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RESUMO

A sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) € uma rara imunodeficiéncia primaria de
herancga recessiva ligada ao cromossomo X, caracterizada por trombocitopenia,
microplaquetas, eczema, infecgdes recorrentes e risco aumentado de doengas
autoimunes e neoplasias. E causada por mutacdes no gene WAS, que codifica
a proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP), expressa
predominantemente em células hematopoiéticas e responsavel por
desempenhar um importante papel na reorganizagao do citoesqueleto de actina
e na sinalizacao celular. As mutacdes no gene WAS podem ter varios efeitos
sobre o nivel de expressao da proteina, o que, por sua vez, se correlaciona com
a gravidade da doenca. Algumas mutagdes no gene WAS podem também estar
associadas a outras manifestacées mais leves, como a trombocitopenia ligada
ao X (XLT) e a neutropenia ligada ao X (XLN). Considerando que o unico
tratamento curativo disponivel atualmente para a WAS é o transplante alogénico
de células-tronco hematopoiéticas, que é associado a consideravel morbi-
mortalidade, uma melhor caracterizacdo clinica e molecular dos pacientes
portadores da WAS pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos subjacentes e para a adequada estratificacdo dos pacientes,
possivelmente influenciando a tomada de decisdes terapéuticas. Neste estudo,
nds realizamos a pesquisa molecular de 16 casos com suspeita clinica da WAS
ou XLT e confirmamos o diagnéstico de WAS em 7 deles. Em dois casos foi
confirmado o diagnéstico de XLT. Também analisamos a expressdo da WASP
em leucécitos de sangue periférico nos 2 casos com o diagnostico de XLT e em
3 dos 7 casos com o diagnostico da WAS. Todos apresentaram expressao
reduzida da WASP em relagdo ao controle normal. Os pacientes foram
classificados com base nas informagdes clinicas da seguinte maneira: um
recebeu escore clinico de 1; dois receberam o escore 2; trés receberam escore
3 e trés receberam escore 4. Foram identificadas neste grupo de pacientes um
total de 9 mutacdées no gene WAS, sendo 3 mutagdes do tipo missense, 4
mutacdes nonsense e 2 mutagdes com alteracdo em sitio de splicing. Das 9

mutacdes encontradas, 4 ndo haviam sido descritas previamente na literatura:



c.1040delA no exon 10, que resultou na alteragdo p.Lys336ArgfsX108
(nonsense); c.207C>T e ¢.233delC no exon 2, que resultaram respectivamente
na troca p.Pro58Leu (missense) e na alteracdo do frame de leitura, com stop
cédon prematuro p.Asn78AsnfsX48 (nonsense); e ¢.743_746delAT no exon 7,
que resultou na alteragdo p.Asp237AspfsX21 (nonsense). Nos dois pacientes
que receberam o diagnéstico de XLT foram encontradas mutacées missense
localizadas na porcao upstream do gene WAS (exon 2). Ja entre os 7 pacientes
com diagnéstico confirmado de WAS, apenas dois apresentaram mutag¢des do
tipo nonsense na regiao upstream do gene WAS, enquanto todos os outros
apresentaram mutagdes do tipo missense, nonsense e em sitio de splicing
localizadas na porcao downstream do gene WAS (a partir do exon 4). Desta
maneira, os achados deste estudo estdo de acordo com os autores que afirmam
que as manifestacées mais leves da sindrome estao associadas com mutacoes
missense nos exons 1 e 2 do gene que codifica a proteina WASP, enquanto as
manifestagcbes mais graves sdo causadas por mutagdes em outras regides do

gene, ocorrendo predominantemente na sua metade downstream.

Palavras-chaves: Sindrome de Wiskott-Aldrich. Trombocitopenia. Sindromes de

Imunodeficiéncia.



ABSTRACT

Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is a rare primary immunodeficiency with X-
linked recessive inheritance, characterized by thrombocytopenia, small platelets,
eczema, recurrent infections and increased risk of autoimmune diseases and
cancer. It is caused by mutations in the gene coding for the Wiskott-Aldrich
syndrome protein (WASP), predominantly expressed in hematopoietic cells and
responsible to play an important role in reorganization of actin cytoskeleton and
cell signaling. Mutations in the WAS gene can alter the level of protein
expression, which correlates with disease severity. Some mutations in WAS gene
may also be associated with other milder manifestations, such as X-linked
thrombocytopenia (XLT) and X-linked neutropenia (XLN). Whereas the only
currently available curative treatment for WAS is allogeneic hematopoietic stem
cells transplantation, which is associated with considerable morbidity and
mortality, a better clinical and molecular characterization of patients with WAS
can contribute to the understanding of the underlying pathophysiological
mechanisms and for proper stratification of patients possibly influencing decision-
making in the therapeutic setting. In this study, we performed molecular analysis
of 16 patients with clinical suspicion of WAS or XLT and confirmed the diagnosis
of WAS in 7 of them. In 2 cases the diagnosis of XLT was confirmed. We also
analyzed the expression of WASP in peripheral blood leukocytes in both patients
with the diagnosis XLT and in 3 out of 7 patients with the diagnosis of the WAS.
All of them showed reduced expression of WASP compared to normal control.
Patients were categorized based on clinical information as follows: one received
clinical score 1, two received score 2, three received score 3, and three received
score 4. A total of 9 mutations in the WAS gene have been identified in this group
of patients: 3 missense mutations, 4 nonsense mutations and 2 splice site
mutations. Among the 9 mutations found, 4 had never been previously described
in literature: ¢.1040delA in exon 10, which resulted in a premature stop codon
p.Lys336ArgfsX108 (nonsense); ¢.207C>T and ¢.233delC in exon 2, resulting
respectively in an aminoacid change p.Pro58Leu (missense), and in a frameshift
with a premature stop codon p.Asn78AsnfsX48 (nonsense); and ¢.743_746delAT



in exon 7, resulting in the change p.Asp237AspfsX21 (nonsense). Both patients
with XLT presented missense mutations located in the upstream portion of the
WAS gene (exon 2). Among the 7 patients with confirmed diagnosis of WAS, only
two of them showed nonsense mutations in the upstream region of the WAS
gene, while all the others had missense, nonsense and splice site mutations
located in the downstream portion of the WAS gene (from exon 4 and beyond).
Thus, the findings of this study agree with the authors who claim that milder forms
of the syndrome are associated with missense mutations in exons 1 and 2 of the
WAS gene, while the most severe manifestations are caused by mutations in

other regions of the gene, predominantly occurring in its downstream half.

Key words: Wiskott-Aldrich Syndrome. Thrombocytopenia. Immunologic

Deficiency Syndromes.
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1. INTRODUCAO

O gene WAS codifica a proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP),
que é expressa predominantemente em células hematopoiéticas e é responsavel
por desempenhar um importante papel na reorganizacao do citoesqueleto de
actina e na sinalizacao celular. As mutagdes no gene WAS podem ter varios
efeitos sobre o0 nivel de expressdo da proteina, 0 que, por sua vez, se
correlaciona com a gravidade da doenca. A sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS)
€ uma desta manifestacées, apresentando-se como uma rara imunodeficiéncia
primaria de heranca recessiva ligada ao cromossomo X; algumas mutagdes no
gene WAS podem também estar associadas a outras manifestagdes mais leves,
como a trombocitopenia ligada ao X (XLT) e a neutropenia ligada ao X (XLN).

A sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS), forma mais grave associada a
estas mutacées é uma imunodeficiéncia primaria rara, ligada ao cromossomo X,
que afeta aproximada de 1 em cada 1.000.000 de homens nascidos vivos (1),
com expectativa de vida de cerca de 15 anos nos casos graves (2). Esta
sindrome afeta tanto a imunidade celular como humoral, predispondo os
pacientes afetados a infeccoes recorrentes devido a imunodeficiéncia, além de
causar eczema, microtrombocitopenia (plaquetas com contagem reduzida e de
pequeno tamanho), maior susceptibilidade a neoplasias e complicacdes
decorrentes de autoimunidade (3).

A WAS ocorre devido alteracdo na expressao da proteina da sindrome de
Wiskott-Aldrich (WASP), uma proteina reguladora da organizacdo do
citoesqueleto de actina, predominantemente expressa nas células
hematopoiéticas. Cerca de 50% dos pacientes com mutacdes no gene que
codifica a proteina WASP tem o fenétipo classico de WAS, que resulta da
auséncia da expressdao da WASP e é caracterizado por infec¢des recorrentes,
microtrombocitopenia, eczema, autoimunidade e neoplasias (4, 5). Outros 50%
tem o fendtipo de trombocitopenia ligada ao X (XLT), decorrente da redugéo,
mas nao da auséncia da expressao da proteina, e caracterizado principalmente
por trombocitopenia eventualmente associada a eczema e imunodeficiéncia
mais leves (6, 7). Uma terceira doengca denominada neutropenia ligada ao X

(XLN), caracterizada por neutropenia e mielodisplasia variavel, foi atribuida a
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mutacdes ativadoras no dominio de ligacdo a GTPases (GBD) da WASP (8- 10).

A XLN é muito rara, tendo sido descritas apenas em 4 familias até o momento

(11).

1.1. Sindrome de Wiskott-Aldrich: genética e patogénese

Os primeiros relatos da WAS datam da primeira metade do século XX,
quando Alfred Wiskott descreveu trés irmaos com microtrombocitopenia, diarreia
sanguinolenta, eczema, episédios de febre e otites de repeticdo. Como as suas
irmas nao eram afetadas, ele concluiu que aqueles meninos tinham uma nova
trombopatia hereditaria e ndo plaquetopenia imune (12). Alguns anos mais tarde,
Robert Aldrich relatou uma familia em que dezesseis de quarenta homens eram
acometidos por uma doenca com o mesmo fendétipo clinico descrito por Wiskott,
evidenciando um padréao de heranca ligado ao cromossomo X (13).

