAS (6 patients with the clinical triad and 1 patient
with 2 clinical features). The mean fractional abundance of mutations was 8.7 + 6%,
ranging from 2.9% to 19%. There was no association between the number of clinical
features and positive molecular results (p=0.075). There was a significant difference
in the proportion of positive and negative results comparing ddPCR with NGS
(p=0.002). There was no difference between the means of fractional abundance
rates and the type of genetic test performed (p=0.34). Conclusions: ddPCR proved



to be the most sensitive method in confirming the genetic diagnosis of MAS in
peripheral blood DNA. The higher the number of clinical manifestations of MAS, the
greater the likelihood of stablishing the genetic diagnosis of MAS. There was
concordance between the results of samples tested by both methodologies. The
genetic diagnosis of MAS was stablished by ddPCR in patients with only one clinical
manifestation of the syndrome (SMA-like).

Keywords: McCune-Albright Syndrome. Polyostotic fibrous dysplasia. Genetic
diagnosis. Precocious puberty. Droplet digital polymerase chain reaction. Next-
generation sequencing.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sindrome de McCune-Albright

A sindrome de McCune-Albright (SMA) foi reportada primeiramente em 1936
por Donovan McCune no Columbia University College of Physicians and Surgeos e
por Fuller Albright em 1937 no Massachusetts General Hospital, sendo inicialmente
descrita como uma triade clinica composta de precocidade sexual,
hiperpigmentacédo da pele e areas isoladas de rarefacdo 0ssea (1-3).

Em 1972, os Drs. Marco Danon e John Crawford publicaram a primeira
evidéncia de que a puberdade precoce (PP) da SMA era independente de
gonadotrofinas (4). Apenas em 1991, Lee Weinstein e colaboradores do National
Institutes of Health (NIH) identificaram o defeito molecular relacionado a SMA: uma
mutacdo no gene GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating),
resultando na melhor compreensédo do mecanismo de agéo da proteina G (5).

A SMA é uma doenga rara com prevaléncia de 1:100.000 a 1: 1.000.000,
causada por uma mutacdo ativadora poés-zigética no gene GNAS, que codifica a
subunidade alfa da proteina G estimulatéria (Gsa) (6). Classicamente, a SMA é
caracterizada clinicamente por displasia fibrosa 6ssea (DFO), manchas café-au-lait e
hiperfuncdes enddcrinas, tais como: puberdade precoce periférica (PPP),

acromegalia, sindrome de Cushing, hipertireoidismo e perda renal de fosfato (6).

1.2. Receptores 7-transmembrana

Os receptores que transmitem sinais celulares por via das proteinas G
possuem algumas caracteristicas comuns em relacdo a sua estrutura: apresentam
uma regido amino-terminal extracelular e uma regido transmembrana com sete
dominios hidrofébicos (a-hélices) ligados por trés alcas intracitoplasmaticas. Devido
a esta conformacdo, sdo também conhecidos como receptores 7-transmembrana
(7TM) (7).

Esses receptores formam a maior familia de proteinas do organismo,
somando mais de mil membros identificados, e participam juntamente com as
proteinas G de um sofisticado sistema de transducdo do sinal celular (8). Existem
inmeros ligantes extracelulares que podem causar uma mudanc¢a na conformacéo

do receptor, expondo as a-hélices e ativando a proteina G, tais como: odorantes,
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fétons de luz, horménios, neurotransmissores, nucleotideos, proteases e ions (7). Os
principais efetores celulares regulados via proteina G sdo: adenilato-ciclase, as
isoformas de fosfatidil-inositol, fosfolipase C, fosfodiesterases dependentes de

GMPc e canais idnicos (Na*, K*, Ca®") (7).

1.3. Proteina G

As proteinas G sdo compostos de alto peso molecular e ditos
heterotriméricos, uma vez que sdo formados por trés polipeptidios distintos: a, B e v,
compondo um complexo transdutor de sinais (8).

A ligacdo do horménio ao receptor acoplado a proteina G produz uma
mudanca de conformacdo nesta estrutura, que induz a intera¢do do receptor com a
proteina G reguladora, com consequente liberacdo do difosfato de guanosina (GDP)
em troca do trifosfato de guanosina (GTP), que resulta na ativacdo da proteina G. A
proteina G ativada (ligada ao GTP) dissocia-se do receptor, seguido de dissociacao
da subunidade a de By (9). As subunidades ativam alvos celulares, que podem ser
tanto um canal iGnico como uma enzima (8).

As duas principais enzimas que interagem com a proteina G sdo a adenilato-
ciclase e fosfolipase C, sendo a seletividade de interacdo determinada pelo tipo de
proteina G ao qual o receptor se associa. Com base na subunidade a, as proteinas
G podem ser classificadas em quatro familias associadas a diferentes proteinas
efetoras. As vias de sinalizacdo de trés dessas familias foram extensamente
estudadas. A Gas ativa a adenilato-ciclase, a Ga; inibe a adenilato-ciclase, e a Gaq
ativa a fosfolipase C. As vias de segundos mensageiros utilizadas pela Gaj, ainda

nao foram elucidadas por completo (8).

1.4. Gene GNAS e a SMA

A SMA é causada por uma mutacdo ativadora pos-zigética no gene GNAS,
localizado no brago longo do cromossomo 20 (20g13.3) (10, 11).

O loci do GNAS é extremamente complexo e codifica 4 transcritos primarios,
Gas, extra-large (XLas), neuroendocrine secretory protein 55 (NESP55) e A/B, bem
como um transcrito antisense GNAS-AS1(9, 12). Os transcritos sense sao gerados

através de quatro promotores distintos e do splicing alternativo dos quatro primeiros
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éxons unicos para os éxons comuns 2-13. A expressdo alélica e tecido-dependente
é regulada pela metilagéo diferencial dos promotores alternativos. XLas, A/B e GNAS-
AS1sdo expressos a partir do alelo paterno, enquanto NESP55 é expresso a partir
do alelo materno. Em contraste, o transcrito Gas ndo é imprintado na maioria dos
tecidos e apresenta expressao bialélica randémica (9, 12, 13). A Figura 1 demonstra

0 gene GNAS e seus transcritos.

Figura 1- Mdltiplos transcritos do gene GNAS.

] 1 —J NESP55
I T I | Gsa
NESP55 Gas
2 3 4-13
Mat 4+ H++ 4+ 1 —
cen 43 2 AS-1 XL AB | | tel
I O I [ — Gsa
| ] C3 1 A/B
1 — C 1 XLas
[ I (BN N | GNAS-AS1

FONTE: Adaptado de Turan et al., (2015) (9)

Os éxons 1-13 codificam o a Gas, cuja expressao € bialélica na maioria dos tecidos. Os outros
transcritos séo originados a partir da metilagdo de diferentes promotores, incluindo o transcrito
NESP55 (expresso pelo alelo materno), e os transcristos A/B e XLas (expressos pelo alelo
paterno). Todos esses transcritos utilizam éxons individuais que fazem splicing com os éxons
2-13 do gene GNAS. QOutro transcrito ndo-codificante também ¢é derivado do alelo paterno do
GNAS, mas este transcrito é gerado a partir da fita antissense (transcrito GNAS-AS1). Caixas e
linhas conectivas representam éxons e introns, respectivamente. Os produtos GNAS maternos
(mat) e paternos (pat) séo ilustrados acima e abaixo da estrutura do gene, respectivamente,
com os padrdes de splicing indicados por linhas pontilhadas. O simbolo "+" indica promotores
metilados, seja no alelo paterno (NESP55) ou no alelo materno (XLas, A/B, GNAS-AS1). Setas
indicam a dire¢c&o da transcricdo.

A interacdo da Gas com a adenilato-ciclase e sua ativagcdo resultam em
aumento da conversdao do ftrifosfato de adenosina em monofosfato de 3’,5-
adenosina ciclico (AMPc) (9). A elevacdo do AMPc intracelular ativa a proteina-

quinase A, a qual, por sua vez, fosforila as proteinas efetoras produzindo respostas



25

celulares (8). O Gsa € composto em parte por um dominio intrinseco GTPase, que
se liga ao nucleotideo guanina que interage com receptores e efetores especificos.
A atividade GTPase intrinseca da Gsa inativa a sinalizagao do receptor através da
hidrolisacdo de GTP a GDP (10).

Na SMA, algumas mutacdes ativadoras missenses no coédon 201 da Gsa
foram identificadas: a substituicdo de uma arginina por histidina (p.R201H) ou
cisteina (p.R201C), representando mais de 95% das mutacdes identificadas, e mais
raramente mutagfes missenses no coédon 227 (menos de 5% das mutacdes
identificadas) (10, 11, 14).

O cdédon 201, composto por pela arginina (R201), representa um regulador
essencial da GTPase. Mutacdes neste dominio acarretam em perda da atividade da
GTPase, com consequente ativacdo constitutiva da Gsa. No meio intracelular tal
defeito resulta na hiperproducdo de AMPc, levando a ativacdo de receptores
hormonais e consequente produgdo hormonal excessiva, manifestada clinicamente
por endocrinopatias hiperfuncionantes, hiperpigmentacao da pele (manchas café-au-
lait) e DFO (11). A Figura 2 demonstra o mecanismo molecular supracitado.
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Figura 2- Sinalizagédo da Gas na SMA.
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FONTE: Adaptado de Boyce et al.,, Fibrous dysplasia/McCune-
Albright syndrome: a rare, mosaic disease of Gas activation, 2019.
(15).

No estado inativo, 0 composto heterotriméricos esta ligado ao GDP.
Depois da interagdo com o ligante, a Gas se dissocia do complexo-By
e ativa a adenilato-ciclase, levando a producao intracelular de AMPc
e ativagdo da Proteina quinase A. As mutagfes ativadoras no gene
GNAS resultam na perda da atividade da GTPase, resultando na
ativagao constitutiva da Gas.

GNAS: guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating activity
polypetide; GDP: guanosine difosfato; GTP: guanosine trifosfato; ATP:
adenosina trifosfato; CAMP: monofosfato ciclico de adenosina; PKA:
proteina quinase A; R201: codon 201 do gene GNAS, composto por
uma arginina.

1.5. Mosaicismo

Mosaicismo é definido pela a presenca de duas ou mais populacbes de
células com distintos genétipos dentro de um mesmo organismo, tipicamente
oriundo de eventos mutacionais pos-zigoticos (16). O ritmo exponencial da

multiplicacdo celular durante a embriogénese significa que as mutacdes que
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ocorrem precocemente durante o desenvolvimento tém impacto mais significativo no
fenétipo de um individuo (17).

As etiologias das mutacdes somaticas sdo complexas e podem estar
relacionados com defeitos na replicacdo do DNA, insultos ambientais e outros
fatores (18). Consistente com doencas em mosaicos, SMA nédo é herdada, e ndo ha
casos conhecidos de transmisséo vertical (19).

Devido ao envolvimento variavel das mutacfes nos tipos de tecidos, ha um
amplo espectro de fenotipos possiveis para uma mesma doenca (16) e, portanto, se
apresentam como casos desafiadores para confirmar diagnéstico e estabelecer
tratamento adequado (16).

1.6. Manifestag¢des Clinicas da SMA

1.6.1. Manchas café-au-lait

As manchas café-au-lait sdo tipicamente a manifestacédo clinica mais precoce
da SMA, estando presentes ja no nascimento ou logo apos (6, 11).

O receptor do horménio alfa-melanécito estimulante (a-MSH) tem sua
sinalizacado realizada através da proteina G, e, devido aos mecanismos supracitados
que culminam na elevacdo dos niveis de AMPc intracelulares, ha uma
hiperprodugdo de melanina, resultando nas manchas café-au-lait.(6)

Classicamente, as manchas da SMA apresentam bordos irregulares
(descritas como se assemelhando a costa de Maine), e tendéncia a respeitar a linha
média corporal (presentes em apenas um dimidio) (6, 11).

1.6.2. Displasia Fibrosa Ossea (DFO)

A DFO é uma doenga em mosaico incomum em que O 0SSO sadio é
substituido por tecido fibro-6sseo estruturalmente deficiente (12). No o0sso, a
ativagao constitutiva da Gsa da origem a células do estroma da medula 6ssea
(CEMOs) com capacidade reduzida de diferenciar-se em osteoblastos maduros,
adipécitos e estroma de suporte da hematopoiese. O 0sso e medula 0ssea sao
assim substituidos por CEMOs em proliferacéo, resultando em tecido fibro-6sseo
tipicamente desprovido de medula hematopoiética (11).

O osso resultante dessa alteracao é fragil e propenso a fraturas, resultando

muitas vezes em dor e perda da funcionalidade (12).
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Geralmente, os sinais e sintomas decorrentes da DFO s&o os primeiros a
serem notados na SMA: dor em membros, alteragdo em marcha, deformidades
esqueléticas e ocasionalmente fraturas patologicas (6).

Na SMA, a displasia 6ssea pode afetar um (monostética) ou varios
(poliostatica) ossos (20). Os principais sitios acometidos sdo os 0ssos da base do
cranio e a parte proximal do fémur (6), no entanto ndo € incomum o0 acometimento
maxilofacial (21). As manifestacdes clinicas iniciais ocorrem nos primeiros anos de
vida da crianca e tendem a se estabelecer completamente até os 15 anos de idade
(90% das lesbes craniofaciais se estabelecem antes dos 3,4 anos, enquanto 90%
das lesdes apendiculares e axiais se estabelecem até 13,7 anos e 15,5 anos,
respectivamente) (6).

Nos 0ssos longos, as deformidades e fraturas sdo comuns, principalmente no
fémur proximal (deformidade “Shepherd’s crook”). No esqueleto axial a escoliose € a
manifestacdo mais comum, podendo raramente ser severa e progressiva, causando
comprometimento respiratorio e até mesmo morte (6, 11). Nos o0ssos do cranio,
apesar de geralmente ser paucissintomatica (comumente diagnosticado
incidentalmente por exames de imagem), podem ocorrer deformidades morfolégicas
faciais e funcionais, com surdez e cegueira (por compressao de nervos cranianos)
(6, 11, 19).

As lesdes da DFO apresentam padrao histoldgico, clinico e radiografico
relacionados com a idade do paciente. Kuznetsov et al. (22) observaram o declinio
no nimero CEMOs mutadas devido a uma alta taxa de apoptose em individuos mais
velhos portadores de DFO, caracterizado como “normalizagdo” da doenga (22).
Histologicamente, em alguns casos foi observada reducdo das caracteristicas de
DFO, com formacgéo de 0osso e medula normais, apresentando inclusive restauragao
completa da hematopoiese (11).

A cintilografia 6ssea representa o exame de escolha para deteccdo das
lesbes Osseas, embora tais alteragbes também sejam evidenciadas
radiologicamente. Em criancas abaixo de dois anos, as lesbes da DFO séao
heterogéneas na radiografia e ndo apresentam o padréo classico de vidro fosco. Na
infancia tardia, as lesdes desenvolvem uma densidade radiografica mais
homogénea, com o padrdo em vidro fosco, enquanto em individuos mais velhos as

lesbes sdo mais densas e esclerdticas. Nas lesdes craniofaciais em pacientes mais
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velhos, a tomografia computadorizada evidencia um padrdo menos homogéneo e a
presenca areas cisticas radiotransparentes (6).

Clinicamente, essas alteracbes sao representadas pela frequéncia de
fraturas, que ocorrem com mais intensidade entre 6 e 10 anos, com reduc¢éo gradual
apos infancia (23).

As lesbes da DFO podem sofrer transformacdo maligna (degeneracéo
sarcomatosa). Os fatores de riscos sdo dose alta de radiacdo externa e excesso de

GH (acromegalia / gigantismo) (24, 25).

1.6.3. Hiperfuncbées Hormonais

1.6.3.1. Puberdade Precoce Periférica (PPP)

A puberdade precoce (PP) € uma das caracteristicas clinicas mais marcantes
da SMA (26). Devido o receptor de LH ser acoplado a proteina Gas, que esta
constitutivamente ativada, ha producdo dos horménios sexuais independente de
gonadotrofinas, caracterizando PPP (10, 20).

Apesar de o envolvimento gonadal ocorrer igualmente em meninas e
meninos, a hiperproducdo de esteroides sexuais ocorre mais frequentemente em
meninas (19). Em uma coorte acompanhada pelo NIH, a ativacdo do GNAS resultou
em cistos recorrentes produtores de estradiol em 85% das meninas (11, 27). A PPP
ocorre predominantemente no sexo feminino provavelmente porque tanto a camada
granulosa do ovério quanto a teca produzem esteroides sexuais nas meninas (10).

Normalmente, a PPP representa juntamente com a DFO a primeira
manifestacéo a ser notada na crianca(6).

No sexo feminino, a PPP é documentada como producdo estrogénica por
cistos volumosos ovarianos, frequentemente unilaterais, que é a manifestacdo
morfologica da hiperativacdo autdbnoma de células foliculares (26). A pacientes
desenvolvem rapidamente sinais puberais, como desenvolvimento mamario e
aceleracdo do crescimento. Exames laboratoriais evidenciam niveis elevados de
estradiol, com gonadotrofinas suprimidas (28) e cistos uni ou bilaterais no exame de
ultrassom (19). Quando o cisto involui, ha uma queda brusca nos niveis de estradiol,
gue culmina com sangramento vaginal indolor (27). ApGs 0s primeiros sinais, muitas
meninas entram em um periodo de quiescéncia, com regressao dos caracteres

sexuais, dificultando o diagnéstico (26, 27). Por outro lado, outras meninas
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experimentam episodios repetidos de sangramento vaginal, com progressdo dos
caracteres puberais e aumento do risco de perda na estatura final adulta (26).

