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Resumo

Introducéo: A sindrome de Prader- Willi (SPW) é uma desordem genética
complexa, caracterizada por dele¢bes, dissomia uniparental materna ou defeito
no centro de imprinting no alelo paterno do cromossomo 15. As perdas de
funcdes de genes especificos da regido 15911 afetam multiplos sistemas
corporais. O diagnoéstico da SPW envolve a realizagcdo de diversas técnicas de
biologia molecular e citogenética para a completa elucidacdo do mecanismo
genético relacionado ao desenvolvimento da sindrome, tornando todo o
processo laborioso, demorado e custoso. Objetivo: Aplicagdo da tecnologia
sequenciamento de nova geracdo (NGS), plataforma lon Torrent PGM, para
diagnostico molecular da SPW. Materiais e Métodos: Foram incluidos 17
pacientes suspeitos para SPW onde foram submetidos a andlise de metilagéo
(MS-HRM), citogenética (GTG e FISH) e sequenciamento de genes alvos na
plataforma lon Torrent PGM, e subsequente confirmagdo de variantes através
da técnica de sequenciamento de Sanger. Resultados: A analise de metilacdo
detectou 6 individuos portadores da SPW, 1 portador da Sindrome de Angelman
(SA) e 10 individuos normais. A técnica de GTG identificou 1 individuo com uma
grande perda cromossémica, ja a metodologia de FISH identificou 3 individuos
com delegbes, totalizando 4. O bom desempenho da tecnologia de
sequenciamento NGS, através da metodologia lon Torrent PGM, permitiu a
realizacdo de analises de frequéncia alélica, variagdo do numero de cépias
(CNV) e de mutacdes especificas do genoma. As analises por bioinforméatica
realizadas nos dados do NGS permitiram detectar 4 pacientes portadores de
delecéo, classificando-as como Tipo 1 ou Tipo 2. Além disso, foi possivel
identificar um evento raro de dissomia uniparental segmentar, com complica¢des
prognésticas severas. ldentificou-se variantes do tipo INDEL no gene PWRN1
em 2 pacientes, onde, o impacto funcional desta mutagéo ainda néo foi estudado.
Contudo o gene possui forte correlagdo com o desenvolvimento da SPW. A
metodologia também identificou uma mutacdo INDEL no gene MAGEL2 em um
paciente com padrdo de metilacdo normal no MS-HRM, sugerindo a identificacdo
de uma sindrome analoga a SPW. Todas as variantes detectadas foram
validadas através do sequenciamento de Sanger. Conclusédo: A plataforma lon
Torrent identificadou todas as alteracdes relacionadas ao desenvolvimento da
SPW. O pipeline desenvolvido mostrou-se aplicavel a uma rotina diagnostica.

Palavras-Chave: Sindrome de Prader-Willi; Sequenciamento de Nova Geracao;
Biologia Computacional; Delecéo; Diagnéstico Molecular; Dissomia Uniparental;
Defeito no centro de imprinting.



Abstract

Introduction: Prader-Willi syndrome (PWS) is a complex genetic disorder
characterized by deletions, maternal uniparental disomy or defect at the
imprinting center in the paternal allele of chromosome 15. Loss of 15q11 region-
specific gene functions affects multiple body systems. The diagnosis of SPW
involves the accomplishment of several techniques of molecular biology and
cytogenetics for the complete elucidation of the genetic mechanism related to the
development of the syndrome, making the whole process laborious, time-
consuming and costly. Objective: Application of the Next-Generation sequencing
technology (NGS), platform lon Torrent PGM, for molecular diagnosis of PWS.
Materials and Methods: Seventeen suspected patients for SPW were submitted
to methylation (MS-HRM), cytogenetic analysis (GTG and FISH) and sequencing
of target genes in the lon Torrent PGM platform, and subsequent confirmation of
variants by the technique of sequencing of Sanger. Results: Methylation analysis
detected 6 individuals with SPW, 1 with Angelman Syndrome (AS) and 10 normal
individuals. The GTG technique identified 1 individual with a large chromosomal
loss, and the FISH methodology identified 3 individuals with deletions, totaling 4.
The good performance of the NGS sequencing technology, through the lon
Torrent PGM methodology, allowed the performance of frequency analyzes
allelic, copy number variation (CNV), and genome-specific mutations. The
bioinformatics analyses performed on the NGS data allowed the detection of 4
patients with deletion, classifying them as Type 1 or Type 2. In addition, it was
possible to identify a rare segmental uniparental disomy with severe prognostic
complications. Variables of the INDEL type were identified in the PWRN1 gene
in 2 patients, where the functional impact of this mutation has not been studied.
However, the gene has a strong correlation with the development of PWS. The
methodology also identified an INDEL mutation in the MAGEL2 gene in a patient
with normal methylation pattern in MS-HRM, suggesting the identification of a
syndrome similar to PWS. All detected variants were validated through Sanger
sequencing. Conclusion: The lon Torrent platform has identified all the changes
related to the development of PWS. The pipeline developed proved to be
applicable to a diagnostic routine.

Key words: Prader-Willi syndrome; Next Generation Sequencing; Computational
Biology; Deletion; Molecular diagnosis; Uniparental Dissymia; Defect in
imprinting center.
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1. Introducéao

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) é uma doenca congénita de origem
genética caracterizada pela ndo expresséao do alelo paterno do cromossomo 15
(15911-13). Aproximadamente 70% dos individuos portadores da doencga
apresentam dele¢cdes na regido 15q11-13, 25% dos casos sdo oriundos de
dissomia uniparental materna (UPD), enquanto que 5% dos casos relacionados
a doenca sdo devido a defeitos relacionados ao mecanismo de imprinting. A
SPW acomete ambos os sexos e é considerada rara por conta de sua incidéncia
ser de 1 a cada 15 mil nascidos vivos (1,2). Além disso, ndo segue um padrao
de heranca mendeliano.

A enfermidade é caracterizada por apresentar hipotonia ao nascer, baixa
estatura, méos e pés pequenos, hipogonadismo, retardo psicomotor e
obesidade. Algumas caracteristicas metabolicas lembram as deficiéncias de
hormonio de crescimento (GH), como reducdo de massa magra, reducdo da
concentragdo de fator de crescimento insulina-simile (IGF-1) e crescimento
estrutural reduzido (3,4).

O diagnéstico preciso de SPW é realizado analisando os padrdes de
metilagdo na regido 15q11-q13, através da utilizacéo de técnicas moleculares. A
deteccao do perfil de metilacdo apenas no locus SNRPN-SNURF através da
técnica de conversdo por bissulfito, permite o diagnéstico da doenga, sem
especificar a sua etiologia. Para maiores informacgdes, deve haver a utiliza¢do de
técnicas complementares como Amplificacdo de Multiplas Sondas Dependente
de Ligacdo (MLPA), técnica de hibirdizag&o in situ com fluorescéncia (FISH) e

Andlise de Microssatélite (STR) (5).



Avaliagdo do perfil de metilacdo associado ao FISH ird confirmar o
diagndstico e identificar a presenga de uma possivel delegéo, a analise gendmica
de varios locais da regido 15q11-q13 pelo uso da MS-MLPA detecta alteragdes
deletérias e dissomia uniparental (UDP). No entanto, na auséncia de uma
delecdo, a analise dos microssatélites torna-se necessaria para distinguir entre
UPD e um defeito de imprinting. Portanto, sdo necessarias varias metodologias
moleculares complexas para o diagnéstico preciso de todas as alteragdes
genéticas que ocorrem na SPW (6,7).

Na década de setenta do século passado, Frederick Sanger e
colaboradores publicaram o método de sequenciamento por terminacdo de
cadeia. Esse método passou a ser conhecido como “método de Sanger” e foi
sofrendo aprimoramentos nos trinta anos seguintes. Na década de 1980, com o
desenvolvimento dos primeiros prototipos de sequenciadores semiautomaticos
de DNA, este método se tornaria 0 método mais comum de sequenciamento,
utilizado em rotina até os dias de hoje (8,9). O concomitante desenvolvimento de
algoritmos de montagem de genomas a partir de fragmentos sequenciados
tornou o método Sanger a principal ferramenta do projeto de sequenciamento do
Projeto Genoma Humano (PGH) e de outros organismos nos anos seguintes
(10). Essa metodologia apresenta limitacdes em projetos de alta demanda. A
partir de 2005 foram apresentadas novas tecnologias que ndo eram mais
baseadas no principio da eletroforese. Esse conjunto de diferentes plataformas
foi denominada de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS, do inglés Next
Generation Sequencing). Embora apresentem diferencas técnicas, todas as

plataformas NGS apresentam em comum a capacidade de sequenciamento em



larga escala, rapidez e com um custo total por base identificada mais acessivel
(11).

O aumento na capacidade de geracdo de dados, acrescido do
desenvolvimento de algoritmos possibilitou que a tecnologia NGS fosse utilizada
em um amplo espectro na pesquisa cientifica, ndo apenas no estudo de
genomas completos como também a analise de grupos de genes especificos,
regides promotoras, RNA-seq entre outras (6). Relacionado a satde humana, a
tecnologia NGS também é utilizada no sequenciamento do exoma completo
(referente as regides codantes do genoma) e o sequenciamento de genes alvos,
o qual é focado em um grupo de genes (painéis genéticos) envolvidos com a
doenca em estudo. Essas estratégias sdo validas na busca de alteragfes em
regides codantes, porém quando se trata de aplica¢des clinicas mais diretas, a
literatura disponivel favorece a utilizagdo de painéis, por alguns motivos: maior
objetividade e rapidez na interpretacéo dos resultados e melhor desempenho em
relacéo aos genes de interesse (11-13).

Dessa forma o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento de
DNA permitiu uma revolugdo no diagndstico molecular, permitindo a identificagéo
de multiplas alteragdes genéticas de forma mais eficiente e, consequentemente,

contribuindo para o diagnéstico de individuos portadores de SPW.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a metodologia de sequenciamento de Nova Geracao e a sua aplicacédo

no diagndstico molecular de SPW frente as técnicas atuais.

2.2 Objetivos Especificos:

¢ Identificar alteragbes compativeis com a sindrome de Prade-Willi através
do sequenciamento de nova geracao;

e Andlise de concordancia diagnostica entre 0 sequenciamento de nova
geracao, com a utilizacdo de um painel ampliado, frente as técnicas MS-
HRM, FISH e sequenciamento de Sanger.

e Avaliar a aplicabilidade da tecnologia NGS e do painel desenhado,
validando os resultados obtidos frente a amostras de pacientes com
diagnostico molecular prévio, obtido por andlise de metilagdo (MS-HRM)
e técnicas de citogenética (GTG, FISH) realizadas no departamento de

Genética do IFF;



3. Referencial Tedérico
3.1 A sindrome de Prader-Willi

3.1.1 Descricao clinica

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) foi descrita pela primeira vez no ano de
1956 por Andrea Prader, Heinrich Willi e Alexis Labhart sendo documentada
como uma doenca de origem genética, caracterizada por alteragdes na regido
proximal do cromossomo 15 (15g11-13) (1). Considerada rara, a doenga tem
incidéncia aproximada de 1 caso a cada 15.000 nascidos vivos, afetando ambos
0s sexos, independente de etnia e raga. A taxa de reincidéncia do distarbio
possui um risco relativamente alto, variando de 1% a 50% (2).

Durante a fase neonatal a enfermidade é caracterizada por diferentes graus
de hipotonia sendo associada a baixa movimentagéo, letargia, choro fraco e
dificuldade de sugar e consequentemente de alimentacdo, sendo constante o
uso de sondas que auxiliam na correta nutricdo (1).

Um atraso no desenvolvimento mental também é relacionado a doenga e
se torna evidente na fase pré-escolar através de testes de quociente de
inteligéncia (QI) indicando uma capacidade intelectual reduzida (Ql: 60-70)
prejudicando o desempenho académico devido as mdultiplas dificuldades de
aprendizado (14). Um retardo no desenvolvimento motor é invariavelmente
relacionado a SPW visto que acomete 90 a 100% de seus portadores, fazendo-
se necessario quase que o dobro do tempo, quando comparado a uma crianga
normal, para aprender atividades normais desta faixa etaria como sentar e andar.
Durante a infancia, 70% a 90% dos individuos com SPW possuem um perfil
comportamental caracteristico como: birras, teimosias, dificuldade com mudanca

de rotina e comportamento compulsivo manipulativo (15).



O hipogonadismo atinge ambos os sexos dos portadores de SPW levando
a uma hipoplasia genital devido a problemas relacionados a producdo de
hormdnios sexuais, como a testosterona para os homens e o estrogénio para as
mulheres. Como consequéncia dessa deficiéncia hormonal os testiculos podem
nao produzir espermatozoides adequadamente, assim como 0s ovarios podem
ndo produzir ou liberar os évulos levando a infertilidade de seus portadores na
maioria dos casos. Aparente na infancia, a baixa estatura é devido a baixa
concentracdo do horménio do crescimento (GH), resultando em uma altura
média para homens de 155 cm e para mulheres, 148 cm (16). Além disso
caracteristicas faciais tipicas, maos e pés pequenos, estrabismo e escoliose
estdo sempre presentes em pacientes com SPW (1).

Anomalias do sono sdo documentadas para a Sindrome de Prader-Willi
devido disfungdo hipotalamica primaria incluindo redugdo da fase de laténcia
REM (movimento rdpido dos olhos), dessaturagdo de oxigénio causado por
distdrbios de ventilagcao e oxigenacdo, apneia central e obstrutiva (17).

A obesidade apresentada pela grande maioria dos portadores é devido ao
consumo excessivo de calorias, pelo comportamento compulsivo relacionado a
alimentagao, fatores metabdlicos e pouca atividade fisica que resultardo em uma
diminuicéo do consumo de energia contribuindo para o acimulo de massa gorda.
Esse quadro acarreta na alta incidéncia de morte dos portadores de SPW através
de doencas cardiopulmonares, diabetes mellitus tipo I, hipertensdo, trombo
flebite e edema crénico na perna (3). A hiperfagia € em decorréncia de um mau
funcionamento do hipotdlamo que eleva os niveis de grelina indicando o
organismo a necessidade de alimentar-se. Nos individuos com SPW, os niveis

permanecem altos mesmo apos a alimentacdo, ndo havendo sensacgédo de



saciedade. A grelina apresenta duas formas a n-octanoil e a des-acil, no jejum
ocorre o aumento de ambas. Na hiperfagia e obesidade ocorre a reducéo apenas
da des-acil grelina. E possivel que na SPW ocorra a disfuncdo nessa relagéo
entre os dois tipos de grelina, resultando na concentragdo aumentada, opondo-

se ao que ocorre no obeso nédo portador da sindrome (18).

3.1.2 Alteracao genética

A enfermidade é causada pela ndo expressdo de alelos paternos
(imprinting), acarretando em anormalidades enddcrinas como: baixa
concentracdo do horménio de crescimento (GH), deficiéncia na secrec¢édo de
gonadotrofina, fator de crescimento insulina-like baixo, e proteina-3 de ligacdo
ao fator de crescimento IGF (4).

Em 75% dos casos, os portadores de SPW apresentam uma delecéo de 4
MB a 4,5 MB na regido 15q11-g13 no cromossomo herdado de origem paterna
(19). Outro fator frequente na SPW é a dissomina uniparental (UPD) materna
que acomete 20% a 30% de casos confirmados da sindrome. A UPD ocorre
guando o individuo recebe dois cromossomos maternos e nenhum paterno, erro
gerado durante a primeira divisdo meiética, resultando em regides
cromossdmicas heterodissomicas ou isodissémicas (1).

Aproximadamente 5% dos casos séo gerados a partir de uma translocacao
ou outra anormalidade estrutural envolvendo o centro de imprinting. Defeitos no
centro de imprinting sao referentes a microdele¢des no gene SNURF-SNPRN no
éxon 1. O imprinting gendmico € um processo de marca¢éo bioquimica natural
geralmente realizada na regido promotora do gene. S&o adicionados

grupamentos metil nas citosinas presentes nas ilhas CpG do qual irdo impedir a



ligagdo de fatores de transcrigdo, resultando na expressao ou inativagdo de certo
gene. Apresenta um padréo de heranga que ndo segue o perfil Mendeliano e por
ndo alterar a sequéncia de bases do DNA, é considerado um processo

epigenético (19).

3.1.3 Estrutura genémica

A regido 15911-q13 pode ser subdividida em 4 regides (Figura 1);

1°) Regido proximal que ndo sofre imprinting, havendo a expressédo de
genes biparentais;

2°) Regido de expressdo somente paterna que contém genes bem
caracterizados que codificam proteinas (MKRN3, MAGEL 2, NDN e SNURF-
SNRPN), o gene C150rf2 (que ndo apresenta introns e € expresso no alelo
paterno); um cluster génico que codifica pequenos RNA nucleares (SnORNA)
(HBII-413, HBII-13, HBII-438, HBII- 85, HBII-52) dos quais exercem importante
funcgédo regulatéria sobre os outros tipos de moléculas de RNA;

3°) Regido que contém genes de expressdo preferencialmente materna
(regido da sindrome de Angelman (SA) UBE3A e ATP10A,;

4°) Regido denominada distal a qual ndo sofre imprinting e contém um

cluster com trés genes receptores GABA (3,20).
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Figura 1 - Genes localizados na regido 159q11-q13. Os pontos brancos representam genes que nao
sofrem imprinting, havendo expressdo bialélica; Os pontos azuis representam a regido critica
relacionada & SPW, com expressdo monoalélica dos genes localizados no alelo; Quadrados azuis na
regido SPW representam os snoRNas; Os pontos laranjas mostram genes com expressao monoalélica
materna, estes genes sdo relacionados a outra sindrome genética, a sindrome de Angelman (SA); BP1:
ponto de quebra 1; BP2: ponto de quebra 2; BP3: ponto de quebra 3; Tipo 1: delecdo BP1-BP3 com
aproximadamente 5,69 Mb: Tipo 2: dele¢do BP2-BP3 com aproximadamente 4,82 Mb; Cen:
Centrémero. (21)

Apesar dos avangos obtidos com a utilizagdo de modelos animais, a exata
funcdo de cada um dos genes na determinacao fenotipica da SPW continua a
ser elucidada; ao contrario da Sindrome de Angelman (SA), doenca genética
decorrente de alteragfes na mesma regido da SPW na regido 15q11-q13 (5),
onde se sabe que uma mutacdo no gene UBE3A causa as caracteristicas
clinicas.

Considera-se a auséncia do gene MAGEL2 um dos candidatos para o
desenvolvimento de uma desordem alimentar por conta do seu local de
expressao ser no hipotalamo e outras regides do cérebro (21). Estudos em
camundongos com dele¢cdo no gene MAGEL2 identificaram caracteristicas
biolégicas semelhantes a seres humanos portadores da SPW, retardo do
crescimento neonatal, ganho de peso excessivo apés o desmame, regulacédo

hipotalamica prejudicada e reducéo de fertilidade. Havendo indicios da relagédo
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entre a perda de fungdo do gene MAGEL2 e o desenvolvimento de fendtipos
relacionados a SPW (22).

O gene NDN esta localizado adjacente ao gene MAGEL?2, onde tem como
funcdo codificar a proteina NECDIN que atua como supressor do crescimento
neuronal e proteina antiapoptotica em pés-mitéticos, além de possuir um nivel
de expresséo elevado no hipotadlamo. Um modelo de camundongo com delegédo
no gene NDN demonstrou defeitos similares a individuos com SPW (23).

O gene MKRN3 (Makorin Ring Finger Protein 3) ndo apresenta introns e a
expressao do alelo diferencial ocorre através do silenciamento do alelo materno
do gene, o qual estd associado a metilacdo da ilha 5 'CpG47. A proteina
codificada por este gene, esta diretamente relacionada com as fases iniciais de
maturacdo sexual que ocorrem na adolescéncia. A puberdade inicia-se a partir
da agdo do hipotdlamo através da liberagdo do Hormoénio Liberador de
Gonadotrofina (GnRH). O GnRH é um hormdnio dipeptidico e atua na liberacédo
de outros hormbnios que atuam estimulando as gbnadas dos animais
mamiferos. Pesquisas sugerem que a proteina codificada pelo gene MKRN3
inibe a liberacdo de GnRH pelo hipotadlamo, impedindo o inicio da puberdade.
Defeitos de imprinting neste I6cus séo caracteristicos de pacientes portadores
da sindrome de Prader-Willi, sugerindo que a nédo expressao do gene MKRN3
esta diretamente relacionada com a puberdade precoce (24).

O gene SNURF-SNRPN encontra-se localizado na regido central dos
genes envolvidos com a SPW, codifica duas proteinas diferentes e faz a
regulacdo de 6 snoRNA presentes na regido distal. E um gene bicistrénico que
codifica duas proteinas. Os exons 4-10 estéo relacionados com a sintese da

proteina SmN, a qual desempenha um papel no mecanismo de processamento
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(splicing) de RNAm (25). A proteina SNURF é codificada pelos exons 1-3 do
qual produzem polipeptidios de fungdo desconhecida. Na extremidade 5 do
gene SNURF-SNRPN existe uma ilha CpG onde n&o ocorre a metilagao do gene
herdado paterno (havendo sua expresséo), enquanto que o gene materno sofre
metilacdo, ndo havendo a expressdao materna desse gene. Os genes snoRNA
estdo presentes em coépia Unica para cada gene exceto para 0s genes
SNORD116 (HBII-85) e SNORD 115 (HBII-52) que possuem 29 e 42 copias,
respectivamente (26).