O gene WAS foi clonado e sequenciado em 1994 (14). ldentificado no
cromossomo X (posicdo Xp11.22-p11.23), ele tem 12 exons, contendo 1.823
pares de bases e codifica uma proteina WASP de 502 aminoécidos,
predominantemente expressa no citoplasma das células hematopoiéticas. A
WASP contém 5 diferentes regides, conforme ilustrado na figura 1: o dominio
WH1 que interage com a WIP, protegendo a WASP da degradacao e regulando
negativamente a funcdo do dominio VCA; a regido B, que estabiliza a
conformacado autoinibitéria da WASP; o dominio GBD, com capacidade de se
ligar a proteinas da familia das Rho GTPases; o dominio rico em prolinas, com
motifs de ligagdo a SH3, que abriga os locais das principais mutacdes
causadoras de XLN; e o dominio VCA que inclui os dominios de homologia a
verprolina e a cofilina, e a regido acidica C-terminal que esta envolvida com a
reorganizacao do citoesqueleto de actina, através da ativagao da polimerizacao
da actina mediada pelo complexo Arp2/3 (figura 1) (15, 16).
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Figura 1. Esquema da estrutura da WASP. Representagdo dos dominios da WASP e
sua interacao com as demais proteinas. (Adaptado de Matalon et al. Immunol Reviews
2013).

A regido N-terminal da WASP se liga a proteina WIP (WASP-interacting
protein), de modo que em linfécitos ndo ativados ambas encontram-se
constitutivamente e quase completamente complexadas, estabilizando a
conformacao inativa da WASP (17, 18). A WIP é fosforilada a partir da ligacéao
do receptor de antigeno da célula T, resultando em dissociacdo da WASP do
complexo WIP/WASP, permitindo a ativagdo da WASP pela Cdc42, que leva a
polimerizacao e estabilizacdo dos filamentos de actina (19). A figura 2
esquematiza a ativagcdo da WASP. Sabe-se que a expressao adequada da WIP
€ necessaria para a expressao funcional da WASP em células humanas, ja que
a ligacdo a WIP é essencial para a estabilidade da WASP, o que justifica o
quadro de imunodeficiéncia com as mesmas caracteristicas da WAS decorrente
da deficiéncia de WIP, que foi descrito em 2012 numa paciente do sexo feminino
de origem italiana(20).

As cerca de trezentas mutagdes descritas que podem acometer 0 gene
WAS resultam numa ampla gama de gravidade da doencga. As mutagdes mais
frequentes sdo do tipo missense, seguidas por mutacdées em sitios de splicing,
delegbes, mutacdes nonsense, insergbes e mutagdes complexas(1, 21).
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Figura 2. Esquema das interacoes e ativagao da WASP. (A) Na célula inativada a
WASP adota sua conformacdo fechada de autoinibicdo, através da interacao
intramolecular dos dominios GBD e VCA. (B) Apés a ligacdo da Cdc42-GTP no dominio
GBD ocorre a liberagdo da WASP de sua conformacgao de autoinibigdo. (C) A WASP na
regiao Y291 é fosforilada pela Src kinase, que ativa completamente a WASP permitindo
sua associagao com o complexo Arp2/3, que promovera a polimeriza¢ao da actina nas
células. (Adaptado de Matalon et al. Immunol Reviews 2013).

1.2. Correlacao entre o genotipo e o fenotipo na WAS

A observacao da ampla variedade de quadros clinicos decorrentes das
mutacdes no gene WAS, associada ao fato de que a proteina apresenta uma
estrutura complexa formada por varios dominios, levou um grande numero de
investigadores a especular acerca da correlagdo entre o fendtipo clinico e o
genotipo apresentado pelos pacientes.

Em 1996, um estudo alemdo (22) e outro estudo canadense (23) nao
mostraram associacao entre o fendtipo e o gendtipo nas populagdes estudadas.
O primeiro realizou uma andlise mutacional no gene WAS em 19 familias de
ascendéncia alema, suica e turca, tendo concluido que, apesar da concentragao
de grande parte das mutagdes missense nos primeiros 4 exons do gene, nao
havia uma clara correlacdo gendtipo-fendtipo quando se comparava as



19

mutacdes encontradas com as manifestacées clinicas dos pacientes. O
segundo, de maneira similar, ao estudar 24 pacientes com WAS concluiu nao
ser possivel inferir o prognostico dos pacientes a partir do gendtipo, porque
pacientes com 0 mesmo tipo de mutacao podiam apresentar quadros clinicos de
gravidade muito distinta.

Por outro lado, em estudo publicado em 1997 (24), numa populacdo de
48 familias com WAS, as mutacbes missense afetando o dominio PH (exons 1
a 3) da WASP inibiam fungcbes menos importantes da proteina, enquanto
mutac¢des missense afetando 0 exon 4 e mutagdes complexas afetando a porgcéao
3’ do gene WAS interferiam com fungbes cruciais da proteina e causavam o
quadro classico da WAS. Também Imai K et al. em 2004 caracterizaram as
mutag¢des no gene WAS em 50 pacientes japoneses e analisaram o fendtipo e o
curso clinico de cada um (2). Nesse estudo, o fenétipo clinico dos pacientes com
WAS correlacionou-se com a auséncia ou a presenga da WASP, evidenciando
uma forte correlacdo entre o fendtipo e o gendtipo e demonstrando que a
expressao da proteina € uma ferramenta util para prever o prognéstico dos
pacientes e deve ser levada em consideracao na escolha da terapéutica.

A severidade da doenca foi avaliada e classificada inicialmente por Zhu et
al. (24) e posteriormente modificada (1, 25), conforme reportada
esquematicamente na tabela 1.

Os escores 1 a 2 sdo observados nas formas mais leves da doenca. Na
XLT muitas vezes € observada apenas microtrombocitopenia (escore 1),
podendo estar associada a eczema localizado e ocasionalmente a infecgcbes
respiratdrias (escore 2). Pacientes que apresentam microtrombocitopenia
associada a eczema persistente ou a quadros de infec¢cdes recorrentes
responsivas a terapia recebem escore 3, enquanto o escore 4 é considerado
quando o eczema ou infeccbes ndo apresentam resposta adequada ao
tratamento. O escore 5 é considerado quando o paciente desenvolve
autoimunidade ou neoplasia (25).
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Tabela 1. Escore clinico utilizado para classificacdo da sindrome de Wiskott-
Aldrich e suas variagdes (1, 24, 25).

Escore clinico iIXLT XLT WAS

<1 1 2 3 4 5
Trombocitopenia -/ + + + + + +
Microplaquetas + + + + + +
Eczema - - (+) + ++ (+)/ +/++
Imunodeficiéncia - -1(+) (+) + + (+) / +
Infecces - - (+) + 4/ (B + ] ++
Autoimunidade - - - - - +
ou neoplasia

Escore: -, ausente; (+), leve; + presente; ++ presente e grave
iXLT, trombocitopenia intermitente ligada ao cromossomo X; XLT,
trombocitopenia ligada ao cromossomo X; WAS, sindrome de Wiskott-Aldrich.

1.3. Alteracoes do sistema imune observadas na WAS

A WASP é fundamental na transducao de sinais da superficie celular para
o citoesqueleto de actina. A falta da WASP resulta em defeitos no citoesqueleto
das células hematopoiéticas que comprometem varios aspectos da atividade
celular normal, incluindo proliferacéo, fagocitose, formacéao de sinapses imune,
adesdo e migragao das células (26).

A auséncia ou deficiéncia da WASP causa de maneira geral defeitos em
todas as células envolvidas no sistema imune, além das alteragbes numéricas e
morfolégicas observadas nas plaguetas que resultam em maior tendéncia
hemorragica. A figura 3 traz um esquema com os principais defeitos celulares ja
descritos decorrentes da deficiéncia da WASP e suas consequéncias clinicas.

Na WAS é observada uma reducédo no numero de linfdcitos circulantes.
No caso dos linfocitos T ha comprometimento na sinapse imune e na ativacao
dos linfécitos T dependente do receptor de célula T (TCR). Observa-se ainda
que a atividade citotoxica das células T CD8+ e Natural Killers (NK) estao
prejudicadas (27). Os linfocitos B apresentam defeito na motilidade, adeséo e
migracao decorrentes da falta da WASP. No caso das células dendriticas e
macrofagos ha comprometimento na formagdo de pseuddépodes e de sua
motilidade, prejudicando as func¢des de fagocitose, quimiotaxia e migracao
celular. Na WAS os neutréfilos apresentam defeitos de adeséo e migracao (26).

Entre os pacientes com WAS é descrita a ocorréncia de manifestacoes
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autoimunes em até 22 a 72% dos pacientes (27). A manifestacado mais comum
€ a anemia hemolitica autoimune, seguida por vasculite, artrite, neutropenia,
doenca inflamatdria intestinal e nefropatia por IgA (2, 28). Muitos grupos tém
explorado as alteracdes funcionais das células do sistema imune nesta doenca,
explicando parcialmente como os defeitos celulares podem levar a patologia. No
entanto, os mecanismos envolvidos com a ocorréncia de manifestacdes
autoimunes ainda ndo foram descritos claramente.

Possivelmente, um dos mecanismos envolvidos na autoimunidade
observada na WAS estaria relacionado com a quebra da tolerancia central ou
periférica para os antigenos proéprios (self). As células T regulatérias de
ocorréncia natural (nTreg) sdo fundamentais para manter a tolerancia aos
antigenos proéprios e suprimir a resposta imune excessiva. Os linfocitos nTreg
dependem para seu desenvolvimento e funcao da sinalizagao dos receptores de
célula T (TCR), juntamente com o recrutamento de CD28, expressao de FOXP3
e presenca de interleucina (IL) 2 (29). E sugerido que um defeito das células
nTreg em suprimir os linfécitos T efetores esteja envolvido com a ocorréncia das
manifestagdes autoimunes nos casos de WAS (27).

Com relacdo aos neutrofilos, ja foi demonstrado que WASP é importante
no controle da polaridade dos neutréfilos, um processo crucial para a adequada
migracao dos neutrofilos para os tecidos infectados. WASP age como efetora da
Rho GTPase Cdc42, regulando a reorganizacao da integrina CD11b, que, por
sua vez, recruta a proteina EB1 dos microtubulos, capturando e estabilizando os
microtubulos (30). O comprometimento desta funcdo dos neutréfilos na WAS
contribui para o grave defeito da imunidade inata que se observa nesses
pacientes, facilitando a ocorréncia do fenoétipo de infecgdes recorrentes.
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Figura 3. Esquema das principais alteracoes nas células hematopoiéticas em
decorréncia do defeito da expressao da WASP. (Adaptado de Blundell et al., Disease
Markers, 2010).

