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INTRODUGAO:

O genoma humano apresenta variantes estruturais e de sequéncia que podem ser
consideradas benignas ou patogénicas, incluindo variagbes no numero de coépias (CNVs) e
variantes de nucleotideo unico (SNVs) que podem implicar em disturbios como Anomalias
Congénitas Multiplas (ACM) e/ou Deficiéncia Intelectual (DI) (Beckmann et al. 2007). Para a
deteccdo de CNVs, a analise cromossémica por microarray (CMA) é a mais utilizada (Miller et al.
2010). O Sequenciamento do Exoma (WES), por outro lado, tem se mostrado importante para
diagnéstico etiologico de pessoas com ACM e (ou) DI (Sawyer et al. 2016) (Vetro et al 2018). A
interpretacdo das CNVs e SNVs identificadas por esses métodos pode ser complexa. Quando
essas nao constam em bancos de dados da populacao geral e também nao tém relagcdo aparente
com fendtipos clinicos similares, ndo podem ser classificadas como benignas ou patogénicas, e
sdo chamadas de variantes de significado incerto (VUS). Nesse contexto, o estudo de genitores
permite uma interpretacdo mais completa das VUS e possibilita determinar se sdo herdadas ou de
novo, facilitando a reclassificacdo das mesmas, aumentando as chances de determinar se existe
relacao causal entre a variante e o fenétipo em pessoas com ACM e/ou DI (Rosenberg et al 2006).
Este estudo teve como objetivo analisar variantes de sequéncia classificadas como VUS em
individuos com ACM e/ou DI e seus genitores.

METODOLOGIA:

A) Casuistica

A casuistica foi constituida por seis pacientes com CNVs e variantes de sequéncia
classificadas como VUS, previamente detectadas, respectivamente por CMA e sequenciamento
do exoma. Cinco pacientes apresentaram apenas uma variante de sequéncia classificada como
VUS e um paciente apresentou duas (Tabela 1).
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Tabela 1. Variantes de sequéncia classificadas como VUS encontradas nos seis pacientes.

Paciente Principais sinais clinicos Variantes de sequéncia Tipo de mutagao Ps::::g:e
Displasia frontonasal;
T " GNAS Stop codon
P1 deficiéncia intellectual; Chr20(GRCh37):.57428393C>T (heterozigose) AD
criptorquidismo.
SOX11 Missense AD
ADNPM; microcefalia; baixa @ Chr2(GRCh37):9.5833104G>A (heterozigose)
P2 estatura; fenda labial;
epilepsia. NSDHL Missense XL
ChrX(GRCh37):9.152034445C>T (heterozigose)
P3 romportamentor ARID2 Missense AD
P ) ’ Chr12(GRCh37):9.46231454G>T (heterozigose)
macrocefalia
P4 Deficiéncia intellectual; ASXL2 Frameshift AD
dismorfismos Chr2(GRCh37):9.25965529_ 25965533del (heterozigose)
P Gordenale conginte e rorgey "
° P ’ .p . * Chr9(GRCh37):9.101907053A>G (heterozigose)
cubito valgo; pés valgos
L . INTS1 Missense
P6 ADNPM; dismorfismos Chr7(GRCh37):g.1520518C>T (homozigose) AR

ADNPM: atraso no desenvolvimento neuropsicomotor; AD: autossdmico dominante; XL: ligada ao X; AR: autossémico
recessivo.

B) Investigagcéo

Para validar as variantes encontradas por sequenciamento do exoma nos pacientes, e
posteriormente investiga-las nos genitores por sequenciamento de Sanger, as sequéncias foram
amplificadas por Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR). Para tal, foram desenhados sete pares
de primers.

1) Desenho de primers

Os primers foram desenhados utilizando o} programa Primer3Plus

(http://www.biocinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e o banco de dados Ensemble
Genome Browser foi utilizado para a obtengdo das sequéncias alvo no genoma de referéncia

(GRCh37) https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/lIndex. Os parametros considerados
para o desenho dos primers foram o tamanho (entre 18 e 24 pares de bases), temperatura de
melting (entre 58°C e 62°C), porcentagem de Guaninas e Citosinas (entre 30% e 80%), presenca
de repetigcbes (evitando repeticdes de quatro ou mais pares de base iguais em sequéncia) e a
base nitrogenada na extremidade 3’ dos pares (que preferencialmente deveria ser Guanina ou
Citosina). Os primers foram desenhados preferencialmente de maneira a evitar regides
polimérficas do genoma.