Muitos RNAs ndo codificantes (IncRNAs) interagem com proteinas
modificadoras da cromatina devido & sua estrutura secundéria podendo recrutar
complexos modificadores de cromatina para regiées gendmicas especificas. O
gene IPW localizado dentro da regido critica associada a SPW no cromossomo
15 é um de varios IncRNAs associados a um lécus que sofre imprinting, o qual &
considerado apenas um transcrito de RNA, visto que ndo codifica nenhuma
proteina (27).

Os genes SNORD 116 (HBII-85), SNORD 115 (HBII-52), SNORD 107
(HBII-436), SNORD 64 (HBII-13) ndo sao expressos em pacientes com SPW,
em individuos normais a expressdo no cérebro € normal. Experimentos em
modelos animais portadores de SPW com dele¢cdo no gene demonstraram
sintomas similares aos humanos (hiperfagia e deficiéncia no horménio de
crescimento), confirmando que a sindrome esté diretamente ligada a delecdo do
SNORD116 (28). Recentemente foram relatados 3 casos de individuos com
microdele¢cBes relacionadas ao cluster génico do gene SNORD116 e que
apresentavam caracteristicas clinicas tipicas da SPW como hipotonia neonatal,

problemas de alimentacdo, ganho acentuado de peso, hiperfagia,
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hipogonadismo, atraso no desenvolvimento intelectual/motor e problemas
comportamentais. No entanto esses mesmos 3 individuos possuem
caracteristicas atipicas de SPW, alta estatura comparada a portadores da
sindrome, caracteristicas faciais e corporais normais. Rigorosos estudos
neurocomportamentais ndo foram realizados a fim de determinar se esses 3

portadores da sindrome possuem fenoétipo comportamental tipico da SPW (26).

3.1.4 Diagnéstico molecular

Os procedimentos de diagnostico molecular para SPW variam de
laborat6rio para laboratério, dependendo de alguns fatores como; disponibilidade
de amostras; disponibilidade de equipamentos laboratoriais e padronizacao de
técnicas. A abordagem mais sensivel para diagnosticar a sindrome é realizando
uma andlise dos padrdes de metilagcdo na regido 159l11-ql13, através da
utilizagdo de técnicas moleculares especifica como a Reagdo em Cadeia da
Polimerase seguida de uma andlise da curva de Dissocia¢do em Alta resolucéo
(High Resolution Melting - HRM) e Amplificacdo de Mudltiplas Sondas
Dependente de Ligacdo (MLPA) (7,29).

O HRM é um método po6s-PCR rapido, simples, robusto, homogéneo e
desenvolvido em sistema fechado. E uma técnica que consiste na caracterizaco
da amostra de DNA de acordo com a composi¢céo de pares de base (pb) refletida
no comportamento da curva de dissociacdo durante a transicdo de DNA fita
dupla para DNA fita simples com o aumento da temperatura, recorrendo a
corantes fluorescentes intercalantes saturantes que se ligam ao DNA de dupla

cadeia, sendo o fenébmeno monitorado através do equipamento de PCR em
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tempo real. Estes corantes apresentam baixa toxicidade para a reagdo, podendo
ser utilizado em concentracdes elevadas a fim de saturar toda a dupla cadeia de
DNA das amostras. Isso significa, que os sinais de fluorescéncia medidos tém
maior fidelidade (sensibilidade e resolu¢édo), aparentemente devido a menor
proporc¢éo de redistribuicdo de corante das regifes desnaturadas para aquelas
ainda em dupla cadeia (29).

A avaliacdo do estado de metilagédo do exon 1 nailha CpG do gene SNURP-
SRNPN pode ser feita através da técnica HRM. Apés a extracdo do DNA, o
material € submetido ao tratamento com bissulfito onde ocorre uma reagéo de
desaminacéo seguida da conversdo de todas as citosinas ndo metiladas em
uracila. A sequéncia de DNA modificada pelo tratamento com bissulfito é distinta
da sequéncia correspondente ao alelo metilado, portanto utilizando-se de dois
pares de primers para cada alelo (metilado e ndo metilado) para que ocorra
amplificacdo especifica de cada regido. (5,6,29)

O resultado da andlise do estado de metilagdo por HRM apenas confirma
o diagnostico da Sindrome de Prader-Willi, ndo havendo diferenciagdo entre
UPD, delegdo e defeitos no imprinting (5,29). Técnicas adicionais como a
hibridizag&o in situ com fluorescéncia (FISH) para detecgéo de delecdes, e GTG
de alta resolugdo para identificacdo de translocacdes, inversdes e outros
rearranjos cromossdmicos devem ser realizadas em paralelo ao HRM. O método
FISH utiliza um microscopio de fluorescéncia para visualizar sinais luminosos
emitidos por sondas que hibridizam ou ndo, em regibes homoélogas do
cromossomo espalhados em uma lamina. Apds a realizagdo da técnica, a ndo
hibridizagdo de sondas a regido critica da SPW indica uma dele¢do da regiao,

um resultado negativo torna necesséria a realizacdo de outro método para
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distinguir se o desenvolvimento da doenca foi causado por UPD ou defeitos no
imprinting (7).

As regides de microssatélites sdo loci polimoérficos presentes no DNA
nuclear que consistem em unidades repetitivas 1 a 6 pares de bases de
comprimento e apresentam altas taxas de mutacdo genética no nimero de
copias. Quando um diagndstico de SPW é confirmado pelas técnicas
anteriormente descritas, a analise de microssatélites se faz necessaria para
identificar UPD ou defeitos no centro de imprinting. O resultado da andlise
demonstrando uma heranga uniparental na regido critica da doenca € causada
por regides heterodissémicas e isodissdmicas caracterizando uma UPD. Uma
heranca biparental na regido critica do cromossomo 15 pode ser representativa
de microdele¢8es no centro de imprinting.(5)

Outra triagem diagnostica utilizada para detec¢éo de SPW inicia-se a partir
da avaliagcdo do perfil de metilacao através da anélise genémica de vérios locais
da regido 15q11-q13 (MS-MLPA). A utilizacdo da técnica de MS-MLPA ndo
necessita de um tratamento com bissulfito e dispensa a realizagéo da técnica de
FISH para identificacdo de dele¢des na regido da SPW. Cada reacéo da técnica
de MS-MLPA gera duas amostras para serem analisadas, sendo uma para
verificar alteragcdo no nimero de copias do cromossomo e outra para andlise de
metilacdo. A amostra utilizada para avaliar o estado de metilagao utiliza sondas
especificas oligonucleotidicas que irdo hibridizar-se com o DNA gendmico e
enzimas de restricao (Hhal) sensiveis a metilagdo nas ilhas CpG. Apés a reagdo
de hibridizacdo uma amplificacdo por PCR é realizada para verificar se houve ou
ndo amplificacdo. A agdo da Hhal é bloqueada caso a regido a ser amplificada

esteja metilada, gerando produtos da reacdo de PCR, no entanto, se ndo houve



15

adicao do grupamento metil, a enzima ira digerir o DNA e n&o havera
amplificacdo. A genotipagem utilizando MS-MLPA pode detectar alteragdes no
numero de cépias bem como determinar o estado de metilacao da regido 15q11-
13, porém n&o possui capacidade de distinguir se a doenga é originaria de UPD
ou alteragbes no centro de imprinting, por conta disso uma andlise de
microssatélite se faz necessaria (5,7).

A completa investigagdo a respeito dos mecanismos genéticos referentes
a origem da doenca, estad diretamente relacionada com um aconselhamento
genético eficaz. A partir de um diagnostico capaz de identificar a alteracao
responsavel pelo desenvolvimento da sindrome, o médico responsavel podera
indicar o risco de recorréncia, que pode atingir 50% quando oriunda de um
defeito no centro de imprinting (2).

O processo diagnoéstico da SPW pode seguir duas vertentes distintas. A
primeira linha diagndstica inicia-se a partir de uma andlise de metilacao (MS-
HRM/MS-PCR) seguida pela técnica de FISH e analise de microssatélite (Figura
2A). A segunda perspectiva diagnostica por outro lado, inicia-se através da
técnica de MS-MLPA que analisa simultaneamente o padrdo de metilagdo e
diferenca no ndmero de coOpias cromossdmicas, e por fim, a analise de

microssatélite (Figura 2B).
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Figura 2 - A: Processo diagndstico iniciando-se a partir da suspeita clinica e posterior realizacdo das
técnicas de analise de metilagdo, FISH e Analise de microssatélite; B: A partir de uma suspeita clinica
realiza-se o teste diagnéstico MLPA, avaliando a integridade cromossdémica e o perfil de metilacao
do cromossomo 15. Subsequente ao MLPA a analise de microssatélite se faz necessaria.
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3.2 Seguenciamento de DNA
3.2.1 Sequenciamento de Nova Geracgédo (NGS)

O primeiro método amplamente utlizado e popularizado de
sequenciamento de DNA foi através da técnica de terminacdo de cadeia de
Sanger. Com a continua automatizacdo e progressdo do processo de
sequenciamento os principios da técnica de Sanger foram aprimorados
permitindo o desenvolvimento de projetos mais complexos como o
sequenciamento do Projeto Genoma Humano (PGH) (10). Apesar de todo o
avango no sequenciamento através da técnica de Sanger e sua introdugéo como
método diagndstico para diversas patologias, algumas limitagdes justificam a
dificuldade de implantacé@o da técnica na rotina de exames laboratoriais.

As continuas evolucdes das tecnologias de sequenciamento e do poder
computacional necessario para andlise de dados, levaram ao surgimento de
novas plataformas de sequenciamento conhecidas como Sequenciadores de
Nova Geragdo (NGS). A tecnologia NGS utiliza abordagens metodolégicas
diferentes do sequenciamento de Sanger permitindo uma maior robustez no
sequenciamento de genomas completos, metagenomas, RNA-seq, exomas,
RNAs ndo codificantes, pequenos RNAs (snoRNAs), amplicons, bibliotecas
enriquecidas com frangmentos alvos dentre outras aplicacoes.

Enquanto que um sequenciador de eletroforese processa, no maximo
fragmentos de 96 bp por vez, os sequenciadores de nova geragado podem ler até
bilh6es de fragmentos ao mesmo tempo (13).

A figura 3 demonstra o inicio de um decréscimo de custo por megabase
sequenciada a partir de 2004 com custo aproximado de mil délares ($1000) a

partir do langamento da plataforma 454 (Roche). Os anos seguintes demonstram
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uma queda acentuada com o langamento dos sequenciadores subsequentes da
lllumina e da Life Technologies. O gréfico ratifica que a redugdo de valor ndo
acompanha a lei de Moore indicando que a reducé@o de custo foi acelerada
quando comparada a evolugao dos processadores de computadores, apontando
que a evolugdo metodoldgica foi muito mais avancada que a capacidade de
analise dos dados. A lei de Moore relaciona o tempo para que cada processador
atinja o dobro de sua poténcia pelo mesmo preco e tamanho, permitindo que a

tecnologia continue avangando e evoluindo cada vez mais rapido. (30,31)
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Figura 3 - Evolucdo do custo de sequenciamento por megabase (31).

Cada plataforma utiliza um método especifico de sequenciamento, sendo
comum as etapas de extracao do material genético, a construcao da biblioteca e
a aquisi¢cdo dos dados de sequenciamento para interpretacdo dos resultados.

O processo de sequenciamento executa uma série de reagdo quimicas que
resultam em liberacdes de sinal que serdo detectados e interpretados pelos
softwares de cada plataforma, permitindo identificar a sequéncia de base que

foram adicionadas.
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A plataforma lon Torrent PGM™ (Life Technologie, Thermo Scientific) é
um sequenciador de bancada (benchtop), direcionado para o sequenciamento
de genes alvos ou pequenos genomas. Essa tecnologia ndo utiliza moléculas
modificadas, nucleotideos fluorescentes dispensando a utilizagédo de aparelhos
Opticos de deteccdo, como em outras plataformas, possibilitando um baixo custo
de manutencgao e de reagentes.

O protocolo inclui basicamente trés passos: 1) Construgéo das bibliotecas:
Com a amplificacdo de sequéncias especificas (200-400 pares de bases/pb). Em
seguida os fragmentos recebem dois adaptadores em suas extremidades de
sequéncia conhecida (denominados de A e P1). No caso de mais de uma
amostra por corrida sdo utilizadas junto com esses adaptadores, sequéncias
denominadas de barcodes (especificos para cada amostra), permitindo a correta
separacdo de cada amostra no momento da analise; 2) Preparo do molde:
realizada a construgdo das bibliotecas, os fragmentos séo utilizados para a etapa
de preparo dos molde, onde ocorre a PCR de emulséo; 3) Sequenciamento:
Nessa etapa, a amostra no interior do chip, o qual apresenta milhares de pocos
de diametro micrométrico. Cada bead individualmente é depositada por pogo
para a etapa do sequenciamento. A detecc¢do acontece na incorporagdo de um
nucleotideo, a ligagéo fosfodiéster gerada libera ions de hidrogénio, sendo estes
detectados pelos semicondutores. Assim toda vez que ocorre o fornecimento de
um nucleotideo acompanhados de variacdo de pH, isso indica que a base foi
incorporada (Figura 4). O processo total pode levar até 5 horas e ao final do

processo séo lidas mais de 1 bilhdo de pares de base (Gb) (11,12),13).
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1. Fragmentagdo 2. Preparo de template

« Inserg3o de adaptadores ===

« Selegdo de tamanho l Fragmento de DNA
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v\ NN\ » Amplificagdo clonal

» Remogdo de beads sem fragmento

3. Sequenciamento
« Insercdo no chip semicondutor
« Variagdode pH

Figura 4 - Etapas relacionadas ao sequenciamento de nova geracédo na plataforma lon Torrent PGM.

A plataforma lon Torrent utiliza fluxos continuos de dNTPs analisando a
mudanca de pH por um sensor ISFET e convertendo essa informagéo para sinais
elétricos. Uma questdo relevante para os sequenciadores que operam com
fluxos continuo de bases nitrogenadas sdo os homopolimeros, que por definigdo
sdo sequéncias de bases iguais que se repete de forma ininterrupta (AAAA,
CCCCC, eftc), onde o lon Torrent possui uma boa acuracia devido ao sensor
ISFET ter uma deteccgéo linear; portanto se houver uma adicdo de dNTP de
forma repetida o equipamento interpretara quantas vezes o sinal foi maior,

ofertando um bom paralelismo da reagéo e detecgéo (32).
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3.2.2 Sequenciamento de Nova Geragao e o diagndstico molecular

Nos ultimos anos diversos estudos tém sido publicados utilizando a
tecnologia NGS na area de oncologia, relacionando sindromes genéticas com
fatores de predisposicdo ao cancer. Em um estudo recente realizado por Pinto
et al. (2016), buscou-se a validacao do uso das técnicas NGS para identificacdo
de mutagBes pontuais nos genes BRCA1/BRCA2 dos quais estéo relacionados
com o desenvolvimento de cancer de mama e ovario hereditario (HBOC), e
relacionou o papel de outros genes associados a patologia (33).

Uma coorte em 94 pacientes com histdrico familiar de cancer de ovario ou
mama com predisposicdo a HBOC foi utilizada como modelo de estudo. Através
de técnicas de rastreio padr8es para deteccdo de mutagBes associadas aos
genes, identificou-se 14 pacientes positivos e 80 negativos. As amostras também
foram submetidas a uma analise por sequenciamento de Sanger de toda a regido
codante e regides de introns adjacentes dos genes BRCA1 e BRCA2. Os dados
NGS obtidos através da plataforma llumina MiSeq foram comparados aos
resultados do sequenciamento de Sanger, onde obtiveram uma concordancia de
100% de ambas as técnicas devido a deteccdo simultdnea de 506 mutagGes
relacionadas aos genes anteriormente descritos. A estratégia de rastreio através
da metodologia NGS permitiu a identificagdo de 10 dele¢cdes no gene BRCAL,
21 em BRCA2, 4 em PALB2, 2 em ATM, 1 em CHEK?2 e 1 em TP53 totalizando
39 mutacdes. Esses resultados demonstram a eficiéncia da NGS para a
deteccdo de mutagBes pontuais nos genes BRCA1/BRCA2 e destacam a
heterogeneidade genética da HBO, oferecendo um diagndéstico rapido e

completo a respeito da patologia (33).
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Em outro estudo realizado recentemente, David e colaboradores (2017)
procuraram determinar se o sequenciamento de todos os éxons (WES) tem
potencial para rastreio em recém-nascidos portadores da Sindrome de Turner
(TS). A sindrome ocorre devido & perda completa ou parcial do cromossomo X
em pacientes do sexo feminino. O estudo teve como metodologia a realizagao
de cari6tipo, uma analise de larga escala do genoma através de microarranjos e
0 sequenciamento do exoma através do procedimento NGS em amostras
sanguineas de mulheres com diagndstico confirmado de TS (n=27). O WES
realizado na plataforma Illlumina MiSeQ detectou monossomia para o
cromossomo X em todas as 27 amostras confirmadas com TS através das
técnicas de microarranjo e cariétipo, além de identificar mosaicismo 45X/46XX e
a presenca de isocromossoma Xg. A sensibilidade e especificidade da técnica
NGS para o diagnostico de TS foram de 100% sem a presenca de falsos
positivos e negativos. Os resultados expressos pelo estudo demonstrando que
a realizacdo da técnica de NGS é um método preciso para diagnosticar TS,
incluindo casos com mosaicismo e isocromossomo (34). Além disso, diversos
estudos corroboram para a aplicabilidade da plataforma lon Torrent no
diagnodstico de sindromes genéticas, oferecendo um diagnostico preciso e

rapido(33,35,35-38).
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Material & Métodos

4.1 Aspecto Etico

Este estudo € um subprojeto inserido em um projeto guarda-chuva em
desenvolvimento na instituigho denominado “O papel do horménio do
crescimento na Sindrome de Prader-Willi: estudo da regulagao da expressao de
GH através da estratégia CRISPR/Cas9, rastreamento neonatal e diagndstico
molecular”, sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IFF/Fiocruz
(CAAE: 45767015.0.0000.5269).

Este projeto tem apoio financeiro do Edital de Doencas Raras do CNPq.

4.2 Critérios de inclusdo de casos

Os 17 pacientes selecionados para a realizacdo do estudo foram
submetidos a uma avalia¢do por uma ficha clinica pré-estabelecida por Holm et
al., 1993 (39), afim de identificar individuos com suspeita de possuirem a
Sindrome de Prader-Willi. A ficha clinica utilizou como método para identificacéo
os critérios fenotipicos relacionados a doenca, categorizados de acordo com a
relevancia de cada caracteristica da sindrome, conforme demonstrado na tabela
1. A selecéo dos individuos suspeitos para SPW foi realizada no ambulatério de
genética do Instituto Fernandes Figueira e pela equipe médica do IEDE (Instituto
Estadual de Diabetes e Endocrinologia).

Os principais critérios sdo ponderados em um ponto cada. Os critérios
menores sdo ponderados em meio ponto. Criangcas com 3 anos de idade ou
menos necessitam cinco pontos para o diagnostico, dos quais quatro devem ser
do grupo principal. Criangas de 3 anos de idade até a idade adulta necessitam
uma pontuagéo total de oito para o diagnostico. Os principais critérios devem

incluir cinco ou mais pontos da pontuagéo total.
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Tabela 1: Ficha clinica para avaliagdo primaria de SPW. (39)

Principais critérios

1.

8.

Hipotonia neonatal e infantil com ma sucgéo, melhorando gradualmente com a idade.

Problemas de alimentagdo na infancia com necessidade de técnicas especiais de alimentagéo e perda

de peso.
Ganho de peso excessivo ou rapido no grafico de peso relacionado a altura e faixa etaria

Caracteristicas faciais caracteristicas com dolicocefalia na infancia, diametro da face estreita ou
bifrontal, olhos em forma de améndoa, boca de aparéncia pequena com labio superior fino, cantos da
boca virados para baixo.

Hipogonadismo - com qualquer um dos seguintes, dependendo da idade:

a. Hipoplasia genital (macho: hipoplasia escrotal, criptorquidismo, pénis pequeno e/ou testiculos para
idade [<5° percentil]; Feminino: auséncia ou hipoplasia grave de Iabios e/ou clitéris

b. Maturacé@o gonadal retardada ou incompleta com sinais tardios de puberdade na auséncia de
intervencao ap6s 16 anos de idade (masculino: gbnadas pequenas, diminuigdo facial e corporal,
ausencia na alteracdo de voz; Feminino: amenorréia / oligomenorréia apés os 16 anos de idade).

Hiperfagia.

Delecdo 15q11-q13 em alta resolugéo (> 650 bandas), anormalidade da regido cromossomica de
Prader-Willi, incluindo UDP.

Leve a moderado retardo mental, atraso ou problemas de aprendizagem em criangas mais velhas.

Critérios menores

Diminui¢éo do movimento fetal, letargia infantil ou choro fraco na infancia, melhorando com a idade.

Problemas de comportamento caracteristicos - crises de raiva, surtos violentos e obsessivos/
comportamento compulsivo; tendéncia a ser argumentativa, oposicionista, rigida, manipuladora,
possessivo e teimoso; perseverando, roubando e mentindo (5 ou mais desses sintomas
requeridos)

Perturbacéo do sono ou apnéia do sono.

Baixa estatura.

Hipopigmentagao.

Maos pequenas (<percentil 25) e / ou pés (<percentil 10) para idade de estatura.
Anormalidades oculares (esotropia, miopia).