Considerando que o unico tratamento curativo disponivel atualmente para
a WAS é o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénico, que
€ associado a uma consideravel morbidade e mortalidade, acreditamos que uma
melhor caracterizagdo clinica e molecular dos pacientes portadores desta
sindrome pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos
subjacentes e para a adequada estratificacdo dos pacientes, possivelmente
influenciando a tomada de decisbes terapéuticas. A identificacdo molecular
também deve ser considerada sob a perspectiva que, em um futuro proximo,
terapias génicas podem fazer parte do armamenatério terapéutico para estas
doencas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi realizar a investigacao diagnéstica dos
pacientes com suspeita de WAS, bem como avaliar a associacdo entre o

genotipo e o fendtipo dos pacientes portadores desta sindrome.

2.2. Objetivos especificos

a) Determinar entre os casos com suspeita clinica da WAS e suas variantes
(XLT e XLN), a expresséo da proteina WASP em leucécitos de sangue
periférico e determinar o genétipo relacionado com a ocorréncia da
doenca nesses pacientes, através do sequenciamento do gene WAS e,
quando pertinente, também do gene WIPF1.

b) Investigar a associacao entre a mutacao encontrada, o nivel de expressao
da respectiva proteina nos leucocitos do sangue periférico e as
manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes.

3. CASUISTICA

Foram convidados a participar deste estudo pacientes com diagndstico ou
suspeita clinica da WAS. Foi solicitado o consentimento de um dos pais ou
representante legal, através da assinatura de um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), conforme protocolo aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) (parecer numero 496.796 de 23/12/2013).

Participaram desse estudo pacientes provenientes do ambulatério de
imunologia pediatrica do Hospital de Clinicas da Unicamp e de outros servigcos
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do Brasil que integram o Grupo Brasileiro de Imunodeficiéncias (BRAGID,
Brazilian Group for Immunodeficiency).

Apbés a assinatura do TCLE pelos responsaveis, foram coletadas
amostras de sangue para as andlises, considerando o volume maximo de 1,5
ml/kg a cada coleta, sendo recomendado intervalo minimo de 8 semanas, de
acordo com as recomendacgdes internacionais de segurancga para os limites de
volume de amostras de sangue de criangas em pesquisas clinicas (31).

Critérios de inclusdo: presenca de microtrombocitopenia, com ou sem

outras manifestacdées clinicas, tais como eczema e infeccbes recorrentes;
concordar em participar do estudo através da assinatura do TCLE.
Critérios de exclusado: auséncia de plaquetopenia e de microplaquetas no

esfregaco de sangue periférico.

4. METODOS

4.1. Avaliacao clinica dos pacientes

O diagnéstico de WAS classica foi baseado nas manifestagées clinicas de
microtrombocitopenia, infeccdes recorrentes e eczema. Em todos os pacientes
foram registradas a idade das primeiras manifestagdes clinicas, a presenca de
manifestagcbes de autoimunidade ou neoplasias, a frequéncia e o tipo das
manifestagcbes hemorragicas e das complicacdes infecciosas e a média e os
valores maximo e minimo da contagem de plaquetas e do volume plaquetario
médio (VPM). A gravidade das manifestagdes clinicas apresentadas foi avaliada
através da aplicagdo de escores clinicos previamente publicados (25).

4.2. Quantificacao da expressao da WASP por citometria de
fluxo

A expressao intracelular da WASP foi avaliada em 200ul de sangue

periférico, usando o kit de permeabilizacdo celular Fix&Perm® (AN DER GRUB
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Bio Research GmbH) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
células foram incubadas com 0,6 pg de anticorpo monoclonal murino anti-WASP
humana marcado com FITC (B-9) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), ou com
anticorpo murino controle isotipico IgG2a marcado com FITC (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), em temperatura ambiente por 15 minutos. A aquisicao foi
realizada no citdbmetro de fluxo FACSCanto™ (BD) e os dados foram analisados

usando os softwares CellQuest (BD) ou FlowJo (Tree Star).

4.3. Analise das sequéncias nucleotidicas dos genes WAS e
WIPF1

A caracterizacao das alteracdes moleculares nos genes que codificam as
proteinas WASP e WIP foi realizada a partir de amostras de DNA genémico e
amostras de cDNA dos pacientes investigados neste estudo, pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando os oligonucleotideos sintéticos (primers)
descritos nas tabelas 2, 3 e 4. Inicialmente, os sequenciamentosforam realizados
a partir do DNA genbémico dos casos avaliados. Nos casos em que o
sequenciamento do DNA gendmico nao evidenciou nenhuma alteragdo nos
exons e nas regides de transicdo exon-intron, o sequenciamento foi realizado a
partir do cDNA com o objetivo de identificar a ocorréncia de splicing alternativo

causado por mutacdes em regides intrénicas.



Tabela 2. Primers para a anélise do DNA gen6mico do gene WAS.
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Exons Primers ‘ Sequéncia Produtos ‘

1e2 1S 5 TCCTGTTCCCTTGCTGCTCAT 3’
2AS 5 GGTTTGCGGGTTGAGAACTG 3 710pb

3,4,5e6 3S 5 GAGGCTCCCAAATCCAGACAC &
6AS 5 GAGACACAGGGAAGAATCAGCA 3 719pb

7 7S 5 GTTGGTTGGTAAGTGGGTCA 3’
7AS 5 CTTGTTCATGTGCCCCTCTG & 284pb

8e9 8S 5 AAGGAAGGGCAGTGAGGATT &
9AS 5 CCACTGACCAACTCCTGACTG & 568pb

10 10S 5 TCAGTCAGGAGTTGGTCAGTGG 3

10AS 5 TCTCTCCCACACACTCCAGTC & 688pb

11 11S 5 CAGGCCTTAGGGATTCAGTG &
11AS 5 TGGTGGTGACTGCTGGGATTG 3 349pb

12 12S 5 GTCCAGTCCTCACCTCCCAG &
12AS 5 GTTGAAAGACAGAGGGGCAG ¥ 576pb
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Tabela 3. Primers para a anélise do DNA gen6mico do gene WIPF1.

Exons Primers Sequéncia Produtos

1 1S 5’ CCACATCTCGGCGAAGTTCCC &
1AS 5 CTTCCTCCCCGGGCCATCAG & 408pb
2 28 5 TCCATTCTCTCCAAGCACCTC 3
2AS 5 TACAAACACATGCACGCCAGG 3 377pb
3 3S 5 CTTCCCGTACCCAACCTTTC 3’
3AS 5 GGCCTACAGGGAGTGATACAG 3 374pb
4 4S 5 TCTGACTGAGCTGAGGGAAC 3
4AS 5 TGTGTAGCTGTCTGATCCTGG 3’ 533pb
5 5A-S 5 GTTGGGACTCGCAGGTAAATAG 3’
5B - AS 5 GACTGACGTATTGAGCCTCC & 559pb
5C-S 5 GACCCATTCAATCAAGTCCGC 3
5D - AS 5 TGGTACATTTGGGCAGGCTG 3’ 611pb
6 6S 5 GCATGTGTCCAGCAAGTCCTC 3
6AS 5 TGGTGGGCCTTAGAATGGTTAG 3 649pb
7 7S 5 TCGTGACCTTTGTAGCACTTCC 3
7AS 5 TGGCTCCAAAGGGTTCTCTAC 3 394pb
8 8S 5 TCTCATCCACAACATACGCC 3
8AS 5 CACACACGCATATTCCCACTC 3 345pb
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Tabela 4. Primers para a anélise do DNA complementar do gene WAS.

~ Fragmento ~  Primers ~  Sequéncia = Produtos
1
1AS 5 CCGCTTGGCAGTCATCTCCAGC 3 416pb
2 28 5 CCTTCGCTGGAGATGACTGCC 3
2AS 5 TCACGTCAAATCCATTCTGGGG 3’ 435pb
3 3S 5 CCCCAGAATGGATTTGACGTGA 3
3AS 5 GGGGTCTTGTTCAGCTGAATTC 3’ 584pb
4 48 5 GGAATTCAGCTGAACAAGACCC 3
4AS 5 AGGGCCTTGGGATTGTTGGGTG 3 372pb

As reacdes de amplificacao foram realizadas a partir de 200 ng de DNA
gendmico ou cDNA, 1 ul de cada deoxinucleotideo trifosfato (dntps: dATP, dGTP,
dCTP, dTTP 10mM), 3 pl de tampéo da enzima (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500
mM KCI), 0,2 uM de cada primer e 1,5U de Taq DNA polimerase (Platinum® Taq
DNA Polymerase, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), para volume
final de 30 pl. As reagdes foram submetidas a condi¢cdes de ciclos pré-
determinadas e padronizadas: 96°C por 5 minutos para desnaturacao inicial,
seguidas de 35 ciclos de 96°C por 1 minuto, temperatura de anelamento dos
primers por 1 minuto e 72°C por 1 minuto para a sintese do produto. As amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados sob luz
UV, com marcador de peso molecular Ladder 100pb (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA) para checagem do produto amplificado.

Para a analise molecular das alteragdes nos genes WAS e WIPF1 foi
utilizado o método de sequenciamento automatico direto das regides do DNA
genémico e cDNA amplificadas. Apds a amplificacdo das regides especificas
pela técnica da PCR, o produto amplificado foi purificado com a combinacao de
duas enzimas, que removem produtos nao incorporados durante a amplificacao.