O ultrassom pélvico € indicado rotineiramente devido sua caracteristica
ciclica/intermitente (27). O ultrassom geralmente evidencia cisto ovariano unilateral,
com composi¢do variada, podendo ser cistica, solido-cistico ou com aspecto
hemorragico. Estes achados muitas vezes s&o sobrepostos com achados de
tumores de células granulosas, de forma que a crianca pode ser submetida a uma
ooforectomia desnecessariamente (26).

Pode ocorrer progressdao para PP de origem central (puberdade precoce
central — PPC - secundaria) devido a ativacdo precoce do eixo gonadotréfico por
exposicao prolongada aos esteroides sexuais (26, 29-31).

No sexo masculino, apesar do envolvimento testicular ser frequente (85%)
(19), a PP é menos comum (ocorre em 15% dos pacientes), visto que para esta
ocorrer, a mutacdo soméatica deve estar presentes nas células de Leydig que
expressam receptor de LH e sintetizam e secretam a testosterona. No entanto a
ocorréncia da mutacdo em receptores de FSH é predominante, sendo a
macroorquidia o achado mais frequente (26). Em meninos a alteracdo gonadal é
caracterizada por aumento do volume dos testiculos e raramente sinais de
precocidade sexual. Macroorquidia pode ser a primeira e Unica manifestacdo clinica
em meninos, unilateral ou bilateral, devido a hiperfuncéo das células de Sertoli (26).

Outra manifestacédo descrita em meninos com SMA é a microlitiase testicular,
prevalente em 30-62% deles, enquanto na populacdo pediatrica em geral é
encontrada em menos de 5%. Nao obstante, a implicacdo clinica deste achado

ainda nao foi bem estabelecida (26).

1.6.3.2. Tireoidopatias

As doencas da tireoide sdo a segunda endocrinopatia mais comum na SMA,
sendo reportadas em aproximadamente 50% (19). Hipertireoidismo ocorre em média
em 38% dos pacientes (6), embora o espectro das tireoidopatias varie desde franco
hipertireoidismo clinico com bdcio a quadros assintomaticos com evidéncia apenas
laboratorial de hipertireoidismo (6). Os achados clinicos e ultrassonograficos incluem

aumento difuso, heterogeneidade e nédulos cisticos ou sélidos (19).
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Bioquimicamente, as mutacfes no GNAS resultam em atividade constitutiva
da 5’-deiodinase, culminando com aumento da conversao de T4 em T3 e T3-
toxicose (19).

E importante o diagnostico precoce do hipertireoidismo no contexto de SMA,
uma vez que pode resultar no avango de idade 6ssea, um problema adicional para
criangas que ja apresentam PPP, além de contribuir para a baixa densidade mineral
0ssea (32). O hipertireoidismo na SMA responde bem a tionamidas, no entanto, por
ser uma condicao persistente, é aconselhavel realizar terapia definitiva com cirurgia
ou radioiodoterapia (27).

O desenvolvimento de céancer de tireoide € raro, mas deve ser monitorado
(20).

1.6.3.3. Perda renal de fosfato

A hipofosfatemia na SMA é resultante da hiperproducdo de FGF23 pelas
células esqueléticas anormais (ostedcitos), através da hiperativacdo da sinalizacéo
do AMPc (16). Enquanto a hiperfosfatiria € o achado mais frequente, a
hipofosfatemia € rara (11). Tem sido observado que a hiperfosfatiria pode
normalizar espontaneamente com o aumento da idade do paciente, isto reflete
provavelmente as mudancas teciduais intrinsecas caracterizadas como
“‘normalizacado” (22, 27). Os pacientes afetados podem abrir 0 quadro na infancia
com raquitismo ou na vida adulta com osteomalécia. A hipofosfatemia tem sido
relacionada com idade mais precoce que ocorre a primeira fratura, maior risco de
deformidades 6sseas e pode contribuir para o desenvolvimento de dor 6ssea (12).
Os niveis de FGF23 se correlacionam com a atividade da doenca (11).

Para o diagnostico € recomendado a dosagem de fésforo sérico e céalculo da
fracdo de excrecao do fésforo urinario (6). Ainda € questionavel se a hiposfatemia
isolada deve ser tratada, ou se o tratamento deve ser reservado apenas para

agueles com evidéncia de raquitismo ou osteomalacia (6).

1.6.3.4. Excesso de GH

A ativacdo da Gas leva a hiperplasia das células somatrotoficas, com

consequente excesso de GH (19), e ocorre em cerca de 20% dos pacientes (33).
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Aproximadamente 80% dos pacientes com hiperproducdo de GH também
desenvolvem hiperprolactinemia (20).

Os individuos afetados tipicamente apresentam aceleracdo da velocidade
linear, e também podem desenvolver caracteristicas acromegalicas. Clinicamente, o
excesso do horménio de crescimento deve ser diferenciado do hipertireoidismo e
puberdade precoce, que também resultam em aceleracdo do crescimento (20). O
diagnéstico geralmente é realizado em média aos 24 anos (34), e é confirmado pela
dosagem de GH e IGF-1, além do teste oral de tolerancia a glicose para avaliar
supresséo do GH (6).

O excesso de GH esta relacionado com a piora das lesdes faciais da DFO,
levando a um pior prognéstico (6). O diagndstico e tratamento precoces do excesso
de GH podem prevenir a morbidade relacionada com a piora destas lesofes,

principalmente a perda de viséo (27).

1.6.3.5. Sindrome de Cushing (Hipercortisolismo)

Sindrome de Cushing € a manifestacdo enddcrina mais rara na SMA (27),
ocorrendo predominantemente no periodo neonatal em pacientes com SMA e
acometimento de multiplos 6rgaos (6).

O exame fisico é sugestivo, com estigmas tipicos: face em lua cheia, pletora,
hisurtismo e auséncia de crescimento linear (6).

O diagnostico é feito pela dosagem de cortisol urinario livre de 24 horas,
cortisol salivar a meia noite e cortisol apds supressdo com dexametasona (6).

A Sindrome de Cushing da SMA esta associada a alta mortalidade, que na
maioria das vezes decorre de infec¢cdes oportunistas, principalmente espécies de
Pneumocysts. Portanto, o tratamento profilatico deve ser sempre instituido para
estas infecgbes (32).

Ja é bem descrito na literatura que a Sindrome de Cushing pode ter remissao
espontanea, por causa da involucdo da glandula suprarrenal fetal em
aproximadamente 1/3 dos pacientes (19, 27). No entanto, é impossivel prever em
gual paciente isto ocorrera (6, 32). Sequelas de longo prazo em pacientes com SMA
envolvem disturbios da cognicéo, atraso do desenvolvimento e apraxia de fala (27).

Apesar da sindrome de Cushing ser mais comumente descrita no periodo

neonatal, Fragoso e cols.(35) identificaram a mutacdo p.R201H em 2 pacientes com
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média de idade de 33 anos e diagnéstico de hiperplasia adrenal macronodular
ACTH-independente sem outras caracteristicas clinicas de SMA, suscitando a
discusséo de novos espectros clinicos dentro da SMA (35). A Tabela 1 resume a
principais caracteristicas clinicas e a prevaléncia de cada manifestacdo em

pacientes com o espectro DFO/SMA.

Tabela 1 - Prevaléncia das principais caracteristicas clinicas na coorte do NIH de pacientes
com displasia fibrosa/ Sindrome de McCune-Albright.

Caracteristicas clinicas % Pacientes”
Displasia Fibrosa Ossea 98
Manchas café-au-lait 66

Anormalidades Gonadais
Masculino: (ultrassom)? 70
Feminino: puberdade precoce 50
Anormalidades Tireoidianas
Anormalidades na ultrassonografia 66
Hipertireoidismo + Anormalidades na 28

ultrassonografia

Perda Renal de Fosfato 43

Hipofosfatemia 10
Excesso de Hormonio do crescimento 21
Sindrome de Cushing 4

FONTE: adaptado de Robinson et al., 2016 (11).
! n=140; 58 masculinos, 2 femininos
? detectado na ultrassonografia

1.7. Aspectos Terapéuticos da SMA

1.7.1. Displasia fibrosa 6ssea (DFO)

O tratamento da SMA é direcionado de acordo com os tecidos acometidos e
suas respectivas caracteristicas clinicas, além de variar com a intensidade dos
sintomas apresentados.

Na DFO, o tratamento deve ser individualizado, sendo realizado mais
adequadamente quando em conjunto com equipe multidisciplinar. Geralmente o
tratamento da DFO é paliativo, visando principalmente manter a funcionalidade e

reduzir morbidade relacionada a deformidades e fraturas (11), e embora ndo haja
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terapia conhecidas até o momento que alterem o curso natural da DFO, a terapia
antirreabsortiva pode ajudar a reduzir a dor 6ssea (12).

A dor 6ssea na SMA é multifatorial e requer avaliagdo clinica cuidadosa.
Qualguer dor nova ou focal de inicio agudo deve ser investigada para fraturas
subjacentes ou transformacdo maligna (12). O tratamento conservador da dor 6ssea
inclui uso de analgésicos ndo-opioides, compressas quentes e massagens.

A terapia antirreabsortiva com bisfosfonatos e denosumabe tem recebido
destaque por ser opcdo de tratamento promissora para DFO, devido a alta
expressdo de RANKL e alta atividade osteoclastica nas lesdes (12). Bisfosfonatos
endovenosos podem ser Uteis para dor persistente moderada a severa (pamidronato
ou acido zoledrénico), e sua administracao deve ser baseada nos sintomas clinicos
do paciente, ndo por intervalos fixos de tempo e/ou marcadores de turnover 0sseo
(20). Devido a falta de evidéncias de efeitos de longo prazo na populacdo pediatrica
e efeitos colaterais relevantes, o uso dos bisfosfonatos € limitado (11). Denosubabe
tem sido usado em alguns casos de DFO com reducdo significativa da dor 6ssea, no
entanto também tem sido associado com disturbios do metabolismo mineral 0sseo,
principalmente quando a terapia € descontinuada. O uso de denosumabe deve ser
reservado para grandes centros com vasta experiéncia no tratamento da DFO,
idealmente no contexto de estudos clinicos (20).

O procedimento cirargico na DFO é desafiador e os dados sobre técnicas e
indicacbes apropriadas sdo escassos na literatura. Abordagens como placas,
parafusos e outros aparelhos de fixacdo externa sao frequentemente ineficazes e
devem ser evitados (11). Dispositivos intramedulares sdo usados frequentemente
em lesdes de membros inferiores, e escoliose progressiva pode ser tratada com as
técnicas padrdes (6). Cirurgias para correcdo de deformidades craniofaciais sao
complicadas frequentemente por recidivas da DFO, portanto devem ser realizadas
para corrigir deformidades que levem ao prejuizo funcional, como quando ocorre
compressdo do nervo Optico com perda visual. Os pacientes com lesdes
craniofaciais devem passar anualmente por avaliagdo com neuro-oftalmologista e
otorrinolaringologista para monitoramento de perda visual e auditiva,
respectivamente (19).

O desenvolvimento de novas medicacdes para DFO é necessério. Estudos
controlados prospectivos ajudariam a determinar seguranca e eficidcia da terapia

antirreabsortiva. Algumas medicacdes mais novas, como inibires de interleucina-6
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(IL-6) é uma terapia em potencial, uma vez que o tecido com DFO tem producéo
elevada de IL-6. Alguns estudos com tocilizumabe estdo em andamento e podem

representar outra opcao terapéutica (12).

1.7.2. Puberdade precoce periférica

Em relacdo a PPP nas meninas, o tratamento consiste em bloquear a
atividade estrogénica, seja inibindo a acdo no receptor estrogénico ou bloqueando
sua producédo, com o objetivo de prevenir o sangramento vaginal, bloquear o avanco
puberal, normalizar a taxa de maturacao 6ssea e preservar a estatura adulta (28).
Por causa da variabilidade do curso clinico, é prudente um periodo de observacao
antes de iniciar tratamento, devendo este ser reservado para aquelas meninas com
cistos recorrentes, evoluindo com sangramento vaginal frequente, avanco de idade
O0ssea e comprometimento da estatura adulta predita (36).

Existem varios tratamentos medicamentosos que ja foram testados no
decorrer dos anos para PPP da SMA em meninas. Inicialmente, a ciproterona e a
medroxiprogesterona foram usadas, resultando em controle clinico adequado no
curto prazo em relacdo ao desenvolvimento mamario e sangramento vaginal, com
poucos efeitos na velocidade de crescimento e na estatura final (28).

O tamoxifeno € um membro dos moduladores seletivos do receptor de
estrogénio (SERM) e tem efeito antagonista ou agonista do estradiol a depender do
tecido alvo (37). Em alguns estudos apresentou evidéncia de bom controle no
desenvolvimento mamario e reducdo nos episodios de sangramento vaginal,
velocidade de crescimento e maturacao 6ssea (26, 37, 38). O uso do tamoxifeno foi
relacionado a aumento do volume uterino e ovariano, portanto € recomendavel o
seguimento com ultrassom pélvico, embora nenhum caso de tumor estromal em
SMA tenha sido reportado (28). O efeito agonista estrogénico nestes tecidos resultou
no questionamento da seguranca em longo prazo do tamoxifeno.

Mais recentemente os inibidores de aromatase cuja acao leva ao bloqueio da
conversdo de andrégenos em estrégenos, emergiram como uma alternativa
plausivel, sendo o letrozol a Unica droga dentre eles que demonstrou evidéncia tanto
no controle dos caracteres sexuais secundarios (desenvolvimento mamario e
sangramento vaginal) quanto na reducao da velocidade de crescimento, maturacao
0ssea e preservacao da estatura final em relagdo a controles (39). Houve relato de

desenvolvimento de cisto ovariano volumoso com evolugéo para torgdo ovariana
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durante o uso do letrozol, no entanto outros casos néo foram observados (39, 40). O
letrozol € considerado uma medicacao segura, com estudos demonstrando evolugéo
satisfatoria em longo prazo (40). O anastrozol, testolactona e fadrazol (inibidores de
aromatase), ndo tiveram 0 mesmo sucesso, principalmente no tocante a
preservacgao da estatura adulta dentro do intervalo da estatura alvo (28).

O cetoconazol é um inibidor ndo-especifico do citocromo p450, e sua acdo
envolve o bloqueio da esteroidogénese adrenal e gonadal (28). Apesar de
demonstrar controle no sangramento vaginal, reducdo dos niveis de estradiol
circulante, regressdo dos caracteres sexuais secundarios e atenuar a maturacao
O0ssea, 0 uso da medicacdo ndo € amplamente utilizado devido o risco de
hepatotoxicidade e desenvolvimento de insuficiéncia adrenal com uso em longo
prazo (28, 41).

O Fulvestrant, um blogueador do receptor estrogénico de via intramuscular,
apresentou resultados favoraveis em um estudo internacional e prospectivo, com
reducdo do sangramento vaginal do avanc¢o de idade 6ssea. No entanto ndo houve
aumento da estatura adulta predita e reducdo da média da velocidade de
crescimento (42).

Procedimentos cirargicos (cistectomia ou ooforectomia) ndo sao
rotineiramente recomendados, pela probabilidade de recorréncia e impacto negativo
na fertilidade. (28)

Poucos dados estdo disponiveis em meninos com SMA e puberdade precoce
tratada, sendo limitado apenas a relatos de casos (28). O objetivo do tratamento em
meninos € reduzir a virilizagcdo e preservar a estatura final (26). Os dados da
literatura mostram varios tipos de associacfes, principalmente entre inibidores da
aromatase (testolactona, anastrozol ou letrozol), com bloqueadores competitivos do
receptor androgénico (flutamida ou bicalutamida) e drogas com efeitos
antiandrogénicos (espironolactona e ciproterona) ou drogas que reduzem
esteroidogénese (cetoconazol). A maioria das associagdes evidenciaram controle do
volume testicular, reducao da virilizagdo e reducéo da velocidade de crescimento,
mas apenas a associacdo de cetoconazol e ciproterona evidenciou melhora da
estatura adulta (26, 28).

1.7.3. Outras hiperfunc¢des endocrinas
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Os tratamentos relacionados as outras hiperfuncdes enddocrinas sao
instituidos de acordo com presenca destas em cada paciente.

Em relacdo ao hipertireoidismo, medicacdes anti-tireocideanas, como as
tionamidas, sdo suficientes para controle da doenca (6). No entanto como o
hipertireoidismo na SMA costuma ser persistente, opcdes terapéuticas definitivas
como cirurgia e radioiodoterapia sdo desejaveis para melhor controle. Tireoidectomia
€ um procedimento dificil de ser realizado em criancas muito pequenas, devendo ser
postergados para um momento oportuno (27).

Nos casos de perda renal de fosfato o tratamento é semelhante a outras
doencas hiperfosfatiricas mediadas por FGF23: administracdo de altas doses de
fosfato e calcitriol, sendo indicado quando houver sinais de osteomalacia ou
hipofosfatemia severa (6, 11, 32).