Saliva espessa e viscosa com crostas nos cantos da boca.
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4.3 Critérios de exclusédo de casos

Os critérios de exclusdo dos casos foram relacionados a doencas
sindrébmicas com caracteristicas fenotipicas que diferem da SPW (hipotonia
neonatal, hipogonadismo, hiperfagia, comprometimento cognitivo, transtornos
comportamentais e obesidade), evitando assim fatores de confundimento ligados
a selecdo amostral.

4.4 Extracao de DNA

O sangue dos 17 pacientes incluidos no estudo foram coletados e
armazenados em tubo EDTA. O kit utilizado para extragdo de DNA foi “QlAamp®
DNA”. Apds a coleta sanguinea, um tubo eppendorf de 1.5 ml devidamente
identificado com o nome do paciente foi utilizado para adicionar os componentes
indicados na tabela 2.

Tabela 2:Componentes para extracao.

Componentes Volume
Proteinase K 20 pl
Sangue total 200 pl
Buffer AL 200 pl

Apés a adicao destes componentes, o tubo de 1.5 ml foi agitado através
do equipamento vortex por 15 segundos e incubado em banho-maria por 10 min
a 56°C.

Com o término da incubagdo, os tubos foram centrifugados e entédo
adicionou-se 200 pl de etanol 96%-100%, com posterior agitacao utilizando o
vortex. O volume total do tubo foi transferido para uma coluna “QlAamp Mini
column” acoplada a um tubo e alocado para centrifugacdo a 6.000 g por 3
minutos. O liquido foi descartado e a coluna inserida em um novo tubo de coleta
onde adicionou-se 750 pl de Tamp&o AW1 na coluna alocada no tubo coletor.

Uma nova centrifugacéo foi realizada na mesma velocidade e tempo anteriores.
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Essa etapa repete-se mais uma vez modificando apenas o Tampédo AW1 pelo
Tampao AW2.

Descartou-se o liquido e centrifugou-se a coluna em um novo tubo coletor
a 14.000 g por 1 min para que o filtro esteja completamente seco.

Novos tubos eppendorf de 1.5 ml foram identificados onde inseriu-se as
colunas correspondentes. Adicionou-se 200 pl de Tampé&o de eluicdo AE e
centrifugou-se & 6.000 g por 1 minuto. O material genético extraido suspenso no
tampéo de eluicdo foi submetido a uma dosagem de concentragédo (ng/ul) no
equipamento de espectrofotometria NanoDrop, utilizando 2 pl de cada amostra.
Além disso, o equipamento avaliou a presenca de contaminantes de acordo com

0 comprimento de onda de 260/280.

4.5 Analise da curva da curva de dissociagdo em alta resolugao
(HRM)

4.5.1 Conversao com bissulfito

O protocolo inicia-se a partir do DNA extraido através do processo descrito
na etapa 4.4, com o objetivo de converter as citosinas ndo metiladas em uracilas.
O tratamento com bissulfito foi realizado através da utilizagdo do kit EZ DNA
Methylation-Lightning Kits (Zymo Research, USA)

Foi utilizado um tubo de PCR (reagédo em cadeia polimerase) de 0,2 ml e
adicionaram-se 0os componentes descritos na tabela 3 para posterior alocacéo

no termociclador com as condi¢ées de ciclagem descritas na tabela 4.
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Tabela 3: Componentes para conversao.

Componentes Volume
Lightning Conversion Reagent 130 ul
DNA 20 ul

Tabela 4: Parametros do termociclador.

Temperatura Tempo Numero de Ciclos
98°C 8 min 1
54°C 60 min 1

Apés a ciclagem das amostras adicionou-se 600 pl de M-Binding Buffer a
Zymo-Spin™ |C Column devidamente acoplada a um tubo de coleta, o volume
de 150 pl referente aos componentes da tabela 3 foram transferidos para a
mesma coluna onde foram submetidos a uma centrifugagdo de 14.000 g por 30
segundos. Descartou-se o liquido deposto no tubo de coleta e adicionou-se 100
ul de M-Wash Buffer a coluna para a centrifugacéo a 14.000 g por 30 segundos.
O liquido é novamente descartado e adicionou-se 200 pl de L-Desulphonation
Buffer e incubou-se a (20-30°C) por 20 minutos, a coluna Zymo-Spin™ IC
Column é centrifugada a 14.000 g por 30 segundos, ap6s o término da incubacéo
o liquido sofre novo descarte e adicionou-se 200 pl de M-Wash Buffer para
centrifugagcdo com os mesmos parametros anteriores. Esta etapa foi realizada
duas vezes.

A coluna submetida as etapas anteriormente descritas foram depostas em
um tubo eppendorf de 1.5 ml devidamente identificados. Pipetou-se 10 pl de M-
Elution Buffer e uma nova centrifugacdo foi realizada a 14.000 g por 30

segundos.
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4.5.2 PCR em tempo real HRM

Utilizando as condi¢Bes e amostras de DNA obtidas acima, realizamos
experimentos de PCR em tempo real associado com a analise da curva de
dissociagcdo (melting) com o objetivo de confirmar suspeitas relacionadas a
Sindrome de Prader-Willi, sendo todas as amostras analisadas em triplicatas. A
sequéncia dos primers utilizados estdo apresentados na tabela 5. As reacdes
foram realizadas no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems, USA), pertencente a plataforma RPT09I - PCR em Tempo Real -
IFF — RJ, do programa de rede plataformas Tecnolégicas FIOCRUZ
(PDTIS/FIOCRUZ).

Tabela 5: Tabela oligonucleotideos HRM.

Primers PCR Sequéncia
Iniciandor Foward (Primer F) 5-AGGGAGTTGGGATTTTTGTATT-3
Iniciador Reverse (Primer R) 5-CCCCAAACTATCTCTTAAAAAAAAC-3’

Os parametros (concentracao e volume) dos componentes para o0 preparo

de cada reacao estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6: Componentes para HRM.

Componentes Concentragao
Iniciador Foward (200nM) 0,5 ul
Iniciador Reverse (200nM) 0,5 pl

HRM Melt-Doctor (2X) 5ul

DNA (10-25 nh/ul) 1l

H20 3ul

As condic¢des de ciclagem bem como os parametros para a realizagéo

da andlise da curva de Melting estao apresentados na tabela 5
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Tabela 5: Condigdes de ciclagem do equipamento 7500 Fast.

Temperatura Tempo Numero de Ciclos
95°C 10 min 1
95°C 30 seg
60°C 1 min 40
60°C 7 min 1
95°C 5 seg
73°C 1 seg
85°C 1seg 1
60°C 15 seg

4.6 lon Torrent PGM
4.6.1 Construcao da biblioteca

O painel de sequenciamento elaborado possibilita 0 sequenciamento de
genes completos na regido 15q11-q13 e regides polimorficas (SNP) com alta
frequéncia (acima de 0,7). O desenho do conjunto de iniciadores para a
amplificacdo dos genes (SNRPN, NPAP1, IPW, GABRB3, PWRN1, UBE3A,
HERC2, SNORD116, NDN, SNORD115, PWAR1, MAGEL2, MKRN3) e demais
regides do cromossomo 15 foi realizada na plataforma virtual lon Ampliseq
Designer (https://ampliseg.com), na qual foram indicados os genes e SNP de
interesse (versdo do genoma utilizada: hg19) (Anexo 1).

Todas as etapas foram realizadas na plataforma RPT01M- Sequénciamento
de Nova Geragéo - IFF - RJ.

O protocolo de sequenciamento NGS para a plataforma lon Torrent inicia-
se a partir do DNA extraido na etapa 4.2 para a construcao de uma biblioteca
de fragmentos a serem sequenciados.

A partir de um painel com oligonucleotideos (primers) especificos para regiao
relativa ao cromossomo 15q11g-13 que sera sequenciado, pipetou-se 0s

seguintes componentes da tabela 6 para o preparo de um mix.


https://ampliseq.com/
http://plataformas.fiocruz.br/subunidade/exibe_sub/76
http://plataformas.fiocruz.br/subunidade/exibe_sub/76
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Tabela 6: Componentes para preparo do mix.

Componentes Concentragao
5x lon AmpliSeq Hifi Mix 5ul

DNA 5ul
Nuclease-free Water 25u

Apo6s a homogeneizagéo transferiu-se 5 pl do mix anteriormente preparado
para 2 tubos eppendorfs de 0.2 ml e adicionou-se 5 pl do pool de primers 1 e 2
em cada tubo correspondente. Os 2 novos tubos devidamente homogeneizados
prosseguiram para a etapa de amplificagdo do namero de fragmentos do DNA

por PCR através dos parametros de ciclagem descritos na tabela 7.

Tabela 7: Pardmetros de ciclagem para amplificacdo de fragmentos.

Temperatura Tempo Numero de Ciclos
99°C 2 min 1
99°C 15 seg
60°C 8 min 13
10°C 0 1

Apéds a amplificagcdo, os produtos dos tubos relativos aos pools 1 e 2 foram
combinados em um tubo Unico, coletando 10 pl de cada totalizando ao final, um
volume de 20 pl. A digestao parcial dos amplicons produzidos inicia-se com a
adicdo de 2 pl de FuPa Reagent ao tubo preparado anteriormente, totalizando
um volume de 22 pl que foram alocados em um termociclador com as condi¢des

de tempo e temperatura descritos na tabela 8.

Tabela 8: Parametros de ciclagem digestéo parcial dos amplicons.

Temperatura Tempo Numero de Ciclos
50°C 30 min 1
55°C 30 min

1
60°C 20 min 1
10°C 1 hora 1
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Com o intuito de sequenciar diversas bibliotecas de diversos fragmentos de
DNA, utilizam-se barcodes que funcionam identificando cada tipo de amplicon.
Além dos barcodes os adaptadores também foram adicionados nesta etapa que
iniciou-se com a adicdo dos componentes descritos na tabela 9 ao tubo

anteriormente preparado com 22 pl.

Tabela 9: Componentes para adicdo de barcodes e adaptadores.

Componentes Concentragao
Switch Solution 4 ul
lonCode Adapters 2 pl
DNA Ligase 2u

Ap6s a adicdo dos componentes o volume final apresentado no tubo
eppendorf foi de 30 pl, onde foi alocado em um termociclador com as condi¢des
especificadas na tabela 10.

Tabela 10: Parametros para adi¢io de barcodes e adaptadores.

Temperatura Tempo Namero de Ciclos
22°C 30 min 1
68°C 5 min 1
72°C 5 min 1
10°C 24 horas 1

Apés a ligacdo dos adaptadores aos fragmentos de DNA, a biblioteca
passou por um processo de purificacdo com finalidade de descartar os
fragmentos que nao se ligaram aos adaptadores e barcodes adicionados.

Adicionou-se 45 pl de Agencourt AMPure XP Reagent ao tubo
anteriormente preparado homogeneizando-o através de fluxo-refluxo com a
pipeta. O tubo que contém 75 pl foi entdo alocado em uma placa magnética que
separou as beads do liquido, o liquido sofreu descarte. Foi preparado etanol 70%

e pipetou-se 150 pl ao tubo que contém somente as beads, apos a



32

homogeneizagédo dos componentes, as beads separaram-se do etanol através
do campo magnético exercido pela placa, o liquido sofre novo descarte.

As beads depositadas no tubo foram ressuspensas com a adi¢do de 50 pl
de TE para a realizacdo de uma diluicdo 1:100. Em um novo tubo eppendorf de
1.5 ml, adicionou-se 2 pl das beads em TE e 198 pl de Nuclease-free Water.

A quantifica¢do da biblioteca por gPCR confirma que as amplificacbes dos
fragmentos nas etapas anteriores foram realizadas com sucesso. O protocolo
inicia-se a partir do preparo de um mix com 20 pl de 2X TagMan MasterMix e 2
ul de 20X lon TagMan Assay.

Em uma placa de gPCR adicionou-se 11 pl do mix preparado e 9 pl das
amostras diluidas 1:100, totalizando um volume de 20 pl. A placa foi inserida no
equipamento 7500 Standard para a realizagdo da quantificacdo. As condi¢des

de ciclagem do equipamento estdo descritas na tabela 11.

Tabela 11: Parametros de ciclagem para quantificacdo da biblioteca.

Temperatura Tempo Namero de Ciclos
50°C 2 min 1
95°C 2 min 1
95°C 15 seg
60°C 1 min 40

4.6.2 Enriquecimento da biblioteca

O protocolo de enriquecimento da biblioteca inicia-se ap6s a quantificacéo
da mesma. As configura¢des do equipamento lon OneTouch 2 Instrument foram
realizadas de acordo com kit que foi utilizado nesta etapa, PGM: lon PGM Hi-Q
View OT2 Kit-400. A partir de uma concentracdo da biblioteca de 100 pM,
pipetou-se 2 ul do tubo correspondente a biblioteca amplificada em um novo

eppendorf, adicionando a ele 23 pl de Nuclease-free Water, totalizando 25 pl.
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Em um tubo de 2 ml que contem 800 pl de lon PGM Hi-Q View Reagent
Mix, adicionou-se os componentes descritos na tabela 12.

Tabela 12: Componentes para enriquecimento da biblioteca.

Componentes Concentragao
Nuclease-free Water 25 ul

lon PGM Hi-Q View Enzyme Mix 50 pl

Diluted library 25 ul

lon PGM Hi-Q View ISPs 100 pl

Apés a adicao dos componentes descritos na tabela 13, o volume obtido
foi de 1.000 pl do qual foram pipetados para o equipamento através do lon
OneTouch Reaction Filter, através do mesmo local, foram adicionados 1.700 pl
de lon OneTouch Reaction Oil. Em 2 tubos denominados lon OneTouch
Recovery, adicionou-se 150 pl de Tubes lon OneTouch Breaking Solution e
alocou-0 na regido correspondente da maquina. Apés a adicdo de todos os
componentes citados nesta etapa, configurou-se o equipamento conforme as
instru¢des dadas pelo mesmo.

Para a recuperacdo das beads enriquecidas, ao final das etapas
realizadas pelo equipamento lon OneTouch 2 Instrument, transferiu-se 100 pl de
Recovery Solution para um novo tubo onde também se adicionou 500 pl de lon
OneTouch Wash Solution. O novo tubo foi alocado em uma centrifuga para
centrifugagdo por 3 minutos a 15.000 g. Com o termino da centrifugacdo houve
um descarte de 500 pl, permanecendo apenas 100 pl da mistura (ISP)
anteriormente realizada.

O processo de enriquecimento prossegue com o preparo de uma nova
solucdo que foi utlizada posteriormente. A solugcdo denominada Melt-Off
Solution foi produzida a partir da adicdo de 280 pl de Tween Solution e 40 ul de

1 M NaOH, totalizando um volume de 320 pl.
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Em uma nova etapa do processo de enriquecimento, realizou-se a
homogeneizacdo de Dynabeads MyOne Streptavidin C1 por 30 segundos, e
pipetou-se 13 ul para um novo tubo eppendorf de 1.5ml denominado LoBind
Tube, adicionou-se a este tubo 130 pl de MyOne Beads Wash Solution.

Todas as solugdes previamente preparadas serdo depositadas
individualmente em um strip com 8 pog¢os, seguindo as recomenda¢des do

protocolo descritos na tabela 13.

Tabela 13: Adic8o de componentes ao strip.

N° pogo Reagente

1 100 pl ISP
130 pl Dynabeads
300 pl lon One Touch Wash Solution
300 pl lon One Touch Wash Solution
300 pl lon One Touch Wash Solution
Vazio
300 pl Melt-Off Solution
Vazio

o~NO O WN

Antes de dar inicio ao processo de enriquecimento no instrumento,
pipetou-se 10 pl de Neutralization Solution no local demarcado pelo
equipamento. Ao final de todo o processo, a biblioteca estara composta apenas

por fragmentos ligados aos adaptadores, beads e barcodes.

4.6.3 Sequenciamento

O processo de sequenciamento tem como principio a mudanga de pH
ocasionada pela adi¢do de bases nitrogenadas complementares. O protocolo
iniciou-se a partir do preparo de 500 pl de NaOH a 100 mM, diluiu-se 50 pl de 1
M NaOH em 450 pl de nucleasse-free water resultando em um volume de 500

pl. A garrafa correspondente a W2 do equipamento lon PGM foi enchida com a
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solugdo de lon PGM Hi-Q View Sequencing onde também pipetou-se 70 pl da
solu¢do 100 mM NaOH anteriormente preparada.

A garrafa identificada como W1 foi preenchida com 350 pl da solugéo 100
mM NaOH enquanto que a garrafa W3 foi preenchida com 50 ml de lon PGM Hi-
Q View Sequencing W3 Solution

O preparo dos dNTPs a serem adicionados iniciou-se a partir da
identificagdo de cada tubo correspondente aos dNTPs (A, T, G, C) e a adi¢éo de
20 pl.

As beads enriquecidas na etapa 4.4.2 foram adicionadas a um tubo
eppendorf de 0.2 ml que continha 5 pl de Control ISPs, este tubo foi centrifugado
a 15.500 g por 2 minutos. Um descarte do liquido presente no tubo foi realizado,
evitando desfazer o pellet formado pela centrifugacéo, o volume de liquido que
permaneceu no tubo foi de 15 pl.

Adicionou-se 12 pl de Sequencing Primer ao eppendorf com 15 pl de ISPs,
totalizando um volume de 27 pl, onde foi alocado em um termociclador com as
condicdes de ciclagem descritas na tabela 14.

Tabela 14: Parametros de ciclagem para sequenciamento.

Temperatura Tempo Numero de Ciclos
95°C 2 min 1
27°C 2 min 1

Ao fim da ciclagem no termociclador adicionou-se ao eppendorf da
solucéo de ISPs preparada, 3 pl de lon PGM Hi-Q View Sequencing Polymerase,
totalizando um volume final de 30 pl.

O carregamento do chip que foi inserido no sequenciador lon PGM teve
seu inicio a partir da adi¢cdo dos 30 pl da solucdo anteriormente preparada ao

chip 318, apds seu completo preenchimento o chip foi centrifugado a maxima



36

velocidade em uma centrifuga por 30 segundos para garantir a total distribui¢cdo
das ISPs por toda a area do chip. Apés o carregamento uniforme de todas as
ISPs pelo chip, ele foi inserido no sequenciador para que ocorra 0O
sequenciamento da regiéo associada a Sindrome de Prader-Willi. O processo foi
realizado 2 vezes, totalizando 2 corridas de sequenciamento (Anexo 2 e Anexo

3)

4.7 Bandeamento GTG

Diretamente do sangue do paciente coletado, 1 ml do material foi deposto
sobre uma lamina de vidro e alocadas em temperatura ambiente para que
envelhecessem durante 5 dias. Ao final dos 5 dias, uma solugédo de tripsina
100mg de tripsina (100 mL de tampé&o Dulbeco — 0,8g de Nacl; 0,2g de Kcl; 0,2g
de KH2PO4; 1,44g de Na2HPO4-2H20 em 1000mL de agua destilada) foi
preparada na qual as laminas permaneceram inseridas na solugdo por 14
segundos a temperatura ambiente.

Ap6s o tempo descrito, as laminas foram lavadas em tamp&o fosfato
(6,808 g de KH2P0O4; 0,882g de NaOH em 1000 mL de agua destilada, pH 6,8).
A etapa de coloragéo das laminas iniciou-se depositando-as em solucdo Giemsa
4% durante 4 minutos, e por fim lavadas em agua destilada. As laminas coradas
foram secas em temperatura ambiente e analisadas sob microscépio o6tico
(Seabright, 1971). Etapa realizada no Departamento de Genética do Instituto

Fernandes Figueira.
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4.8 FISH

A andlise da citogenética foi realizado a partir de amostras de sangue
periférico estimuladas por fitohemaglutinina de acordo com o protocolo padréo.
A analise da amostra foi realizada por bandas GTG em alta resolucdo (450/550
bandas) e a classificacéo foi feita de acordo com a ISCN 2016. A técnica de FISH
foi processada nos cromossomos de acordo com protocolo padrdo. A sonda
utilizada para visualizagdo de dele¢des foi a SNRPN el5qgter (Cytocell Inc). A
visualizacdo da auséncia/presenca de fluorescéncia so6 foi possivel através de
um microscopio de fluorescéncia.

A técnica de FISH foi processada a partir da utilizagdo de 1 ml do sangue
extraido do paciente depositado em uma lamina de vidro. A lamina foi alocada
em temperatura ambiente durante um dia para o envelhecimento do material.
Apés o tempo descrito, a lamina foi colocada em uma solugdo 2x SSC (pH 7,0)
a temperatura ambiente por 30 minutos.

A lamina foi desidratada em etano 70%, 85% e 100% respectivamente
durante 2 minutos cada e alocadas para secar ao final da Ultima desidratagdo
em etanol 100%. A codesnaturacéo foi iniciada a partir da adigdo de 8 pl das
sondas (SNRPN el5qter; Cytocell Inc) em uma laminula, onde foi posta no
centro da lamina desidratada. A lamina foi selada com a cola Rubber Cement e
foi alocada sobre uma placa aquecida a 72°C por 10 minutos.

Posteriormente realizou-se a fase de hibridacdo, do qual a lamina foi
guardada em uma estufa a 37°C durante 16 horas. Ap0s o periodo de incubagao
a lamina foi lavada em duas solug¢@es: solugdo | (SSC 0,4x + tween 0,3% com
pH 7,0) a 72°C por um minuto e solugéo Il (SSC 2x + tween 0,1% com pH 7,0) a

temperatura ambiente por 2 minutos e colocada para secar. Pipetou-se 10 pl de
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DAPI do kit de sondas na lamina e coberta com outra laminula, selada com
esmalte e depositada a 4°C por 10 minutos. Por fim, a lamina com o material foi
analisado em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX50). Etapa realizada no

Departamento de Genética do Instituto Fernandes Figueira.