Para isso, foi realizada uma reacdo com 10ul do produto amplificado, 10U
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exonuclease | (Exo |) que degrada primers residuais e demais produtos de fita
simples e 1U da fosfatase alcalina (SAP) que degrada os nucleotideos nao
incorporados; os tubos foram incubados no termociclador por 15 minutos 37°C
e inativados por 15 minutos a 80°C. O produto purificado foi quantificado em gel
de agarose 2% com marcador de quantificacdo (Low DNA Mass Ladder;
Invitrogen, Thermofisher, EUA) para avaliar e estimar a sua concentragéo de
acordo com o tamanho do produto amplificado. Em seguida foi realizada a
reacdo de sequenciamento, utilizando o Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para o0 sequenciamento automatico direto das regides génicas
amplificadas, foram utilizados de 10 a 20 ng do produto de PCR purificado; 1 pl
de oligonucleotideo 1,6 uM (sense e antisense em reagdes distintas); 1 ul Big
Dye, 1 pl de solugao tampéao (Tris-HCI 200 mM pH 9,0 e MgCL2 5 Mm) e agua
de injecao para 10 pyl. Em um termociclador automatico as amostras foram
submetidas a 25 ciclos de desnaturagédo inicial 96°C por 20 segundos,
temperatura de anelamento dos primers por 20 segundos e 60°C por 4 minutos
para a sintese. O produto da reacdo de sequenciamento foi submetido a
purificagdo com 8ul de agua de injecédo, 32 ul de etanol absoluto. Apds
homogeneizacéo, as amostras foram transferidas para uma placa de 96 pogos e
incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. A placa foi
centrifugada por 45 minutos a 4000 g, o sobrenadante foi descartado e em
seguida adicionado 100 pl de etanol 70%, centrifugada novamente por 20
minutos a 4000 g e o sobrenadante descartado, ap6s o descarte, foi submetida
a centrifugacao invertida por 7 segundos a 200g e aquecida no termociclador a
65°C por 10 minutos para completa remogdo do etanol residual. Para a
eletroforese, adicionou-se 10 yl de formamida deionizada, as amostras foram
desnaturadas a 96°C por 5 minutos e submetidas eletroforese capilar no
sequenciador automatico ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem, Thermo Fisher Scientific, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao clinica dos pacientes estudados

Dezesseis pacientes com suspeita da WAS provenientes de quinze
familias ndo relacionadas foram investigados nesse estudo. A maioria dos casos
(n=11) foi encaminhada dos servigos de imunologia e de hematologia pediatrica
da Unicamp. Adicionalmente, outros cinco casos foram encaminhados por
servicos participantes do Grupo Brasileiro de Imunodeficiéncias (BRAGID),
incluindo: Ribeirdo Preto-SP (n=1), Niteréi-RJ (n=1), Salvador-BA (n=2,
relacionados) e Recife-PE (n=1).

A tabela 5 resume as informacdes clinicas e laboratoriais referentes a
todos os casos investigados neste estudo.

A idade de inicio dos sintomas no grupo de pacientes estudados variou
de menos de 1 més a 4 anos de idade. Todos 0s casos apresentaram
plaguetopenia moderada a grave (6 a 70 x10%1). Em 11 dos 16 casos havia
também a confirmacgéo da presenca de microplaquetas no esfregagco de sangue
periférico. Dois casos (#3 e #12) ndo apresentavam microplaquetas e em 3 casos
(irmaos #9 e #10, e #14) a informacao sobre a presenca de microplaquetas nédo
estava disponivel.

Quanto aos sintomas apresentados no inicio do quadro, eczema foi 0 mais
frequente, presente em 6 dos 16 casos investigados, seguido de sangramentos
cutdneos (petéquias e/ou equimoses), que foram reportados como sintoma
inicial em 5 dos 15 casos encaminhados para avaliacdo. Em terceiro lugar foram
mencionadas a hematoquezia e epistaxe (3 casos cada).

A partir do sequenciamento do gene WAS, complementado com a anadlise
da expressdao da WASP nos leucécitos do sangue periférico, foi possivel
determinar o diagnéstico de XLT ou WAS em 9 dos 16 casos inicialmente
avaliados (pacientes #1, #2, #4, #7, #11, #13, #14, #15 e #16). Os pacientes que
tiveram a confirmag¢do do diagnostico de XLT ou de WAS foram classificados
com base nas informagdes clinicas da seguinte maneira: um recebeu escore
clinico de 1, dois receberam o escore 2, trés receberam escore 3 e trés
receberam escore 4 (tabela 6). E importante destacar que destes 9 casos, 4



31

deles (pacientes #1, #2, #4 e #11) haviam recebido previamente, nos seus
servicos de origem, o diagnostico equivocado de plaquetopenia imune (PTI).

Dos casos inicialmente encaminhados para investigacdo da WAS, dois
nao tiveram prosseguimento na investigacdo em virtude da auséncia de
microplaquetas no esfregaco de sangue periférico (pacientes #3 e #12), uma vez
gue este achado € obrigat6rio para o diagndstico da sindrome.

Trés casos, sendo dois do sexo masculino (pacientes #5 e #8) e um do
sexo feminino (paciente #6) apresentavam plaquetopenia com microplaquetas
no sangue periférico, mas nao tiveram nenhuma mutagao identificada no gene
WAS. Estes casos foram submetidos ao sequenciamento também do gene
WIPF1, porém nenhuma mutacéo foi encontrada.

Finalmente, dois casos relacionados (pacientes #9 e #10), procedentes
de Salvador-BA, filhos de um casal ndo consanguineo, foram submetidos a
investigacado post-mortem a partir do sequenciamento do DNA da méae. Ambos
haviam falecido antes dos 2 anos de idade por quadro muito sugestivo de WAS,
com plaquetopenia, sangramentos cutdneo-mucosos e infecgbes graves e
recorrentes. Nao havia documentacao a respeito da pesquisa de microplaquetas
no servigco de origem nestes dois casos. O sequenciamento do gene WAS, a
partir de amostra de sangue coletada da méae, ndo evidenciou nenhuma

mutacéao.



Tabela 5. Caracteristicas clinicas dos pacientes com suspeita da sindrome de Wiskott-Aldrich incluidos neste estudo.
Infeccoes

Volume Desfecho

plaquetario

Primeiras Achados adicionais

manifestacoes clinicas

Idade ao
inicio dos

Paciente
(sexo)

Contagem
plaquetaria

Microplaquetas

sintomas (x10°%/1)** médio (fl)***
1-JCM 9 meses sangramentos cutaneo- trombocitopenia 12 -208 presentes 56-6,5 - vivo (em seguimento)
(M) MUuCcoS0s intermitente
2-JCF 12més de vida petéquias, hematoquezia hemorragia 7-23 presentes 7,4-129 otite, pneumonia, vivo (perda de
(M) subaracnoidea resfriados comuns enxerto pés- TCTH )
3 -KCBC 4 anos febre, pancitopenia neutropenia febril, 40 - 289 ausentes 6-99 pneumonia viva
(F) hepatoesplenomegalia
4 - LSMN 12més de vida petéquias, hematoquezia - 17 - 82 presentes 6 - vivo (pés- TCTH)
(M)
5 - MNVS 12 més de vida otites, eczema equimoses, epistaxes 46 — 145 presentes 6,4-10,7 otites Vivo
(M)
6 — EMS 6 meses petéquias, epistaxe equimoses, 6-134 presentes 6,7-9,4 otites viva
(F) hematoquezia
7 - PLSV 11 meses epistaxe hematemese, rinite 7-33 presentes 51-6,5 amigdalite, sinusite, vivo (pés- TCTH )
(M) alergica, neutropenia infeccdes de pele
8 - VGSP 4 anos petéquias e equimoses neutropenia grave 10— 242 presentes 6,2-7,9 - Vivo
(M)
9 — HSD* 12 més de vida eczema e epistaxes sepse de foco pulmonar 6 ND ND pneumonia 6bito com 4 meses
(M)
10 — BSD* 4 meses eczema epistaxes, hematoquezia 6 - 65 ND ND pneumonia Obito com 1 ano e 4
(M) meses
11 - MFB 12 més de vida achado acidental equimoses pos-traumas 7-83 presentes 6-6,2 - vivo (em seguimento)
(M)
12 - ESX 12 més de vida infecgdes respiratorias - <70 ausentes ND pneumonia Obito com 3 meses
(M)
13-DLCS 12mésde vida hematoquezia eczema 35-120 presentes 5,3-6,7 otite, Mastoidite, vivo (aguarda TCTH)
(M) IVAS
14 - GVSR 7 meses eczema infecgdes respiratorias, 15 ND ND infecgdes de pele, vivo (aguarda TCTH)
(M) hematoquezia, pioderma abscesso parede
gangrenoso abdominal
15 - BGS 2 meses infeccdes de pele, alergia a proteina do leite 15-68 presentes 6-76 otites, abscesso vivo (aguarda TCTH)
(M) eczema de vaca couro cabeludo
16 —JPMP 12 més de vida eczema - 34-56 presentes 4,3-6,1 Infecgcdo aguda por Vivo
(M) CMV

* irmaos, ambos ja falecidos quando da ocasido da investigagao diagnostica; pesquisa molecular realizada a partir de amostras de sangue coletadas da mae. ND, ndo
disponivel; IVAS, infeccdo das vias aéreas superiores; CMV, citomegalovirus; TCTH, transplante de células tronco hematopoiéticas; **VR: 150-400; ***VR: 6,9-10,6.
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5.2. Mutacoes encontradas no gene WAS

Conforme mostra a tabela 6, foram identificadas neste grupo de pacientes
um total de 9 mutagdes no gene WAS, sendo 3 mutacgdes do tipo missense, 4
mutacdes nonsense e 2 mutacdes com alteracdo em sitio de splicing (sendo que
uma delas ainda carece de confirmacéo). Das 9 mutacdées encontradas, 4 néao
haviam sido descritas previamente na literatura: ¢.1040delA no exon 10, que
resultou na alteragéo p.Lys336ArgfsX108 (nonsense); c.207C>T e ¢.233delC no
exon 2, que resultaram respectivamente na troca p.Pro58Leu (missense) e na
alteracdo do frame de leitura, com stop cdédon prematuro p.Asn78AsnfsX48
(nonsense); e c¢.743 _746delAT no exon 7, que resultou na alteragao
p.Asp237AspfsX21 (nonsense).

No caso do paciente #4, a amplificacdo do fragmento 3 do cDNA (que
abrange a regido dos exons 6 e 7) revelou a presenca de uma dupla banda,
apontando para a presenca de 2 transcritos distintos de RNAm. Nenhuma
mutacdo foi encontrada na regido codificadora do gene WAS, contudo o
sequenciamento do fragmento de tamanho maior sugere que parte do intron 6
foi segregada juntamente com os exons 6 e 7, que poderia ter sido provocada
por uma mutagcdo no intron 6, ainda ndo identificada. A conclusdo da
investigacao molecular deste caso ainda esta pendente.

Em ambos os casos diagnosticados com XLT (pacientes #1 e #11) foram
encontradas mutacdes do tipo missense na regiao upstream do gene WAS (exon
2). Ja nos casos diagnosticados com WAS, as muta¢des encontravam-se na
regidao downstream do gene (a partir do exon 4), com excec¢ao dos dois casos
em que ocorreu uma mutagao do tipo nonsense no exon 1 ou no exon 2
(pacientes #13 e #16), levando a criacdo de stop codons prematuros, com
auséncia na producéao de praticamente toda a estrutura primaria da proteina.