O excesso de GH deve ser tratado, principalmente porque esta relacionado
com piora da doenca 6ssea, perda de visdo e audi¢do (6). O tratamento do excesso
de GH na SMA é quase exclusivamente medicamentoso. Os 0ssos da base do
cranio sao frequentemente acometidos pela DFO e o acesso cirlrgico € bastante
dificil. Além disso, o envolvimento hipofisério é tipicamente difuso, mesmo quando
h& adenomas visiveis em exames de imagem, razdo pela qual a cirurgia preferencial
€ a hipofisectomia total e deve ser reservado para pacientes com doenca
descontrolada mesmo em uso de medicacdo em dose maxima (19). O objetivo do
tratamento em criancas € atingir os niveis de IGF-1 no percentil 50, enquanto que
nos adultos o objetivo é reduzir os niveis de IGF-1 o maximo possivel (27). O
tratamento medicamentoso inclui os analogos da somatostatina e/ou bloqueador do
receptor de GH. A radioterapia ndo deve ser indicada de rotina, uma vez que a
presenca de DFO na base do cranio tem sido associada com risco de transformacéo
sarcomatosa (19).

A hiperprolactinemia que geralmente acompanha o excesso de GH néo é
alterada pelos analogos da somatostatina e pegvisomanto, mas respondem bem ao
tratamento com cabergolina ou bromocriptina (27).

A sindrome de Cushing pode cursar com resolucdo espontanea, mas na
maioria dos casos O tratamento € necessario, sendo a adrenalectomia o
procedimento de escolha (6, 32). Algumas vezes o tratamento medicamentoso é
indicado para que a crianca tenha tempo habil de melhorar clinicamente até poder

ser submetida a cirurgia. O uso do cetoconazol deve ser evitado, dado que criancas
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com SMA e sindrome de Cushing podem apresentar hepatite colestatica, tendo esta
medicacdo potencial efeito hepatotdxico. A metirapona costuma ser efetiva, sendo
iniciada com doses mais baixas, podendo ser titulada até doses de 1200 mg/m?/dia
(32).

1.8. Diagnostico Clinico da SMA

O diagnostico de SMA ¢é eminentemente clinico e inicialmente era
estabelecido através da identificacdo da triade: DFO, manchas café-au-lait e
hiperfuncdes enddcrinas. Mais recentemente, o grupo do NIH atualizou os critérios
diagnosticos, estabelecendo a combinacdo de pelo menos 2 caracteristicas
classicas da sindrome (19, 20).

No caso da DFO, a radiografia simples €& suficiente para realizar o
diagndstico, mas a cintilografia 6ssea é mais sensivel, detectando precocemente as
lesbes 6sseas. A biopsia 6ssea confirma os casos duvidosos, mas ndo é feita
rotineiramente (6).

As hiperfungBes endocrinas devem ser rastreadas laboratorialmente mesmo

quando ainda ndo ha manifestacéo clinica clara.

1.9. Diagnostico genético da SMA

Devido a natureza de mosaicismo somatico presente na SMA, o teste
genético no DNA de sangue periférico € de pouca utilidade, pois um resultado
negativo ndo exclui a presenca da mutacao nos tecidos afetados (6), uma vez que a
deteccdo da variante depende da concentracdo de mosaicismo presente no tecido
estudado e da sensibilidade da técnica utilizada (20). Entdo, espera-se que a
concentracdo de mosaicismo seja maior nos tecidos afetados pela sindrome e
menor em leucdcitos de sangue periférico.

Por causa do padrdo mosaico das células carreadoras da mutacdo no GNAS,
sua deteccdo nos pacientes com pequena quantidade de alelos mutados é
desafiadora, pois a possibilidade de deteccdo da mutacdo € proporcional a
gravidade da doenca (43). Atualmente ja se reconhece que apesar de inicialmente
ser descrita como uma triade, a SMA é muito heterogénea e tem ampla
complexidade fenotipica, apresentando relatos de casos com apresentacdo clinica

parcial (uma ou duas caracteristicas clinicas) (44, 45).
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No entanto, os atuais critérios diagndsticos da SMA ndo abrangem todas as
variedades fenotipicas existentes, de modo que a confirmacdo da variante genética
nestas formas parciais e/ou brandas seria valiosa para ajudar a recenhecer quadros
com caracteristicas clinicas isoladas como parte do espectro da SMA,
estabelecendo uma classificagdo clinica mais inclusiva. Tal qual a sindrome de Li
Fraumeni, que admite a classificacdo de sindrome Li Fraumeni- like para aqueles
pacientes que apresentam claracteristicas clinicas da sindrome, mas né&o
preenchem todos os critérios para a determinacdo diagnostica (46), o termo
Sindrome de McCune-Albright-like (SMA-like) poderia ajudar a identificar estes
pacientes e estabelecer um seguimento clinico mais cauteloso para eles.

Amostras de DNA para detectar a mutacdo somatica no codon 201 do GNAS
podem ser isoladas da pele, lesbes provenientes da DFO, tecido gonadal, entre
outros. No entanto, uma técnica que permita a identificacdo da mutacdo no DNA de
sangue periférico é altamente desejavel, uma vez que evitaria procedimentos
invasivos para obtencdo das amostras (43). Por esta razdo, no decorrer dos anos
foram propostas varias técnicas para aumentar a capacidade de deteccdo da
mutacdo no GNAS em DNA de leucécitos periféricos.

Lumbroso et al.(45) utilizaram a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com um primer modificado, que permite que o produto da PCR oriundo de
DNA wild- type (WT) seja digerido por uma enzima de restricdo, enquanto o produto
da PCR oriundo do DNA mutado ndo seja. Dessa forma, ha um enriquecimento do
alelo mutado. Em pacientes com pelo menos uma caracteristica clinica da SMA,
esta técnica permitiu a deteccdo da mutacdo em 90% destes quando os tecidos
afetados eram analizados. No entanto, quando o DNA analizado provinha de sangue
periférico a taxa de detecgdo caiu para 21% (45).

Kalfa et al.(47) compararam a técnica de Nested- PCR associada com enzima
de restricdo e PCR com uma probe de acido peptidico nucleico (PNA), a qual forma
um hibrido de DNA WT e inibe a sua amplificacdo, em 71 pacientes com pelo menos
uma caracteristica clinica da SMA. Em DNA de sangue periférico, a técnica de
Nested- PCR com enzima de restricdo e a de PCR com PNA foi capaz de detectar a
mutacédo em 35,2% e 36,6% dos pacientes, respectivamente (47).

Mariani et al. (7) testaram a capacidade da deteccdo da mutacdo no gene

GNAS pelo método de PCR real time junto com uma probe de PNA. No entanto, de
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31 pacientes incluidos, s6 houve deteccao da mutacdo em DNA de sangue periférico
(p-R201H) em 1 paciente (7).

Narumi et al.(48) compararam a técnica de PCR convencional versus PCR
com probe de PNA e posteriormente sequenciamento por Sanger versus
sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE) em 16 pacientes com pelo menos
duas caracteristicas clinicas da SMA. O SPLE representa um método com maior
sensibilidade e possibilita uma melhor resolucdo da analise em detectar a mutacao
no GNAS. Enquanto a PCR com PNA e sequenciamento por Sanger detectou a
mutacdo em 56% dos pacientes, 0 método SPLE-PNA aumentou a taxa de detec¢éo
da mutacdo do GNAS para 75% (48).

Fu-Sung et al. (43) usaram dois tipos de PNA, um que inibia a amplificacédo do
DNA WT, este adicionado durante a reacdo de PCR, e outro associado a um PNA
com fluoréforo, que serve como uma probe sensor, usado para quantificar GNAS
mutante (adicionado apoés reacdo de PCR). O sequenciamento foi feito pelo método
de Sanger. O estudo incluiu seis pacientes, 3 com SMA e 3 com DFO. O método foi
capaz de identificar alelos mutantes em um ambiente de 200 vezes mais alelos WT,
detectando a mutacdo do GNAS em todos os pacientes com SMA (43).

Romanet et al. (49) avaliaram 12 pacientes com DFO e SMA utilizando a
técnica de reacdo de PCR digital em gotas (ddPCR). Esta metodologia, baseada na
amplificacdo apos o particionamento de volume da PCR, foi capaz de identificar a
mutacdo p.R201H/C no GNAS em 58,3% dos pacientes em DNA de sangue
periférico, com capacidade de deteccdo de frequéncias alélicas tdo baixas quanto
0,03%. Adicionando a andlise, a obtencdo de cell-free DNA (cf-DNA), que consiste
no DNA fragmentado liberado no plasma por meio de apoptose, necrose ou
secrecdo ativa das lesdes, resultou melhora da sensibilidade do método ddPCR para
80% (n=5), detectando a mutacdo em frequéncia alélica tdo baixas quanto 0,1%
(provavelmente porque o cf- DNA, por ser proveniente de lesbes da SMA, como
DFO e manchas café-au-lait, apresente uma maior quantidade de alelos mutados)
(49).

A técnica da PCR digital (dPCR), a qual ao invés de particionar a amostra em
gotas, particiona através de um chip nanofluidico (com multiplos pocos, onde cada
reacao de PCR ocorre isolada), foi utilizada em DNA de sangue periférico por Elli et

al. (50) em 37 pacientes portadores de pelo menos uma caracteristica clinica da
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SMA. Enquanto o método de Sanger nédo foi capaz de identificar nenhuma mutacéo,
a dPCR conseguiu confirmar a mutacédo em 37,8% (14/37) das amostras (50).
Recentemente Rosko et al.(51) utilizaram cf-DNA de pacientes com pelo
menos uma caracteristica clinica da SMA, e compararam a metodologia de ddPCR
com PCR Tagman alelo-especifico competitivo (castPCR), o qual utiliza um prime
especifico para deteccdo do alelo mutante, que por sua vez compete com um
oligonucleotideo bloqueador que inibe a amplificacdo do alelo WT. A ddPCR e
castPCR foram capazes de identificar as variantes R201 em 62% dos casos, e
gquando combinadas a taxa de deteccdo subiu para 68% dos pacientes (51). A
comparacao entre os diferentes métodos utilizados para o diagnostico genético da

SMA esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Taxa de deteccdo da mutacdo no GNAS por diferentes metodologias para o diagnéstico
genético da SMA.

Taxa de deteccéo

Taxa de deteccéo Taxa de detec¢do em .
em pacientes

Metodologia Taxa de deteccéao em pacientes pacientes port'ad.ores portadores de 1 Ref.
total portadores da de 2 caracteristicas caracteristica
triade da SMA clinicas da SMA clinica da SMA
Sanger 0%(0/37) ND ND ND (50)
Nested-PCR 21% (21/98) 46% (11/24) 21% (7/33) 8% (3/40) (45)
PCR+PNA 35,2% (25/71) ND ND ND 47)
rt-PCR (1/31) ND ND ND (7)
SPLE 62,5% (10/16) 75% (6/8) 50% (4/8) 0% (0/0) (48)
SPLE+PNA 75% (12/16) 100% (8/8) 50% (4/8) 0% (0/0) (48)
castPCR 62,1% (41/66) ND ND ND (51)
(cf-DNA)
ddPCR 58,3% (7/12) 67% (2/3) 67% (4/6) 33% (1/3) (49)
(DNA de
leucocitos)
37,8% (14/37) ND ND ND (50)
ddPCR 62,1% (41/66) ND ND ND (51)
(cf-DNA)
80% (4/5) 100%(1/1) 67% (2/3) 100% (1/1) (49)

FONTE: Elaborada pelo préprio autor.

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase; PNA: Peptidic nucleic acids; rt-PCR: rea¢do em cadeira da polimerase em tempo
real; SPLE: sequenciamento paralelo em larga escala; cast-PCR: eacdo em cadeia da polimerase Tagman alelo-
especifico competitivo; cf-DNA: cell-free DNA; ddPCR: reacao em cadeia da polimerase digital em gotas; SMA: Sindrome
de McCune-Albright; ND: dado néo disponivel.

1.10. Principios das metodologias mais sensiveis no diagndéstico de
mutacdes somaticas

1.10.1. Sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE)
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O SPLE consiste no sequenciamento de milhdes de pequenos fragmentos de
DNA de maneira simultanea (52), com a vantagem adicional de poder analisar varios
genes e/ou regides de genes em uma unica corrida (53).

O SPLE consegue identificar uma gama de variagcbes no DNA humano:
mutacbes em ponto, insercdes, delecdes, inversdes e translocacdes de genes e
éxons (52), e é uma metodologia bem estabelecida tanto para mutacdes
germinativas como somaticas (53).

A técnica permite analise de varios genes ao mesmo tempo, podendo ser por
meio de um painel de genes (que englobam geralmente varios genes associados a
determinado fenétipo), ou quando o estudo direcionado ndo permite o diagndstico,
analise de exoma ou genoma (53).

O primeiro passo para a realizacao da técnica é a extracdo do DNA, seguido
pela preparagdo da biblioteca, que consiste em preparar o DNA para ser usado no
sequenciador, fragmentando o DNA em pequenas sequéncias de 50 a 300 pares de
bases e acoplando adaptadores (sequéncia de nucleotideos previamente
conhecidos) em suas extremidades. Posteriormente, € feito o enriquecimento do
alvo, que pode ser feito através de hibridizacdo com sequéncias complementares ou
através de PCR (53).

Uma das plataformas mais comumente utilizadas € a lllumina (incluindo a
HiSeq, MiSeq e NexSeq), que usa uma flowcell para fixar os fragmentos de DNA
através de sequéncias que hibridizam com os adaptadores (53). A partir dai, ocorre
a amplificagcdo em ponte, no qual cada fragmento de DNA acoplado € usado como
substrato para reacdes de amplificagdo que ocorrem repetidamente (54). Esta
amplificacdo cria clusters de aproximadamente 1000 copias idénticas de um
fragmento de DNA.

Os sequenciadores lllumina usam sequenciamento por sintese, que consiste
na incorporagdo de nucleotideos marcados com fluorescéncia junto com um
blogueador que impede a adicdo de mais de um nucleotideo por rodada.
Posteriormente, um laser |é a fluorescéncia do nucleotideo que esta incorporado,
registra o dado, e entdo o bloqueador é clivado, para que uma nova rodada possa
comecar com um novo nucleotideo sendo incorporado na sequéncia (53, 54).

Os arquivos gerados sao lidos por programas de chamadas de variantes,
permitindo a identificagdo de mutacdes genéticas que possam estar presentes no
DNA estudado.
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1.10.2. PCR digital em gotas

Em contraste com a PCR quantitativa (qQPCR), que é realizada em um Unico
volume de reacdo, a ddPCR permite o fracionamento da amostra em centenas a
milhares de particdes, cada uma contendo nenhum, um ou alguns DNA alvo. Cada
particdo comporta-se como uma reacao de PCR individual. Tal qual uma reagao de
PCR em tempo real, sdo usadas sondas fluorescentes para identificar o DNA alvo
amplificado. Este fracionamento das amostras reduz a sobreposicdo do sinal do
alelo WT sobre o alelo mutado, de forma a facilitar a identificacdo de mutacdo em
baixas frequéncias alélicas(55).

Cada particdo € avaliada individualmente, recebendo o resultado 1 ou 0, que
indica se as coOpias do DNA alvo estdo presentes ou ausentes, respectivamente.
Usando os numeros de eventos positivos e negativos das particbes, podemos
estimar a concentragcdo de DNA alvo por meio da estatistica de Poisson, de forma
que o numero de copias é estimado por particdo. Sabendo o volume de cada
particdo, as cOpias por particdo podem ser convertidas em numeros de cépias por
uL, revelando consequentemente o numero absoluto de DNA alvos testados no
inicio do teste da amostra (55).

Com a necessidade de aumentar a capacidade de deteccdo de baixas
frequéncias de mutacdes em ponto em DNA, plataformas que fornecem um maior
namero de particbes sdo necessarias, de tal forma que a emulsdo PCR, ou PCR
digital em gotas, ddPCR, emergiu como uma técnica mais sensivel. A ddPCR usa
gotas aquosas dispersas em 6leo para a compartimentalizacdo da PCR, o que
possibilita a formacdo tedrica de um ndamero de compartimentos ilimitados
(dependendo do volume das gotas e da amostra disponivel). Os principios deste

método estao representados na Figura 3.



Figura 3 - Principios da PCR digital.
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FONTE: Adaptado de Nectoux et al, 2018 (55).

1- Preparacdo da amostra: o mix é preparado com junto com a amostra de DNA e as
probes marcadas com fluor6foros (HEX para o alelo WT e 6-FAM para o alelo
mutado); 2- Particdo: a amostra € particionada em até 20.000 gotas apoés
emulsificacdo com 6leo; 3- Amplificagdo do PCR: apods o particionamento, uma
reacdo de PCR isolada ocorre em cada gota; 4- Contagem e analise: Apos a reacgao
de PCR, a fluorescéncia de cada gota € lida e classificada como positiva
(fluorescéncia para o alelo WT ou mutado) ou negativa (gota sem DNA, portanto, sem
fluorescéncia). Usando o nimero de gotas positivas e negativas, é possivel estimar a

7

concentracdo de DNA da amostra.

WT: wild-type.
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2. JUSTIFICATIVA

Uma vez que a SMA é suspeitada, ela € usualmente diagnosticada por meio
de histéria clinica e exame fisico minucioso, exames de imagem e rastreamento
laboratorial das doencgas relacionadas aos tecidos que podem ser afetados, uma vez
gue ndo ha uma relacdo entre genotipo/fendtipo e, portanto, o conhecimento de uma
mutacdo especifica ndo alteraria 0 manejo clinico (6). Todavia, devido ao amplo
espectro fenotipico da sindrome e a existéncia de quadros clinicos parciais,
incluindo aqueles com apenas uma alteracdo clinica cuja fisiopatologia envolve
hiperativacdo da sinalizagao via Gas, 0 diagndstico ndo consegue ser estabelecido
clinicamente, de forma que o teste genético para detectar variantes no GNAS pode
ser util para confirmar o diagndstico e auxiliar no manejo adequado e preciso.