4.9 Sequenciamento de Sanger

Para sequenciamento de DNA foram empregados: os produtos de PCR
obtidos como molde, os iniciadores Forward e Reverse de cada variante (tabela
15), na concentragdo de 3.2 pmol e o kit de sequenciamento BigDye 3.1 (Applied
Biosystems®). As reagdes foram analisadas no sequenciador de 96 capilares
modelo ABI3730XL na Plataforma de Sequenciamento de DNA (RPTO01) do
programa PDTIS/FIOCRUZ.

Tabela 15 - Iniciadores utilizados no Sequenciamento de Sanger.
Primer Forward (5'> 3') Reverse (5'> 3')
INDEL Magel2 ~ TTCATCCTCCAGGTGCGAGA GCGGAGGAGCCCTTATAACT
INDEL PWRN1  TCAGCAGCGACTGCTTACAG GAGTGCAGCTCTCTCAAGAC

Cada produto purificado de DNA foi lido nos dois sentidos, com cada
iniciador senso (em uma mistura) e iniciador antisenso (em outra mistura). O
volume de reacéo foi de 10 pL. Para o volume de 10 pL de reacao, foi adicionado
1 uL de BigDye e 1,5 pL de tampao de sequenciamento 5x.

Apés o preparo da mistura, as amostras foram colocadas em um

termociclador, na seguinte ciclagem descrita na tabela 16.
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Tabela 16:Condices de ciclagem Sanger.

Temperatura Tempo Numero de Ciclos
94°C 5 min 1
94°C 10 seg
50°C 5 seg 40
60°C 4 min

ApoOs a reacao de sequenciamento foi realizada uma precipitacdo das
amostras para retirada de ddNTPs livres que podem interferir na leitura da
sequéncia de DNA e formar um precipitado do material a ser analisado. A placa
foi centrifugada brevemente (spin); seguido da adicdo de 35 pl de isopropanol
75% em cada poco. A placa é entdo agitada (vortex) por 10 segundos e mantida
em temperatura ambiente, por 15 minutos, sob abrigo da luz. Em seguida a etapa
de incubacéo realizou-se uma etapa de centrifugacao por 45 minutos, a 4.000
rpm; o sobrenadante foi descartado. O pellet € lavado com a adi¢éo de 50 pl de
etanol 75% em cada poco da placa; e foi centrifugada por 15 minutos, a 4.000
rpm, o sobrenadante foi novamente descartado. A placa fiu centrifugada invertida
(“spin down”) deixando chegar até 600 rpm e interrompeu-se a centrifugagao.
Por fim a placa foi aquecida a 60°C, permanecendo por 10 minutos, sob abrigo
da luz.

Apés o processo de precipitacdo, os produtos de sequenciamentos foram
preparados para serem submetidos a eletroforese no sequenciador. Para tal
procedimento, a desnaturacado, utilizou-se a formamida, fator este altamente
desnaturador que permitiu a separagéo da dupla-fita de DNA que foi analisada
no sequenciador automatico capilar.

Este processo consistiu em: Adicionar 10 pl de formamida em cada pog¢o
da placa seca; Centrifugar brevemente para permitir o preenchimento correto de

cada poco; Colocar a placa em um bloco aquecido a 95°C, permanecendo por 3
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minutos, sob abrigo da luz; Logo apds o término do aquecimento, colocou-se a
placa num recipiente com gelo com temperatura proxima a 4°C, onde
permaneceu por 10 minutos; Centrifugou-se brevemente para permitir que os
produtos aderidos as paredes dos tubos dos pogos concentrem-se ao fundo.
Apbs estes processos a placa foi direcionada para o equipamento de

eletroforese.

4.10 Andlise da biblioteca NGS por bioinformatica

Os dados gerados em formato <.FASTQ> pelo sequenciador lon Torrent
foram submetidos a um processo de limpeza e filtragem através da ferramenta
lon Torrent Suit. Os resultados basicos relativos ao nimero e o tamanho dos
reads gerados, indice de qualidade das sequéncias e a distribuicdo do tamanho
das sequéncias foram analisados no formato HTML.

ApoOs as andlises iniciais do desempenho do sequenciamento, os reads
que nao atingiram o valor de qualidade de 20 Phred foram excluidos da analise
por serem considerados dados de baixa qualidade (12). O teste estatistico “teste
t de student” avaliou se a diferenca entre bases sequenciadas excluidas e bases
sequenciadas iniciais é significativa, evitando a criagdo de vieses de analise
provenientes da exclusao de dados.

A identificacdo de regides com baixos indices de cobertura (= 10x) foi
realizada a partir dos valores médios de cobertura de cada uma das 1618 regides
alvo mapeados em cada paciente.

O alinhamento das sequéncias foi realizado através do programa TMAP

no software lon Torrent Suit a partir da utilizagao diversos algoritmos de forma
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simultdnea, BWA-short (40), BWA-long (41), SSAHA (42) e Super-maximal Exact
Matching (43). O processo iniciou-se a partir criagdo de um grupo de arquivos
indices do genoma humano GRCh37/hg19. Os arquivos indice gerados foram
utilizados como base para o alinhamento da sequéncia de cada biblioteca
produzida no sequenciamento. O programa TMAP teve como produto final a
criagdo de um arquivo formato <.BAM> contendo todas as informacdes das
sequéncias que se alinharam ao genoma referéncia utilizado.

Apés a formacdo do arquivo <.BAM.> alinhado a sequéncia referencia
hg19, um processo de chamada de variantes iniciou-se de acordo com um
conjunto de pré-requisitos definidos no FreeBayes do software Torrent Variant
Caller (TVC) (44). As variantes filtradas que atingiram os parametros de
qualidade (gphred = 20), profundidade e cobertura (= 10x) estipulados, foram
avaliadas por um modelo estatistico do FreeBayes afim de estimar a
confiabilidade de cada variante encontrada frente ao genoma referéncia. Em
paralelo ao arquivo <.BAM>, utilizou-se o arquivo contendo o painel das regides
alvo para aumentar a confiabilidade das variantes detectadas. Além disso, um
arquivo adicional hotspot foi introduzido visando analisar genes especificos do
genoma sequenciado que possuem alguma relacdo com a SPW (GABRBS3,
UBE3A, MAGEL2, SNRPN, NDN, PWRN1, NPAP1, HERC2, SNORD115-,
SNORD116-1, MKRN3, IPW, MKRN3-AS1, PWAR1). O arquivo hotspots permite
a visualizacdo da base independentemente dos parametros de sequenciamento
e filtros da chamada de variantes.

A chamada de variantes ocorreu em 3 etapas: 1. O médulo de chamada
de variantes TVC (de novo) utiliza o FreeBayes para descobrir uma variante

candidata onde sdo subsequentemente pontuadas a partir do modelo de sinal
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adaptativo e filtrado; 2. O segundo moédulo realiza a montagem de leituras para
detectar INDELS longos; 3. A partir da utilizacdo de um arquivo hotspots, uma
chamada de TVC separada pontua as variantes localizadas nos locais de
interesse. As variantes do tipo INDEL foram realinhadas através da metodologia
“left indel align” objetivando reduzir as detecgdes de variantes falso-positivas
relacionadas a tecnologia lon Torrent. Os arquivos gerados por cada etapa sao
sobrepostos para produgdo de um arquivo Unico final <VARIANTES.VCF>

(Figura 5).

BAM alinhado

com a referéncia regides_alvo.bed hotspots.bed

i

Utilizado para
alinhamento “left indel”

hotspot.vcf

1.Chamada de 3.Chamada de
variante de novo 2. Alinhamento de indel variante Hotspots
(TvC) (TvE)

variantes.vcf

“left align” indel

I variantes_indelleft.vcf I I alinhamento_indel.vcf I Ivariantes_hotspot.vcf I

v v v ‘

Anotacdo de todas as variantes encontradas

variantes.vcf

Figura 5 - Diagramagcéo detalhada do processo de chamada variante.
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O arquivo <VARIANTES.VCF> gerado, permitiu andlises especificas de
SNP, INDEL e MNV em toda regido mapeada do cromossomo 15. As alteraces
SNP, INDEL e MNV de interesse foram classificadas como patogénica,
provavelmente patogénica, variante de significado inserto (VUS) e benigna de
acordo com as anotagBes gendmicas (ClinVar), consequéncias preditas como
causadoras de modificagdo na sequéncia das proteinas (perda de fungéo,
missense, frameshift, nonsense) (Scale Invariant Feature Transform — SIFT) e
frequéncia alélica em que sdo encontradas na populacdo (patogénica: Minor
Allele Frequency < 1%; benigna Minor Allele Frequency > 1%). As frequéncias
populacionais das altera¢cfes foram estimadas através consultas nos bancos de
dados do Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) e Exome
Aggregation Consortium (ExXAC). As alteracdes pontuais identificadas foram
submetidas a uma analise comparativa através do software Phenolyzer (45)
buscando um paralelismo entre o desenvolvimento da patologia e a mutagéo
encontrada. Associado aos genes detectados pelo Phenolyzer, uma andlise de
haploinsuficiencia e intolerancia génica a perda de funcéo (pLl) foi realizada
(EXAC pLI Score). O score pLI é a probabilidade de um determinado ser
Haploinsuficiente, portanto, & extremamente intolerante & variacao da perda de
func&o. Genes com altos score de pLI (pLI = 0,9) s&o extremamente intolerantes
a perda de fungéo, genes com baixos score de pLI (pLI < 0,1) s&o tolerantes a
perda de funcéo de uma das cOpias cromossdmicas (46).

A integridade cromossémica foi avaliada a partir da frequéncia alélica (AF)
de cada SNP de acordo com a sua posigcdo, identificando regibes de
homozigosidade e heterozigosidade. Os polimorfismos mapeados assim como a

localizagdo em que foram identificados, foram inseridos no software GraphPrism
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para melhor visualizagdo dos dados. A partir de alteracdes de zigosidade
cromossdmica uma analise de Copy Number Variations (CNV) foi realizada afim
de identificar UPD e delecdes através do software lon Reporter™. A CNV
constitui-se por uma andlise comparativa de um grupo referéncia frente ao
individuo a ser analisado. O grupo controle compds-se com 10 individuos
normais para SPW e SA. Variagbes dos numeros de cOpias cromossdmicas
foram relacionadas a ploidia (0,1 ,2 ,3, etc) e visualizadas através do software
IGV. A comparagdo entre o grupo controle e as amostras analisadas para
deteccado de variagbes de ploidia teve como metodologia a probabilidade
estatistica conhecida como Modelo Oculto de Markov (HMM).

O fluxograma de preparo dos dados sequenciados até a analise de

variantes esté descrito na figura 6.

4 N
Tra‘t?mentue Contr::le.de m
*lualidade das Sequéncias|
+
Mapeamento com -
genoma referéncias { Arquivo BAM I
(hg19)

Andlise da frequéncia

alélica dos polimorfismos| l Graph Prism I

identificados
+*
q Identificagdo de variagdes
i . GV
HH de ploidia { I
T (cNV)
Sequenciamento *
Chip 318 Anotaci P_—
- \notagio genmica e :Arqu:va VCF
visualizagdo de variantes|
...
. v \_ J

Figura 6 - Fluxograma resumido do preparo e andlise das etapas relacionadas ao sequenciamento
por lon Torrent.



45

4.11 Andlise de ganho diagnéstico
A técnica de MS-HRM foi considerada como padrdo ouro para o
diagndstico da SPW e SA. Os casos identificados através da analise de
metilagdo foram comparados aos resultados da metodologia lon Torrent PGM
visando identificar os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo e valor preditivo negativo (Figura 7).

MS-HRM

Presente Ausente

SPW e 5A

lon |Presente | verdadeiro positivo (a) | falso positivo (b)

Torrent | aysente | falso negativo () verdadeiro negativo (d})
Sensibilidade: a/(a+c) Valor preditivo positive: a/(a+b)
Especificidade: d/(b+d) Valor preditivo negativo: d/(c+d)

Figura 7 - Metodologia para calculo dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo.

Além disso, as metodologias de MS-HRM e NGS foram submetidas a uma
andlise do coeficiente de Kappa visando classificar a concordancia entre ambas
técnicas (Figura 8). O coeficiente de Kappa obtido foi avaliado através de um
teste estatistico para estimar a significAncia do valor. Neste caso a hipétese
testada foi que o Kappa é igual a 0; o que indicaria concordancia nula; ou se ele
€ maior do que zero, concordancia maior do que o acaso (teste monocaudal: HO:

K=0;H1: K>0)

Valores de Kappa Interpretagdo
=0 Sem concordéncia
0-0.19 Concordéncia baixa
0.20-0.39 Concordancia razoavel
0.40-0.59 Concordéncia moderada

0.60-0.79 Concordéncia forte

Concorddncia quase
perfeita

0.80-1.00

Figura 8 - Interpretacdo do coeficiente de Kappa (47).
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As amostras consideradas negativas para a técnica de MS-HRM foram
submetidas a uma analise de ganho diagnostico visando identificar variacdes
gendmicas (variantes nonsense, frameshift e missense) que justificassem a
suspeita clinica para SPW. As alteragbes com impacto funcional considerado
deletério ou danoso (sessédo 4 .10 Analise de bioinformatica, Materiais &
Métodos) para a proteina foram associadas a caracteristicas clinicas da SPW
previamente descritas na literatura. Os pacientes com padrdo de metilacdo
normal pelo MS-HRM portadores destas alteracbes foram realocados de

negativos para inconclusivos.

Resultados

5.1 Anélise de metilagao MS-HRM

Conforme os objetivos propostos pelo estudo, a andlise comparativa entre
as técnicas padrdo ouro para diagnodstico da sindrome de Prader-Willi e as
técnicas de sequenciamento de DNA, tiveram seu inicio a partir da selecdo
amostral de pacientes com suspeita de SPW e posterior coleta de sangue,
atravessando as demais etapas descritas do item 2 (Material & Métodos).

A técnica de converséo hissulfidica converteu as citosinas ndo metiladas
presentes no alelo paterno em uracila, enquanto que as citosinas metiladas
presentes no alelo materno foram protegidas contra o tratamento com bissulfito,
mantendo-se como citosina. O DNA convertido foi submetido a técnica de MS-
HRM para uma anélise dos padrdes de metilagdo dos alelos paterno e materno
do gene SNRPN-SNURF. O HRM foi realizado em 17 suspeitos para as
sindromes genéticas SPW e AS. Do total de 17 individuos suspeitos, 6 (LACIFF-

3 LACIFF-4, LACIFF-5, LACIFF-15, LACIFF-16, LACIFF-17) casos foram
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confirmados para sindrome de Prader-Willi devido a alteragdo do padréo de
metilagdo, representado pela presenca de pico Unico relativo a temperatura de
dissociagdo alélica materna, e auséncia do pico relacionado ao alelo paterno
(Figura 9 C). Além dos 6 casos confirmados de SPW, o HRM detectou 1
(LACIFF-2) caso de SA devido a presenca de pico Unico relativo ao alelo paterno,
indicando que o alelo materno esta ausente (Figura 9 B). Dos 17 individuos
suspeitos, 10 (LACIFF-1, LACIFF-6, LACIFF-7, LACIFF-8, LACIFF-9, LACIFF-
10, LACIFF-11, LACIFF-12, LACIFF-13 e LACIFF-14) foram considerados
normais para a SPW e AS devido ao padrdo de metilagdo representado pela
presenca de dois picos relativos a temperatura de dissocia¢éo, sendo o primeiro
pico correspondente ao alelo materno (metilado) e o segundo ao alelo paterno

(ndo metilado) (Figura 9 A).

LACIFF-1 LACIFF-2 LACIFF-3

~ & M ’

Figura 9 - Discriminacdo alélica a partir da curva de dissociagdo do DNA amplificado. A: Paciente
LACIFF-1 apresenta padrao de metilagdo normal devido a presenga dos picos referentes ao alelo
paterno (78°C) e materno (83°C); B: Paciente LACIFF-2 com alteracdo no perfil de metilagdo devido
a auséncia do pico referente ao alelo materno e presenca do alelo paterno, caracterizando-se AS; C:
Paciente LACIFF-3 possui alteracdo no perfil de metilagdo, indicando auséncia do alelo paterno e
presenga apenas do alelo materno, caracterizando-se SPW.

As reacgdes de MS-HRM dos 17 individuos foram realizadas em triplicatas

e demonstraram pouca variagcao no ct de amplificacdo, mantendo-se constante
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em 32. Representativamente, a figura 12 indica pouca variacdo de ct entre 3

individuos (LACIFF-1, LACIFF-2 e LACIFF-3) (Figura 10).

LACIFF-1 LACIFF-2 LACIFF-3

Figura 10 - Ct relativo a amplificacdo de cada triplicata. Todas triplicatas dos individuos LACIFF-
1(A), LACIFF-2 (B), LACIFF-3 (C) apresentaram ct de amplificagdo préximo a 32.

5.2 Citogenética

O estudo das alteragbes cromossdmicas iniciou-se a partir da andlise de
células em metafase extraidas de sangue periférico. O cariétipo por
bandeamento G (GTG) de alta resolugdo foi realizado nos 17 individuos
suspeitos submetidos a analise por HRM. A técnica permitiu identificar uma
delecdo na regido 15q11.2, do paciente LACIFF-17 (Figura 11), os demais
pacientes confirmados com Prader-Willi (LACIFF-3, LACIFF-4, LACIFF-5,
LACIFF-15 e LACIFF-16) n&o obtiveram alteracdes cromossémicas detectadas
pela técnica de GTG. A figura 12 (LACIFF-1) trata-se de um resultado
representativo dos pacientes considerados normais para o GTG. A citogenética
através do bandeamento GTG com alta resolu¢cdo somente avalia as alteragdes
estruturais como translocacdes, inversdes, grandes dele¢6es, duplicacdes e
outros rearranjos cromossémicos. Portando, ndo € possivel afirmar que um
padrdo cromossdmico normal analisado através da técnica de GTG seja
indicativo de que o0 mecanismo genético relacionado a doenca foi
necessariamente dissomia ou defeito no centro de impriting. Esta limitacdo

ocorre devido a técnica possuir capacidade de detecgéo de dele¢gbes >5 Mb (48).
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Figura 11 - Andlise cromossdmica através do bandeamento G de alta resolugéo revelando auséncia
de parte do cromossomo 15 no paciente LACIFF-17. Imagem cedida pelo Departamento de Genética.
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Figura 12 - Técnica de bandeamento G para identificacdo de anormalidades cromossdmicas. O
paciente LACIFF-1 ndo apresentou qualquer alteracdo cromossdmica estrutural através da técnica
de GTG. Imagem cedida pelo Departamento de Genética.

A técnica de FISH avaliou a integridade cromossOmica dos 17 pacientes
suspeitos, utilizando sondas que hibridizaram-se homologamente a regido

especifica do genoma. A sonda 15qter indica a presenca dos alelos paterno e
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materno na lamina, enquanto que a sonda SNRPN é especifica para a regido da
sindrome de Prader-Willi. Os pacientes LACIFF-1, LACIFF-2, LACIFF-4,
LACIFF-5, LACIFF-6, LACIFF-7, LACIFF-8, LACIFF-9, LACIFF-10, LACIFF-11,
LACIFF-12, LACIFF-13 e LACIFF-14 apresentaram hibridizacdo de ambos pares
de sonda 15qter e SNRPN nos alelos materno e paterno, indicando um padrao
regular do cromossomo 15 (Figuras 13 A e B s&o representativos de um
resultado de FISH normal para os demais pacientes sem alteracfes
cromossdmicas). Nos pacientes LACIFF-3, LACIFF-15, LACIFF-16, LACIFF-17
foi possivel observar a hibridizacdo de ambas sondas controle 15qter nos alelos
paterno e materno, contudo, a sonda especifica SNRPN hibridizou-se em
apenas um alelo indicando auséncia de um cromossomo (Figura 13 C e D, sdo

representativos de um resultado de FISH com delec¢&o).

Figura 13 — Imagem da técnica de FISH realizada em células de sangue periférico e visualizada
através de microscopio de fluorescéncia. A e B: Individuo LACIFF-1 com integridade cromossdmica
regular devido a hibridizacdo das sondas SNRPN (vermelha) e 15qter (verde). C e D: Individuo
LACIFF-3 com anormalidade cromossdémica devido a auséncia de hibridizacdo da sonda especifica
SNRPN vermelha.

5.3 lon Torrent PGM
5.3.1 Desempenho geral do sequenciamento lon Torrent PGM

O sequenciamento através da plataforma lon Torrent gerou arquivos
<.FASTQ> com sequéncias aproximadas de 179.000 a 727.000 reads, sendo
cada sequéncia variando de 152 a 257 pares de base (pb) de comprimento. A

andlise béasica das bibliotecas excluiu através da plataforma lon Torrent Suit,
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bases de baixa qualidade que ndo atenderam valor minimo de qualidade de 20

Phred. A porcentagem de exclusdo das bases sequenciadas de baixa qualidade

ndo ultrapassou 15.1% do total sequenciado (Tabela 17).

Tabela 17 - Andlise bésica de sequenciamento.