A investigacao do status de portadora do gene mutado foi realizada em 8
das 9 méaes de pacientes que apresentaram mutacdo no gene WAS, tendo sido
possivel encontrar a mesma mutacao do propdsito em heterozigose em todas as
méaes que foram investigadas.

A partir dos resultados dos 8 sequenciamentos do gene WAS que foram

concluidos, sendo de 2 pacientes com diagnéstico de XLT (pacientes #1 e #11)



34

e de 6 pacientes com diagnéstico de WAS (pacientes #2, #7, #13, #14, #15 e
#16), foi possivel predizer as estruturas tridimensionais das proteinas WASP
mutantes para cada um dos casos, atraves da utilizagdo do software aberto
PyMOL (www.pymol.org). A figura 4 ilustra as estruturas tridimencionais da

WASP preditas para cada um dos 8 casos que tiveram as mutagdes do gene
WAS identificadas.

e — p.-Phe36fsXStop
p.Thr e

p.Glul33Lys

p.Pro58Leu

WASP normal p.Asp259fsX69

p.Lys336ArgfsX108

Figura 4. Estruturas tridimensionais das proteinas WASP mutantes preditas
pelo software PyMOL para cada um dos 8 casos que tiveram as mutacoes do
gene WAS identificadas neste estudo. Em sentido horéario, a partir do canto
superior esquerdo: paciente #1 (XLT), paciente #2 (WAS), paciente #13 (WAS),
paciente #15 (WAS), paciente #16 (WAS), paciente #14 (WAS), paciente #7 (WAS)
e paciente #11 (XLT). Em comparagao com a estrutura normal da WASP (centro),
nota-se a alteragdo do tamanho da proteina e da quantidade de alfa-hélices (em
vermelho) e folhas beta-pregueadas (em roxo).


http://www.pymol.org/

Tabela 6. Relacao das mutagdes encontradas no gene WAS.

Paciente Score Diagnostico Mae Local da Tipo da Mutacao Alteracao proteica Nova Expressao da Diagnostico
lini prévio de portadora mutacdo mutacao encontrada predita mutacao WASP nos definitivo
clinico PTI encontrada leucécitos
1 (JCM) 2 Sim Sim exon 2 Missense c.168C>T p.Thr45Met - reduzida XLT
2 (JCF) 4 Sim Sim exon 4 Missense c.431G>A p.Glu133Lys - NR WAS
4 (LSMN) 2 Sim Sim intron 6* Splice* Provavel mutacéo ND - NR WAS
envolvendo os
exons 6-7*
7 (PLSV) 3 Nao Sim exon 10 Nonsense c.1040delA p.Lys336ArgfsX108 Sim reduzida WAS
11 (MFB) 1 Sim Sim exon 2 Missense c.207C>T p.Pro58Leu Sim reduzida XLT
13 (DLCS) 3 Nao Sim exon 1 Nonsense c.140_143DelTT p.Phe36fsX - reduzida WAS
14 (GVSR) 4 Nao Sim exon 7 Nonsense  ¢.743_746DelAT  p.Asp237AspfsX21 Sim NR WAS
15 (BGS) 4 Nao Sim intron 8 Splice IVS8 as -2A>G p-Asp259fsX69 - reduzida WAS
(acceptor
site)
16 (JPMP) 3 Nao ND exon 2 Nonsense €.233delC p.Asn78AsnfsX48 Sim NR WAS

Os sequenciamentos do gene WAS foram comparados com a sequencia de referéncia do gene WAS (NCBI: NM_000377.2 e NG_007877.1). WASP, proteina da sindrome de
Wiskott-Aldrich; XLT, trombocitopenia ligada ao X; WAS, sindrome de Wiskott-Aldrich; PTI, Trombocitopenia imune; del, delegao; fs, frameshift, ND, ndo determinado; NR, ndo
realizado; * neste caso, a analise molecular sugere a presenga de 2 transcritos de RNAm distintos, sem mutagéo na regiao codificadora.
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5.3. Analise da expressao da WASP em leucécitos do sangue
periférico

A quantificagdo da expressdo da WASP em leucocitos de sangue
periférico foi realizada em 5 dos 9 pacientes que tiveram os diagndsticos de XLT
ou WAS confirmados pela analise molecular. Em 4 dos 9 pacientes néo foi
possivel analisar a expressdao da WASP por citometria de fluxo, uma vez que
dois haviam sido submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas
(TCTH) antes da padronizacao desta analise em nosso laboratério e no caso dos
pacientes proveniente de Recife-PE e de Niterdi-RJ s6 foi obtida amostra de
sangue suficiente para analise molecular.

Dos 5 pacientes em que foi possivel avaliar a expressao da WASP nos
leucécitos do sangue periférico, 2 deles tinham o diagnostico de XLT (escores
clinicos 1 e 2) e os outros 3 tinham o diagndstico de WAS (escores clinicos 2, 3
e 4). Todos apresentaram expressao reduzida da WASP em relacao ao controle

normal (tabela 6).

5.4. Correlacao entre o gendétipo e o fenétipo dos casos
confirmados de XLT e de WAS

Conforme ilustra a figura 4, em ambos os pacientes com diagndstico de
XLT (pacientes #1 e #11) foram encontradas muta¢cdes missense localizadas na
porcao upstream do gene WAS (exon 2). Com relagcédo a expressdo da WASP
nos leucécitos do sangue periférico, ambos apresentaram expressao reduzida
da proteina em relacéo ao controle (figuras 5D e 6D).

Entre os 7 pacientes com diagnéstico confirmado de WAS, apenas dois
apresentaram mutagdes do tipo nonsense na regidao upstream do gene WAS
(pacientes #13 e #16), enquanto todos os outros apresentaram mutagdes do tipo
missense, nonsense e em sitio de splicing localizadas na por¢cao downstream do
gene WAS (a partir do exon 4). Neste grupo, 3 pacientes (pacientes #4, #13 e
#15) tiveram a expressao da WASP avaliada por citometria de fluxo e em todos
eles a expressao da proteina estava reduzida.
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Figura 5. Correlacao entre o genotipo e o fenétipo dos pacientes com WAS e
XLT incluidos neste estudo. Ambos os pacientes com XLT (#1 e #11) apresentaram
mutagdes missense no exon 2. Dos pacientes com WAS, todos apresentaram
mutagdes na porgao downstream do gene WAS, com excegao de dois pacientes (#13
e #16), que apresentaram, respectivamente, uma delecdo de 2 pares de bases no
exon 1 e uma delecdo de um par de bases no exon 2, que resultaram em stop codons
prematuros, com auséncia da produgédo da proteina. Um dos pacientes com WAS
(#4) nédo teve ainda a mutagdo completamente determinada, porém apresenta
provavelmente uma alteragao envolvendo o intron 6. Apesar da provavel mutacao na
porcdo downstream do gene, este paciente apresentou um escore clinico baixo,
porém acompanhado de um fendtipo hemorragico grave que justificou a indicacao
precoce de transplante de células tronco hematopoiéticas.

5.4.1. Descricao detalhada dos casos diagnosticados com
trombocitopenia ligada ao cromossomo X (XLT)

O paciente #1 era um menino de 18 meses de idade, que foi
encaminhado ao nosso servi¢go com histéria de sangramentos cutaneo-mucosos
espontaneos desde os nove meses de idade. Durante a sua avaliagao inicial,
antes de ser encaminhado a Unicamp, apresentava plaguetopenia, tendo sido
diagnosticado como PTI. Nao tinha nenhuma anormalidade no desenvolvimento
neuropsicomotor ou no exame fisico. A histéria familiar de sangramentos era
negativa. Naquela época, ele era o unico filho de pais ndo consanguineos (Figura
BA).
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Durante o seguimento, apresentou um aumento espontaneo nao
sustentado do numero de plaquetas. Durante um dos periodos de
trombocitopenia, o paciente recebeu um curso curto de prednisona, mas nao
mostrou nenhuma resposta.

Quando ele foi avaliado pela primeira vez em nosso centro, a
investigacdo laboratorial inicial mostrou plaquetopenia (32 x 10%1) e anemia
microcitica leve, sem outras anormalidades. Notavelmente, observamos também
VPM persistentemente baixo, variando de 5,6 a 6,5 fl (faixa normal: 7,2-11,1 fl),
e seu esfregaco de sangue periférico mostrava duas populacbes de plaquetas
distintas, uma normal e outra com tamanho acentuadamente reduzido (Figura
6C).

Nos meses seguintes, realizamos a contagem de plaquetas em
intervalos semanais, que demonstrou a existéncia de trombocitopenia com um
padrao intermitente, com plaquetas variando de 12 a 208 x 109/ (Figura 6B).

A combinagdao de VPM reduzido com trombocitopenia de padrao
intermitente sugeriu o diagndstico de XLT. Para confirmar, avaliamos a
expressao da WASP em leucécitos do sangue periférico por citometria de fluxo,
que detectou uma menor expressao da proteina, em relacdo ao controle
saudavel (Figura 6D), e realizamos o sequenciamento do gene WASP, que
identificou uma mutacdo missense no exon 2 (Figura 6E), resultando na
substituicdo de uma treonina por uma metionina, na posi¢ao 45 (p.Thr45Met).

Este paciente nunca apresentou eczema, neutropenia ou infecgdes
recorrentes. Com relagdo aos dados laboratoriais, 0 paciente tinha contagem
normal de leucécitos, com subpopulagées normais de linfocitos e niveis normais
de imunoglobulina. Sua mae era heterozigota para a mesma mutagao, que nao
foi encontrada nos avés maternos, confirmando a ocorréncia de uma nova
mutacdo nesta familia. A mae teve um segundo menino com contagem de
plaquetas normais, cujo genétipo confirmou auséncia da mutagao no gene WAS.