2) Padronizagao das PCR

A padronizagdo das PCRs foi feita utilizando um DNA controle. O primeiro teste consistiu na
realizagcdo de um gradiente de 8 temperaturas diferentes (55°C a 62°C) para determinar a
temperatura 6tima de amplificacdo. As temperaturas nas quais a PCR teve melhor desempenho
foram selecionadas para as analises definitivas. Para alguns genes, o gel de agarose revelou a
amplificacao de fragmentos inespecificos em todas as temperaturas do gradiente (Figura 1). Nos
casos em que isso aconteceu, a PCR foi refeita, empregando dessa vez um protocolo de PCR
touchdown. Essa técnica teve como objetivo aumentar a especificidade do primer, garantindo que
se ligue ao segmento alvo, e evitar a amplificagdo dos fragmentos ndo desejados. Baseado no
protocolo de Green e Sambrook, a temperatura de anelamento ajustada no termociclador deve
corresponder a uma temperatura 5°C-10°C mais alta que a Temperatura de Melting (Tm)
calculada para o primer em questdo. Nessas condigdes, o anelamento do primer com o segmento
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alvo é favorecido nos ciclos iniciais. Nos ciclos subsequentes, quando a sequéncia alvo ja sofreu
varios ciclos de amplificacdo e se tornou o produto predominante da PCR, a temperatura de
anelamento é gradualmente reduzida para 2°C-5°C abaixo da Tm calculada.

3) PCR dos trios

Apos as devidas padronizacdes, o material genético dos pacientes e genitores foi diluido a
uma concentragcdo de 60 ng/uL e entdo foram realizadas PCRs dos trios (paciente, pai e mae) de
acordo com protocolo previamente padronizado. Ao final da PCR, uma eletroforese em gel de
agarose foi realizada para cada gene, a fim de confirmar a presenca e integridade do material
genético dos trios (Figura 2).
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Figura 2: Gel de Agarose mostrando o resultado da
amplificagdo do material genético dos pacientes e

Figura 1: Gel com gradiente de temperatura e genitores pela PCR para o gene NSDHL.
Fragmentos inespecificos antes da PCR touchdown (Legenda: F = filho, M = mde, P = pai e B = branco)

4) Sequenciamento de Sanger

Apos a amplificacdo da sequéncia de interesse por PCR, cada uma das amostras dos
pacientes e genitores foi sequenciada. Os produtos da PCR foram purificados para eliminar os
reagentes e os nucleotideos nao incorporados. Em seguida, os produtos da PCR purificados
foram ressuspendidos com 10ul de formamida Hi-Di e colocados por 5 minutos no termociclador a
95°C. A reacao de sequenciamento incluiu Big Dye, sequencing buffer 5 X - big dye termination,
produtos da PCR, primer e H20. Logo apés, foram inseridos no sequenciador automatico de
eletroforese capilar ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). A analise dos resultados
do sequenciamento de Sanger foi realizada através do software CodonCode Aligner
(https://www.codoncode.com/aligner/download.htm)

5) Analise das variantes

Apds o sequenciamento dos pacientes e seus genitores, as variantes foram classificadas
como herdada ou de novo. A partir dessa informagao e da presenca dessas variantes em bancos
de dados da populacdo geral ou em bancos de dados clinicos, verificados através da plataforma
VarStation (https://varstation.com/pt/), foi possivel realizar uma analise preliminar de predigdo de
patogenicidade das variantes e a reclassificagéo de algumas delas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

As figuras 3, 4, 5 e 6 mostram, de cima para baixo, trés graficos em cada figura com os
resultados do sequenciamento de Sanger do paciente, mae e pai. Os graficos contém picos com
quatro cores diferentes, correspondentes as quatro bases nitrogenadas (A, T,C e G). A linha
vertical indica a base nitrogenada em que esta localizada a variante encontrada. A presencga de
um unico pico sinalizado pela linha vertical indica homozigose/ hemizigose (para genes no
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cromossomo X em homens), enquanto a presenga de dois picos sobrepostos significa que aquela
base em questao esta em heterozigose.