Comprimento

Amostra  Bases totais Bases Ndmero % de exclusdo médio dos reads
(QPhred>=20) de reads de bases (bp)
LACIFF-1  85.019.615 78.278.856 334.507 7,9 256
LACIFF-2  90.938.744  83.926.768 354.013 7,7 251
LACIFF-3  64.172.675 54.983.844  328.859 14,3 257
LACIFF-4 124.714.257 106.190.761 637.745 14,9 250
LACIFF-5 114.765.885 97.387.669 577.458 15,1 259
LACIFF-6  93.445.233  79.470.732  539.193 15,0 219
LACIFF-7 139.327.819 118.430.068 621.706 15,0 262
LACIFF-8  87.002.395 77.471.075 379.873 11,0 257
LACIFF-9  90.524.073  80.210.468 605.363 11,4 251
LACIFF-10 94.172.675 86.116.618 179.546 8,6 254
LACIFF-11 99.502.086  91.360.839  395.890 8,2 254
LACIFF-12 117.954.050 108.580.396 465.137 7,9 254
LACIFF-13 134.954.990 123.691.141 537.427 8,3 171
LACIFF-14 82.452.679 76.049.281 320.353 7,8 221
LACIFF-15 66.165.971  60.281.066  298.649 8,9 160
LACIFF-16 104.027.647 95.643.684  396.377 8,1 257
LACIFF-17 106.148.966 94.951.224  726.909 10,5 152

O teste t de student foi utilizado para comparar a relagdo entre bases

excluidas pelo valor de qualidade e a quantidade de bases iniciais. O p valor =

0,063949 (p valor>0,05) indica que a diferenca entre o nimero inicial de bases e

a quantidade final de bases apés a limpeza ndo apresentaram significancia

estatistica, ou seja, as analises posteriores nao sofreram influéncia por conta da

exclusdo de bases com qualidade inferior a 20 Phred (Figura 14).
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Figura 14 - Gréfico de exclusdo de base por qualidade. As bases sequenciadas que ndo atingiram o
valor minimo de qualidade de 20 QPhred foram retiradas da andlise. Nao houve diferenca
significativa (pvalor > 0,05) entre o nimero inicial de bases sequenciadas e 0 nimero de bases com
valor de qualidade maior ou igual a 20.

5.3.2 Cobertura das regides-alvo
O total de 1618 regides foram mapeadas ao longo do cromossomo 15 em

cada paciente. Uma andlise da distribuicdo dos valores de cobertura em cada
SNP mapeado foi realizada relacionando os valores de cobertura médio e o
namero de regides que atingiram este valor. Apenas 42 (2.6% do total) regides

ndo atingiram uma cobertura minima de 10x (Figura 15).
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Figura 15 - Distribuig&o dos valores de cobertura média ao longo de 1618 regides mapeadas ao longo

do cromossomo 15. Regido na cor preta representa as 42 regifes do painel que obtiveram uma
cobertura igual ou inferior que 10x.
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Os 17 pacientes sequenciados na plataforma lon Torrent foram avaliados
de acordo com as reads relativas a corrida, apresentando média de 251 bp, 287

bp de mediana e 327 bp de moda (Figura 16).

251 bp 287 bp 327 bp

Média Mediana Moda

0 100 200 300 400 500 600

Comprimento das Reads

Figura 16 — Analise priméria relativa ao comprimento do conjunto de reads da corrida sequenciada.
5.3.3 Analise de frequéncia alélica e Copy Number Variations

O output em formato <. FASTQ> das sequéncias tratadas de acordo com
a qualidade, serviu como input dos demais processos derivados da analise dos
dados NGS descritos na etapa 4.9, culminando na produg¢é&o do arquivo <.VCF>.

O painel desenhado para diagnostico de SPW permitiu realizar uma
analise de estabilidade do cromossomo 15 através da frequéncia alélica em que
0os SNPs identificados se dispdem ao longo de cada posicdo gendmica. As
posicBes gendmicas correlacionadas com os SNPs foram obtidas através do
arquivo <.VCF> produzido. A andlise de frequéncia alélica do paciente LACIFF-
1 demonstrou um padrdo de normalidade de acordo com a disposi¢do dos
polimorfismos mapeados, apresentando um padréo regular de heterozigozidade

dos SNPs devido a maior concentracdo na regido de 0,5. Os SNPs dispostos
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nas extremidades 1.0 e 0.0 indicaram polimorfismos em estado de homozigose,

havendo leitura apenas de um dos alelos (Figura 17).
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Figura 17 - Frequéncia alélica LACIFF-1. A regido em azul 15q11-q13 é relativa a posicdo gendmica
das sindromes de Prader-Willi e Angelman. Os SNPs localizados na regido 15¢q13-026 avaliaram a
integridade cromossdémica. BP1: Ponto de quebra 1; BP2: Ponto de quebra 2; BP3: Ponto de quebra
3.

A andlise de frequéncia alélica foi realizada no paciente LACIFF-2 e o
gréafico apresentou uma perda de heterozigosidade na regido 159q11-q13 entre
0s pontos BP2 e BP3. Os SNPs presentes na regido aproximaram-se das
extremidades 1.0 e 0.0 indicando leitura dos polimorfismos em apenas um dos
alelos. A regido 15q13-g26 apresentou regularidade quanto a genotipagem dos

SNPs (Figura 18)



55

15q11-q13 15q13-926
1 1

F T 1
BPL BP2 B3

1.0 m. © © 0000 FO- ¥ goo e '---
L ] .. * : ¢
o o [ ]

Frequéncia Alélica

|L a cene—eum

2.0%107 4.0%107 6.09810 7 8.08107 1.0810°
Posigédo

Figura 18 - Frequéncia alélica LACIFF-2. A regido em azul 15q11-q13 é relativa a posi¢cdo gendmica
das sindromes de Prader-Willi e Angelman. A andlise de AF identificou uma perda de
heterozigozidade dos polimorfismos dentro da regido 15911-q13. Os SNPs localizados na regido
15913-g26 demonstraram regularidade cromossdémica. BP1: Ponto de quebra 1; BP2: Ponto de
quebra 2; BP3: Ponto de quebra 3.

O gréfico de frequéncia alélica do paciente LACIFF-3 indica uma perda de
heterozigozidade na regido 15q11-q13 entre os pontos de quebra BP2 e BP3
devido a maior concentracdo de SNPS proximos as extremidades 1.0 e 0.0. A
anormalidade cromossémica observada pode ser devido a dele¢fes ou dissomia
uniparental. A presenca dos polimorfismos préximos a 0.5 na regigao 15q13-g26

indicam um padréo heterozig6tico com leitura de ambos os alelos (Figura 19).
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Figura 19 - Frequéncia alélica LACIFF-3. A regido em azul 15q11-q13 é relativa a posicdo gendmica
das sindromes de Prader-Willi e Angelman. A analise de AF identificou uma perda de
heterozigozidade dos polimorfismos dentro da regido 15q11-q13. Os SNPs localizados na regido
15913-g26 identificaram um padré&o regular de genétipo dos polimorfismos. BP1: Ponto de quebra
1; BP2: Ponto de quebra 2; BP3: Ponto de quebra 3.

A analise de AF presente na figura 20 indicam que o individuo LACIFF-4
apresentou heterozigose de SNPs por todo o cromossomo 15 devido a
disposicdo dos polimorfismos estarem proximos a 0.5. O padré@o regular do

gréfico indica auséncia de delec¢des ou dissomia uniparental.
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Figura 20 - Frequéncia alélica LACIFF-4. A regido em azul 15q11-q13 demonstra a posi¢éo gendmica
das sindromes de Prader-Willi e Angelman. A anélise de AF apresentou um padrao heterozigético
normal dos SNPs dispostos ao longo de todo o cromossomo 15. BP1: Ponto de quebra 1; BP2: Ponto
de quebra 2; BP3: Ponto de quebra 3.

O gréfico de frequéncia alélica referente ao paciente LACIFF-5
apresentou que o0s polimorfismos sequenciados possuem um perfil de
heterozigose dentro da regido da sindrome de Prader-Willi 15q11-q13. A
extensdo heterozigotica é interrompida na posicdo gendmica entre 15q21.3-
g26.1 por uma regido homozigotica. Este resultado € devido a proximidade dos
polimorfismos as extremidades 1.0 e 0.0 do grafico AF. A caracteristica
demonstrada indica leitura de apenas um dos alelos (materno ou paterno)

atestando uma anormalidade genética ocorrida (Figura 21).
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Figura 21 - Frequéncia alélica LACIFF-5. A regido em azul 159q11-g13 relativa as sindromes de
Prader-Willi e Angelman manteve-se normal com os SNPs apresentando carater heterozigético
devido & proximidade a regido 0.5. A extensdo cromossdmica 15q21.3-g26.1 apresentou uma perda
de heterozigotica devido a disposicdo polimorfica proxima as extremidades 1.0 e 0.0. BP1: Ponto de
quebra 1; BP2: Ponto de quebra 2; BP3: Ponto de quebra 3.

As amostras provenientes dos pacientes LACIFF-6 até o paciente
LACIFF-14 nado apresentaram alteragbes no perfil heterozigético dos
polimorfismos. Contudo a andlise de frequéncia alélica detectou alteracéo no
perfil de zigosidade dos polimorfismos nos pacientes LACIFF-15, LACIFF-16 e
LACIFF-17. Os SNPs se depuseram nos extremos 1.0 e 0.0 na regido 15q11-
013 entre os pontos de quebra BP2 e BP3.

A analise de Copy Number Variations avaliou a ploidia dos pacientes
sequenciados de acordo com um padréo de CNV estabelecido a partir de 10
individuos normais utilizados como referéncia. Esta metodologia permitiu
identificar variagbes estruturais como dele¢des e duplicagbes ao longo de todo
cromossomo 15. O individuo LACIFF-1 apresentou um padrdo de normalidade
na andlise de CNV em grande parte do cromossomo 15, contudo, na regido

15q11.2 (chrl5: 22.503.731- 22.562.048) a metodologia identificou a ploidia de
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apenas 1 dos pares do cromossomo no nucleo celular. Além disso, foi possivel
avaliar o genétipo do genoma sequenciado, demonstrando ter um padrdo
heterozigotico continuo (Figura 22). O resultado geral de CNV indica uma

auséncia de alteragdes cromossémicas
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Figura 22 - Andlise de CNV e Genétipo LACIFF-1. A: Padrédo normal de CNV indica uma ploidia
compativel com a referéncia utilizada devido a presenga de 2 cromossomos; B: O genétipo do
paciente indica uma estabilidade heterozigética ao longo do cromossomo 15; C: Ampliagéo da regido
gendmica relacionada ao desenvolvimento da sindrome de Prader-Willi a Angelman.

A figura 23 demonstra a andlise de CNV do paciente LACIFF-2. O
paciente apresentou alteragdes do nimero de copias cromossdmicas na regiao
15911-q14 com ganhos e perdas gendmicas. As posicbes 15q11.2
(chr15:20.959.431- 21.046.400; chrl5:22.987.173- 23.165.687-27) e 15ql4
(chr15:34.434.985- 34.480.758; chr15:39.735.492- 42.042.448) apresentaram
ganhos cromossdmicos. Enquanto que as regides 15q11.1 (chr15:20.398.627-
20.435.245), 15911.2-q13.1 (chr15:22.604.882- 22.870.365, chr15:23.373.867-
28.811.693) e 15913.3 (chr15:31.440.813- 31.441.099) demonstraram perdas
cromossdmicas. A delecdo de 15q11.2-gq13.1 (chrl5:23.373.867- 28.811.693)
abrange os genes relacionados ao desenvolvimento das sindromes de Prader-
Willi e Angelman. O genétipo foi alterado na regido chrl5:23.373.867-

28.811.693, demonstrando leitura de apenas um dos alelos (Figura 23).
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Figura 23 - Andlise de CNV e Geno6tipo LACIFF-2. A: Padrdo com alteracdes de diploidia variando
de 4 a 0 com perdas e ganhos cromossdmicos; B: O genétipo do paciente indica uma perda de
heterozigosidade na regido chrl5:23.373.867- 28.811.693; C: Ampliagdo da regido gendmica
relacionada ao desenvolvimento da sindrome de Prader-Willi a Angelman.

A analise de CNV do paciente LACIFF-3 indiciou perda de
homozigosidade extensa em regifes relacionadas ao desenvolvimento da
sindrome de Prader-Willi. A perda de diploidia e consequente leitura de apenas
um dos alelos foi detectada nas regides 15¢q11.2-q13.1 (chr15:20.876.470-
20.878.759; ¢chrl15:21.908.650- 22.311.452; chr15:23.382.539- 28.298.553),
15q13.3 (chr15:31.200.558- 31.440.221) e 15q14 (chr15:33.767.104-
33.767.533). Houve a detecgdo de polimorfismos em apenas um dos alelos na
regido 15q911.2 até 15gq13.1 (chrl5:23.382.539- 28.298.553) abrangendo genes
relacionados ao desenvolvimento da SPW e AS. O genétipo do cromossomo 15

apresentou regifes homozigéticas e heterozigéticas (Figura 24).
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Figura 24 - Analise de CNV e Geno6tipo LACIFF-3. A: Padrdo com alteracdes de diploidia variando
de 2 a 0 com perdas cromossémicas 15q11.2-q13.1; B: O genétipo do paciente indica uma perda de
heterozigosidade na regido chrl5:23.382.539- 28.298.553; C: Ampliagdo da regido gendmica
relacionada ao desenvolvimento da sindrome de Prader-Willi a Angelman.

O paciente LACIFF-4 demonstrou através da figura 25 que a analise por
CNV possui alteragdes de diploidia com ganhos e perdas cromossdmicas. O
grafico de copy number variations demonstrou que a regido 15q11.2
(chr15:21.040.68- 21.119.638) apresentou uma ploidia de 3. Enquanto que as
regides 15¢g11.2 (chr15:20.605.837- 20.862.165; chr15:25.125.486- 25.125.665),
15913.3 (chrl5:31.439.900- 31.440.186; chr15:33.770.736- 33.771.058)
demonstraram o perfil de perda cromossémica. O genétipo do paciente manteve-

se regular com um padrdo de normalidade heterozigético.
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Figura 25 - Andlise de CNV e Gen6tipo LACIFF-4. A: Padrdo com alteragdes de diploidia variando
de 3 a 0 com perdas e ganhos cromossdmicos na extencdo 15gq11.1-q14; B: O gen6tipo do paciente
demonstrou um perfil normal de heterozigosidade dos polimorfismos; C: Ampliacdo da regido
gendmica relacionada ao desenvolvimento da sindrome de Prader-Willi a Angelman.

A andlise de CNV buscando variagdes de ploidia no paciente LACIFF-5
identificou alterac6es genémicas com perdas cromossdmicas na regido 15q11.2
(chr15:20.414.734- 20.652.753; chrl5:22.297.878- 22.299.487). A analise de
gendtipo  detectou uma regido em  homozigose  15021.3-026.1
(chr15:54.154.648- 93.839.110) que interrompe o padrdao de normalidade
heterozigotico relacionado aos polimorfismos sequenciados no cromossomo 15

(Figura 26).
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Figura 26 - Analise de CNV e Gen6tipo LACIFF-5. A: Padrao com alteragdes de diploidia variando
de 2 a0 com perdas cromossomicas nas regides 15911.1-q11.2; B: O genétipo do paciente demonstrou
uma grande extensdo em homozigose da regido 15q921.3 até 15026.1; C: Ampliacdo da regido
gendmica relacionada ao desenvolvimento da sindrome de Prader-Willi a Angelman.

A analise de copy number variations realizada nos pacientes LACIFF-6
até o paciente LACIFF-14 nao apresentou altera¢gfes de ploidia, permanecendo
2n. Além disso, o genoétipo apresentou padrao heterozigotico para toda extensao
do cromossomo 15. A amostra proveniente do paciente LACIFF-15 apresentou
ploidia = n na extens&do chrl5:24.570.916-28.333.452, assim como genotipo
homozigético na mesma localizacdo cromossdmica. O paciente LACIFF-16
apresentou perda de diploidia na regido chr15:23.191.533-27.940.689 assim
como perda de heterozigosidade. A analise de CNV no paciente LACIFF-17
identificou ploidia = n na regido chrl5:22.088.212-28.855.977, a andlise de
genotipo identificou que a regido apresenta homozigosidade. A relagéo entre as

analises de MS-HRM, GTG, FISH, AF e CNV estdo demonstradas na tabela 18.
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Tabela 18 - Resultados das técnicas MS-HRM, GTG, FISH, AF e CNV dos pacientes LACIFF-1 ao

LACIFF-17.
Amostra > GTG FISH NG3
HRM AF CNV

LACIFF-1  Normal 46, XX Sem delegdo Heterozigético 2n

LACIFF-2 AS 46, XY Sem delegdo Perda de heterozigosidade (15911-q13)  n(chr15:23.373.867-28.811.693)
LACIFF-3 SPW 46, XX Delegdo Perda de heterozigosidade (159q11-q13)  n(chr15:23.382.539-28.298.553)
LACIFF-4  SPW 46, XX Sem delecdo Heterozigético 2n

LACIFF-5 SPW 46, XY Sem delecdo Perda de heterozigosidade (15q13-q26) 2n

LACIFF-6  Normal 46, XX Sem delecdo Heterozigético 2n

LACIFF-7  Normal 46, XX Sem delecdo Heterozigético 2n

LACIFF-8  Normal 46, XY Sem dele¢do Heterozigético 2n

LACIFF-9  Normal 46, XX Sem delegdo Heterozigético 2n

LACIFF-10 Normal 46, XX Sem delegdo Heterozigético 2n

LACIFF-11 Normal 46, XY Sem delegdo Heterozigético 2n

LACIFF-12 Normal 46, XY Sem delegdo Heterozigético 2n

LACIFF-13  Normal 46, XX Sem delegdo Heterozigdtico 2n

LACIFF-14 Normal 46, XY Sem delecdo Heterozigético 2n

LACIFF-15 SPW 46, XX Delegdo Perda de heterozigosidade (15q11-q13)  n(chr15:24.570.916-28.333.452)
LACIFF-16 SPW 46, XX Delegdo (Tipo I) Perda de heterozigosidade (15911-q13)  n(chr15:23.191.533-27.940.689)
LACIFF-17  SPW  del 15q11.2 ?ﬁ:ﬁl‘)’ Perda de heterozigosidade (15q11-q13)  n (chr15:22.088.212-28.855.977)

5.3.4 Deteccdo de variantes

As variantes pontuais identificadas através do sequenciamento de Nova

Geragdo foram analisadas e classificadas como patogénicas ou provavelmente
patogénicas de acordo com os critérios estabelecidos na etapa 4.10 da sessao
Materiais & Métodos. Os pacientes LACIFF-2, LACIFF-3, LACIFF-6, LACIFF-7,
LACIFF-8, LACIFF-9, LACIFF-10, LACIFF-11, LACIFF-12, LACIFF-13, LACIFF-
14, LACIFF-15, LACIFF-16 e LACIFF-17 ndo apresentaram qualquer alteracéo
do tipo SNV, INDEL ou MNV que fossem consideradas patogénicas. O individuo
LACIFF-1 apresentou uma mutacéo do tipo INDEL no exon 1 do gene MAGEL2
(chr15:23.891.909) com valor gphred de qualidade de 681 e com profundidade
de sequenciamento de 145x, além disso sua frequéncia na populagdo (MAF) é
de 0.001. A alteracéo engloba 21 bases “AGCCATCGGCTGTGCAGGTGG” que
tem como consequéncia a interrupcdo na producdo de aminoacidos, sendo

classificada como provavelmente patogénica pelos preditores SIFT (0.02) e
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PolyPhen (0.79) O individuo LACIFF-4 apresentou uma INDEL no exon 3 do
gene PWRN1 (chr15:24.813.231) em 3 bases (AGA), o valor de qualidade phred
atingiu 355 com profundidade de sequenciamento de 161x. O paciente LACIFF-
5 apresentou uma INDEL no exon 3 do gene PWRNL1 (chr15:24.813.231) em 3
bases (AGA), o valor de qualidade phred relacionado a esta alteragdo no
paciente foi de 358, apresentando uma profundidade de sequenciamento de
176x. A consequéncia das alteragBes INDEL no gene PWRN1 nos pacientes
LACIFF-4 e LACIFF-5 séo variantes de significado incerto (VUS). A tabela 19
exibe as variantes com significado incerto/provavelmente patogénicas SNV,

INDEL e MNV identificadas de acordo com os padrées estabelecidos.

Tabela 19 - Tabela de variantes encontradas nos pacientes LACIFF-1, LACIFF-2 e LACIFF-3.

Amostra Posigdo Gene Variante Consequéncia Alteragdo Predigdo MAF Profundidade Phred
LACIFF-1 23.891.931 MAGEL2 INDEL Frameshift Indels c.962delC Prov. Patogénica 0.001 145x 681
LACIFF-4 24.813.231 PWRN1  INDEL - n.499_500delGA S - 161x 355
LACIFF-5 24.813.231 PWRN1  INDEL - n.499_500delGA VUS - 176x 358

As variantes identificadas através do workflow gerado para as andlises
dos dados NGS foram submetidas ao sequenciamento de Sanger para a
validacdo das mesmas. A metodologia de Sanger confirmou a variante INDEL
no gene MAGEL2 no paciente LACIFF-1, assim como detectou a mutagao INDEL

no gene PWRN1 nos individuos LACIFF-4 e LACIFF-5.

5.4 Analise haploinsuficiéncia e intolerancia génica a perda de fungao
(pLI)
O software Phenolyzer foi utilizado para identificar a arvore de interagdes

génicas dos genes que possuem relagdo direta ou indireta ao desenvolvimento
da SPW. O algoritmo do Phenolyzer utiliza-se de dados ja descritos em bancos
de dados do OMIM, CLINVAR, GENECARDS e DISGENET. Além disso, leva em

consideracdo a posicdo no genoma que se encontra o gene identificado. As
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interacdes consideradas para calculo de score incluem: interagdo proteica;
mesmo biosistema de interagdo e interagdo de transcritos, além da correlagéo
com os bandos de dados mencionados. A andlise identificou 50 genes que
interagem entre si e tem relacdo direta ou indireta com o desenvolvimento da
SPW. Este fato demonstra a complexidade na descricdo da doencga, assim como

estabelecer uma casuistica entre gendtipo-fenétipo (Figura 27).
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Figura 27 - Arvore de interagdes génicas no desenvolvimento da SPW.