Temos manejado os episédios de trombocitopenia deste paciente com
a administracao de agentes antifibrinoliticos. Ele nao apresentou nenhum grande

sangramento e ndo foram necessarias transfusdes de plaquetas até agora.
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O paciente #11 foi encaminhado para o Hemocentro da Unicamp aos 2
anos de idade, com suspeita de diagnostico de PTI. Durante o periodo neonatal,
aos 15 dias de idade, ele foi diagnosticado com coqueluche e um hemograma
completo revelou trombocitopenia pela primeira vez. Desde entédo, as contagens
de plaguetas variaram de 7 a 83 x10% (Figura 7B), sem historia de
sangramentos, exceto por equimoses apds traumas. Nao tinha histéria familiar
de hemorragia ou consanguinidade foi relatado (Figura 7A).

Nos primeiros 6 meses de acompanhamento em noOsSSO servigo,
apresentou contagens de plaquetas que variaram de 37 a 53 x10%I, com a
presenca de microplaguetas no esfregaco de sangue periférico (Figura 7C). O
VPM foi persistentemente baixo, variando de 6,0 a 6,2 fl.

Devido a esses achados clinicos e laboratoriais, considerou-se o
diagnéstico de XLT. A expressao da WASP em leucécitos do sangue periférico
deste paciente estava reduzida em relacéo ao controle saudavel (Figura 7D), e
a analise molecular do gene WASP revelou uma mutagdo missense no exon 2
(Figura 7E), que levou a uma troca de uma prolina por uma leucina na posi¢cao
58 (p.Pro58Leu).

Ele nunca apresentou eczema, neutropenia ou infeccdes recorrentes,
excluindo diagnéstico de WAS. Sua méae era heterozigota para a mesma
mutagdo, que estava ausente nos avos maternos. Durante o seguimento, devido
a seus sintomas hemorragicos leves, nunca foi necessario nenhum tratamento

hemostatico.
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Figura 6. Descricao do paciente #1. A. Heredograma. O probando (IlI-1) é o Unico
individuo afetado com XLT. A m&e estd indicada como portadora. Os individuos
assinalados em cinza foram investigados e foram negativos para a mutagcao
encontrada no probando. B. Contagens plaquetarias do paciente, com um padrao de
trombocitopenia intermitente, sem nenhum fator desencadeante detectavel. C.
Esfregaco do sangue periférico do paciente, mostrando duas plaguetas, uma de
tamanho normal e uma de tamanho reduzido (seta). Imagem obtida com aumento de
100x. D. Expressdao da WASP analisada por citometria de fluxo em mondcitos e
linfécitos. Em relagdo ao controle normal, o paciente #1 mostrou expressao reduzida
da proteina nos mondcitos e linfocitos (histogramas brancos). Histogramas cinzas
representam anticorpo controle isotipico negativo E. Sequenciamento do gene WAS
do paciente #1, com uma mutagdo missense C>T no exon 2.
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Figura 7. Descricao do paciente #11. A. Heredograma. XLT foi diagnosticada apenas
no probando (lll-6), e sua mae era heterozigota para a mutacao no gene WAS. Os
individuos assinalados em cinza foram investigados e foram negativos para a mutagéao
encontrada no probando. B. Contagens plaquetarias do paciente, com um padréao de
trombocitopenia intermitente ndo associado a infeccbes ou outros fatores
desencadeantes. C. Esfregaco do sangue periférico do paciente, mostrando uma
plagueta de tamanho normal e uma microplaqueta (seta). Imagem obtida com aumento
de 100x. D. Expresséo reduzida da WASP em mondcitos e linfécitos do paciente #11
em relacdo ao controle normal (histogramas brancos). Anticorpo controle isotipico
negativo esta mostrado em cinza. E. Sequenciamento do gene WAS do paciente #11,
mostrando uma troca de nucleotideos C>T no exon 2.
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6. DISCUSSAO

Mutagdes no gene WAS estdo associadas a um espectro de fenétipos
clinicos, incluindo a WAS classica, a trombocitopenia ligada ao X (XLT) e a
neutropenia ligada ao X (XLN) (25, 33). A WAS classica caracteriza-se nao
apenas por trombocitopenia com microplaquetas, mas também por outras
complicagdes clinicas, como eczema, imunodeficiéncia e risco aumentado de
doengas autoimunes e neoplasias(34). Manifestagbes hemorragicas, como
petéquias e equimoses, geralmente estdo presentes desde o nascimento, e
infecgdes recorrentes sdo um achado frequente(32). A trombocitopenia é grave
na maioria dos casos e caracteriza-se invariavelmente por um volume
plaquetario diminuido. Diante do risco de morte associado aos sangramentos e,
sobretudo, as infeccoes decorrentes da deficiéncia imune, a WAS é uma doenca
grave, com um prognastico a longo prazo bastante reservado nos casos que néo
recebem o Unico tratamento curativo disponivel atualmente, o transplante de
células tronco hematopoiéticas (TCTH).

Levando-se em consideracao a gravidade desta sindrome e a sua baixa
incidéncia na populagdo, torna-se imprescindivel a realizacdo de uma
investigacdo diagndstica sistematizada de todos os casos suspeitos, com o
objetivo de evitar o diagndstico equivocado, que poderia levar a instituicao de
tratamentos ineficazes e associados a frequentes efeitos colaterais, bem como
identificar precocemente 0s casos mais graves, que seriam elegiveis para
tratamentos mais agressivos.

A dificuldade do diagndstico da WAS torna-se mais evidente quando se
examina 0s casos mais leves, caracterizados exclusivamente por
trombocitopenia com microplaquetas. Vale a pena destacar que, enquanto o
aumento do VPM estd associado a diferentes situagdes, incluindo as
macrotrombocitopenias hereditarias e a destruicdo periférica de plaquetas, em
que ha liberacdo de formas plaquetarias imaturas para a circulacao, a redugao
do VPM é observada exclusivamente na WAS e na XLT. Neste trabalho, nés
identificamos 2 casos de XLT que haviam sido previamente diagnosticados de
maneira equivocada como trombocitopenia imune. Ambos 0s casos

apresentavam plaquetas pequenas, com VPM persistentemente baixo, o que
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demonstra a importancia da avaliagdo da morfologia plaquetaria, combinando o
esfregaco de sangue periférico com os parametros plaquetarios fornecidos pelos
contadores automatizados.

Com relacao ao gendtipo, mutacdes missense localizadas nos exons 1-3
do gene WAS sao mais frequentemente identificadas em pacientes com formas
mais leves, como a XLT(32). De fato, ambos os casos com XLT descritos neste
trabalho apresentaram mutacdes missense localizadas no exon 2 do gene WAS,
resultando nas mutacdes p.Thr45Met (paciente #1) e p.Pro58Leu (paciente #11).
Interessantemente, a mutacao encontrada no paciente #11 (p.Pro58Leu) afetou
a WASP no mesmo residuo que um outro paciente previamente descrito com
trombocitopenia intermitente, uma variante ainda mais leve que a XLT, mas com
a substituicdo por um outro aminoacido (p.Pro58Arg)(35).

Devido a auséncia de eczema e infecgdes recorrentes nos pacientes com
XLT, nao € surpreendente que estes casos tenham sido previamente
diagnosticados como PTI. Assim, em pacientes com trombocitopenia persistente
ou mesmo com um padrao intermitente de contagens plaquetarias diminuidas,
acompanhada de um volume plaquetario médio constantemente baixo, o
diagnéstico de XLT deve ser considerado, de modo a evitar uma abordagem
terapéutica incorreta.

Ainda no presente estudo foram identificados 7 casos de WAS classica,
sendo que 2 deles também haviam sido previamente diagnosticados de maneira
equivocada como PTI. As mutacbes encontradas neste grupo de pacientes
reforcam a hipdtese de que ha uma correlagdo bastante consistente entre o
gendtipo e o fendtipo na WAS: todos os casos, exceto os casos #13 e #16,
apresentaram mutagdes localizadas na porcdo downstream do gene WAS (a
partir do exon 4) e apresentaram expressao reduzida da WASP nos leucécitos
do sangue periférico, nos casos em que foi possivel realizar a andlise da

expressao.

Embora os pacientes #13 e #16 tenham apresentado mutagcdes nos exons
1 (p.Phe36fsX) e 2 (p.Asn78AsnfsX48), respectivamente, ambas resultaram na
criacdo de stop codons prematuros, que diminuiram a expressao da WASP
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funcional, levando a um quadro clinico grave, com escore clinico de 3 em ambos
0S casos.

Outro caso neste grupo também merece destaque. Trata-se do paciente
#4, que apresentou uma mutacao provavel no intron 6, levando a produgéao e 2
transcritos diferentes do RNAm da WASP. Devido a presenca de plaquetopenia
com microplaquetas e eczema leve, este paciente recebeu um escore de 2. No
entanto, ele apresentava um quadro expressivo de sangramentos cutaneo-
mucosos desde 0 nascimento (petéquias, equimoses, hematoquezia,
hematomas em sitios de puncao venosa), associados a plaquetopenia grave,
tendo recebido 3 transfusdes de plaquetas nos primeiros 3 meses de vida.
Também apresentava historia familiar de um irm&o mais velho com quadro de
sangramentos cutaneo-mucosos recorrentes associados a plaquetopenia grave,
que recebeu multiplas transfusdes de plaquetas e faleceu aos 7 meses de idade
por provavel sangramento no sistema nervoso central. A intensidade das
manifestagdes hemorragicas nesta familia motivou a indicacao precoce do TCTH
neste caso, apesar do escore clinico baixo. Este caso indica uma limitagéo do
escore clinico utilizado para a classificagcao dos pacientes com WAS e XLT, que
nao leva em consideracdo a presenca e a intensidade das manifestacoes
hemorragicas, que constituem importante elemento causador de morbidade e
até de mortalidade nos pacientes portadores desta sindrome.

Considerando que o TCTH alogénico é o unico tratamento curativo
atualmente disponivel para a WAS e que existem diversas complicacoes
relacionadas a este procedimento, como a doenca do enxerto contra o
hospedeiro, as infeccdes graves e as hemorragias macicas, deve-se ter em
conta a importancia de diagnosticar corretamente os pacientes portadores desta
sindrome e de selecionar precocemente 0s casos mais graves, potencialmente
candidatos a terapias mais agressivas como o TCTH e, no futuro, também a
terapia génica.

Diante disso, uma das alternativas a serem implementadas na
investigacao diagndstica da WAS e da XLT ¢é a avaliacao por citometria de fluxo
da expresséo intracelular da WASP em leucécitos do sangue periférico. De fato,
uma das preocupacgdes deste estudo foi a padronizacao e viabilizagdo da técnica

de citometria de fluxo como ferramenta para o diagnéstico dos pacientes com
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quadro clinico e/ou histoéria familiar sugestivos de XLT e de WAS no Hemocentro
da Unicamp. Nos casos em que foi possivel realizar esta investigacao, notou-se
gue a redugao da expressao da proteina associa-se a ocorréncia da doenca.