Quando a SMA foi primeiramente descrita em 1936, as técnicas para
diagnéstico genético ndo eram disponiveis, e até que o defeito molecular que
originava a sindrome fosse elucidado, se passaram 55 anos. Portanto, os critérios
diagnosticos estabelecidos eram essencialmente clinicos. Atualmente, as técnicas
para o diagnéstico genético das doencas que cursam com mosaicismo estdo cada
vez mais avancadas, possibilitando obter maior taxa de deteccdo de mutacdo no
GNAS, consequentemente estabelecendo o diagnéstico genético da SMA e
aumentando a possibilidade de ampliar o espectro clinico reconhecido como parte
da sindrome.

A confirmacdo do defeito genético em DNA de sangue periférico pode
representar um grande avan¢o no diagndstico, acompanhamento e manejo
terapéutico dos pacientes portadores das formas classicas e principalmente parciais
da doenca, que na maioria das vezes sdo subdiagnosticadas. Na maioria dos casos,
nao ha disponibilidade de amostras de tecidos acometidos, tais como 0sso, pele,
tecido ovariano ou hipofisario, havendo a necessidade de uma técnica sensivel para
deteccdo da mutacdo no GNAS com muito baixa frequéncia alélica no sangue
periférico.

Desta forma, o SPLE e a ddPCR emergem como métodos mais sensiveis que
podem aprimorar o diagndstico molecular da SMA, com consequente impacto no
seguimento clinico em curto e longo prazo dos pacientes. Hipotetizamos que estas
metodologias permitirdo o diagnostico genético em um percentual maior de

pacientes com manifestacdes clinicas da SMA.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Primérios

a) pesquisar a mutacdo p.R201H/C no gene GNAS em DNA de leucécitos
periféricos pela técnica de ddPCR em pacientes com SMA (classica ou com
duas manifestacdes) e formas isoladas (puberdade precoce de origem
ovariana e DFO);

b) comparar a técnica da ddPCR com o SPLE nas amostras de DNA de
pacientes com SMA que foram submetidas ao painel de endocrinopatias da
Disciplina de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da USP ou
sequenciamento exomico global (WES) quanto a taxa de deteccdo e
capacidade de deteccédo de baixas frequéncias alélicas.

3.2. Objetivos secundarios

c) caracterizar clinica e laboratorialmente uma coorte de pacientes com
manifestacdes clinicas que indicam o diagndstico de SMA;

d) descrever a apresentacdo inicial, diagndstico laboratorial e aspectos
terapéuticos de curto e longo prazo da puberdade precoce periférica de

origem ovariana associada ou ndo a outras manifestacoes da SMA.
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de coorte longitudinal retrospectivo e prospectivo,
guanto aos aspectos clinicos, laboratoriais e terapéuticos, e coorte transversal

guanto ao diagndstico genético.

4.2. Considerac0Oes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com principios éticos e orienta¢des contidas
na declaracdo de Helsinque e pelos termos descritos pela Portaria 196/96 do
Conselho Nacional de Saude. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesg- HCFMUSP), CAAE:
21308819.0.0000.0068 (Anexo A). O termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo B) por escrito foi obtido de todos 0s pacientes ou pais/tutores antes que 0s
procedimentos de pesquisas sejam iniciados. A confidencialidade dos resultados

obtidos foi garantida a todos os pacientes.

Os achados de defeitos genéticos relacionados as doencas em investigacdo
foram informados aos pacientes e/ou seus responsaveis legais, que terdo
aconselhamento genético e seguimento conforme o recomendado pela Sociedade
Brasileira de Genética Médica e a Politica Nacional de Atencéo Integral a Pessoa

com Doenca Rara.
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2014/prt0199 30 01 2014.html

4.3. Pacientes estudados

Foram incluidos 64 pacientes com caracteristicas clinicas e laboratoriais da
SMA, sendo 53 pacientes provenientes dos ambulatérios da Disciplina de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) que fazem seguimento nas Unidades de
Endocrinologia do Desenvolvimento, Doencas Osteometabdlicas, Suprarrenal ou
Neuroendocrinologia e 11 pacientes provenientes de uma coorte espanhola
seguidos em diferentes centros participantes do Registo Espanhol PUBERE

(Hospitais Universitarios La Paz, Nifio Jesus e Sanitas La Moraleja).
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4.3.1. Critérios de inclusao

a) portadores da SMA com diagndstico clinico confirmado;
b) portadores de uma caracteristica clinica da SMA (displasia fibrosa 6ssea ou
autonomia ovariana).

O diagnostico da SMA foi baseado na presenca de pelo menos dois
componentes da triade clinica classica: manchas café-au-lait, com bordos
irregulares; displasia fibrosa 6ssea (confirmada por cintilografia e/ou radiografia) e
hiperfuncédo endodcrina (puberdade precoce periférica, acromegalia, sindrome de
Cushing, perda renal de fosfato, hipertireoidismo), comprovadas pela presenca das

caracteristicas clinicas e confirmacao laboratorial de cada hiperfuncgéo.

4.3.2. Coleta de dados

Os prontuarios dos pacientes avaliados entre 1988 e 2022 foram
sistematicamente revisados, e 0s seguintes itens foram avaliados: apresentacdo
clinica e laboratorial inicial, parametros clinicos e laboratoriais durante o seguimento
clinico e manejo terapéutico das endocrinopatias.

As 38 pacientes que apresentaram PPP (27 pacientes com SMA e 11
pacientes com puberdade precoce de origem ovariana sem outras manifestacdes da
SMA) constituiram um subgrupo de particular interesse, e os seguintes dados foram
avaliados: idade cronolégica (IC) no inicio dos primeiros sinais puberais (telarca e/ou
sangramento vaginal), IC na primeira avaliacdo médica, altura (cm e desvio-padréo -
DP), estadiamento puberal (Marshall & Tanner), estatura alvo (EA), intervalo da EA
(EA = 8,5 cm), idade 6ssea (I0) analisada pelos atlas de Greulich & Pyle (56),
avanco de 10 (AIO-IC) e altura adulta predita pelas tabelas de Bayley-Pinneau para
idade 0ssea média (57).

A analise do perfil hormonal incluiu concentragcdes de LH e FSH basais e
estimulados por GnRH, medidos por ensaios de eletroquimioluminescéncia (ECLIA,
Roche Diagndésticos) apds 2012, ou ensaios imunofluorométricos (IFMA, Perkin
Elmer) antes de 2012; além de concentragbes basais de estradiol ou testosterona,
medidos por ECLIA (Roche Diagnostics) apés 2012, ou fluoroimunoensaios (FIA,
Perkin Elmer) antes de 2012. As concentracdes de LH basal e estimulado por GhRH
foram consideradas na faixa pré-puberal se < 0,3 Ul/L (ECLIA) ou < 0,6 UI/L (IFMA),

e <5 UI/L usando ECLIA ou < 6,9 UI/L em meninas, respectivamente. O valor de



50

corte para estradiol basal sérico ser considerado puberal foi > 25 pg/mL (FIA) ou >
28 pg/mL (ECLIA).

A andlise de imagens incluiu ultrassom pélvico para as meninas com PPP e
cintilografia 6ssea para diagnostico de DFO.

Durante o tratamento da PPP foi documentado o uso de terapia
medicamentosa (isolada ou em combinagao), recorréncia de sangramento vaginal,
dados antropométricos, estadiamento puberal e ocorréncia de PPC secundaria.

A duracdo do tratamento medicamentoso, altura adulta e padrdo de

regularidade dos ciclos menstruais também foram analisados.

4.4. Avaliacdo Genética

4.4.1. Extragdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de 12 ml (3 tubos de 4 ml) de sangue periférico
colhido em tubo EDTA. O sangue foi incubado em solucdo para lise de globulos
vermelhos (14 mM cloreto de aménia; 1 mM carbonato de amoénia) durante 30
minutos a 4 °C. Apos este periodo a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o botdo de células ressuspenso em
solucédo tampéo constituida de 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH8;0; 1 mM EDTA
pH 8,0 contendo 1% SDS e 0,2 mg/ml proteinase K e mantido durante a noite a 37
°C. No dia seguinte, a amostra foi submetida a duas extracdbes com fenol:
cloroférmio: &lcool isoamilico (25: 24: 1) e a uma extracdo com cloroférmio e alcool
isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado com acetato de sodio 0,3 M em pH 7,0 e
com dois volumes de etanol absoluto gelado. Posteriormente, o DNA foi lavado em
etanol 70% por 5 minutos e ressuspenso em tampéo de TE (10 mM Tris- HCI pH 8,0;
0,1 mM EDTA pH 8,0).

A concentracdo do DNA foi estimada a partir da leitura da densidade Optica
por espectrometria com luz ultravioleta (Ultrospec IlI- Pharmacia Biotech, EUA); o
grau de pureza foi avaliado pela relacdo A260/A280. As amostras foram
armazenadas a 4 °C até sua utilizacao.

Este procedimento foi realizado no Laboratério de Hormoénios e Genética
Molecular (LIM/42).
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4.4.2. Deteccao da mutacédo p.R201H e p.R201C pela ddPCR

O total de 64 amostras de DNA gendmico foram analisadas em duplicata,
usando dois ensaios de deteccdo de mutacdo de ddPCR, visando como alvo a
mutacdes p.R201C e p.R201H. Para cada ensaio foi utilizado o sistema Tagman de
PCR da com duas sondas: a primeira marcada com HEX (VIC), com alvo para o
alelo WT, e a segunda marcada como 6-FAM (EvaGreen), com alvo para o alelo
mutado. Os ensaios R201C e R201H foram adquiridos da Bio-Rad (Hercules,
Califérnia) e foram processados no sistema QX200 ™ Droplet Digital PCR (ddPCR
™) (Bio-Rad Laboratories, Inc).

Para execucéo das reacdes R201C e R201H foram adicionados 1 pl da sonda
marcada com FAM, 1 ul da sonda marcada com HEX, 10 pl do supermix ddPCR, 50
ng de DNA, e agua esterilizada para um volume final de 20 yl. No Anexo C
encontram-se informac@es adicionais sobre cada sonda utilizada no ensaio.

A mistura (reagentes + DNA) foi emulsionada com 70 pl de 6leo, sendo
particionada em 20.000 nano gotas. Posteriormente, 40 ul de cada amostra ja
particionada foi transferida para placa de PCR e amplificadas por PCR usando o
seguinte protocolo: 10 minutos a 98°C (1 ciclo), seguidos por 40 ciclos de 3 etapas:
30 segundos a 94°C, 1 minuto a 56°C e 10 minutos a 98°C (esta Ultima etapa é
responsavel por parar a reacdo e coagular as gotas). Por fim, um ciclo a 12°C por 99
minutos e 59 segundos. Ap6s a PCR, a fluorescéncia de cada gota foi lida no
sistema 200 Droplet Digital PCR (Bio- Rad). Ap6s a leitura, cada nano gota foi
classificada em positiva (gota contendo a sequéncia alvo, seja ela mutada ou WT) e
negativa (que ndo possui a sequéncia alvo), segundo as instrugdes do fabricante.

Para avaliagdo mais precisa dos resultados, em todas as corridas foram
incluidos controles positivos (com amostras sabidamente carreadoras da mutacao),
controles negativos (amostra com DNA WT) e controles no template control (NTC),
ou seja, sem amostras sem DNA, com o objetivo de identificar possiveis
contaminacgdes na amostra. Amostras com formacao de gotas acima de 10000 foram
consideradas de boa qualidade.

Os resultados foram analisados utilizando o software Quantasoft (Bio-Rad)
para determinar a fracdo de gotas de PCR positivas na amostra original. Durante a
particdo da amostra em gotas, algumas delas podem conter mais de uma molécula

alvo. A andlise estatistica de Poisson permite estimar o numero de reagdes positivas
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e negativas, possibilitando a quantificacdo absoluta de alelos WT ou mutados no
modelo inicial, sem a necessidade de curvas padrdo. Neste caso, P(k; 1) é a
probabilidade de haver k alvos em uma gota, quando a populacéo de todas as gotas
contém uma média de “carregamento” de A alvos por gota. Por exemplo, em um

sistema em que 50 moléculas sdo particionadas em 100 gotas, A é 0,5.

Ake—2
i

(1) P (k; 1) =

A frac&o de gotas negativas (p~) €:

@p =PO; )=e*
E a fracdo e gotas positivas (p), que inclui todas as gotas com uma molécula
ou mais de DNA é

@p=1-p =1-e"*

A distribuicdo de Poisson é automaticamente calculada pelo software
Quantasoft, juntamente com o intervalo de confianca, pré-determinado em 95%. Os
resultados foram relatados na forma de abundéncia fracional, correspondente a
porcentagem dos alelos mutados dentre o total de alelos (razdo alelos mutados/
alelos mutados+ WT) x 100.

Este procedimento foi realizado no Laboratério de Genética Mitocondrial no

Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

4.4.2.1. Validacdo do método da ddPCR

Para validacdo do método ddPCR foi necessario determinar a taxa de falso
positivo (TFP), limite de branco (LoB) e o limite de deteccdo (LoD). A TFP se refere
a especificidade do ensaio, enquanto o LoB e LoD sdo métricas que descrevem a
sensibilidade de um procedimento analitico (58).

Falsos positivos podem ocorrer por ruidos na deteccéo de fluorescéncia tanto
do sistema como do ensaio analisado, por reacdo cruzada das sondas ou erros na
inducdo da polimerase. Por isso, as amostras devem ser sempre analisadas
concomitantemente com controles negativos, para classificagdo do status mutacional
como positivo ou negativo de uma maneira mais acurada (58).

O LoB é definido como a maior medida de moléculas positivas que € provavel
ser observada em uma amostra em branco (amostra sabidamente negativa para a

mutac¢ao), enquanto o LoD € definido como a menor concentracdo de moléculas
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mutadas que podem ser distinguidas confiavelmente de um controle negativo

(contendo somente moléculas WT) (58).

4.4.2.1.1. Calculo da taxa de falso positivo (TFP)

A taxa de falso positivo foi obtida por meio do calculo da média de moléculas
falso-positivas (Arp) em 30 amostras de controles negativos (WT) medidas na
concentracdo de 50ng/ul. O valor € obtido na forma de razdo média de falsos-
positivos (RFP), que é a proporcdo média de coépias falsos-positivas de todas as
amostras de controles negativos.

Para a mutacdo p.R201C, apds andlise de 30 amostras de controles
negativos (Figura 4) foi encontrada uma média de falso positivo de 0,136 copias/ul
(Figura 4). Considerando que a amostra final continha 40 pl, a Agp foi 5,44 coOpias por
amostra. A razdo média de falsos-positivos foi 0,00033. Houve formacdo de gotas
positivas no controle NTC, indicando contaminacdo das amostras por controles
positivo. Houve uma formac&o média de 15887 gotas por amostra, variando de 8942
a 18440 gotas (Figura 5). Apenas uma amostra teve formacdo de gotas abaixo de
10000.
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Figura 4 - Calculo de taxa de falso positivos para o ensaio p.R201C.
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.
Trinta amostras de DNA WT (A) foram utilizadas para calculo da média de copias falso-

positivas (copias/pL) (B).

Figura 5 - Formagao de gotas das 30 amostras WT para calculo da taxa de falso-positivos do
ensaio p.R201C
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.

Para a mutacdo p.R201H, apds andlise de 30 amostras de controles
negativos (Figura 6), encontramos uma média de falso positivo de 0,075 cépias/ul
(Figura 6). Considerando que a amostra final continha 40 pl, a nossa Agp foi 3 copias
por amostra. A razdo média de falsos-positivos foi 0,00028. Nao houve formacéo de
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gotas positivas no controle NTC. Houve uma formacdo média de 16796 gotas por
amostra, variando de 6250 a 19411 gotas (Figura 7). Apenas uma amostra teve

formacéo de gotas abaixo de 10000.

Figura 6 - Calculo de taxa de falso positivos para o ensaio p.R201H.
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.
Trinta amostras de DNA WT (A) foram utilizadas para célculo da média de copias falso-
positivas (copias/pL) (B).

Figura 7 - Formacao de gotas das 30 amostras WT para célculo da taxa de falso-positivos do
ensaio p.R201H.
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4.4.2.1.2. Céalculo LoB e LoD

O Anexo D representa o calculo do LoB e do LoD de acordo com vérias
médias de Arp assumindo um modelo de probabilidade de Poisson ajustado a dados
empiricos. Para a analise, os erros tipo a e tipo 3 foram de 5%. Para Agp maior que
0,05, uma aproximacdo normal com uma correcdo foi utilizada para descrever a
distribuicdo de Poisson, visando simplificar o célculo de LoB e LoD com uma
expressao analitica.

Baseado no exposto previamente, ja com o0s valores da Agp € usando 0s
calculos representados no Anexo D, o LoB para a mutacdo p.R201C em uma
amostra com uma média de 16692 cépias de DNA gendmico € 1 mutante em 1662
copias WT, e o LoD é 1 em 995, o que representa 0,1% de abundéancia fracional. J&
para a mutacdo p.R201H, o LoB em uma amostra com uma média de 10540 copias
de DNA gendmico é 1 mutante em 1585 copias WT, enquanto o LoD é 1 em 846
copias WT, representando uma abundéancia fracional de 0,12%. Isto representa a

sensibilidade maxima que pode ser alcangada com uma amostra nestes ensaios.