O programa Phenolyzer ordenou os 10 genes candidatos com a maior
probabilidade de estarem relacionados ao desenvolvimento da SPW (score). De
acordo com os parametros estabelecidos pelo software, também foi possivel

atribuir os valores de pLl a cada um dos 10 genes identificados. Os genes
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SNORD116-1, SNORD115-1, PWRN1 e PWAR1l ndo dispbe de dados

suficientes na literatura, para uma predi¢do de pLI (Tabela 20).

Tabela 20 - Resultados obtidos através do software Phenolyzer e ordenados baseados no score
apresentado. Valores EXAC pLI préximos a 1 indicam alta intolerancia a perda de fungéo.

Rank Gene Score (Phenolyzer) EXAC pLI
1 SNRPN 1 0.967185657
2 MAGEL2 0.8839 0.922
3 NDN 0.8108 0.3187072423
4 OCA2 0.5633 0.3724935126
5 SNORD116-1 0.4506 -
6 SNORD115-1 0.338 -
7 MKRN3 0.03286 0.33518518519
8 PWRN1 0.03286 -
9 HERC2 0.03286 0.29952819061
10 PWAR1 0.03286 -

5.6 Andlise de ganho diagndéstico
As técnicas de NGS e MS-HRM + FISH identificaram 6 pacientes

(LACIFF-3, LACIFF-4, LACIFF-5, LACIFF-15, LACIFF-16, LACIFF-17)
portadores da SPW e 1 paciente (LACIFF-2) portador da SA. O célculo de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo
obedeceu a metodologia descrita na etapa 4.11. Devido a concordancia de 100%
entre as técnicas os valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram
iguais a 1, demonstrando ser uma metodologia eficiente para a identificagéo das
alteracdes gendmicas relacionadas ao desenvolvimento da SPW.

Além disso, a técnica de NGS identificou uma mutag¢é@o provavelmente
patogénica do tipo INDEL no paciente LACIFF-1, do qual foi considerado
posteriormente pelas técnicas MS-HRM + FISH como normal. Devido a alta

correlacdo entre as caracteristicas clinicas da SPW e mutacdes no gene
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MAGEL2 relatadas na literatura, o paciente LACIFF-1 foi realocado como

inconclusivo (Figura 28).
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Figura 28 - Ganho diagnéstico através da plataforma lon Torrent para reclassificacdo de amostras

previamente negativadas.

O coeficiente de concordancia de Kappa avaliou a concordancia entre as

técnicas de MS-HRM e lon Torrent PGM na identificacdo e confirmacao dos

casos Normais, SPW e SA. Ambas metodologias possuiram resultados

congruentes, detectando 10 pacientes Normais, 6 pacientes SPW e 1 paciente

SA. Portando, o coeficiente Kappa calculado atingiu o valor de 1, atingindo uma

concordancia perfeita (Figura 29).

do Kappa da categoria

Normal SPW SA
Kappa da 1.0 1.0 1.0
categoria
P“:;‘L‘;f:gg‘i‘fpa <0.001 =0.001 <0.001
- =0
In:fz;l:fiigi 7 sup: 1.0 sup: 1.0 sup: 1.0
€ inf: 0.525 inf: 0.525 inf: 0.523

Figura 29 - Tabela com valor Kappa por categoria (Normal, SPW e SA); P-valor do coeficiente
Kappa; Intervalo de 95% de confianga do coeficiente Kappa calculado para cada categoria (Normal,

SPW e SA).
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Discussao

A sindrome de Prader-Wili é uma doenga genética complexa
desenvolvida a partir de anormalidades na regido 15q11-q13 do alelo paterno do
cromossomo 15. O diagnostico da SPW apenas através das caracteristicas
clinicas é de dificil identificacdo devido a sobreposicao de fenotipos com outras
doencas genéticas, como a Sindrome de Schaaf-Yang (SYS). Algumas
sobreposicdes fenotipicas entre SYS e SPW incluem hipotonia neonatal,
dificuldades na alimentacdo, ganho de peso, atraso no desenvolvimento
intelectual e obesidade (49). Alteracdes genéticas fora do cromossomo 15
também podem resultar em caracteristicas clinicas semelhantes a SPW como:
dissomia uniparental materna na regido 14932.2 (50); dele¢des no cromossomo
1 (1p36) (51); 6 (6g16.2) (52) e 10 (10g26) (53) além de outras anormalidades
cromossodmicas impossibilitarem um diagndstico clinico preciso e exigem estudo
molecular (54-57). A caracterizacao laboratorial da SPW através de técnicas
moleculares (MS-HRM, Multiplex Ligation Probe dependent Amplification e
Andlise de microssatélite) e de citogenética molecular (FISH) a distingue das
demais sindromes genéticas além de elucidar o mecanismo genético causador
da sindrome (5). Apesar das andlises moleculares comumente utilizadas
oferecerem um diagndstico preciso, a necessidade de realizacdo de diversas
técnicas torna todo o processo diagnéstico demasiadamente laborioso,
demorado e caro.

A andlise do padrdo de metilacdo do éxon 1 do gene SNURF-SNRPN
confirma a suspeita clinica para SPW. No nosso estudo, a técnica de MS-HRM
identificou 6 (35,3%) individuos portadores da SPW, 1 (5,8%%) individuos
portadores de SA e 10 (58,8%) individuos normais. Apesar da confirmacéo
diagndstica através do MS-HRM, a principal desvantagem da metodologia é a
falta de informacéo a respeito do mecanismo genético causador da sindrome,
impactando negativamente na eficiéncia do aconselhamento genético (7). A
técnica de MS-HRM demanda a realizacédo de outras técnicas moleculares e de
citogenética para um diagndstico completo.

A citogenética é realizada com finalidade de um aconselhamento genético

eficaz devido a capacidade de deteccdo de translocacdes, duplicacdes,
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inversfes e outros rearranjos cromossdmicos que poderiam alterar o fenotipo
clinico da doenca. Esta abordagem foi realizada nos 17 pacientes submetidos
ao estudo afim de detectar rearranjos cromossdmicos. Apenas 1 amostra (5,8%
de 17 pacientes) proveniente do paciente LACIFF-17 constatou-se anormalidade
gendmica no cromossomo 15. A integridade cromossdémica com objetivo
diagndstico foi investigada através da hibridizagdo em situ por fluorescéncia
(FISH), identificando dele¢ées no cromossomo 15 de 4 pacientes (LACIFF-3,
LACIFF-15 e LACIFF-16 e LACIFF-17). As sondas SNRPN e 15qter utilizadas
na técnica de FISH identificaram a presenca/auséncia de ambos alelos do
cromossomo 15 sem discriminacdo alélica, a identificacdo de qual alelo esta
deletado s6 é possivel a partir de uma analise conjunta com os dados obtidos
através da técnica de MS-HRM. A partir da combinagéo de dados de ambas as
técnicas foi possivel definir que a auséncia cromossOmica detectada nos
pacientes LACIFF-3, LACIFF-15, LACIFF-16 e LACIFF-17 é relativa ao alelo
paterno, caracterizando SPW. Os pacientes LACIFF-2, LACIFF-4 e LACIFF-5
obtiveram resultados normais de citogenética, porém, os resultados de MS-HRM
indicam alteracdo no perfil de metilagdo. Portanto, o provavel mecanismo
genético responsavel pelo desenvolvimento de SPW foi UPD ou microdelegdes
no centro de imprinting.

No nosso estudo, o poder de deteccao de delecdes utilizando as técnicas
de GTG de alta resolugéo e FISH foram distintas. De acordo com a literatura, a
técnica de bandeamento G s6 possui capacidade de deteccdo de delegbes
maiores que 5 Mb, ja a técnica de FISH é capaz de detectar dele¢des a partir de
80 Kb(58). Ambas as técnicas comparadas a metodologia NGS possuem menor

resolucdo. O sequenciamento lon Torrent PGM identifica microdele¢des de até
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uma base oligonucleotidica, além disso, a técnica de FISH néo identifica
delecdes fora da regido da sonda utilizada para hibridizacéo (58).

Um diagnostico rapido e preciso esta diretamente relacionado com um
aconselhamento genético eficaz e uma intervengdo medicamentosa eficiente.
Angulo MA et al., 2007, Takeda A et al., 2010 e Wolfgram et al., 2013 (59-61)
demonstraram que administragdo de Hormdnio de Crescimento (GH) em
pacientes com SPW oferece diversos beneficios. O tratamento com GH esta
relacionado a composicao corpérea devido a regulacéo de massa gorda e massa
magra, normalizacdo de tonus muscular, correcédo das disfuncdes metabdlicas e
correcdo do desenvolvimento irregular cognitivo relacionado & SPW. Contudo,
efeitos preeminentes do tratamento com GH s&o comumente observados com
uma intervencdo medicamentosa nos primeiros anos de vida (idade
recomendada para iniciar a administracdo de GH: 4-6 meses de idade). O
processo de andlise laboratorial utilizado atualmente demanda maior tempo para
um diagndstico completo e acurado, além de uma equipe técnica especializada
para elaboracdo e interpretacdo dos resultados, podendo comprometer os
beneficios com o tratamento com GH (62).

Desde o desenvolvimento da metodologia de sequenciamento de Sanger
diversos avangos nos processos de andlise genéticas ocorreram, sendo por
exemplo, a principal ferramenta utilizada no sequenciamento completo do
genoma humano através do Projeto Genoma Humano em 2001. Apesar de ser
considerado o método padrdo ouro para sequenciamento, algumas limitagcdes
inviabilizaram sua introducdo como ferramenta no diagndstico genético
laboratorial. O alto custo dos reagentes para sequenciamento (~$500/Mb, ) (63),

uma baixa capacidade de sequenciamento e uma metodologia demasiadamente



72

demorada impossibilitaram sua introdugdo na rotina diagnéstica (64). Os
aperfeicoamentos dos dispositivos de sequenciamento através do surgimento
das plataformas de Sequenciamento de Nova Geragéo, propiciaram um avango
exponencial na compreenséo das doencgas genéticas e a sua relacdo com os
fendtipos de cada doenga. Como por exemplo, as tecnologias NGS permitiram
identificar padrbes de heranga, ofertaram um aconselhamento genético eficaz
além de possibilitar a melhor correlagéo genotipo-fendtipo (65,66).

As plataformas NGS oferecem um bom custo beneficio com uma reducéo
de gasto em reagentes de até x1000 (~$0,5/Mb) comparado ao sequenciamento
de Sanger (63). Além disso, os novos sequenciadores possuem uma capacidade
de sequenciamento com maior robustez, permitindo o sequenciamento de
diversas amostras em paralelo e em menor tempo (67). Dentre as plataformas
de sequenciamento, o sequenciador lon Torrent PGM possui um custo médio de
$0.63/Mb, enquanto que, a plataforma lllumina MiSeq oferece um gasto de
$0.5/Mb. Apesar do aparente custo mais acessivel da plataforma lllumina MiSeq
por base sequenciada, a necessidade de um sequenciamento com maior
profundidade/cobertura encarece a metodologia. Além disso, o tempo
necessario para o sequenciamento lllumina é cerca de 27 horas, ja a plataforma
lon Torrent PGM oferece um sequenciamento 9x mais rapido (3h), tornando-o
ideal para a rotina de diagnostico laboratorial (68).

As técnicas atualmente utilizadas para identificacdo de delecgdes,
dissomia uniparental e defeitos no centro de impriting na SPW interferem néo s6
no tempo necessario para uma investigacao etiolégica, como também aumentam
0 gasto para um diagndstico preciso. A metodologia de andlise de metilagdo (MS-

HRM), citogenética (FISH) e STR representam um gasto somado de U$ 640 por
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paciente para a identificacdo dos mecanismos genéticos associados ao
desenvolvimento da SPW (7,69). O sequenciamento através da plataforma lon
Torrent apresenta um custo de U$ 625 (68) para investigacdo de todas
anormalidades associadas a SPW, resultando em uma economia de até U$ 15.
A segunda triagem diagnéstica inicia-se a partir da analise de metilacao e
delecéo através do MLPA e uma analise das regides microssatélite com a técnica
de STR (69,70). O segundo grupo metodoldgico utilizado para o diagnostico da
SPW detém um gasto médio de U$ 600 ddlares por paciente, U$ 25 mais barato
que o sequenciamento utilizando a plataforma lon Torrent.

O custo relativo a realizagdo das técnicas MS-HRM, FISH, MLPA e lon
Torrent foram estimadas. A discrepancia dos valores cobrados para cada exame
em diferentes laboratérios dificulta uma andlise comparativa precisa entre as
diversas metodologias utilizadas para o diagndstico da SPW (7,68-71).

A aparente economia proveniente da utilizacdo do MLPA e STR sé&o
recompensados pelo ganho diagndstico oferecidos pelo sequenciamento NGS.
A técnica de MLPA oferece um poder de resolucéo de 50 sequéncias de acidos
nucléicos (72) ja a tecnologia NGS sequéncia massivamente milhdes de
segmentos de DNA analisando polimorfismos base a base (73). Além disso, o
MLPA sé é possivel ser realizado em mutacdes previamente descritas, nao
detectando alteracBes em regibes ndo cobertas pelas sondas. A técnica de
MLPA também é extremamente sensivel a contaminantes e a qualidade do DNA
extraido (74,75). O sequenciamento de Nova Gerag&o permite identificar novas
mutagBes SNPs, INDELS, MNV e correlaciona-las com patologias, possibilitando
um paralelismo gendtipo-fenétipo oferecendo ndo s6 um diagnoéstico acurado,

como também um aprofundamento cientifico sobre sindromes genéticas. A
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tarefa analitica utilizada para analise dados do NGS possui ferramentas de
exclusdo de qualquer organismo contaminante, demonstrando ser uma
metodologia com baixa sensibilidade a moléculas contaminadoras (76). O tempo
necessario para realizagéo da técnica de MLPA é aproximadamente 72 horas (3
dias),e devido necessidade de uma metodologia adicional por STR acrescenta-
se 24 horas (1 dia) para um diagndstico preciso, totalizando 96 horas (4
dias)(72,77) . A metodologia lon Torrent demanda de apenas 48 horas (2 dias)
para a construcao da biblioteca e sequenciamento, diminuindo as etapas do fluxo
diagnostico, resultando em um menor tempo para identificacdo de delecdes,
UPD e defeitos no IC. Além do diagnéstico rapido, o lon Torrent diminui as
chances de contaminacgdes provenientes da manipulacdo de amostras devido a
sua metodologia discernir todas as alteragfes genéticas relacionadas a SPW em
plataforma Unica.

Devido ao amplo espectro de potenciais beneficios econémicos e
diagnosticos ofertados pelas plataformas NGS, as novas tecnologias de
sequenciamento vém sendo utilizados como método preterido para identificacao
de diversas sindromes genéticas como Alstrom, Waardenburg, Silver-Russell,
Kleefstra, Cardio-Facio-Cutaneus e Alagille (78-84). Os sequenciadores de
Nova Geracdo atuam como metodologia de rastreio e diagnéstico de recém-
nascidos com doencgas raras em unidades de tratamento intensivo, exercendo
um grande impacto na identificacdo precoce de sindromes genéticas devido a
rapidez do exame (85-87). O diagndstico precoce de desordens genéticas em
recém-nascidos permite a administragdo de medicamentos que evitem o
desenvolvimento de adversidades relacionadas a doencas, propiciando uma

melhor qualidade de vida (88-91). Além dos beneficios mencionados, o
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diagndstico preciso de sindromes genéticas também altera a rotina de Servigos
de Saude publicos e privados. Diversas sindromes necessitam de uma vigilancia
clinica periddica, e a distingdo das mais graves para as mais brandas minimizam
0s gastos publicos com desordens genéticas raras. Essa diferenciacdo entre
sindromes também permite a inclusdo de individuos em programas
governamentais especificos para cada doenca.

Além da fungdo diagnodstica, o NGS enriquece a literatura cientifica
estabelecendo novas relagdes casuisticas entre desordens genéticas e novas
alteracdes génicas. Mingjia MA et al., 2016 utilizou a tecnologia lon Torrent para
identificar uma nova mutacao no gene FBNL1 relacionada ao desenvolvimento da
sindrome de Marfan. Contribuindo para uma maior compreensao dos
mecanismos de mutacéo genética da sindrome, além de facilitar o diagnéstico
molecular (92). A plataforma lon Torrent também foi inserida em diversas areas
na oncologia, atuando como método de identificacdo de muta¢bes de cancer de
colon de reto por exemplo (93).

Neste estudo, foram explorados quatro principais aspectos da
aplicabilidade da tecnologia NGS associada a painéis génicos no diagndstico
molecular da SPW: a performance de enriquecimento e analises de regides-alvo,
andlise de integridade cromossdmica; avaliagdo de desempenho analitico na
deteccao de variantes, e por fim, o ganho diagnéstico obtido através da utilizacdo
de um painel para a plataforma lon Torrent. A andlise basica do sequenciamento
através da plataforma lon Reporter™ iniciou-se a partir da limpeza dos dados
brutos obtidos pelo sequenciador. O valor de qualidade Phred é um valor
arbitrario de qualidade de leitura de bases sequenciadas onde excluem-se as

sequéncias que ndo atingirem este valor limitrofe. Este processo de eliminagéo
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de bases com baixo valor de Phred é essencialmente importante pois aumenta
o grau de confiabilidade do sequenciamento, eliminando bases de ma qualidade
que levariam a erros criticos de analise (94). O valor de qualidade escolhido foi
de Phred = 20, indicando 99% de acuracia das bases sequenciadas. A razéo de
exclusdo das bases com Phred = 20 néo ultrapassou 15% do total sequenciado.
Um valor excessivamente alto de Phred implicaria em um maior percentual
eliminatério das bases, gerando um viés que impossibilitaria analises do genoma
devido a exclusdo excessiva de dados (95-97).

Através da distribuicdo dos valores médios de cobertura por regido
sequenciada foi possivel identificar regides de baixa cobertura dentro do painel
desenhado. Apenas 42 (2,6% do total) de 1618 regides mapeadas apresentaram
uma cobertura menor que 10x (Figura 15). Sequéncias com cobertura abaixo de
10x aumentam a porcentagem de falsos positivos e falsos negativos, portando,
essas regibes ndo foram submetidas a andlises de variantes (98).
Possivelmente, estas regides com cobertura menor que 10x podem ser dificeis
de amplificar e consequentemente de sequenciar. A representatividade da
extensdo com baixa cobertura ndo interfere de forma significativa na analise dos
resultados, contudo, o desenho de novos primers para esta regido poderia
solucionar a questao.

Os reads obtidos através da plataforma lon Torrent PGM apresentaram
uma extensdo média adequada para um alinhamento eficaz (cerca de 251 bp)
(Figura 16). Fragmentos longos possibilitam uma montagem fidedigna a
sequéncia gendmica original utilizada como referéncia. Contraditoriamente,

fragmentos menores podem gerar erros de alinhamento frente a sequéncia



77

referéncia devido a ambiguidade apresentada por regifes repetitivas do DNA,
por exemplo (99-101).

O bom desempenho inicial do painel de SPW na plataforma lon Torrent
permitiu avaliar a disposicéo heterozig6tica ou homozigética dos SNPs em um
determinado l6cus gendmico, este processo € fundamental para o mapeamento
e associacdes a sindromes genéticas. Alteracbes de grande extensdo do
gendtipo dos polimorfismos informam através da perda de heterozigosidade, que
a regido sofreu alteracdes cromossdmicas que levaram a deteccdo de apenas
um alelo (102).

A analise de frequéncia alélica de 10 pacientes (LACIFF-1, LACIFF-6,
LACIFF-7, LACIFF-8, LACIFF-9, LACIFF-10, LACIFF-11, LACIFF-12, LACIFF-
13 e LACIFF-14) demonstraram a disposicao predominante dos SNPs na faixa
heterozig6tica, indicando uma integridade cromossOmica (Figura 17
representativa de um resultado de AF normal). Paradoxalmente, as amostras
provenientes dos pacientes LACIFF-2, LACIFF-3, LACIFF-15, LACIFF-16 e
LACIFF-17 demonstraram uma perda de heterozigosidade dos polimorfismos na
regido 15q11-q13, sabidamente relacionada ao desenvolvimento da SPW (1)
(Figura 18 e 19). Os resultados alcancados através da andlise de AF vdo de
encontro aos resultados prévios obtidos através das técnicas de MS-HRM e
FISH. O paciente LACIFF-5, confirmado com SPW através da metodologia de
MS-HRM, possui uma extensa regido em homozigose 15q21.3-g26.1
(chr15:54.154.648- 93.839.110) detectada através da andlise de AF dos
polimorfismos. Devido a grande extensao (~40 Mb) homozigotica a hipotese de
delecéo da regido foi descartada visto que a técnica de GTG teria identificado

anormalidades cromossOmicas desta proporcéo (Figura 21). A metodologia de



78

FISH por sua vez, também néo seria capaz de detectar altera¢des fora da regido
de hibridizacdo da sonda. De acordo com esses resultados, o provavel
pressuposto para regido homozigética é a identificacdo de SNPs de apenas um
dos alelos proveniente de uma possivel UPD.