Finalmente neste estudo foram determinadas 9 mutacdes distintas em 9
pacientes nao relacionados. Entre as 9 mutagdes identificadas, 4 nao haviam
sido descritas na literatura: a mutacao p.Pro58Leu, localizada no exon 2 e
associada ao diagnéstico de XLT, e as mutagbes p.Asn78AsnfsX48,
p.Asp237AspfsX21 e p.Lys336ArgfsX108, localizadas nos exons 2, 7 e 10,
respectivamente, e associadas ao diagnostico de WAS. Com isso, este trabalho
contribui para a ampliacdo do conhecimento acerca do espectro de mutagdes
associado a WAS e reforga a hipétese de que ha uma correlagado consistente
entre o gendtipo e o fendtipo nesta sindrome.

7. CONCLUSAO

Em nosso conhecimento este € o primeiro estudo com o objetivo de
caracterizar as alteracbes moleculares associadas a WAS e outras
manifestagdes decorrentes de mutagdes no gene WAS no Brasil. Através dele e
da colaboracdo com outros servicos que integram o Grupo Brasileiro de
Imunodeficiéncias (BRAGID), foi possivel proporcionar o acesso de um grupo de
pacientes, de diferentes regides do pais, com suspeita clinica de mutagdes no
gene WAS a confirmacgéao diagnéstica através do estudo de expressao da WASP
e da determinagdo da mutacdo envolvida. Isto resultou, como implicacao
imediata, no encaminhamento ao tratamento adequado, incluindo o TCTH, € no
aconselhamento genético mais preciso das familias envolvidas.

Do ponto de vista cientifico, ajudou a estabelecer as mutacdes
envolvendo a WASP em nosso pais, assim como ampliou nosso conhecimento
acerca das doencas decorrentes destas mutacdes e corroborou a hip6tese de
que o fendtipo clinico da WAS é fortemente influenciado pelo efeito de mutacdes
especificas no gene WAS.

Desta forma, propomos um algoritmo de investigacdo da sindrome de
Wiskott-Aldrich e doencas correlatas, de maneira a permitir a avaliacao
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sistematica de todos os casos suspeitos, com 0 objetivo de evitar erros de
diagndstico e agilizar o encaminhamento dos pacientes ao tratamento adequado
(Figura 8). Em primeiro lugar, para todos os pacientes com suspeita de
trombocitopenia hereditaria deve ser realizada a avaliagdo do esfregaco do
sangue periférico, com ateng¢do para a contagem e a morfologia plaquetéria.
Aqueles que apresentarem microtrombocitopenia (presenca de microplaquetas
no esfregaco de sangue periférico), principalmente se associada a outros sinais
e sintomas tais como eczema e infecgdes recorrentes, devem ser encaminhados
para avaliacao especifica, iniciando pela quantificagdo da expressdo da WASP
em leucécitos do sangue periférico por citometria de fluxo. Ao se detectar uma
expressao reduzida da WASP, o préximo passo deve ser a avaliagdo molecular,
com sequenciamento do gene WAS. Para aqueles casos em que a paciente €
do sexo feminino ou para casos em que ha consanguinidade entre os pais,
também deve ser realizada a investigacdo molecular do gene WIPF1, uma vez
que a deficiéncia da WIP, descrita previamente como uma doenga de heranga
autossGmica recessiva, também pode levar a deficiéncia de WASP, produzindo
0S mesmos sinais e sintomas da WAS com mutag&o no gene WAS.

Suspeita de trombocitopenia hereditaria

Contagem e
morfologia
plaquetaria

v

Microtrombocitopenia (com ou sem eczema e imunodeficiéncia)

Anadlise da
expressdo da
WASP

Vs
Expressdo da WASP reduzida nos leucocitos

Sequenciamento
dos genes WAS
(e WIPF1 s/n)
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Parecer consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa.

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP cw -
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Tilwle da Pesquisa: Caracierizagio clinica e molecular de pacientes com a sindrome de Wiskoli-Aldnich

Pesgquisador: Samued de Souza Meding

Area Tematica: Genstica Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Gendtica Humana que ndo necsssia de analise
&tice por parte da COMNER;);

Versho: 2

CAAE: 245483131 0000 5404

instituig8o Proponente: Centro de Hematologla & Hemoterapla - HEMOCENTROD
Patrocinador Pringipal: Financiamanto Proprio

DADGS DO PARECER

Hoamers do Parecer: 496.796
Data da Relatorla: 23122013

Apresentacio do Projeto:

Mo presente estudo, propbe-se caracterizar os pecientes com & sindrome de Wiskoti-Aldich scompanhados
na Hemocentre da Wnicamp do ponto de vista do fendtipa clinico, bem como do gendtipo e do nivel de
expressdo da profeina WASP e sua chaperona WIF, procamando estabelecer as associaghes entre eles
coma forma de identificar precocemente 08 casos mats graves, elegivels para tratementos mais agresalves.
Serdo convidados a participar deste estudo todos os paclendes {n=10) com o diagndstico de sindrome de
Wiskoit-Aldrich acompanhados no ambulatdreo de hemostasia do Hemocentro da Unicamp e tedos os
pacientss consecutivaments diagnosticados com este sindrome, com base nas manfestagbes clinkcas de
trombocitopenia, infecgbes recormentes e eczema. Serd obtida lermo de consentimenta lvre & esclarecdo de
todas as familias que concordarem em paricipar do estudo, de acordo com & declaragio de Helsinkl
Amostras de sangue perifénco serfo coletadas de todos o8 casos-Indice e de seus pais. quanda disponieel.
Sera realizads exirafao de RMNA tolal & DNA genomico dos leucdcibos do sangue periférico, que serdo
utilizados para & pesguisa de mautagiss no gene da proleina da sindrome de Wiskot-Aldrich (WASF) & no
gens da proteina gue interage com 8 WASP (WASP-interacting protein - WIF). Os k2uctcitos do sangue
periférico também serfo utilizedos para a quantificacdo das proteings WaSsP

Endersgn:  FAua Tessdia Viera de Camargo, 128

Bairroc  Bardo Geraldo CEF: 13.083-887
UF: & Municiplo: CAMFINAS
Talafone: [1H3E2Y-8205 Fax: (193521-7987 Esmall: cepflifcmunicamp e
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FACULDADE DE CIENCIAS
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(CAMPUS GAMPINAS)

Coiilirivi g S0 Pansen 408105

& WIP araves da 1gcnica de ctometria de fuxo. As informegbes labaratorigs obtidas seran comparadss com
o= dedos clinkos dos pacentes, com 0 objelive de estabelecer uma comelagio entre o gendlips & o fendbipe
da sindrome de Wiskoli-Aldrich na populagss estedada.

Objetive da Pesguisa:

O presenie estudo lem como ebjetivo contribulr para a Investigacdo da associagdo enfre o gendtipo & o
fendtipo dos pacientes com a sindrome de ‘Wiskott-Aldrich.

Ubjetivos Secundarios: 1) Guantificar, atraves da técnica de cilomeiria de fluxo, 8 expressdo das proteinas
VASR 8 WIP em leuctecitos de sangue penfénco dos pacientes poriaderes da sindrome de Wiskob-Aldrich
(e suas vananies mals leves XLT e LN} scompanhados nd Hemoceniro da Unicamp. 2) Mos c3sos em gue
houver usencia ou reducio da expressio das prateinas WASF efou WIP, sequenclar complatamsnte aa
respecivis genss para determinar o gendtipo dos pacenies. 3) Investigar & associagio entre a5 mutagdes
enconiradas nos genes das proteinas WASE & WP, o nivel de express8n das reapectivas proteinas nos
leucociios do sangue penfénco. e a8 manifestactes dinicas apresentadas pelos pacientes, guantificadas
segundo crilérics de escores cdinicos previamente publicados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

s suiores do projeto informaram que o risco pode ser considerado minime e relacionado, principaimanie,
ao desconforlo & as complicagbes assockadas & punglo venosa periférica. Quanto 08 beneficios,

informaram que o= parlicipantes nio serfo bensficlados dirstamente pela participagio no estudo.

Comentaries & Conslderagdes sobre a Pesquisa:

O projeto proposto justifica-se na possiblidade de uma melnor caracterizaglo clinkca & molecular dos
pacientes ponadores da sindrome de Wiskot-Aldrich o que podera contribulr pars a compreenso dos
mecantsmaos fisiopatoldgicos subjacenies & para 8 sdequada estratificechio dos pacenies, possivelments
influenciando & tomada de declebes terapduticas.

Os sutores do projeto esclarsceram a questdo levaniada pels CEP {parecer 245.433) sobre o ndmero de
participantes, explicando gue o n=10 refere-se ao nimero de casos indices e, poranio o numero total de
participantes & n=30 doadores de sangue pars o estudo (casos indices e paks).

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Foram apreseniados:

1. Fodha de rosto assinada pebo pesguesador pncipal e pela coordenadora associads do Hemooentro-FOM-
UMICAMP, instituicao indicada como proponante;

Erdereqo: . Aua Tessdla Vieva de Camargo, 125

Bainm:  Barlio Gorakio CEF: 13.083.887
UF: & Municiplo: CAMPINAS
Telolone: [1H35E21-8905 Fao: (19)3521-T187 Esmall: cepffomunicamp br
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2. Termo de consentiments Livre Esclarecido (edequada);
3. Formulanio da Plataforma Brasil com as informagbes basicas sobee o projeto.

4_ Projeto compisto.

Recomendacbes:

Uma vez gue o TCLE t8m varias papginas, o participante ou o represeniante legal pelo participante da
pesquiss & o pesquisador responséavel deverfo rubricar lodas s folhes desss documenio, apondo Suas
assnatures na Wima paging do referido termo (Cana Circular no GE32011/CONERICHE]).