4.4.3. Deteccao da mutacdo p.R201H e p.R201C por SPLE

Amostras de DNA de leucécitos de sangue periférico de 18 pacientes (13
pacientes com triade e 5 pacientes com 2 caracteristicas clinicas) foram analisados
no painel customizado da Disciplina de Endocrinologia da FMUSP por SPLE. Este
painel englobou o sequenciamento de 746 genes (2.5 Mb — Tier 2) associados a
distarbios enddcrinos e/ou metabdlicos. O processo foi desenvolvido no laboratério
de sequenciamento em larga escala (SELA) da FMUSP. As amostras foram
preparadas pelo sistema de captura de sondas (SureSelect XT).(Agilent
Technologies, CA, USA) e as sequéncias foram geradas utilizando a plataforma
NextSeq 500, Kit MidOutPut V2 2x150 (lllumina, Inc, San Diego, CA, EUA).

Todas as sequéncias foram alinhadas tendo como referéncia o GRCh37/hg19.
Uma equipe de bioinformatica vinculada ao SELA (Dr. Antbnio Lerério
[Departamento de Medicina Interna da Divisdo de Metabolismo, Endocrinologia e
Diabetes da Universidade de Michigan], Dr. Lucas Santana [HCFMUSP] e Anna
Flavia Benedetti [SELA]) foi responsavel pela analise dos dados brutos e geragao
dos arquivos analisaveis (VCF anotada).

Adicionalmente, o total de 17 pacientes (sendo 4 portadores da triade clinica

da SMA, 4 portadores de SMA com 2 caracteristicas clinicas e 9 pacientes com
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puberdade precoce ovariana ou displasia fibrosa) foram analisados por WES. As
bibliotecas foram construidas no SELA utilizando o kit SureSelect XT HS Human All
Exon V8 (Agilent Technologies, CA, USA), e as sequéncias foram geradas no Centro
de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-Tronco, utilizando a plataforma
NovaSeq 6000, Kit XGen IDT Exome, v.1.0 (lllumina, Inc, San Diego, CA, EUA), de
acordo com protocolos previamente publicados (59).

As sequéncias foram alinhadas usando o programa GTKA tendo como
referéncia o GRCh37/hg19. O programa Integrative Genomics Viewer (IGV) foi
utilizado para analise dos arquivos BAM (Binary Alignment/Map), os quais foram
visualmente analisados nas regides genOmicas 20:57484420-57484421 e
20:57484595-57484597 (GRCh37/hgl19), onde as mutacfes associadas com a SMA
estdo localizadas. O anexo E demonstra as muta¢des pesquisadas no GNAS que ja
foram associadas a SMA.

Foram analisados 35 controles negativos, que nao apresentavam nenhuma
alteracdo clinica e laboratorial relacionadas com a SMA. Apds esta andlise,
consideramos resultados positivos os achados de variantes alélicas representadas

por 6 ou mais leituras independentes com balanco das fitas de leituras.

4. 5. Andlise estatistica

Os resultados dos dados clinicos, laboratoriais, epidemiolégicos e genéticos
foram expressos como valores numéricos (porcentagens) para variaveis categoricas,
e como média e desvio padrdo (DP) ou medianas e intervalo interquartil (IQ) para
variaveis continuas, devido a distribuicdo paramétrica ou nao-paramétrica,
respectivamente (testados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk).

Associacgdes entre variaveis categoricas foram realizadas pelos testes de qui-
quadrado (variaveis independentes) e McNemar (variaveis dependentes). O teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn foram utilizados para
comparacao entre variaveis continuas ndo parameétricas, enquanto o teste-T para
amostras independentes e o teste-T pareado foram utilizados para comparagdes
entre variaveis continuas com distribuicdo normal. O teste de Mann-Whitney foi
utiizado para comparagdo de variaveis continuas independentes quando a

distribuicdo da variavel era ndo paramétrica. A analise estatistica foi realizada na
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plataforma R x 64 (v 4.1.0, 2021, Viena, Austria). A significAncia estatistica foi
estabelecida por p<0,05.



59

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao clinica dos pacientes portadores SMA e portadores

de uma caracteristica clinica da SMA

No total foram incluidos 64 pacientes, sendo 53 pacientes provenientes de uma
coorte brasileira (HCFMUSP) e 11 pacientes de centros terciarios espanhois. O sexo
feminino compunha 76,5% da casuistica. Manchas café-au-lait e DFO estavam
presentes em 54,7% e 73,4% dos pacientes. A PPP foi a hiperfungdo hormonal mais
prevalente (59,4%), seguida de acromegalia (12,5%) e hipertireoidismo (11%). Veja
na Figura 8 e Tabela 3 a distribuicdo do numero das caracteristicas clinicas entre os

pacientes de cada coorte

Figura 8- Distribuic@o das caracteristicas clinicas e procedéncia dos pacientes incluidos no estudo.

Total
64 pacientes

49F/15M

Brasil Espanha
53 1
42F/11 M 7F/4M

Triade SMA 2 caracteristicas clinicas 1 caracteristica clinica Triade SMA 2 caracteristicas clinicas 1 caracteristica clinica
21 14 18 1 8 2
14FI7TM 13F/1M 15F/3M 1F/I0OM 5F/I3M 1F/1M

FONTE: Elaborada pelo préprio autor.
SMA: Sindrome de McCune-Albright; F: sexo feminino; M: sexo masculino.
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Paciente Sexo Manchas Displasia

café-au- Fibrosa Precoce

lait Ossea

Periférica

Puberdade Acromegalia

Hipertireoidismo

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

e e e e e e e e e e e e 0 e § 4
1

+

+ +

+ 4+ + +

+

+ + + +

+ + +

Total (n) 49 F; 35

47

38

15M  (54,7%)  (73,4%) (59,4%)

8
(12,5%)

7

(11%)
(Concluséo)

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.
(+) presente; (-) ausente; F: sexo feminino; M: sexo masculino.

No grupo de portadores da triade classica da SMA, 22 pacientes no total foram

incluidos. Com relagéo

as

hiperfungdes

hormonais,

PPP,

acromegalia,

hipertireoidismo estavam presentes em: 14, 7 e 6 pacientes, respectivamente

(Figura 9). Combinacéo de 2 e 3 hiperfuncdes hormonais estavam presentes em 2 e

1 pacientes, respectivamente.



62

Figura 9 - Distribuic&o das hiperfungdes hormonais nos pacientes portadores da triade
classica da Sindrome de McCune-Albright
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FONTE: Elaborada pelo préprio autor.
PPP: Puberdade precoce periférica

No grupo de pacientes portadores da SMA com 2 caracteristicas clinicas foram
incluidos 22 pacientes, e nos subgrupos de associacao entre hiperfuncdo hormonal
e DFO, hiperfuncdo hormonal e manchas café-au-lait e DFO e manchas café-au-lait
foram incluidos 9, 6 e 7 pacientes, respectivamente (Figura 10). No subgrupo com
pacientes portadores de associagdo de hiperfuncdo hormonal e DFO, todas as
pacientes do sexo feminino tinham diagndstico de PPP, enquanto um paciente do
sexo masculino apresentava diagnéstico de hipertireoidismo e o outro acromegalia.
No subgrupo de portadores da associagdo de hiperfungdo hormonal e manchas
café-au-lait, todas as pacientes eram do sexo feminino e foram diagnosticadas com
PPP.
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Figura 10 - Subgrupos de pacientes com 2 caracteristicas clinicas Sindrome de McCune-
Albright

[any
o

Numero de pacientes (n)
o = N w £~ (03] [e)} ~N o0 o

HH- DFO HH-MCL DFO-MCL
m Sexo Masculino 2 0 2
H Sexo feminino 7 6 5

FONTE: Elaborada pelo préprio autor.

HH- DFO: associagdo entre hiperfungdo hormonal e displasia fibrosa 6ssea; HH- MCL: associagao
entre hiperfungdo hormonal e mancha café-au-lait; DFO- MCL: associagdo entre displasia fibrosa
Ossea e mancha café-au-lait.

No grupo de pacientes portadores de 1 caracteristica clinica da SMA foram
incluidos 20 pacientes, dentre eles 11 pacientes com diagndéstico de PPP e 9

pacientes com DFO (Figura 11).
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Figura 11 — Grupo de pacientes portadores de 1 caracteristica clinica da SMA
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FONTE: Elaborada pelo proprio autor.
PPP: Puberdade precoce periférica; DFO: displasia fibrosa 6ssea

5.2. Caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes portadores de PPP

Dados clinicos, laboratoriais e de imagem do inicio do diagnéstico de 33
pacientes com diagndstico PPP estavam disponiveis, sendo 22 pacientes portadores
de SMA (triade classica ou 2 caracteristicas clinicas) e 11 pacientes portadores de
PPP isolada.

Todas as pacientes eram do sexo feminino. A média da idade de inicio dos
sintomas da PPP foi 3,7 £ 2,03 e 4,3 £ 2,24 anos para meninas do grupo portadoras
da SMA e PPP isolada, respectivamente (p=0,49). ApOs o inicio dos sintomas, a
primeira consulta ocorreu com a média de idade de 5,6 + 2,2 e 5,8 + 1,7 para
meninas do grupo portadoras da SMA e PPP isolada, respectivamente (p=0,76). Os
primeiros sintomas no grupo das meninas com SMA foram telarca (41,6%),
sangramento vaginal (37,5%) e associacdo de telarca e sangramento vaginal
(20,8%), enquanto no grupo das pacientes com PPP isolada 82% das meninas
gueixavam-se apenas de telarca, ao passo que sangramento vaginal isolado e
associacao de telarca e sangramento vaginal ocorreu em apenas em 1 e 1 menina,
respectivamente (<0,001).

Na primeira avaliagdo, todas as meninas no grupo de portadoras de SMA
apresentaram desenvolvimento mamario, enquanto no grupo da PPP isolada apenas
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1 paciente apresentou Tanner 1 de mamas (paciente 64- na primeira consulta, aos 3
anos e 10 meses, ja havia realizado ooforectomia bilateral por cistos ovarianos e
PPP em outro servico).

Avanco de idade éssea (AlIO-IC) estava presente em 73,3% e 72,7% das
pacientes do grupo de portadores da SMA e PPP isolada, respetivamente. A média
de AIO-IC foi 2,53 £ 1,92 e 1,73 = 1,49 no grupo de portadoras da SMA e PPP
isolada, respectivamente. A altura adulta predita estava em média 6,4 cm (p=0,2) e
7,2 cm (p=0,1) abaixo da EA no grupo de portadoras da SMA e grupo da PPP
isolada, respectivamente, estando 50% e 71,4% das pacientes portadores de SMA e
PPP isolada com altura adulta predita abaixo do intervalo de EA (p=0,003),
respectivamente. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as médias do DP
da altura na primeira consulta, avango de 10 (AlO-IC) e DP da altura adulta predita
calculada pela tabela de Bayley-Pinneau.

Ao diagndstico, 100% das pacientes de ambos o0s grupos apresentaram LH
basal na faixa pré-puberal. A mediana do pico de LH foi 0,8 (IQ 0,3; 2,54) Ul/L e 1,5
(1IQ 1,1; 1,59) UIlL (p=0,22) no grupo portador de SMA e PPP isolada,
respectivamente. A mediana do estradiol ao diagndéstico foi 35,6 (IQ 12,25; 239,4)
pg/mL e 31 (IQ 13; 284,8) pg/mL (p=0,87). Notavelmente, 5 pacientes (45,4%) no
grupo da PPP isolada apresentaram estradiol em niveis pré-puberais, enquanto no
grupo de pacientes com SMA, foram 7 pacientes (31,8%) (p=0,11).

No primeiro exame de ultrassonografia pélvica, cistos ovarianos estavam
presentes em 88% dos pacientes no grupo de pacientes portadores de SMA e em
91% dos pacientes portadores de PPP isolada. A Tabela 4 mostra os dados clinicos

e laboratoriais das pacientes com diagndstico de PPP associada ou ndo a SMA.
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Tabela 4- Caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes com PPP associadas ou ndo a SMA no
inicio do diagndstico.

Caracteristicas clinico-laboratoriais Gr?np:ozszl)\/lA Grupo(l:ElPli)solada P’
IC primeira manifestacéo clinica (anos) 3,7+2,03 4,312,224 0,49
IC primeira consulta (anos) 56272 58+1,7 0,76
Primeira manifestacéao clinica
Telarca 41% (9/22) 82% (9/11) <0,001
Sangramento vaginal 36% (8/22) 9% (1/11)

Telarca + sangramento vaginal 23% (5/22) 9% (1/11)

(Dee;gg;/oolzvli\;lnztinto mamario 100% 91% 0,006
Avanco 10 (anos) 253+19 1,73+ 1,49 0,25
DP altura 1,1+1.4 19+1,2 0,165
DP altura adulta predita 2,1+ 24 -1,34+£1,8 0,44
LH basal* (UI/L) 0,1(1Q0,1; 0,6) 0,13 (1Q 0,1; 0,6) 0,65
FSH basal* (UI/L) 1,0(1Q0,3; 1,0) 1,0 (1Q 0,7;1,2) 0,34
Estradiol (pg/mL) 35,6 (1Q 12,25; 239,4) 31 (IQ 13; 284,8) 0,87
Pico LH ap6s estimulo GnRH* (UI/L) 0.8 ('812'130;)2'54) L5 ('?nlz'é); 1,59) 0,22
Presenca de cistos 79% (15/19) 91% (10/11) 0,02

FONTE: Elaborado pelo préprio autor

#O p valor foi calculado para a comparacdo de dois grupos usando o teste t de Student para variaveis
continuas com distribuicdo normal e teste de Mann-Whitney para variaveis continuas com distribuicdo ndo
normal. O teste de qui-quadrado foi usado para variaveis categoricas. P valor estatisticamente significativo
foi destacado em negrito.

*Para fins estatisticos; apenas hormdnios medidos por IFMA foram considerados.

IC: idade cronolégica; 10: idade 6ssea; DP: desvio-padrdao; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormonio
foliculo- estimulante; GnRH: horménio liberador de gonadotrofinas; SMA: Sindrome de McCune-Albright;
PPP: puberdade precoce periférica.

No grupo de pacientes portadoras de SMA, o tratamento foi heterogéneo
(dados de 23 pacientes disponiveis), e incluiu como primeira escolha tamoxifeno
(10-20 mg) em 34,7% (8/23) das pacientes, seguido de inibidores da aromatase
(anastrozol 1-2mg/dia ou letrozol 2,5 mg/dia) em 17,4% (4/23),
medroxiprogesterona (50-100mg a cada 2 semanas) em 8,6% (2/23) e cetoconazol
(200mg/dia) em 8,6% (2/23) das pacientes, respectivamente. Duas pacientes foram
submetidas a ooforectomia antes de iniciar qualquer tratamento medicamentoso e
5/23 (21,7%) pacientes ndo realizaram tratamento medicamentoso (pelo fato de
terem iniciado acompanhamento apés a puberdade ou quadro autolimitado). A
combinagdo de pelo menos duas classes medicamentosas ocorreu em 58,8%

(10/17) das pacientes que realizaram uso de medicamentos para controle da PPP.
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Recorréncia de sangramento vaginal ocorreu em 50% (6/12) das pacientes durante
o tratamento. PPC secundaria ocorreu em 52,9% (9/17) das pacientes.

No grupo de pacientes com PPP isolada, a primeira escolha do tratamento
incluiu tamoxifeno em 72,7% (8/11) das pacientes, enquanto 2 pacientes foram
submetidas a ooforectomia e 1 paciente utilizou letrozol. Das pacientes que usaram
tamoxifeno, duas usaram em combinacdo com acetato de ciproterona e uma
paciente usou combinado com acetato de medroxiprogesterona. Uma paciente
(paciente 58) apresentou sangramento vaginal recorrente durante o tratamento
medicamentoso. PPC secundaria ocorreu em 50% (5/10) das pacientes.

Hipertricose relacionada ao uso de tamoxifeno foi reportada em 4 pacientes
(pacientes 2, 4, 25 e 54), enquanto hiperandrogenismo laboratorial ocorreu em uma
paciente em uso de inibidores da aromatase (paciente 24). Esta mesma paciente,
desenvolveu cisto volumoso com risco de torcdo durante o tratamento
medicamentoso, sendo submetida a ooforoplastia esquerda. Uma paciente (paciente
33) desenvolveu insuficiéncia adrenal parcial com uso de cetoconazol (ja chegou ao
Nnosso servico em uso da medicacao), sendo a medicacdo descontinuada.

A média do tempo de tratamento foi 5,8 + 3 anos e 2,8 + 1,4 anos no grupo da
SMA e da PPP isolada, respectivamente (p=0,005).

No grupo de pacientes com SMA a média do DP da altura adulta foi -1,5 + 1,3.
Apoés o tratamento, houve ganho de altura final em média 4,7 cm acima da altura
adulta prevista pelo método de Bayley-Pinneau (p=0,5) e apenas 2 pacientes nao
atingiram o intervalo da EA (EA = 8,5 cm).

No grupo de pacientes com PPP isolada, a média do DP da altura adulta foi
0,38 + 0,8. ApGs o tratamento, houve ganho de altura adulta em média 5,1 cm acima
da altura adulta predita pelo método de Bayley-Pinneau (p=0,26) e apenas 1 nao
atingiu o intervalo da EA. Houve diferenca estatistica entre altura adulta do grupo de
portadoras de SMA e PPP isolada (p=0,004).