A genotipagem dos polimorfismos mapeados possibilitou através da perda
de heterozigosidade, a classifica¢éo dos subtipos (Tipo 1: BP1-BP3; Tipo 2: BP2-
BP3) de delecdo descritos para SPW. Os pacientes LACIFF-2, LACIFF-3,
LACIFF-15 e LACIFF-16 (Figura 18 e 19) apresentaram perda de
heterozigosidade entre os BP2-BP3 dentro da regido 15ql11-13, sendo
classificada como Tipo 2 (~5.3 Mb). A andlise de frequéncia alélica do paciente
LACIFF-17 demonstrou a perda de heterozigosade em toda extenséo dos pontos
BP1 até BP3, caracterizando-se como Tipo 1 (~6 Mb). A caracterizagcdo dos
subtipos de dele¢do na sindrome através da plataforma lon Torrent PGM,
permite estudos futuros de correlagdo desses achados com o seguimento clinico
desses pacientes. Individuos portadores da SPW com dele¢éo Tipo 1 (BP1-BP3)
possuem um comportamento altamente compulsivo e mal adaptativo, elevada
dificuldade de aprendizado e menor percepgéo visual quando comparados aos
pacientes portadores de delecdo Tipo 2 (BP2-BP3) (103,104).

As deteccdes de delegcbes e alteragbes de gendtipo também foram
analisadas mediante a metodologia de copy number variations. A deteccao de
variacdes de CNV é realizada através do modelo probabilistico conhecido como
Modelo Oculto de Markov (HMM) no software lon Reporter. Este algoritmo
estabiliza as varia¢gdes de cobertura ao longo dos fragmentos para predizer o
estado de ploidia (0, 1, 2, 3, etc.) de determinada regido cromossdmica

(105,106). A partir da criacdo de um grupo controle com ploidia igual a 2n
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(LACIFF-1, LACIFF-4, LACIFF-5, LACIFF-6, LACIFF-7, LACIFF-8, LACIFF-9,
LACIFF-10, LACIFF-11, LACIFF-12, LACIFF-13 e LACIFF-14) e com os valores
de cobertura previamente corrigidos através do modelo HMM, os demais
pacientes foram comparados ao linha de base estabelecido (Figura 22
representativa CNV normal). A analise de CNV realizada identificou regides com
haploidia na regido 15q11-q13 em 5 pacientes (LACIFF-2, LACIFF-3, LACIFF-
15, LACIFF-16 e LACIFF-17). A detecgcdo de apenas 1 alelo nos pacientes
citados, demonstram a concordancia entre as técnicas de FISH, GTG e as
andlises de AF e CNV. O paciente LACIFF-2 apresentou perda de
heterozigosidade e haploidia, caracteristicas de delecéo (Figura 23). Contudo, a
técnica de analise de metilagao indicou o paciente como portador da sindrome
de Angelman devido a presenca apenas do alelo paterno. O fato do painel génico
utilizado para sequenciamento ter capacidade de identificar alteragbes deletérias
compativeis com outras sindromes, demonstra o ganho diagnéstico associado a
esta metodologia.

As variagOes de pequena extensdo encontradas ao longo das analises de
copy number variations, podem ser devido a discrepancia de cobertura entre as
amostras utilizadas como grupo controle e os casos analisados. Li et al., 2012
observou que variagbes na construgcdo da biblioteca do grupo controle e dos
individuos a serem analisados provocam reducao da uniformidade de cobertura
dos reads sequenciados, prejudicando analises de copy number variations (105).
Renjie Tan et al.,, 2014 demonstrou que analises de CNV baseadas na
profundidade de cobertura dos reads sequenciados estdo suscetiveis a
variabilidade amostral (107). Além das variagdes de cobertura entre as bases

sequenciadas, outros desiquilibrios como proporcédo de conteudo GC, total de
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reads e comprimento das reads também exercem um impacto na precisdo de
deteccao de variagdes de ploidia (108).

Diversas ferramentas combinam diversos parédmetros de analise
objetivando mitigar os viéses amostrais gerados por andlises de CNV que
utilizam a cobertura como parametro. O software CONTRA utiliza um método de
normalizacéo de variagdes que inclui a utilizagdo do log de cobertura de cada
base visando corrigir as diferengas entre as bibliotecas sequenciadas (105). Os
programas CONIFER e XHMM combinam a cobertura de cada read com
abordagens mateméticas, decomposicdo em valores singulares através de
matrizes (SVD) e analise dos componentes principais (PCA), visando remover
ruidos experimentais (109,110). O software EXCAVATOR adota uma
metodologia de normalizagdo da mediana do conteddo GC além da cobertura
por read sequenciado (111). Embora os programas listados contribuam para a
reducdo dos viéses sistematicos do CNV, todos demandam um grande namero
de amostras para criagdo de um grupo controle robusto. Portando, as pequenas
alteracdes de ploidia na analise de copy number variations apresentadas por
todos os pacientes sequenciados neste estudo sdo sabidamente falso-positivas,
podendo ser corrigidas através do aumento do grupo controle (112).

A metodologia de analise de ploidia através do CNV também informa a
respeito do gendtipo dos polimorfismos mapeados frente ao grupo controle. Os
pacientes LACIFF-2, LACIFF-3, LACIFF-15, LACIFF-16 e LACIFF-17 obtiveram
alteracdo de genotipo correspondente a area indicada como deletada pela
andlise de CNV (Figura 23, 24 e 26). Além disso, as informacdes coincidem com
a analise de AF e as técnicas de citogenética. Os pacientes LACIFF-1, LACIFF-

4, LACIFF-6, LACIFF-7, LACIFF-8, LACIFF-9, LACIFF-10, LACIFF-11, LACIFF-
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12, LACIFF-13 e LACIFF-14 sequenciados ndo apresentaram qualquer alteragédo
no genétipo dos SNPs (Figura 22 representativa de normalidade).

Interessantemente, o paciente LACIFF-5, apresentou uma alteracao de
zigosidade de aproximadamente ~40 Mb na extensdo 15021.3-926.1 nas
analises de AF e genotipagem do CNV (Figura 26). As andlises de citogenética
ndo detectaram delecéo, contudo, a técnica de MS-HRM confirmou o paciente
como portador da SPW. A ploidia analisada por copy humber variations manteve-
se estavel em 2n, indicando a presenca de dois alelos. Esses fatos corroboram
para o descarte da hipotese de delecdo e reforcam a ideia de dissomia
uniparental da regiéo.

A dissomia uniparental materna possui prevaléncia de ocorréncia de
aproximadamente 25% dos casos de SPW (26). Os mecanismos genéticos
relacionados ao desenvolvimento da UPD total do cromossomo podem ser,
resgate trissbmico (trissomia do 15 ndo € compativel com a vida),
complementagdo de gametas (espermatozéide nulissémico fecunda um 6vulo
dissémico), resgate monossémico (espermatozéide nulissdbmico fecunda 6vulo
monossdmico, havendo uma compensagdo cromossdmica a partir da duplicacao
do cromossomo materno), e pos-fertilizacdo. Além dos fendmenos descritos,
eventos somaticos adicionais como recombinagbes mitéticas podem gerar
dissomias parciais do cromossomo (113).

A dissomia parcial é classificada como dissomia uniparental segmentar
intersticial ou telomérica (114). A dissomia segmentar € frequentemente
associada a sindrome de Beckwith-Wiedemann (~20% dos casos) (115),
contudo, o evento é extremamente raro na SPW onde poucos casos foram

descritos na literatura (116). Os resultados obtidos através das analises de AF e
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CNV do paciente LACIFF-5 condizem com as caracteristicas da dissomia
uniparental materna segmentar intersticial, aumentando a suspeita para o
evento. O possivel mecanismo genético responsavel por esse tipo de UPD inicia-
se a partir de uma ndo disjuncdo meidtica do gameta feminino. Como
consequéncia dessa ndo disjunc¢éo, a fecundacdo com o gameta masculino gera
um zigoto trissémico. Apos a formacéo do zigoto trissémico, durante as fases da
mitose ocorre uma recombinacao mitética  gerando regibes
heterodissémicas/isodissémicas. Devido a trissomia do 15 ndo ser compativel

com a vida, um evento conhecido como resgate trissébmico ocorre, descartando

um dos cromossomos (117,118) (Figura 30).
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Figura 30 — Provavel mecanismo de formacéo da dissomia uniparental intersticial.

O mecanismo de resgate trissdmico no desenvolvimento da UPD, pode

resultar em um mosaico de células trissémicas do cromossomo 15. Apesar de
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ser um fendmeno raro, alguns casos de mosaicismo relacionados a SPW ja
foram descritos na literatura (119-122). A capacidade do painel desenhado para
SPW em discernir os subtipos de UPD possui implicacdes prognoésticas
significativas. Olander et al., 2010 e Izumi et al., 2013, descreveram que casos
de mosaicismo trissdmico do 15 devido a uma dissomina uniparental segmentar
tendem a possuir um fendtipo sistémico mais grave da SPW, incluindo
anormalidades cardiovasculares como defeito do septo ventricular, por exemplo
(119,120).

Apesar da constatacéo de dissomia uniparental segmentar intersticial no
paciente LACIFF-5, sua presenga néo justifica o desenvolvimento da SPW, visto
que esta anomalia ocorreu fora da regido associada a doenca. Por conta disso,
uma andlise criteriosa nas variantes sequenciadas foi realizada afim de
encontrar alguma mutagdo que seja possivel realizar uma associagdo causal
com o desenvolvimento da sindrome.

As bases sequenciadas foram submetidas a filtros para aumentar a
sensibilidade na chamada de variantes consideradas patogénicas ou
provavelmente patogénicas. Apds o refinamento das sequéncias, foi possivel
detectar uma variante do tipo INDEL no exon 3 do gene PWRN1 do paciente
LACIFF-5. Interessantemente, a mesma variante foi identificada no paciente
LACIFF-4 onde ambas apresentaram uma boa profundidade de sequenciamento
e um valor de qualidade alto. De forma contraditdria, a mesma variante do tipo
INDEL no gene PWRNL1 néo esta presente em nenhum paciente considerado
normal para SPW ou SA. Apesar disso, essa variante ndo apresenta
consequéncias descritas na literatura. Concomitantemente, a analise de

haploinsuficiéncia e intolerancia génica do gene PWRN1 néo identificou qualquer
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dado na literatura cientifica a respeito de mutagfes neste gene. A predigdo in
silico gerada pelo pelo software Phenolyzer sugere que uma possivel alteragao
deletéria no gene possui consequéncias no desenvolvimento da SPW devido ao
score apresentado (0.03286).

A hipétese de erro de sequenciamento na deteccdo da INDEL no gene
PWRNL1 foi especulada. Song et al., 2017 demonstrou que a plataforma lon
Torrent possui alta susceptibilidade a detec¢cédo de INDEL falso-positivas (1,5%)
devido a forma de identificagdo da complementariedade das bases
sequenciadas ser de acordo com a mudanca de Ph. Contudo, a taxa de erros
apresentada pela plataforma pode variar de acordo com o pipeline e workflow
utilizados. Esse grupo realizou uma combinagédo de diversos programas (Coral,
Karect, Blue, Pollux. Fiona) visando reduzir os erros de detec¢do de INDEL
(123). Com excecédo do software Fiona, todos os programas possuem maior taxa
de sucesso na correcdo de erros INDEL em dados provindos da plataforma
lllumina (124-127). Sugerindo que, o workflow de andlise pode estar enviesado
devido a fatores intrinsecos ligados a metodologia de deteccdo de
complementariedade de bases relativa as plataformas lllumina e lon Torrent

A metodologia aplicada para realinhamento e reducdo de INDEL falso-
positiva engloba algoritmos avancados do software FreeBayes, e a moderna
abordagem de “left-indel align” utilizada pelo TVC. Este processo foi
exclusivamente sistematizado para os erros gerados pela plataforma lon Torrent.
A especificidade da andlise considera as informagdes obtidas através do fluxo
de sinais gerados pela mudanca de pH, onde, modelos estatisticos avaliam
variantes falso-positivas e falso-negativas geradas pela plataforma (44). Autores

como Roux et al., 2015 e Cherukuri et al., 2015 recomendam que a cobertura
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minima para identificagdo de variantes com alta confiabilidade seja de 30x
(128,129). Em nosso estudo, as variantes filtradas e identificadas (PWRN1 e
MAGEL?2) apresentaram cobertura de sequenciamento variando de 146x a 175x.
Este conjunto de fatores demonstram a eficiéncia no workflow de anélises
elaborado, detectando variantes verdadeiro-positivas.

Recentemente, Baudhuin LM et al., 2015 demonstrou que variantes com
valor de qualidade phred = 20 e cobertura = 100x ndo demandam a realizacdo
de confirmacdo através do sequenciamento de Sanger devido ao carater
redundante e desnecessario (130). Contudo, devido a necessidade da validacdo
das variantes detectadas a técnica de sequenciamento de Sanger foi realizada.
Como resultado, a metodologia confirmou as alteracdes INDEL nos genes
MAGEL2 e PWRN1 em seus respectivos pacientes portadores. Este fato reforca
o poder diagnoéstico do lon Torrent na deteccdo de variantes especificas
utilizando um painel de genes alvo para sequenciamento, nas nossas condicdes.

O Prader-Willi region non-protein coding RNA 1 (PWRN1) é um gene
poliadenilado que sofre splicing alternativo e é localizado na regido critica
associada a SPW (15q11-g13). O gene é bialelicamente expresso no testiculo e
no rim, porém mono alelicamente expresso no cérebro (alelo paterno). O fato do
gene estar ativamente relacionado a arvore de interagdo génica reforga a
hipétese de sua relagdo com a SPW. Chen et al., 2018 demonstraram que a
hiperexpresséo do PWRN1 poderia reduzir a proliferacédo e estimular apoptose
em células do cancer de intestino. Antagonicamente, sua falta de expressao
pode estar relacionada com o desenvolvimento da patologia. O fato dos

pacientes LACIFF-4 e LACIFF-5 possuirem uma mutacédo INDEL pode gerar
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complicagées relacionadas ao desenvolvimento de tumores, e sua relagéo pode
significar um possivel preditor para identificagéo precoce do cancer.

Apesar de ser um gene que ndo possui seus transcritos codificados
(IncRNAs), o PWRN1 pode exercer uma funcdo regulatéria no complexo
mecanismo de metilagdo localizado no centro de imprinting no gene SNURF-
SNRPN. A contribuicdo do PWRNL1 para o desenvolvimento do fenétipo da SPW
é desconhecida. Porém, Wawrzik et al., 2009 demonstraram gue o gene atua no
processo de abertura de cromatina para o acesso de mecanismos de epigenética
no alelo paterno. Embora correlagdo nem sempre significar um vinculo causal,
as mutacdes INDEL no gene PWRNL1 nos pacientes LACIFF-4 e LACIFF-5
tornam-se guias Uteis para investigac@es funcionais do gene e seu papel no
desenvolvimento da SPW (131-134).

Devido ao grupo amostral utilizado neste estudo ser constituido de
individuos suspeitos para SPW, os pacientes considerados normais para analise
de MS-HRM foram submetidos a um processo de investigagédo de microdelecdes
na populacdo clinicamente suspeita de SPW visando identificar mutacdes
patogénicas/provavelmente patogénicas que estivessem relacionadas com o
fendtipo clinico da SPW. O paciente LACIFF-1 apresentou uma variante do tipo
INDEL de 21 bp no gene MAGEL?2. O impacto funcional desta mutagéo acarreta
na interrupcao da producao de aminoacidos. O alto valor de cobertura associada
a variante, a confirmacgdo pelo sequenciamento de Sanger, e a estrutura do
pipeline desenvolvido demonstram a confiabilidade na detec¢éo e chamada de
variantes pela abordagem in silico adotada. A andlise de pLI do gene demonstra
baixa tolerancia a alteragbes nucleotidicas, reforcando a patogenicidade da

mutacgéo.

Comentado [ZFMdV1]: Existe alguma relagdo de PWS com
cancer? E aumentado nessa populagio?
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Recentemente, uma série de individuos com mutagdes pontuais no gene |
MAGEL?2 foram identificados através do sequenciamento de DNA. Esses
pacientes manifestavam um espectro fenotipico condizente com a SPW,
hipotonia neonatal, ganho de peso, atraso no desenvolvimento intelectual e
psicomotor além de hipogonodismo. Considerados suspeitos para SPW, o teste
diagndstico baseado em padrbes anormais de metilacdo do DNA gendmico na
regido 15qgl11-q13 foi realizado. Como resultado, as andlises indicaram
normalidade no padrdo de metilacdo da regido com ambos alelos materno e
paterno. Apesar do ganho de peso, nenhum dos pacientes estudados
apresentaram obesidade mérbida comumente associada a SPW. Além disso,
alguns dos individuos desenvolveram outras caracteristicas que ndo sao
relacionadas a SPW. Nesse contexto, muta¢gbes pontuais no gene MAGEL2
porém sem alteracdo de metilagdo no gene SNURF-SNRPN, levam ao
desenvolvimento de uma doencga sindrémica similar a SPW, subsequentemente
denominada sindrome Schaaf-Yang. A sobreposicdo de diversas caracteristicas
fenotipicas relativas a cada sindrome dificulta um diagnéstico preciso,
especialmente em recém nascidos onde os sintomas sao dificeis de se identificar

e distinguir (Figura 31) (135,136).

Prader Willi Schaaf-Yang

Obesidade
+  Hipotonia muscular
+  Hipogonodismo

+  Deficiéncia intelectual
+  Desordem alimentar

+  Hiperfagia
¢ Obesidade moérbida

° Caracteristicas faciais
dismorficas

© Autismo
*  Problemas articulares

Figura 31 - Caracteristicas fenotipicas relativas as sindromes SPW e SY (136).

Comentado [ZFMdV2]: Pronto! Use esse argumento para
fundamentar o seu chamado ganho diagndstico, que eu chamaria de
investigagdo de microdelegdes na populagdo clinicamente suspeita
de PWS
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A reandlise através da plataforma lon Torrent dos casos negativados por
meio de testes de metilagdo, possibilitaram a identificacdo de uma sindrome
analoga a SPW. A capacidade do painel de genes e do workflow elaborado
permite detectar diferentes doencas sindrémicas, oferecendo ndo s6 uma
economia financeira e de tempo como uma reducédo na taxa de portadores
subdiagnosticados destas sindromes. Além disso, possibilita estudar do ponto
de vista funcional e molecular o papel do produto génico desses alvos detectados
na patogénese da sindrome de Prader-Willi. Portanto, a metodologia adotada
neste estudo se mostrou eficaz na reclassificacdo de individuos conforme a
suspeita da doenca, impactando diretamente no manejo de familias através de
aconselhamento genético devido a diferentes prognosticos relativos a cada
sindrome.

Os valores de sensibilidade e especificidade foram calculados uma vez
que metodologias diferentes analisaram o mesmo grupo de pacientes.
Considerando a técnica MS-HRM como padréo e assumindo que as variacdes
de metilagdo no gene SNURF-SNRPN estdo relacionadas com o
desenvolvimento da SPW e SA (137), os resultados obtidos para ambos
parametros analisados foram de 100%. Desta forma, foi possivel constatar que
a utilizacéo de um painel para sequenciamento é sensivel e especifico, de modo
a detectar corretamente os portadores ou ndo de Prader-Willi e Angelman. O
ganho diagnostico relacionado a diferencia¢éo de UPDs e deteccdo da sindrome
de Schaaf-Yang obtidos através do lon Torrent, ndo podem ser considerados
como aumento de sensibilidade e especificidade visto que a andlise de metilagao
avaliou apenas a deteccdo da SPW e SA. Além disso, o teste de coeficiente de

kappa demonstrou que a concordancia entre as técnicas de MS-HRM e lon
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Torrent n&o foi aleatéria, corroborando com o os resultados de sensibilidade e
especificidade apresentados.