Incluir o re30 no formadanio da Pletafooma Brasil com o detalhamento do projeto

Conclusbes ou Pendéncias e Lists de Insdequacbes:

U= sutores do projeto esclareceram a questo levanieda pelo CEP (parecer 245.483) sobre o nomeno de
participanies, explicands gue o n=10 refere-ze 30 ndmero de casos indices g, porianto, o numeno fotal de
participanies & n=30 doadores de sangue pars o esiudo (casos indices e pais). Desss forma, o Formadano
da Flataforma Brasll com as informaghes sobre o projeto também deve ser modificada, indicando o nimeno
codrein de participantes no estudo.

Situacio do Parecer:

Aprovada

Mecessita Apreciacio da CONER:

[

Conslderages Finals a eritério do CEP:

O pesquissdor devera desenvolver o progeto conforme delineado, elaborar & apresentar os relatdrios parcial
e final, bem como encaminhar o5 resulffados para pubdicacio, com os devidas créditos aos pesquisadores
assoclados & ao pessoal iscnico participante do progeto (Resoluglo 4662012 CHEME]

Enderogo: Aua Teszdla Viern de Camargo, 126

Bairmo: Barlo Geraldo CEF: 13.083-B87
WF: 8 Mumiciplo: CANFINLS
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ANEXO 2. Termo de consentimento livre e esclarecido.

Centro de Hematologia e Hemoterapia "Iu lll
uNIcAMF MESOCAMP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAD DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

RO o o 1
REGISTRO HOSPITALAR HG | oo DATA NASGIMENTO:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE - .o SEXD: ME F 2
BN R G e L B i N s s e PT p s
BRI ot e T e O e S
CEP: e TELEFOMES DD oo e

ZRESPOMSAMEL LEGAL oo emeeese e seaeae s eses e ees o2 s s e e en e samme e e
MATUREZA (grau de parentesco, tubor, SUrador 8bE.) .. ..o eaie s
DOCUMENTO DE IDEMTIDADE @ BEXO: ME F 2
DATAMNASCIMENTO: ..o di,
=] = OSSN | SO |~ 1 o SO
BAIRFRD: oo eememseemenneeenmmenmeee GIDINE oo e
[0 =2 E O 1= == s 1! |=8 o | O JOO OO O

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

TITULO DO PROTOCOLD DE PESQUISA: Caracterizagdo clinica @ molecular de pacientes com a

sindrome de Wiskott-Aldrich.

PESQUISADOR: Samuel de Souza Medina CRM: 124 870 CARGOIFUNGAD: Médico Assistente
UNIDADE DA FCM - UNICAMP: Servigo de Hematologia & Hemaoterapla — HEMOCENTRO UNICAMP

AVALIACAD DD RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO




1.

fll - REGISTRC DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AD PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE

LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

Justificativa @ os objetivos da pesquisa: Os médicos do Hemacentra da UNICAMP estao fazenda
uma pesquisa chamada: Caracterizacdo clinica @ molecular de pacientes com a sindrome de
Wiskott-Aldrich. O objetive & avaliar em lodos os pacientes do hemocentro com essa sindrome
gual & o nivel de expressdo de duas proteinas cuja falla pode levar ao aparecimento da doenca (a
WASP & a WIP), bem como avaliar qual & a mutacio gendtica que causou o problema. Sabemos até
agora que determinadas mutacdes (alleragfes do DNA) que causaram a doenca esl3o mais
relacionadas do que oulras ao aparecimento de guadros mais graves. Neste esiudo faremos a
correlacio entre as manifestagdes clinicas dos pacientes com a sindrome de Wiskoll-Aldrich & o
niveis das proleinas WASFE & WIP, com as alleragies gandlicas que causaram a doenca.

Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluinde a identificagdo dos procedimentos
gue sio experimentais: se vockfeeu filho concordar em participar deste estudo, apés a assinalura
deste documentn, o Termo de Consentiments, serdo colatas amostras de sangue (am tarmo de 20 mL
de sangue no tolal) que serdo utilizadas para quantificar o nivel das proteinas WASP & WIP nas calulas
do sangue. Uma amostra também serd usada para obter o DMA & o RNA que serfo ulilizados para
determinar qual o ipo de mulacio (aleragdo gendtica) que calsou a sindrome de Wiskotl-Abdrich.
Menhuma alleragdo ou iMedardncia em seu trataments serd feita em decorréncia de sua participacino
nesse estudo. Um guestiondrio, com perguntas sobre vocdlzeu filho, o diagnéstico e evolugdo da sua
doenga, assim como alguns dados de sua familia, serd feilo por seu médico, para gue Be passa
entender melhar o8 resullados que esperamos enconirar. Vood terd assequrade o direilo de livre
acesso ans resullados dos axames realizados nessa estude.

Desconfortos e riscos esperados: durarde a colela de sangue vocéiseu filho pode sentir dor. Pode
ficar uma mancha roxa no local da colata.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELD PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA CONSIGNANDOD:

Acesso, a qualquer tempo, #as informagbes sobre procedimentas, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dirvidas. Se voca fiver qualquer divida ou
pergunta sobre este estudo, voed pode entrar em contato com o Hemocentro para esclarecimenio.

Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento & de deixar de participar do estude,
som gue isto traga prejuizo & continuidade da assisténcia. Mesmo que vock concorde em participar
no estudo Caracterizacdo clinica @ molecular de pacientes com a sindrome de Wiskott-Aldrich,

a3
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vocé pode mudar de idéia e se retirar do estudo a qualguer momente. Se vocd n3o guiser participar,
wocd confinuard a ser lratado normalmente aqui no Hemoceniro da UNICAMP.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Sera mantido sigilo dentro dos limites da lei.
Os arquivos de pesquisa do estudo serdo identificados por um codigo numérico e este codigo vai ficar
am lugar séguna, com acesso resirilo aos médicos do Hemaocantio da UNICARMP.

4. Disponibilidade de assisténcia no Hemocentro da UNICAMP, por eventuais danos a salde,
decorrentes da pesquisa. Caso aconleca algum problema duranie a colela, vocd lera atendimenio
gratuito da equipe do Hemoceniro da UNICAMP.

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGCOS E TELEFOMES DOS RESPONSAVEIS PELOD
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO.

Em caso de qualgquer inlercorréncia, entrar em contato com o Hemocanino da UNICAMP (Dr. Samuel de
Souza Medina) pelos telefones 19, 3521-825G; 19. 3521-8760. Nos fnais de semana, fenados @ no
periodo das 196 as 8h, ligar para 18, 3521-T246 no seriGo de Transfusdo do HC-UMICAMP.

Caomité de Elica em Pesquisa — FCM Tel: 3521.8336

Vil - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador & ler enfendido o gue me foi explicado,
consinlo em parlicipar! aulorizo meu fithe a parlicipar do presente Prolocolo de Pesquisa, infitulade:
Caracterizagdo clinica @ molecular de pacientes com a sindrome de Wiskott-Aldrich.

assinatura do sujeito da pesguiss ou responsavel legal Data
assinatura de uma testemunhs (nfo podera ser medico) E:IHIH
@ssinatura do pesquisador Data

{canmbo ou nome legivel)
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Wil - CONSENTIMENTO PARA ARMAZENAMENTO DE DNA ! RNA

Obs: Case além de parficipar da pesquisa vocé concorde em manter seu DMA / RNA (de seu filho (a))
armazenado em nosso Laboratorio de Biologia Molecular em Hemostasia do Hemocentro da
Unicamp, assine seu noma diante da opgdo “SIM, aceilo gue meu DNA / RNA saja armazenade®. Neste
caso, vocd deve estar ciente que esta amostra 5o poderd ser utilizada apds sua autorizagdo. Além disso,
vocd podera retirar o seu material bioldgico a qualguer momento da pesquisa. Caso ndo concorde, assine
sau nome diante da opcdo “Nde. ndo aceilo que meu DMA / RNA saja armazenads”.

[ ] E5IM. au aceito que meu DRA f BNA seja armazenado

[ 1NAD. ndo aceito aue meu DNA | RNA Séja armazenado

’ de de
lacal dia miés ana
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ANEXO 3. Artigo submetido para publicacao.

BMC Pediatrics
Intermittent low counts hampering differential nosis of throm in
children: mpuggfblthﬁunmmdmmdamvehslhugﬂmlnhgm
Aldrich rome Protein
=Manuscript Diraft--
Manuscripd Humber: BPED-D-15-00226
FI.ITH .Inna'mm:en! o platelet counts hampenng differential disgniosis of thromibocytogenta n

children: report of two unrelated cases and & noved mutation in e gens of Wiskott-
Abdrich Syndrome Protain

Article Typs: Case report

Baction/Category: Genetics and congenital disonders

Funding Infcrmation:

Abstract: . Background: Thrombocytopenis is comman during childhood and althowgh immune

thrombocytopenia is its most frequent cause, it is imponant to consider ather
conditions, espedally when there 5 & persistent or recument low platelet count \We
report bao cases of intermittent thrombooylopenia, preveousty misdiagnosed as
immune thrombooytopenia. Cases preseniation: The first case was & boy wilh
caucasian ethnic backgnound who presented with mucoculansous bleedings since the
aps of 9 months. and was diagnosed &s mmune thiombocytopenda. However,
sdditcnal evaluation revealed ntermitten] thrombooyiopenta, with & persisbemly low
mean platelat volume. Perpheral blood smear revesled small platelsts. Flow cytometny
showed hew expression of Wiskoll-Aldrich syndronmss probedn in leucocytes. Modacular
analysis identifled a mutation in exon 2 of the Wiskati-Aldnch syndrome prolein gens,
lesding to a p.ThraSheat amino acid change and confirming the diagnosis of X-dinked
thrombocytopenia. The second case was an afro-braziiian boy who presentad with an
incidentally disgnosed thrombocylopenis in the neonatal penied, slso disgnooed as
mmune thrombecytopania. Motably, bow mean platelst volume snd small pletelats
wiere present. ¥-linked thrambocytopenis was further confirmed based on the bow
expression of Wiskott-Aldrich syndrome protein in leucoeytes, and the presence of &
novel missense mutation in exon 2 of the Wiskobi-Aldrich syndrorme proéssn gens,
resulting in pProS8lea aming ackd changs. Conclusion: These two rare presentsiions
aof thrombocytopenia highlight the imponance of evalusting the peripheral blood smear
in the presence of throm bocylopends and show that falling to do so can lead o

misdiagnoses. Since thrombocytopenia s commen in dely pedisinc outpatient cdinic,
ncreased awarensss among gensral pediatncians will help 1o mpooes the differential
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