Ciclos menstruais regulares foram relatados por 61,5% e 71,5% das pacientes
gue terminaram o tratamento medicamentoso (p<0,001). A Tabela 5 resume as

caracteristicas clinicas das pacientes com PPP durante e apoés tratamento.
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Tabela 5- Caracteristicas clinicas de pacientes com PPP associada ou ndo a SMA durante e
apds tratamento

. Grupo SMA (n=23)  Grupo PPP isolada (n=11) M
Dados durante e apds tratamento

Média £ DP Média = DP
Recorréncia de SV durante o 50%
9% <0,001
tratamento (n=12)
o - 50%
Incidéncia de PPC secundaria 52,9% 0,78
(n=10)
Duracéo do tratamento (anos) 58+3 28+14 0,005
DP altura adulta -15+1,3 0,38+0,8 0,004
_ _ 61,5% 71,5%
Ciclos menstruais regulares <0,001
(n=13) (n=7)

FONTE: Elaborada pelo préprio autor.

#0O p valor foi calculado para a comparacéo de dois grupos usando o teste t de Student para variaveis
continuas com distribuicdo normal. O teste de qui-quadrado foi usado para variaveis categoricas. P
valor estatisticamente significativo foi destacado em negrito.

SMA: Sindrome de McCune-Albright; PPP: puberdade precoce periférica; SV: sangramento vaginal;
PPC: puberdade precoce central secundaria; DP: desvio-padréo.

5.3. Caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes portadores de SMA

e hipertireoidismo

No total, 7 pacientes desenvolveram hipertireoidismo (4 pacientes do sexo
masculino e 3 pacientes do sexo feminino). A idade média ao diagnéstico foi 16,9 +
11,5 anos (variando de 2 anos a 36 anos). Todos os pacientes (100%) apresentaram
TSH suprimido com T4 livre e/ou T3 total acima do limite superior da normalidade. A
média do T4 livre e T3 total foi 2,44+ 0,92 ng/dL e 335 + 119 ng/dL, respectivamente.
Todos os valores de TRAB eram negativos.

Dados de ultrassonografia da tireoide de 4 pacientes estavam disponiveis
(pacientes 5, 10, 11 e 21) e todos apresentaram bdcio multinodular, com ndédulos
medindo até 2 cm no maior didametro. Dados de cintilografia de tireoide de 3
pacientes (pacientes 10, 11 e 30) estavam disponiveis, sendo bo6cio multinodular
toxico identificados nos pacientes 10 e 30, enquanto o0 paciente apresentava
captacao da tireoide normal, com irregulares cintilograficas em lobo esquerdo.

Propiltiouracil e metimazol foram primeira escolha de tratamento nos
pacientes 10 e 21, e 7 e 11, respectivamente. Posteriormente, 0s pacientes 7 e 21
foram submetidos a radioiodoterapia, enquanto o paciente 10 foi submetido a

tireoidectomia total. O paciente 11 mantém uso de metimazol até o momento.
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Radiodoterapia e tireoidectomia total representaram as primeiras medidas de
tratamento instituidas nos pacientes 5 e 30, e na paciente 12, respectivamente.

5.4. Caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes portadores de SMA
e acromegalia

Oito pacientes foram diagnosticados com gigantismo/acromegalia. Dados
clinicos de 6 pacientes estavam disponiveis (pacientes 3, 5, 12, 13, 15 e 22). A
idade média ao diagnéstico foi 19,9 + 13 anos (variando de 2 a 32 anos). A média
de GH e IGF1 basais foi 10,3 £ 8,7 pug/L e 709 + 247 ng/mL. No teste de supresséo
de GH com glicose, 100% dos os pacientes obtiveram valores acima de 1 ug/L.
Metade dos pacientes (pacientes 3, 5 e 15) apresentavam hiperprolactinemia
associada.

No exame de ressonancia magnética da hipofise, 4 pacientes apresentavam
hipéfise normal, enquanto os pacientes 12 e 13 apresentaram microadenoma de 8
mm e macroadenoma de 2,2 cm, respectivamente.

O paciente 12 foi tratado com cirurgia transesfenoidal, com bom controle
clinico-laboratorial no seguimento de longo prazo. O paciente 13 ndo pode ser
abordado cirurgicamente devido dificuldade de abordagem por localizacdo do
adenoma, no entanto € bem controlado clinico laboratorialmente com uso de
lanreotide e cabergolina. Os demais pacientes mantém controle da doengca em uso
de andlogos da somatostatina (octreotide, lanreotide ou pasireotide) em associacéo

ou ndo com cabergolina.

5.5. Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes portadores de
DFO

Dados de 37 pacientes com DFO estavam disponiveis, sendo 30 pacientes
portadores da SMA e 7 pacientes com DFO isolada.

No grupo de pacientes portadores de SMA, 76,7% dos pacientes sao
portadores de DFO com envolvimento craniofacial e do esqueleto axial e/ou
apendicular, enquanto 23,3% s&o portadores de DFO de acometimento exclusivo

craniofacial. Ja entre os pacientes com DFO isolada, o predominio € de DFO
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craniofacial em 85,7%, enquanto 14,3% dos pacientes possuem DFO com
envolvimento craniofacial e do esqueleto axial e/ou apendicular (p<0,001).

N&o houve fraturas no grupo de pacientes portadores da DFO isolada,
enquanto 40% dos pacientes portadores da SMA sofreram pelo menos 1 fratura
0ssea patologica (p<0,001).

Houve compresséo das vias Opticas em 4 pacientes no grupo da DFO isolada
(pacientes 41, 47, 48 e 62) e 3 pacientes portadores da SMA (pacientes 4, 10 e 21).
Quanto a compressao das vias aéreas, ocorreu em dois pacientes portadores de
DFO isolada (pacientes 47 e 52) e em 3 pacientes portadores de SMA (pacientes 4,
30 e 42). No grupo de pacientes portadores da SMA, 3 pacientes evoluiram com
escoliose (pacientes 9, 10 e 27) e 2 pacientes com compressao das vias auditivas
(pacientes 10 e 30). Nao houve casos de escoliose e compresséo das vias auditivas
no grupo de DFO isolada.

O uso de bisfosfonatos (pamidronato ou acido zoledrénico) foi util para
pacientes com queixas de dores 6sseas. O uso de bisfosfonatos ocorreu em 67% e

57% dos pacientes portadores de DFO isolada e SMA, respectivamente (p=0,19).

5.6. Andlise genética por ddPCR

A ddPCR foi realizada em todos os 64 pacientes incluidos neste presente
estudo. A mediana das gotas formadas para o ensaio p.R201C foi 14556 (1Q 12.782;
16.016), variando de 10.283 a 18.138. Nenhuma amostra obteve formacao de gotas
inferior a 10.000.

Para o ensaio p.R201H a mediana das gotas formadas foi 14.281 (1Q 11.497;
16.623), variando de 8.556 a 18.707. Quatro amostras apresentaram formacao de
gotas inferior a 10.000 (Pacientes 4, 17, 47 e 48). Dos pacientes com baixa
contagem de gotas, trés apresentaram teste molecular negativo (Pacientes 17, 47 e
48) e a paciente 4 apresentou resultado positivo para a mutagdo p.RO1H, com

abundancia fracional de 0,26% e uma formagéo de gotas 9.456 (Figura 12).
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Figura 12 - Representacdo de gotas do ensaio ddPCR para a mutacédo p.R201H da paciente 4
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.

As gotas verdes e azuis (circuladas em vermelho) sdo positivas e demonstram fluorescéncia
para o alelo WT e mutado (p.R201H), respectivamente, enquanto as gotas cinzas s&o
negativas (sem DNA e fluorescéncia).

Dos 64 pacientes analisados, 29 (45,3%) obtiveram resultado molecular
positivo pela ddPCR. No grupo de pacientes com a triade classica da SMA, 14/22
pacientes (63,6%) apresentaram resultado molecular positivo, sendo identificada a
mutacdo p.R201C e p.R201H em 8 e 6 pacientes, respectivamente. No grupo dos
pacientes portadores de 2 caracteristicas clinicas da SMA, 11/22 (50%)
apresentaram resultado molecular positivo, sendo identificada a mutagao p.R201C e
p.R201H em 4 e 7 pacientes, respectivamente. Ja no grupo portador de uma
caracteristica clinica, 4/20 (20%) dos pacientes apresentaram resultado molecular
positivo, sendo identificada a mutacdo p.R201C e p.R201H em 1 e 3 pacientes,
respectivamente. Houve associagdo entre o nUmero das caracteristicas clinicas e o
resultado molecular positivo (p=0,0154). A analise dos residuos padronizados
ajustados mostrou que ha menos testes positivos no grupo portador de uma

caracteristica clinica e mais testes positivos no grupo da triade classica (Figura 13).
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Figura 13 - Andlise dos residuos padronizados ajustados da associacao entre o resultado do
teste genético positivo e o nimero de caracteristicas clinicas dos pacientes
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FONTE: producéo do préprio autor.

A cor azul representa o desvio padrdo positivo e a cor vermelha o desvio-padrdo negativo.
Quanto mais intensa a cor, mais estatisticamente significativo o dado (o dado é considerado
estatisticamente significativo quando maior ou menor que 2 DP (1,96). No grupo de 1
caracteristica clinica, percebe-se que menos testes positivos foram observados do que o
esperado para a amostra se ndo houvesse diferenca entre os grupos, enquanto no grupo de 3
caracteristicas clinicas mais testes positivos foram observados do que o esperado para a
amostra se ndo houvesse diferenca entre 0s grupos.

A mediana da abundancia fracional foi 0,58 (1Q 0,16; 1,7), variando de 0,1% a
14,8%. A Tabela 6 lista os pacientes com resultado molecular positivo e suas
respectivas abundancias fracionais. Nao houve diferenca entre as medianas das
taxas de abundancia fracional e o nimero de manifestacdes clinicas presentes
(p=0,07), e a analise post-hoc confirmou que n&do houve diferenca significativa entre

os grupos (Figura 14).
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Tabela 6 - Pacientes com teste genético positivo pela ddPCR e suas respectivas abundancias

fracionais
Paciente NUmero de c.601C>T c.602G>A Abundancia
caracteristicas (p.R201C) (p.R201H) fracional (%)
clinicas

3 3 + 1,7

4 3 + 0,26

6 3 + 1,2

7 3 + 1,1

8 3 + 5,0

9 3 + 0,58

10 3 + 7,15

11 3 + 53

13 3 + 0,12

14 3 + 0,11

16 3 + 1,2

17 3 + 0,13

21 3 + 12,4

22 3 + 18,9
Mediana (1Q) 1,2 (0,34, 5,22)

23 2 + 0,66

25 2 + 4.9

26 2 + 0,25

30 2 + 7,6

31 2 + 0,13

32 2 + 0,13

34 2 + 0,11

36 2 + 1,0

37 2 + 0,33

38 2 + 0,16

43 2 + 0,9
Mediana (1Q) 0,33 (0,14, 0,95)

46 1 + 0,1

58 1 + 0,17

59 1 + 0,18

62 1 + 0,17
Mediana (1Q) 0,17 (0,15; 0,17)

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.
+: mutacao presente.
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Figura 14 - Distribuicdo dos dados da abundancia fracional entre os gruposcom 1,2e 3
caracteristicas clinicas da SMA obtidos na ddPCR.
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FONTE: producéo do préprio autor.

Nao houve diferenca estatistica entre as medianas dos grupos (p=0,07). As caixas cinza
representam a distribuigcdo interquartil que contém 50% dos dados, enquanto a linha dentro da
caixa representa a mediana. Os pequenos circulos representam outliers.

Considerando o grupo portador de 2 caracteristicas clinicas, e respectivos
subgrupos: associacdo entre hiperfuncdo hormonal e DFO, entre hiperfuncdo
hormonal e mancha café-au-lait, e entre DFO e mancha café-au-lait, ndo houve
associacao entre o resultado do teste molecular positivo e 0s subgrupos citados
acima (p=0,094). No entanto, a analise dos residuos padronizados ajustados,
mostrou que ha mais testes positivos no subgrupo de portadores de hiperfuncéo
hormonal e DFO (Figura 15).



75

Figura 15 - Andlise dos residuos padronizados ajustados da associacao entre o resultado do
teste genético positivo e os subgrupos de associacédo de 2 caracteristicas clinicas
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FONTE: producéo do préprio autor.

A cor azul representa o desvio padrédo positivo e a cor vermelha o desvio-padrdo negativo.
Quanto mais intensa a cor, mais estatisticamente significativo o dado (o dado é considerado
estatisticamente significativo quando maior ou menor que 2 DP (1,96)). No subgrupo referente
a associacdo de Hiperfuncdo Hormonal e Displasia fibrosa 6ssea (HH-DF), percebe-se que
mais testes positivos foram observados do que o esperado para a amostra se ndo houvesse
diferenca entre os grupos.

DF-MCL: associagdo entre displasia fibrosa 6ssea e mancha café-au-lait; HH-DF: associagao
entre hiperfungdo hormonal e displasia fibrosa 6ssea; HH-MCL: associagéo entre hiperfungdo
hormonal e mancha café-au-lait.

No grupo de pacientes portadoras de apenas uma caracteristica clinica, das 4
pacientes que apresentaram resultado molecular positivo, 3 eram portadoras de PPP
(pacientes 46, 58 e 59) e uma de DFO (paciente 62). As taxas de abundancia
fracional das pacientes 46, 58, 59 e 62 foram: 0,1%, 0,17%, 0,18% e 0,17%,
respectivamente. As figuras 16, 17, 18 e 19 mostram a formag&o de gotas de cada

paciente e sua respectiva distribuicdo de gotas positivas e negativas.



Figura 16 — Representacédo do resultado do estudo genético por ddPCR (ensaio p.R201C) da
paciente 46, portadora de PPP isolada
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.

A imagem superior evidencia a quantidade total de gotas (coluna verde agua), e a formacéo de
gotas positivas para WT (coluna verde) e para a mutagdo p.R201C (coluna azul). A imagem
inferior evidencia a distribuicdo das gotas. As gotas verdes e laranjas (destacada em vermelho)
séo positivas e demonstram fluorescéncia para o alelo WT e associacdo de alelo WT e mutado
(p.R201C), respectivamente, enquanto as gotas cinzas sdo negativas (sem DNA e
fluorescéncia).
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Figura 17 - Representacéo do resultado do estudo genético por ddPCR (ensaio p.R201H) da
paciente 58, portadora de PPP isolada
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.

A imagem superior mostra a quantidade total de gotas (coluna verde agua), e a formacao de
gotas positivas para WT (coluna verde) e para a mutacdo p.R201H (coluna azul). A imagem
inferior evidencia a distribuicdo das gotas. As gotas verdes, azuis e laranjas (destacadas em
vermelho) séo positivas e demonstram fluorescéncia para o alelo WT, mutado, e associa¢éo de
alelo WT e mutado (p.R201H), respectivamente, enquanto as gotas cinzas sdo negativas (sem
DNA e fluorescéncia).
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Figura 18 - Representacéo do resultado do estudo genético por ddPCR (ensaio p.R201H) da
paciente 59, portadora de PPP isolada
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.

A imagem superior evidencia a quantidade total de gotas (coluna verde agua), e a formagéo de
gotas positivas para WT (coluna verde) e para a mutacdo p.R201H (coluna azul). A imagem
inferior evidencia a distribuicdo das gotas. As gotas verdes, azuis e laranjas (destacadas em
vermelho) sdo positivas e demonstram fluorescéncia para o alelo WT, mutado, e associagéo de
alelo WT e mutado (p.R201H), respectivamente, enquanto as gotas cinzas sdo negativas (sem
DNA e fluorescéncia).
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Figura 19 - Representacao do resultado do estudo genético por ddPCR (ensaio p.R201H) da
paciente 62, portadora de DFO
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FONTE: Software QuantaSoft; dados do autor.

A imagem superior evidencia a quantidade total de gotas (coluna verde agua), e a formacéo de
gotas positivas para WT (coluna verde) e para a mutagdo p.R201H (coluna azul). A imagem
inferior evidencia a distribuicdo das gotas. As gotas verdes e laranjas (destacadas em
vermelho) sdo positivas e demonstram fluorescéncia para o alelo WT e associacéo de alelo WT
e mutado (p.R201H), respectivamente, enquanto as gotas cinzas sao negativas (sem DNA e
fluorescéncia).

5.7. Anélise genética por SPLE
Foram estudados os DNAs de 35/64 pacientes (54,7%) por SPLE, sendo
18/35 (51,4%) sequenciados por painel de genes customizados e 17/35 (48,6%) por
WES.

5.7.1. Caracterizagao clinica dos pacientes estudados por SPLE
Dos pacientes estudados, 17 eram portadores da triade classica da SMA, 9
apresentavam duas caracteristicas clinicas e 9 pacientes apenas uma caracteristica
clinica.
No grupo de pacientes com a triade classica da SMA, 10 pacientes eram do
sexo feminino e 7 pacientes do sexo masculino. Todas as pacientes do sexo

feminino, exceto uma (paciente 12- Tabela 7) apresentaram PPP de origem
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ovariana. Além de PPP, as pacientes 8 e 10 desenvolveram hipertireoidismo (Tabela
7). Acromegalia foi diagnosticada na paciente 12. Dentre os pacientes do sexo
masculino, nenhum apresentou PPP, enquanto hipertireoidismo e acromegalia foram
diagnosticados em 3 e 5 pacientes, respectivamente (Tabela 7). O paciente 5 foi
diagnosticado com as duas hiperfuncdes mencionadas anteriormente.