Para o Paciente 1, foi confirmada a variante de sequéncia no gene GNAS em
heterozigose. Ao analisar as amostras dos pais, foi possivel notar que a mae é homozigota para o
alelo normal, sem a variante, enquanto o pai apresentou a mesma alteracdo que o filho, também
em heterozigose. A variante, portanto, é herdada do pai (Figura 3). Essa variante nao pbde ser
reclassificada e investigagdes adicionais sdo necessarias, pois 0 gene GNAS esta localizado em
uma regido de imprinting no cromossomo 20 e ha relatos na literatura de variantes patogénicas
herdadas do pai (Tabela 2).
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Figura 3: Sequenciamento de Sanger do Paciente 1 (Gene GNAS) Figura 4: Sequenciamento de Sanger do Paciente 2 (Gene NSDHL)
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Figura 5: Sequenciamento de Sanger do Paciente 3 (Gene ARID2) Figura 6: Sequenciamento de Sanger do Paciente 5 (Gene TGFBR1)

A variante no gene NSDHL, localizado no cromossomo X, foi confirmada para o Paciente
2, do sexo feminino, em heterozigose. A mesma variante aparece em hemozigose no seu pai. A
mae € homozigota para o alelo selvagem. A variante, portanto, € de heranga paterna (Figura 4).
Variantes patogénicas nesse gene sao relatadas tanto em meninos, em uma forma ligada ao X
recessiva, como em meninas, em uma forma ligada ao X dominante. Como a variante dessa
paciente foi herdada de seu pai fenotipicamente normal, essa foi reclassficada como
provavelmente benigna (Tabela 2).

A variante do Paciente 3, no gene ARID2, foi confirmada e também encontrada em
heterozigose na mae, portadora da variante. O pai € homozigoto para o alelo mais comumente
encontrado na populacdo, portanto um caso de heranga materna confirmada (Figura 5). Como
variantes patogénicas nesse gene causam a Sindrome de Coffin-Siris 6, com herangca dominante,
e a mae é fenotipicamente normal, essa variante foi reclassificada como provavelmente benigna
(Tabela 2).

Para o paciente 5, a variante de sequéncia no gene TGFBR1 foi confirmada em
heterozigose. A variante nao foi encontrada em nenhum dos genitores, sendo ambos homozigotos
para o alelo selvagem. A variante foi, portanto, classificada como de novo (Figura 6). A analise in
silico da variante na plataforma VarStation revelou que ela é provavelmente deletéria. Uma
revisdo na literatura mostrou a ocorréncia de outras variantes no mesmo gene, em diferentes
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pacientes, a maioria associada a sindrome de Loeys-Dietz. Como se trata de uma variante de
novo e ha mdultiplas analises in silico mostrando o potencial deletério dessa variante, ela foi
reclassificada como provavelmente patogénica (Tabela 2). Porém, uma nova avaliagao clinica sera
realizada, com novos exames que podem confirmar o diagndstico da sindrome e, por
consequéncia, resultar na reclassificacdo para patogénica.

No caso dos Pacientes 4 e 6, ndo foi possivel realizar a analise de segregacido das
variantes, pois nao foi possivel obter amostras dos genitores neste periodo. Além disso, a variante
no gene SOX11 do paciente 2 ndo pode ser avaliada, pois ndo se obteve sucesso na amplificagéo
por PCR.

Tabela 2. Resumo dos achados de cada paciente confirmados por sequenciamento, incluindo o resultado da analise de segregacéo e a
reclassificagdo das variantes.

Paciente Gene Analise de segregacao Reclassificacao

P1 GNAS Herdado do pai VUS

P2 NSDHL Herdado do pai Provavelmente benigna

SOX11 Inconclusiva

P3 ARID2 Herdado da méae Provavelmente benigna

P4 | ASXL2 [ Inconclusiva [- |

P5 TGFBR1 de novo Provavelmente patogénica

P6 [ INTS1 [ Inconclusiva [ - |
CONCLUSOES:

Dentre os quatro pacientes que tiveram suas variantes sequenciadas e confirmadas, trés
possuem variantes herdadas de um dos genitores, enquanto somente um tem uma alteracdo do
tipo de novo (Tabela 2). Entre as trés variantes herdadas, duas foram reclassificadas como
provavelmente benignas e um caso necessita de andlise complementar, pois mesmo sendo
herdada a variante pode estar relacionada ao fendtipo por este gene estar localizado em uma
regido de imprinting. Para o paciente portador da variante de novo, essa foi reclassificada como
provavelmente patogénica. Assim, este estudo permitiu a reclassificagdo de variantes em 3/6
pacientes analisados e reforga a importancia da analise de segregacao de variantes encontradas
pelo sequenciamento do exoma.
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