A tecnologia NGS oferece perspectivas positivas no campo diagnostico
laboratorial. Estudos recentes avaliaram a realizacdo da metodologia de
sequenciamento de nova geracao utilizando DNA extraido do teste do pezinho.
Amostras provenientes do teste do pezinho oferecem uma série de beneficios
frente a realizacdo do sequenciamento com sangue total. As vantagens incluem
facil armazenamento, transporte simples, técnica minimamente invasiva e requer
baixa quantidade de sangue. O fato do teste de pezinho utilizar uma baixa
guantidade de amostra e ser minimamente invasivo o torna ideal para rastreio
de doencas em recém-nascidos. Esta fonte de recurso de DNA aliada a eficiéncia
e arobustez do sequenciamento de nova geragao, permite identificar e distinguir
diversas sindromes genéticas impactando diretamente em interven¢des médicas

precisas devido ao diagndéstico precoce (85,138-140).
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Concluséo

¢ Os resultados obtidos através da utilizagdo de um painel com genes-alvo
associado a tecnologia lon Torrent foram concordantes as técnicas de
metilagdo (MS-HRM) e citogenética (GTG e FISH);

e O bom desempenho das estratégias adotadas no pipeline para as analises
de dados do NGS, corroboram com a aplicabilidade e eficiéncia do
sequenciamento de nova geragao para o diagndstico da SPW,

¢ A metodologia lon Torrent PGM™ associada ao pipeline computacional foi
capaz de detectar as alteragbes cromossOmicas compativeis ao
desenvolvimento da SPW;

e A plataforma lon Torrent PGM™ demonstrou ser um método rapido e
eficiente na detecgéo de dele¢bes, UPD e mutagBes genicas especificas;

e A abordagem diagnostica utilizando a metodologia NGS oferece a
possibilidade de explorar microdele¢cdes que eventualmente poderdo ser
associadas ao desenvolvimento da SPW

¢ A metodologia lon Torrent PGM™ associada ao pipeline de bioinformatica
possui a capacidade de distingcdo das diferentes classes de dissomia
uniparental e dele¢8es existentes;

e A categorizagdo das diversas anomalias genéticas referentes a SPW
utilizando a plataforma lon Torrent PGM™, permite a compreensédo das
alteracBes genéticas de cada individuo impactando diretamente na eficiéncia

e precisao do aconselhamento genético
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Anexo 1 - Tabela de genes cobertos pelos iniciadores desenhados; Inicio e final dos iniciadores;

Tamanho dos amplicons esperados

## referéncia=hg19

#id Regido Inicio Final Tamanho dos amplicons
CHEK2P2 chrl5 20487995 20496811 8816
HERC2P3 chrl5 20613648 20711433 97785
NBEAP1 chrl5 20874795 20961480 86685
POTEB3 chrl5 21040699 21071981 31282
POTEB2 chrl5 21040699 21071643 30944
POTEB chrl5 21040699 21071643 30944
LINCO1193 chrl5 21145765 21198633 52868
LOC646214 chrl5 21932512 21940739 8227
CXADRP2 chrl5 22014418 22016878 2460
NF1P2 chrl5 22133179 22145802 12623
LOC101927079 chrl5 22278029 22383564 105535
LINC02203 chrl5 22278030 22371088 93058
OR4M2 chrl5 22368476 22369561 1085
OR4N3P chrl5 22413460 22414395 935
REREP3 chrl5 22546563 22570831 24268
TUBGCP5 chrl5 22833393 22873891 40498
CYFIP1 chrl5 22892168 23006015 113847
NIPA2 chrl5 23004682 23034427 29745
NIPAL chrl5 23043277 23086843 43566
LOC283683 chrl5 23094329 23115254 20925
WHAMMP3 chrl5 23187727 23208357 20630
GOLGAS8IP chrl5 23255240 23262743 7503
HERC2P2 chrl5 23282263 23378259 95996
GOLGAS8S chrl5 23599893 23613471 13578
GOLGAG6L2 chrl5 23684531 23692390 7859
MKRN3 chrl5 23810452 23813166 2714
MAGEL2 chrl5 23888694 23892993 4299
NDN chrl5 23930552 23932450 1898
PWRN2 chrl5 24409924 24415053 5129
PWRN3 chrl5 24686272 24693114 6842
PWRN1 chrl5 24803302 24832926 29624
NPAP1 chrl5 24920539 24928593 8054
SNRPN chrl5 25068753 25223870 155117
SNHG14 chrl5 25068753 25664608 595855
SNURF chrl5 25200038 25223870 23832
SNORD116-1 chrl5 25296621 25296719 98
IPW chrl5 25361690 25367623 5933
PWAR1 chrl5 25380787 25383200 2413
SNORD115-1 chrl5 25415868 25415951 83
UBE3A chrl5 25582394 25684175 101781
ATP10A chrl5 25923858 26108349 184491
LINC02346 chrl5 26147505 26298267 150762
GABRB3 chrl5 26788692 27018935 230243
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GABRAS
GABRG3
OCA2
HERC2
HERC2P9
WHAMMP2
PDCD6IPP2
APBA2
FAM189A1
LOC100130111
TIP1
ULK4P3
CHRFAM7A
ARHGAP11B
LOC100288637
HERC2P10
FAN1
MTMR10
TRPM1
KLF13
OTUD7A
CHRNA7
WHAMMP1
LINC02256
ARHGAP11A
SCG5
GREM1
FMN1
TMCO5B
LOC101928134
RYR3

AVEN
CHRM5
KATNBL1
EMC4
SLC12A6
NOP10
GOLGAS8A
GOLGAS8B
GJD2
LOC101928174
ACTC1

AQR
ZNF770
DPH6
DPH6-AS1

chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5

27111864
27216427
28000019
28356181
28899586
28982727
29034978
29131118
29412453
29967137
29991569
30395933
30653441
30918349
30938316
31110237
31196053
31231142
31293262
31619056
31767599
32322684
32812047
32828958
32907343
32933812
33010203
33057743
33528675
33595856
33603161
34158426
34260513
34432873
34517196
34522195
34633915
34671268
34817482
35044640
35047283
35080295
35148550
35270540
35663168
35838394

27194357
27778373
28344458
28567298
28930410
29003508
29101720
29410516
29862927
29971367
30261002
30423948
30685864
30941385
31065209
31119986
31235310
31283807
31453476
31727868
32162875
32462384
32825942
32872810
32932138
32989299
33026870
33486934
33539756
33602860
34158304
34331303
34357295
34502297
34522366
34630265
34635362
34729667
34875771
35046782
35105124
35087927
35261995
35280497
35838404
36151202

82493
561946
344439
211117

30824

20781

66742
279398
450474

4230
269433

28015

32423

23036
126893

9749

39257

52665
160214
108812
395276
139700

13895

43852

24795

55487

16667
429191

11081

7004
555143
172877

96782

69424

5170
108070

1447

58399

58289

2142

57841

7632
113445

9957
175236
312808
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Cl5orf4l
CSNK1A1P1
LOC145845
MEIS2
TMCO5A
LINC02345
SPRED1
FAM98B
RASGRP1
C150rf53
THBS1
FSIP1
SRP14
BMF
BUB1B
INAFM2
DISP2
RAD51
INO80
EXD1
RTF1
RPAP1
SPTBN5S
EHD4
PLA2G4E-AS1
PLA2G4E
PLA2G4F
VPS39
GANC
ZNF106
HAUS2
STARD9
CDAN1
TTBK2
TGM5
TGM7
ADAL
TP53BP1
MAP1A
PPIP5K1
PDIA3
SPG11
B2M
DUOX2
DUOX1
GATM

chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5

36871802
37091299
37156642
37183220
38226806
38332592
38545050
38746326
38780297
38988797
39873278
39892230
40327889
40380089
40453208
40616255
40650434
40987325
41271077
41474929
41709300
41809373
42140342
42191637
42264959
42273778
42433330
42450897
42566364
42704633
42841009
42867855
43015740
43036540
43524791
43568477
43622547
43699410
43809804
43825658
44038588
44854892
45003683
45384850
45422190
45653320

37102461
37110707
37178734
37393500
38259925
38354541
38649450
38779911
38857007
38992239
39891121
40075039
40331403
40401085
40513337
40618916
40663257
41024356
41408444
41522955
41775761
41836475
42186275
42264755
42291292
42342901
42448839
42500524
42645864
42783395
42862190
43013196
43029326
43213007
43559055
43594453
43646753
43802707
43823818
43882451
44064804
44955876
45010357
45406359
45457776
45694515

230659
19408
22092

210280
33119
21949

104400
33585
76710

3442
17843
182809
3514
20996
60129
2661
12823
37031

137367
48026
66461
27102
45933
73118
26333
69123
15509
49627
79500
78762
21181

145341
13586

176467
34264
25976
24206

103297
14014
56793
26216

100984

6674
21509
35586
41195
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SPATA5SL1
SEMA6D
LINCO1491
SLC24A5
SLC12A1
FBN1
SECISBP2L
DTWD1
ATP8B4
USP8
TRPM7
AP4E1
MIR4713HG
CYP19A1
GLDN
DMXL2
SCG3
TMOD2
TMOD3
LOC100422556
LEO1
BCL2L10
GNB5
CERNA1
MYOS5A
ARPP19
FAM214A
WDR72
UNC13C
RSL24D1
RAB27A
PYGO1
PRTG
NEDD4
RFX7
MNS1
ZNF280D
LOC145783
LINCO1413
CGNL1
GCOM1
POLR2M
ALDH1A2
LIPC
MINDY2
RNF111

chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5

45694517
47476401
48095579
48413167
48498496
48700501
49280833
49913224
50150433
50716572
50849354
51200867
51329683
51500252
51633699
51739919
51973548
52043756
52121823
52211158
52230220
52401464
52413121
52472221
52599478
52839240
52873516
53805936
54270375
55473510
55495162
55831077
55903737
56119115
56382729
56720927
56922372
57178366
57611334
57668701
57884100
57998717
58245620
58724173
59063389
59279785

45713616
48066420
48138433
48434589
48596275
48937985
49338760
49937333
50411419
50793280
50979012
51298097
51586109
51630795
51700197
51914967
52013223
52108558
52204331
52216317
52263998
52404972
52483565
52498076
52821247
52861643
52970831
54055075
54920806
55489231
55582013
55881050
56035317
56285944
56535483
56757335
57026284
57210697
57617237
57842925
58009755
58009755
58358121
58861073
59154098
59389618

19099
590019
42854
21422
97779
237484
57927
24109
260986
76708
129658
97230
256426
130543
66498
175048
39675
64802
82508
5159
33778
3508
70444
25855
221769
22403
97315
249139
650431
15721
86851
49973
131580
166829
152754
36408
103912
32331
5903
174224
125655
11038
112501
136900
90709
109833
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GTF2A2
BNIP2
ICE2
VPS13C
C2CD4A
TLN2
RAB8B
APH1B
CA12
HERC1
SNX1
SNX22
PPIB
CSNK1G1
ANKDD1A
SLC51B
KBTBD13
IGDCC4
DPP8
HACD3
SLC24A1
RAB11A
MEGF11
TIPIN
SMAD3
CALML4
CORO2B
GLCE
PAQRS5
LOC145694
DRAIC
LINCO0593
TLE3
UACA
LARP6
LRRC49
THAP10
MYO9A
SENP8
CD276
C150rf59
LOXL1
CCDC33
ARID3B
EDC3
ULK3

chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5

59930259
59951343
60711806
62144588
62359174
62939508
63481726
63569747
63613575
63900815
64388081
64443914
64448012
64457714
65204099
65337706
65369152
65673823
65734799
65822825
65903741
66161795
66187632
66629006
67358193
68483041
68810710
69452934
69591292
69689241
69854057
70127571
70340128
70946891
71123861
71145576
71173679
72118359
72406597
73976620
74027770
74218797
74528628
74833516
74922897
75128455

59949740
59981733
60771359
62352664
62363116
63136829
63559973
63601325
63674365
64126147
64436433
64449680
64455354
64648458
65251041
65345734
65372276
65715410
65810051
65870693
65953256
66184329
66546075
66649054
67487533
68498448
69020144
69564544
69699976
69707368
69863779
70135306
70390256
71055932
71146604
71342436
71184772
72410440
72433311
74006859
74044711
74244482
74628482
74890472
74988394
75135552

19481
30390
59553
208076
3942
197321
78247
31578
60790
225332
48352
5766
7342
190744
46942
8028
3124
41587
75252
47868
49515
22534
358443
20048
129340
15407
209434
111610
108684
18127
9722
7735
50128
109041
22743
196860
11093
292081
26714
30239
16941
25685
99854
56956
65497
7097
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MPI
RPP25
SCAMP5
C150rf39
SIN3A
PTPN9
CSPG4
PSTPIP1
TSPAN3
PEAK1
HMG20A
LINGO1
LOC645752
TBC1D2B
IDH3A
DNAJA4
CRABP1
IREB2
PSMA4
CHRNAS
ANKRD34C
KIAA1024
ZFAND6
CTXND1
IL16
TMC3-AS1
TMC3
MEX3B
EFL1
LOC338963
WHAMM
BTBD1
ADAMTSL3
ZSCAN2
WDR73
AKAP13
KLHL25
AGBL1
LINC01586
AEN
ACAN
MFGES8
ABHD2
FANCI
POLG
MIR9-3HG

chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5

75182344
75247441
75287874
75494219
75661718
75759460
75966661
77287019
77336358
77400496
77712991
77905364
78206557
78287325
78441717
78556485
78632664
78730516
78832745
78857860
79575144
79724856
80351908
80487819
81489217
81616672
81623444
82334117
82422559
83379221
83478378
83685179
84322836
85144247
85184724
85923845
86302557
86623037
89128800
89164525
89346672
89441912
89631379
89787192
89859534
89904808

75191798
75249775
75313836
75504510
75748124
75871632
76005189
77329816
77363570
77712446
77777946
78113242
78219188
78369994
78462884
78574538
78640572
78793798
78841604
78887611
79590581
79764642
80430735
80544603
81605104
81735417
81666497
82338484
82555104
83382745
83503613
83736106
84708593
85166947
85197574
86292589
86338189
87572283
89148341
89175512
89418585
89456700
89745591
89860362
89878026
89941718

9454
2334
25962
10291
86406
112172
38528
42797
27212
311950
64955
207878
12631
82669
21167
18053
7908
63282
8859
29751
15437
39786
78827
56784
115887
118745
43053
4367
132545
3524
25235
50927
385757
22700
12850
368744
35632
949246
19541
10987
71913
14788
114212
73170
18492
36910
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KIF7
PEX11A
WDR93
MESP1
ANPEP
C150rf38-AP3S2
ARPIN
GABARAPL3
IQGAP1
MAN2A2
SV2B
SLCO3A1
ST8SIA2
LINC00930
CHD2
RGMA
MCTP2
LOC440311
LINC00924
NR2F2
ARRDC4
IGF1R
PGPEP1L
MEF2A
LYSMD4
DNM1P46
ADAMTS17
CERS3-AS1
CERS3
PRKXP1
LRRK1
CHSY1
PCSK6
TARSL2
LOC100128108

chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chrl5
chr1l5
chrl5
chrl5
chrl5

90171199
90224760
90234026
90293096
90328124
90373829
90439762
90889761
90931471
91445446
91642816
92396936
92937115
93111046
93443549
93586634
94841428
95398590
95976320
96869155
98503931
99191766
99511457
1E+08
1E+08
1E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,02E+08
1,02E+08
1,02E+08
1,02E+08

90198682
90234015
90286869
90294540
90358072
90456222
90456222
90892679
91045475
91465815
91845795
92715665
93011958
93115493
93571237
93632443
95027181
95400293
96051076
96883492
98517068
99507759
99551024
1E+08
1E+08
1E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,01E+08
1,02E+08
1,02E+08
1,02E+08
1,02E+08
1,02E+08

27483
9255
52843
1444
29948
82393
16460
2918
114004
20369
202979
318729
74843
4447
127688
45809
185753
1703
74756
14337
13137
315993
39567
150889
6045
16773
370569
64977
144327
11533
153676
76211
186056
70692
9778
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Anexo 1 - Figura primeira corrida sequenciamento lon Torrent.
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Library 7458877 98.7%
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Filtered: Polyclonal 1,466,732 19.7%
Filtered: Low Quality 187,017 02.5%
Filtered: Adapter Dimer 660,271  08.9%
Final Library ISPs 5,144,857 69.0%
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Anexo 2 - Figura segunda corrida sequenciamento lon Torrent .
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisador Responsavel Médico Responsavel

Dra. Leticia da Cunha Guida Dr. Juan Clinton Llerena Jr
Doutor em Ciéncias Chefe do Centro de Genélica Médica
Centro de Genética Médica Eﬁlefmei'zr: 2515;;07{3: e

i i : llerena@iff.fioruz.br
Laboratério de Alta Complexidade mail: llerena

Contatos: (21) 2554-1919

Comité de Etica em Pesquisa CEP-IFF
Emailleticia@iff.fiocruz.br

Telefone: 21 2552-1730
Email: cepiff@iff.fiocruz.br

Vocé esta sendo idado a participar como io do projeto de pesquisa intitulado: “O papel
do onio do i nasindi de Prader-Willi: estudo da regulagdo da expressao de GH através
da estratégia CRISPR/Cas9, | e di { lecular”

Esta pesquisa pretende desenvolver um exame de laboratério para ajudar no diagnéstico da
sindrome de Prader-Willi. Além disso, sera desenvolvido um novo exame do teste do pezinho para tentar
achar criangas com essa sindrome cada vez mais cedo. Os exames sdo baseados em testes do DNA do
paciente e dos seus pais nas células de sangue.

Para a participagdo nesta pesquisa vocé precisa somente permitir o uso do sangue coletado para
outros exames diagndsticos, s quais ja seriam realizados no seu filho, para essa pesquisa. Desta forma,
participar deste estudo nao causara nenhum prejuizo ou risco adicional para a salde dele. Além disso,
serdo necessarias coletas de sangue seu e do seu conjuge para comparagdo do DNA de toda a familia.
Todos os cuidados para impedir que problemas ocorram durante essas coletas serao tomados, pois a
mesma sera realizada por profissional treinado e utilizando procedimentos padres de coleta. E importante
também dizer que as amostras enviadas para este estudo ndo serdo ulilizadas para nenhuma outra
pesquisa. As anélises serdo realizadas no Laboratorio de Alta Complexidade do Instituto Nacional da
Crianga, da Mulher e do Adolescente Fernandes Figueira/FIOCRUZ (LACIFF).

0Os beneficios esperados com esse estudo serdo tanto o auxilio no diagnostico dessa doenga com
maiores detalhes como a capacidade de identificar cada vez mais cedo, criangas com essa sindrome.

Nesse Gltimo ponto, acreditamos que o Iratamento correto podera ser adotado rapidamente,
garantindo a qualidade de vida.

Todas as informagd f aeslap sdo eslardo guardadas em
seguranga e s6 serdo ulilizados pela equipe de pesquisa. Estas informagdes estao submetidas as normas
de privacidade e confidencialidade do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Femandes Figueira -
FIOCRUZ que é o setor responsavel por assegurar as normas de pesquisa em seres humanos neste

TCLE versdo 4

Rubrica paciente Rubrica pesquisador

o Comish e E6ca em Pesqurss com Seres Humani
h‘!:::mnommoesmmJFﬁmﬂlﬂ

Pesquisa com Sems'
INSTITUTO FERNANDES FIGUERRA -
Telelone 2552-8491 | 25541700 RAT0

Comé e Eticaem
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hospital, seg a Resolugdo 466/2012. As informagdes s serdo divulgadas em eventos e publicagdes
cientificas, assim como, para compor relatdrios técnicos, sem revelar a sua identidade e/ou da sua familia,
sendo assegurado, portanto, o sigilo sobre sua participagao.

Os resultados dos exames realizados com as amostras poderéo ser requisitados, por escrito, por
vocé (ou por algum responsavel legal) a qualquer momento, e uma via fara parte do seu prontuario médico
no IFF. Esclareci serdo fomecidos sempre que solicitados bastando para isso entrar em contato,
com o pesquisador responsével ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP/IFF-FIOCRUZ). O contetido
dessas informagdes ndo podera ser usado em nenhum outro estudo ou para qualquer outro propdsito sem
a autorizagdo por escrito das partes interessadas. Se alguma alteragio for detectada vocd sera

imediatamente avisado para que a intervengo possa ser instituido junto ao médico responsavel pelos
cuidados clinicos prestados ao seu filho.

Sua participagdo nessa pesquisa & aria, caso vocé decida, a qualquer momento, desligar-
se deste estudo ndo havera nenhum prejuizo a assisténcia médica dispensada a0 seu filho. Ndo ha nenhum
custo, a voce, relacionado aos procedimentos previstos neste estudo assim como n&o ha pagamento por

sua participagdo. E g ido o direito a indenizagZo diante de is danos decorrentes da pesquisa
das quais nao foram previ i ou relatados a voceés.

Se voce (ou seu parente) tiver alguma dvida com relagdo ao estudo, direitos do paciente, ou no
caso de danos relacionados 2o estudo, vocé deve contactar o Pesquisador Responsavel pelo Projeto ou
sua equipe. Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar
o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional da Crianga, da Mulher e do Adolescente Femandes
Figueira/FIOCRUZ.

Sendo assim, apos a leitura deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com
profissional capacitado, para esclarecer detalhadamente todas as minhas dividas, estar
suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participagéo é voluntaria e que posso
retirar este i aqual sem penalidades, expresso minha concordancia de
espontanea vontade em participar do projeto de pesquisa entitulado: “0 papel do horménio do
crescimento na sindrome de Prader-Willi: estudo da regulagio da expressdo de GH através da

estratégia CRISPR/Cas9, rastr | e diagné | ", Estou ciente também dos
bjetivos da pesquisa, dos procedi a0s quais serel submetido, dos possiveis danos ou
riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar.

Declgro que recebi uma copia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. E
permito, os pesquisadores deste projeto, me contatarem por telefone ou através de mensagem de correio

2
TCLE verso 4

Rubrica paciente Rubrica pesquisador
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se inf des adicionais forem i i informagdes que constam em meu i
G % rontudrio no
IFF-FIOCRUZ. ”

Nome do Paciente:

Cédigo:
Rio de Janeiro, de de
A do 10 (ou responsavel legal):
Nome Completo (em letra legivel):
D de Identid Telefone para contato:
A de uma
A do P d

Instituigdes envolvidas:

Instituto Nacional da Crianga, da mulher e do Adolescente Fernandes Figueira
Fundagao Osvaldo Cruz - FIOCRUZ

Centro de Genética Médica

Laboratério de Alta Complexidade

Av. Rui Barbosa, 716 - Flamengo - Rio de Janeiro - Brasil

Telefone/FAX: (21) 2554-1918

Comité de Etica em Pesquisa CEP-IFF

Instituto Nacional da Crianga, da mulher e do Adolescente Fernandes Figueira
Fundagao Osvaldo Cruz - FIOCRUZ

Telefone: 21 2552-1730

Fax: 2552-8491

Email: cepiff@iff fiocruz.br

TCLE versdo 4

Rubrica paciente

Rubrica pesquisador

Seres Human
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WETTUTO -
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