No grupo de pacientes com 2 caracteristicas clinicas da SMA, 8 pacientes
eram do sexo feminino e 1 paciente do sexo masculino (paciente 28). Hiperfuncéo
hormonal associado com DFO estava presente em 5 pacientes, enquanto
associacdo de mancha café-au-lait com hiperfuncdo hormonal ou DFO estavam
presentes em 3 e 1 pacientes, respectivamente.

No grupo de pacientes com uma caracteristica clinica da SMA, a PPP estava
presente em 6 pacientes (todas do sexo feminino) e DFO em 3 pacientes (2
pacientes do sexo masculino e 1 do sexo feminino. As caracteristicas clinicas dos
pacientes estudados por SPLE estéo listadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Caracteristicas clinicas dos pacientes estudados por SPLE.

Paciente Sexo Manchas Displasia Puberdade Acromegalia Hipertireoidismo

café-au- Fibrosa Precoce
lait Ossea Periférica
1 F + + + - -
2 F + + + - -
3 M + + - + -
4 F + + + - -
5 M + + - + +
6 F + + + - -
7 F + + + - -
8 F + + + - +
9 F + + + - -
10 F + + + - +
11 M + + - - +
12 F + + - + -
13 M + + - + -
14 F + + + - -
15 M + + - + -
21 M + + - - +
22 M + + - + -
23 F - + + - -
24 F + - + - -
25 F - + + - -
26 F - + + - -
27 F - + + - -
28 F + - + - _
29 F + + - - -
30 M - + - - +
31 F + - + - _
45 F - - + - -
46 F - - + - -
48 M - + - - -
49 F - - + - -
50 M - + - - -
51 F - + - - -
52 F - - + - -
53 F - - + - -
54 F - - + - -
Total 25F; 21 26 22 6 6
10M (60%) (74,3%) (62,9%) (17,1%) (17,1%)

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.
(+) presente; (-) ausente; F: sexo feminino; M: sexo masculino.

5.7.2. Analise genética por SPLE

A média da profundidade de leitura para o cédon 201 do GNAS estudado por
painel foi 268,8 + 32,2 (variando entre 180 e 317), enquanto meédia da profundidade
de leitura do cédon 201 do GNAS estudado por WES foi 67,5 = 16,5 (variando entre
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46 e 113). A média da profundidade de leitura dos pacientes estudados por WES foi
muito inferior aqueles estudados por painel (p=<0,0001). A média da profundidade
de leitura para o codon 227 do GNAS estudado por painel foi 499,6 + 87,2 (variando
entre 363 e 686), enquanto média da profundidade de leitura do codon 227 do
GNAS estudado por WES foi 44,3 + 9,8 (variando entre 25 e 59). A média da
profundidade de leitura dos pacientes estudados por WES foi muito inferior aqueles
estudados por painel (p<0,0001).

Os protocolos de analise de variantes germinativas utilizados pelos
programas convencionais de chamadas de variantes (freebayes), ndo identificaram
variante no gene GNAS. Partindo para a analise visual no IGV, mutacdo no GNAS
foi identificada em 7 dos 35 pacientes (20%), sendo 6 pacientes portadores da triade
classica e 1 paciente portador de 2 caracteristicas clinicas da SMA. A mutacao
R201C foi identificada em 4 pacientes, enquanto a mutacdo R201H foi identificada
em 3 pacientes. A média da abundancia fracional das mutacfes foi 8,7+ 6 % e
variou entre 2,9% e 19%. N&o houve associacdo entre o numero de caracteristicas
clinicas e o resultado molecular positivo (p=0,075).

Resultados moleculares de 5 pacientes foram considerados inconclusivos
(pacientes 2, 3, 4, 7 e 23) por causa da baixa frequéncia de leituras (< 5 reads) e ou
desbalanco das fitas de leitura, ou seja, quando a mutacédo foi identificada em
apenas uma fita (sense ou anti-sense), sugerindo um erro de leitura (falso positivo).
Todos o0s resultados moleculares dos pacientes estudados por WES foram
negativos. A Tabela 8 representa as mutacBes identificadas no GNAS e suas

frequéncias alélicas.
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Tabela 8 - Mutac8es identificadas no gene GNAS pelo SPLE e suas respectivas abundancias
fracionais.

Paciente NUmero de c.601C>T c.602G>A Abundancia
caracteristicas (p.R201C) (p.R201H) fracional (%)
clinicas
6 3 251C(137+,114-): 38
10T(4+,6-)
8 3 283G (153+,130-): 53
16A(10+,6-)
10 3 224C(116+,108-): 12,4
32T(17+,15-)
11 3 269C(149+,120-): 2,9
8T(4+,4-)
21 3 226G (118+,108-): 12,4
32A(14+,18-)
22 3 219C(118+,101-): 19
51T(26+,25-)
25 2 235 G (130+, 105-): 5,2
13A (7+,6-)

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.

5.8. Comparacéao entre os resultados obtidos por SPLE e ddPCR

No total, 35 pacientes foram estudados tanto por SPLE quanto por ddPCR.
Enquanto pelo método do SPLE houve identificagcdo da mutacdo no GNAS em 7/35
pacientes (20%), o método da ddPCR identificou mutacdo em 18/35 pacientes
(51,4%), portanto, houve diferenca na proporcao entre resultados de testes positivos

e negativos usando metodologias distintas (p=0,002). Vide figura 20.
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Figura 20- Representacado de nimero de testes positivos ou
negativos de acordo com a metodologia
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FONTE: producéo do préprio autor.
SPLE: sequenciamento paralelo em larga escala; ddPCR: reagdo da
cadeia da polimerase digital em gotas.

Dos 5 pacientes com resultado inconclusivo analisados por SPLE, a ddPCR
foi capaz de confirmar 4 deles (pacientes 3, 4, 7 e 23). Entre 0s pacientes que
apresentaram teste genético positivo pela as duas metodologias, houve
concordancia entre as variantes encontradas (p.R201C/H). Nao houve diferenga
entre as médias das taxas de abundancia fracional e o tipo de teste molecular
realizado (p=0,34). A Tabela 9 demonstra os dados de testes positivos entre os

pacientes que foram estudados tanto por SPLE quanto por ddPCR.



Tabela 9 - Pacientes com mutacao no GNAS identificadas por SLPE e/ou ddPCR e suas respectivas
abundéancias fracionais.

Paciente Mutacédo no SPLE ddPCR
GNAS Abundancia fracional Abundancia fracional

(%) (%)

3 p.R201H - 1,7

4 p.R201H - 0,26

6 p.R201C 3,6 1,2

7 p.R201H - 1,1

8 p.R201H 53 5

9 p.R201C - 0,58

10 p.R201C 12,4 7,15

11 p.R201C 2,9 53

13 p.R201H - 0,12

14 p.R201C - 0,11

21 p.R201H 12,4 13,7

22 p.R201C 18,9 14,8

23 p.R201H - 0,66

25 p.R201H 52 49

26 p.R201H - 0,25

30 p.R201C - 7,6

31 p.R201H - 0,13

46 p.R201C - 0,1

Média + DP 8,7+ 5,9 3,5+4,7 p=0,34

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.
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6. DISCUSSAO

Desde sua primeira descricado em 1936, a SMA representa uma doenca
desafiadora tanto no aspecto diagnostico quanto terapéutico das suas diferentes
morbidades relacionadas. Apos a identificacdo da base molecular da sindrome
(mutacdo ativadora poés-zigética no gene GNAS e padrdo de mosaicismo), foi
possivel a compreensdo da fisiopatologia envolvida, bem como a identificar um
amplo espectro fenotipico, que abrange tanto casos com graus distintos de
gravidade como casos cuja triade classica estd incompleta. A identificacdo da
hiperativacdo da Gas ainda permitiu incluir nos critérios diagnosticos outras
hiperfuncdes hormonais além da PP de origem ovariana, tais quais hipertireoidismo,
acromegalia, sindrome de Cushing, e outras (20).

A SMA tem critérios diagnosticos jA bem estabelecidos. Nos pacientes
portadores da triade classica ou de 2 caracteristicas clinicas, o diagndstico é
determinado pela avaliacdo clinica, laboratorial e exames de imagem. Por outro
lado, a confirmacdo do diagndstico genético em pacientes com formas incompletas
ou fendtipos brandos, os quais sdo mais dificeis de serem reconhecidos, pode
impactar o manejo terapéutico destes, estabelecendo vigilancia e rastreio ativo de
outras manifestacdes relacionadas a SMA. Logo, a confirmacdo do diagnéstico
genético é almejada, embora ainda desafiadora, principalmente pelo estado de
mosaicismo da mutacdo no GNAS. Apesar da taxa de deteccdo da mutacdo no
GNAS ser maior quando se estuda o DNA de tecidos acometidos (45), a
disponibilidade destas amostras € limitada. A deteccdo da mutacdo no GNAS em
DNA de leucécitos periféricos tornou-se uma realidade a partir do desenvolvimento
de técnicas mais sensiveis, como a ddPCR e o SPLE (48, 49, 51).

A maioria dos pacientes incluidos neste estudo apresentou diagndstico clinico
da SMA (presenca de pelo menos 2 caracteristicas clinicas associadas). A
hiperfungcdo hormonal mais prevalente foi a PPP (59,4%), sendo todos 0s casos
identificados apenas no sexo feminino. Apesar de a literatura descrever a
prevaléncia de 15-21% de PPP em meninos (26, 28), ndo identificamos nenhum
caso na nossa casuistica, talvez pelo tamanho da nossa amostra de pacientes do
sexo masculino (n=15) ou a maior dificuldade de identificacdo dos sinais clinicos de

PP pelos pais/responsaveis neste grupo de pacientes.



87

Com relacdo a PPP, os dados demonstraram que as caracteristicas clinicas e
laboratoriais foram semelhantes entre pacientes portadores de SMA e PPP isolada.
No entanto, mais pacientes no grupo de pacientes com SMA apresentaram
sangramento vaginal como primeira manifestacdo clinica, enquanto uma maior
prevaléncia de cistos ovarianos foi identificada no primeiro USG no grupo de
pacientes portadores de PPP isolada. Semelhante a literatura atual disponivel,
evidenciamos idade mais jovem ao inicio dos sinais e sintomas da PP, associado a
avanco importante de idade 6ssea (acima de 1 ano) e predicdo da estatura adulta
abaixo da estatura alvo (26, 28, 36). Apesar de o quadro inicial da PPP ser bastante
caracteristico, seu curso clinico € imprevisivel, uma vez que 0s cistos s&o
intermitentes e podem involuir, passando por longos periodos de quiescéncia (26).

O perfil laboratorial de todas as pacientes evidenciou valores séricos de LH
basal e apds estimulo com GnRH em niveis suprimidos ou pré-puberais, compativel
com quadro de puberdade precoce de origem periférica. Notavelmente, algumas
pacientes em ambos os grupos de PPP, isolada ou associada a SMA, apresentaram
estradiol sérico em valores pré-puberais. Contudo, o0 conjunto das demais
caracteristicas clinicas e exames de imagem (desenvolvimento mamario, avanco de
idade Ossea e identificacdo de cistos ao ultrassom) permitiram confirmar o
diagnéstico de PPP. Portanto, na presenca de casos com sinais clinicos inequivocos
de atividade estrogénica, a medida seriada de estradiol € recomendada. Ha
evidéncias cumulativas das limitagdes dos imunoensaios para estradiol, assim, a
determinacdo do estradiol sérico em pacientes pediatricos deve ser realizada por
métodos de alta sensibilidade e especificidade, como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (60).

O tratamento da PPP foi bastante heterogéneo, principalmente no grupo de
pacientes portadores de SMA. Por este motivo, € dificil atribuir os desfechos de
longo prazo a uma medicacdo especifica. Houve mais associacdo de classes
medicamentosas em pacientes com SMA, provavelmente reflexo de maior
recorréncia de sangramento vaginal e cistos ovarianos funcionantes neste grupo.

NO nosso servico, entre o periodo de 2003 a 2018, o tamoxifeno representou
a primeira escolha de tratamento nas pacientes portadoras de PPP, sendo usado em
monoterapia ou associado a outras classes medicamentosas a depender da
evolugdo clinica de cada paciente. A partir de 2018, o letrozol foi considerado

primeira linha de tratamento da PPP em pacientes com SMA, em luz de novos



88

estudos envolvendo seu uso, com bons desfechos clinicos e perfil de seguranca (28,
39, 40, 61).

A despeito da heterogeneidade do tratamento clinico instituido nas nossas
pacientes, o controle clinico adequado foi atingido, com poucos efeitos colaterais e
preservacdo da estatura adulta em relagdo a estatura predita no inicio do
tratamento, que muito embora ndo tenha alcancado significAncia estatistica,
certamente contribuiu para que a maioria das pacientes atingisse o intervalo da
estatura alvo.

A taxa de deteccéo das mutacdes p.R201C/H utilizando ddPCR neste estudo
foi 45,3%, e, levando em consideracdo o tamanho da casuistica, € um resultado
expressivo. A taxa de outros estudos que utilizaram PCR digital variou de 37,8% a
80% (49-51), utilizando DNA de sangue periférico e/ou cell-free DNA (cf-DNA). Vale
ressaltar que no estudo de Romanet et al.(49), a taxa de deteccdo da ddPCR em
sangue periférico reduziu de 58,3% para 47% quando considerado todos os
pacientes com DNA de sangue periférico testados. Quatro de 5 pacientes (80%) que
tiveram amostras de cf-DNA estudadas apresentaram resultado positivo para
deteccdo da mutacdo no GNAS.

Neste estudo, a ddPCR teve amostras de boa qualidade, com formacao
adequada de gotas. Apenas 1 paciente com resultado positivo obteve formacéo de
gotas abaixo de 10.000. No entanto o valor foi proximo (gotas totais 9.456),
apresentando gotas positivas com boa amplitude de sinal. Alguns estudos
consideram a amostra invalida somente quando a formacdo de gotas é abaixo de
8.000 (51).

Apesar de haver associacao estatisticamente significante entre o resultado do
teste genético positivo pela técnica de ddPCR e o nimero de caracteristicas clinicas
da SMA nos pacientes, ndo houve diferenca estatistica significativa entre a mediana
da taxa de abundéncia fracional e o numero de caracteristicas clinicas dos
pacientes, sugerindo que a taxa de abundancia fracional dos leucocitos de sangue
periférico ndo se correlaciona diretamente com a taxa de abundéancia fracional dos
tecidos afetados pela SMA.

No grupo de pacientes com SMA portadores de 2 caracteristicas clinicas, o
subgrupo portador de hiperfuncdo hormonal e DFO apresentou mais testes

genéticos positivos (ddPCR), quando comparado aos demais grupos.
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Um paciente da coorte espanhola (paciente 35, portador de DFO e
acromegalia), apesar de ter resultado molecular negativo em DNA de sangue
periférico (testado por ddPCR), teve disponivel teste genético pelo método de
Sanger em DNA de tecido 6sseo, com resultado positivo para a mutacédo p.R201C
em mosaico, com abundéancia fracional de 27% (dados ndo mostrados). No ensaio
da ddPCR, a abundancia fracional deste paciente para a mesma mutacao foi 0,06%,
abaixo do LoD, e por isso considerado resultado negativo. E interessante notar que
mesmo um tecido acometido diretamente pela SMA apresentou taxa de abundancia
fracional menor que 50%.

Neste estudo, uma menor taxa de deteccdo da mutacdo (20%) foi obtida
utiizando o SPLE, provavelmente causada pela baixa profundidade de leitura
guando comparado a estudo prévio (48). O método de SPLE (sem PNA) realizado
por Narumi et al. (48), que identificou a mutacdo no GNAS em 62,5% (10/16),
apresentou cobertura de sequencia mais profunda (profundidade de leitura
aproximada 100.000). Deste modo, o estudo conseguiu identificar taxa de
abundancia fracional muito baixa (<0,03%) quando comparada a nossa metodologia
de SPLE (2,9%).

A ddPCR foi um método mais efetivo para o diagndéstico genético da SMA
guando comparado com o SPLE (taxa de deteccéo 51,4% vs. 20%, n=35, p=0,002).
Vale ressaltar que o WES teve uma menor profundidade de leitura quando
comparado ao painel, o que pode influenciar o resultado. Os 17 pacientes que foram
analisados por WES foram incluidos em um ensaio com 240 pacientes (0 n de
pacientes foi estabelecido pela da calculadora da lllumina), provavelmente
influenciando a cobertura mais baixa. Além disso, o0 método da ddPCR também
apresentou melhor sensibilidade, identificando taxas de abundancia fracional
menores quando comparado ao SPLE. Logo, o método da ddPCR apresentou
melhores resultados, com menor tempo de execugcdo e com um custo menor por
amostra (incluindo os dois ensaios da mutacdo) equivalente a aproximadamente
40% do valor do SPLE.

Este estudo nao realizou técnica para enriquecimento de alelos. Apesar de
estas técnicas permitirem bons niveis de deteccéo de baixas abundancias fracionais,
também apresentam algumas limitacées, como maior risco de gerar artefatos de
PCR, contaminacgdo cruzada e serem mais demoradas para execugdo da técnica

(50). Na técnica da ddPCR so6 foram utilizadas sondas que tinham como alvo as
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mutacbes p.R201C/H, e apesar destas mutagOes abrangerem aproximadamente
95% daquelas relacionadas a SMA, é possivel que algum paciente cujo resultado do
teste genético foi negativo tenha outra substituicdo no codon 201 ou 227 do GNAS.

A metodologia da ddPCR realizada neste estudo foi capaz de identificar a
mutacdo p.R201C/H em pacientes com caracteristicas isoladas da SMA: a mutagéo
p.R201H foi identificada uma paciente portadora de DFO craniofacial (paciente 62) e
a mutacdo p.R201C e p.R201H em uma (paciente 46) e duas pacientes (pacientes
58 e 59) portadoras de PPP isolada, respectivamente. A taxa abundancia fracional
foi baixa (variando de 0,1 a 0,18%). No entanto, estes valores encontrados foram
iguais ou maiores que o LoD de cada ensaio, além da formagéo de gotas ter sido
adequada (>10.000). As pacientes com manifestacao clinica isolada da SMA e
diagndéstico genético estabelecido devem ser rastreadas periodicamente para outras
hiperfuncdes enddcrinas, o que possibilita o diagnéstico precoce e manejo
apropriado.

Comparativamente, outros estudos que utilizaram diferentes metodologias
para estabelecer o diagnostico genético da SMA também incluiram pacientes com
apenas uma caracteristica clinica da SMA (45, 49, 51) e obtiveram alguns resultados
positivos. Romanet et al. (49) identificaram a mutacdo p.R201H em uma paciente
com diagnostico de PPP isolada (abundancia fracional de 0,04% em DNA de
leucécitos de sangue periférico) utilizando a ddPCR. Lumbroso et al. (45)
identificaram a mutacdo p.R201C/H em DNA de leucécitos em 3 pacientes
portadoras de PPP isolada, utilizando PCR e enzima de restricdo (técnica para
enriguecimento de alelos mutados). Ja Roszko et al. (51) identificaram a mutac&o no
GNAS em apenas um paciente com DFO monostética, utilizando a técnica de
ddPCR e cf-DNA.

E importante ressaltar que o diagnostico genético n&o foi incluido nos critérios
diagnosticos originais da SMA, uma vez que estes foram estabelecidos na era que
antecedeu os estudos moleculares e genéticos. A partir do momento que podemos
identificar o defeito genético da SMA em pacientes com apenas uma manifestacao
clinica da sindrome, se torna desafiador classificar esse tipo de condi¢do, uma vez
gue ela ndo se enquadra nos critérios clinicos, mas possui o defeito genético no
GNAS compativel a SMA.

Este estudo representa um avan¢o no diagnéstico da SMA, uma vez que a

confirmacdo do diagndstico genético abre precedentes para ampliar o espectro
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fenotipico da doencga, permitindo abranger pacientes com caracteristicas clinicas
isoladas cuja fisiopatologia envolva hiperativacdo de receptores acoplados a
proteina G. Estudos prévios de Fragoso et al. (35) e Landis et al. (62) evidenciaram
mutacOes ativadoras no GNAS em tecidos de adrenal (pacientes portadores de
hiperplasia adrenal macronodular) e hipdfise (pacientes portadores de acromegalia),
respectivamente, sem outras caracteristicas clinicas associadas a SMA. O advento
de técnicas moleculares mais avancadas nos permite repensar 0S Critérios
diagnésticos da SMA, proporcionando um seguimento mais diligente para o0s
pacientes e, possivelmente, desfechos mais favoraveis.

Assim sendo, propusemos empregar a homenclatura SMA-like para pacientes
gue nao preencheram critérios clinicos da SMA, mas séo portadores da mutacdo no
GNAS. Desta forma, nos possibilitaria implementar estratégias de vigilancia mais
rigorosas para pacientes portadores de espectros fenotipicos mais brandos da SMA
com diagnostico genético estabelecido, evitando perda de seguimento destes
pacientes e instituicAo mais rapida de tratamentos se necessario.

Salienta-se que mais estudos de longo prazo sdo necessarios nestes
pacientes com SMA-like, estabelecendo se o0 seguimento prolongado e rastreio
periédico de caracteristicas clinicas e laboratoriais relacionadas com a SMA auxiliara

no diagndstico e manejo terapéutico nestes pacientes.
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7. CONCLUSOES

e A ddPCR se mostrou sensivel para o diagnostico genético da SMA, sendo
capaz de confirmar as mutac¢des p.R201C/H em 45,3% dos pacientes, além
de conseguir identificar baixas abundancias fracionais em DNA de leucdcitos

periféricos.

e O diagnostico genético da SMA foi estabelecido pela ddPCR em pacientes
com apenas uma manifestacdo clinica da sindrome. Propusemos a
nomenclatura SMA-like para definir essa condicdo. Esta nova classificacdo
permite ampliar o espectro fenotipico da doenca, contribuindo para a

vigilancia e o manejo adequado dos pacientes.

e Comparado a ddPCR, o SPLE foi menos sensivel na taxa de deteccdo da
mutacdo no GNAS, além de ndo apresentar acuracia para confirmar o
diagndstico em amostras com abundancia fracional inferior a 2,9%. Houve
concordancia entre os resultados das amostras testadas pelas duas
metodologias aplicadas.

e Quanto maior o numero de manifestacdes clinicas da SMA, maior foi a

probabilidade de estabelecer o diagndstico genético da SMA.

¢ A manifestacdo enddcrina mais prevalente foi a PPP, exclusivamente no
sexo feminino. Os sinais e sintomas da PPP iniciaram em idade precoce. Os
valores séricos de gonadotrofinas hipofisarias basais ou apés estimulo com
GnRH foram suprimidos ou pré-puberais, enquanto os niveis de estradiol
foram extremamente variaveis. O diagnéstico foi realizado pelos sinais
clinicos de hiperestrogenismo, associado a combinacdo de dados
laboratoriais e de imagem. Apesar da heterogeneidade terapéutica utilizada,
houve resposta clinica satisfatoria aos diferentes agentes farmacologicos,

isolados ou em associagao.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Aplicabilidade da reagcdo em cadeira da polimerase digital em gotas (ddPCR) na
identificacdo das mutagdes no gene GNAS1 em pacientes portadores de formas tipicas
e atipicas da Sindrome de McCune Albright

Pesquisador: VINICIUS NAHIME DE BRITO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 21308819.0.0000.0068

Instituigao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.618.596

Apresentagao do Projeto:

trata-se de uma investigacoa que propde o estudo do mosaicismo por

Uma técnica que permita a identificacdo da mutagdo no sangue periféricos e
evitaria procedimentos invasivos para obtengdo das amostras de tecidos.

Objetivo da Pesquisa:

Pesquisar a mutagdo R201H/C no gene GNAS1 em DNA de leucdcitos periféricos, e de tecidos acometidos,
quando disponiveis, pela técnica de ddPCR.- Determinar a capacidade da ddPCR na confirmagcao do
diagnostico molecular em casos tipicos e atipicos da SMA.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Uma vez que o DNA sera proveniente de leucécitos de sangue periférico, por meio de puncgéo de
veia periférica, o paciente podera sentir dor

durante a pungao venosa, e posteriormente podera formar um hematoma local, que desaparecera dentro de
poucos dias.Beneficios:Os pacientes com a forma tipica e atipica terdo confirmacao biomolecular do
diagnéstico. Os pacientes com forma atipica, que antes ndo tinham o diagnéstico confirmado, poderéo se
beneficiar de um seguimento voltado para Sindrome de McCune Albright, com rastreios frequentes de

comorbidades, com diagnédstico e tratamento precoces.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
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USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

Continuacdo do Parecer: 3.618.596

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
O projeto sera o doutorado da aluna Aline G de Faria.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos estédo

Recomendacoes:
N&o ha recomendacée

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias.

adequados.

S.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Rerard

mo

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicagéo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupg¢do do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 17/09/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1402206 .pdf 15:28:17
QOutros Declaracao_de_matricula.pdf 17/09/2019 | Aline Guimaraes de Aceito
15:26:24 | Faria

Outros Termo_Anuencia.pdf 17/09/2019 |Aline Guimaraes de Aceito
15:23:02 | Faria

Outros Custos.pdf 17/09/2019 | Aline Guimardes de | Aceito
15:19:50 | Faria

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.docx 05/09/2019 | Aline Guimaraes de Aceito

Brochura 09:47:59 |Faria

Investigador

Declaracéo de Biorrepositorio.pdf 05/09/2019 |Aline Guimaraes de Aceito

Manuseio Material 09:45:00 |Faria

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar
UF: SP

Telefone: (11)2661-7585

Municipio:

CEP: 05.403-010

SAO PAULO

Fax: (11)2661-7585

E-mail:

cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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TCLE / Termos de | TCLE.docx 03/09/2019 |Aline Guimaraes de Aceito

Assentimento / 13:34:55 |Faria

Justificativa de

|Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 03/09/2019 |Aline Guimaraes de Aceito

13:32:41 Faria

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
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Assinado por:
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Anexo B- Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: “Aplicabilidade da reagao em cadeira da polimerase digital em gotas
(ddPCR) na identificagdo das mutagoes no gene GNAS7 em pacientes portadores de
formas tipicas e atipicas da Sindrome de McCune Albright”

Pesquisador principal: Vinicius Nahime de Brito
Cargo/Fungéo: Médico Responsavel
Inscricdo Conselho Regional: N° 84778

Departamento/Instituto: Departamento de Clinica Médica - Endocrinologia. Unidade de
Desenvolvimento - Laboratério de Hormonios e Genética LIM-42. Instituto Central do Hospital
das Clinicas FMUSP



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Convidamos o Sr (a) para participar desta pesquisa: Aplicabilidade da reagao em cadeira
da polimerase digital em gotas (ddPCR) na identificagao das mutagcoes no gene GNAS1

em pacientes portadores de formas tipicas e atipicas da Sindrome de McCune Albright

1) Justificativa e objetivos do estudo: O (a) Sr. (a) é portador de pelo menos 1 caracteristica
clinica da Sindrome de McCune Albright, que compreende: manchas café com leite, displasia
fibrosa éssea e hiperfungdes enddcrinas (puberdade precoce periférica, hipertireoidismo,
Sindrome de Cushing, etc.). O (a) Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo
cujo objetivo é pesquisar a mutagdo R201H e R201C no Gene GNAS1, mutagdes estas
relacionadas a ocorréncia da Sindrome de McCune Albright, de forma a confirmar o

diagnéstico biomolecular da sindrome. Outros genes nado serdo avaliados neste estudo.

2

~

Procedimentos que serao realizados e métodos que serao empregados: Para a pesquisa
de defeitos (mutacdes) no gene GNAS1 sera necessario a coleta de uma amostra de sangue
de aproximadamente 5ml. O DNA (conjunto de genes das células) sera obtido a partir das
células do seu sangue.

O material obtido da coleta de sangue sera estocado no Laboratério de Hormonios e Genética
Molecular LIM 42, PAMB 2° andar, bloco 6, fazendo parte do biorepositério de material
biolégico humano —amostras de DNA do referido laboratério. Ha a possibilidade desse estudo
ndo conseguir esclarecer a causa da doencga. Assim, material doado podera ser utilizado em
pesquisas futuras que possam vir a esclarecer o diagnéstico da doenca. Neste caso uma
nova aprovagdo da Comissdo de Etica e Pesquisa e um novo consentimento serdo

solicitados.

&

Desconfortos e riscos esperados: O desconforto associado ao exame de sangue consiste
naquele relacionado a dor da picada da agulha para a coleta do sangue e eventualmente o
aparecimento de um pequeno hematoma (mancha arroxeada em torno da picada) que
desaparecera em pouco menos de uma semana sem a necessidade do uso de

medicamentos.

4

-~

Beneficios que poderdao ser obtidos: beneficio ao participar desse estudo sera a
identificagdo de possiveis defeitos no gene, responsaveis pelo aparecimento da doenga que
gerou as alteragdes e a confimagao diagndstica, que possibilitara um acompanhamento
voltado para os rastreios das outras comorbidades envolvidas na Sindrome.

5) Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia: O paciente

~

participante da pesquisa tera seguimento na Unidade A1MN 1008 (Ambulatério de puberdade
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~

7)

8)

L

10)

11)

12)

precoce da Unidade de Desenvolvimento da Endococrinologia), ou encaminhamento para
outras unidades que seguem outros aspectos da Sindrome (por exemplo, unidade dos Ossos
e ortopedia para manejo da displasia fibrosa 6ssea). Suas amostras, dados genéticos e
infformacgdes de saude serdo armazenadas e compartilhadas com outros pesquisadores. As
amostras e informagdes estardo disponiveis para qualquer questdo de pesquisa, como
pesquisa para entender o que causa certas doencas (por exemplo doengas cardiacas, cancer
ou disturbios psiquiatricos), desenvolvimento de novos métodos cientificos ou o estudo de
onde diferentes grupos de pessoas podem ter vindo.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;
E garantido o direito do paciente em receber uma via do termo de consentimento rubricado
pelo pesquisador principal;

Direito de confidencialidade — As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em
estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;
Despesas e compensacgdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagdo financeira
relacionada a sua participagéo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orgamento da pesquisa.

O material coletado neste projeto sera armazenado no laboratério e ndo sera descartado apés
o fim desta pesquisa. O tempo de armazenamento do material sera autorizado pela Comisséo
de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) (de acordo com a
resolugdo 441/2011). Garantias de plena liberdade ao participante de recusar-se a participar
ou retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagdo alguma, de
sigilo e privacidade.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de duvidas. O principal investigador € o Dr Vinicius Nahime de Brito que
pode ser encontrado no endereco: Av. Dr Enéas de Carvalho Aguiar, 155, 2° andar Bloco 6-
CEP: 05403-000- Cerqueira César, Telefone (0xx11) 3069-7512, e-mail

vinicius.brito@hc.fm.usp.br. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da

pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Aplicabilidade da reagao em cadeira da

polimerase digital em gotas (ddPCR) na identificagao das mutagoes no gene GNAS7 em

pacientes portadores de formas tipicas e atipicas da Sindrome de McCune Albright”. Eu

discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel Vinicius Nahime de Brito ou

pessoa (s) por ele delegada (s) (Aline Guimaraes de Faria) sobre a minha decisdo em participar
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nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais
desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo,

assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante/ Representantelegal Data_ /_ /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N O E e T B B B B S e T TS e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ......cccocuviiiiiiiiiiiiccee e SEXO:MoF o

DATA NASCIMENTO: ........ [ — y_—

ENDERECO.............. Hurseaen
BAIRRO:

RESPONSAVEL LEGAL ...........ccoooovoveieiiceeeeenn,
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE: .......ccccccoeiuiiiiiieceies SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: ......L.....[......
ENDERECO: ...cccuca

TELEFONE: DDD (-..-v.0.) woveeeeeeeeeeeemeseeeeeeseeeeee e ees s eee e ee oot eeeeee e
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Anexo C- Sondas marcadas utilizadas na ddPCR para detec¢do da mutacdo p.R201C/H

Ensaio Fluorérofo Sequéncia

WT R201C FAM STTTCGGTTGGCTTTGGTGAGATCCATTGACCTCAATTTT
GTTTCAGGACCTGCTTCGCTGC[C/T][GTGTCCTGACTTCTG
GAATCTTTGAGACCAAGTTCCAGGTGGACAAAGTCAACTT
CCAGTA 3

p.R201C HEX S5TTTCGGTTGGCTTTGGTGAGATCCATTGACCTCAATTTT
GTTTCAGGACCTGCTTCGCTGC[C/T][GTGTCCTGACTTCTG
GAATCTTTGAGACCAAGTTCCAGGTGGACAAAGTCAACTT
CCAGTA 3

WT R201H FAM 5TTCGGTTGGCTTTGGTGAGATCCATTGACCTCAATTTTG
TTTCAGGACCTGCTTCGCTGCC[G/A]TGTCCTGACTTCTG
GAATCTTTGAGACCAAGTTCCAGGTGGACAAAGTCAACTT
CCAGTAA Z

p.R201H HEX 5TTCGGTTGGCTTTGGTGAGATCCATTGACCTCAATTTTG
TTTCAGGACCTGCTTCGCTGCC[G/A]TGTCCTGACTTCTG
GAATCTTTGAGACCAAGTTCCAGGTGGACAAAGTCAACTT
CCAGTAAZ’

FONTE: Elaborada pelo préprio autor.

Anexo D- Célculo do LoB e LoD a partir da contagem média de falsos-positivos

Arp LoB LoD

0 0 3

0-0,05 1 5

>0,05 AFP + 1,645VAFP + 0,8 (1,645 + /1,6452 + 4LoB) 2/4

FONTE: adaptado de Milbury CA, et al., Determining lower limits of detection of digital PCR assays for
cancer-related gene mutations, 2014 (58).



Anexo E- Mutag¢@es analisadas no IGV

Mutacdes

Regido Genémica (GRCh37)

NM_000516.6(GNAS):c.601C>G (p.Arg201Gly)
NM_000516.6(GNAS):c.601C>A (p.Arg201Ser)
NM_000516.6(GNAS):c.601C>T (p.Arg201Cys)
NM_000516.6(GNAS):c.602G>T (p.Arg201Leu)
NM_000516.6(GNAS):c.602G>A (p.Arg201His)
NM_000516.6(GNAS):c.679C>A (p.GIn227Lys)
NM_000516.6(GNAS):c.680A>T (p.GIn227Leu)
NM_000516.6(GNAS):c.680A>G (p.GIn227Arg)
NM_000516.6(GNAS):c.681G>T (p.GIn227His)

20:57484420
20:57484420
20:57484420
20:57484421
20:57484421
20:57484595
20:57484596
20:57484596
20:57484597

FONTE: Elaborada pelo préprio autor.
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