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Identificacdo da etiologia genética dos feocromocitomas e paragangliomas.

Gunawardane PTK, et al., Adv Exp Med Biol — Advances in Internal Medicine 2017.
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FEATURE

Clinical Practice

Pheochromocytoma and Paraganglioma: An
Endocrine Society Clinical Practice Guideline
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Fluxograma para o estudo
genético de pacientes com
feocromocitoma.
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Testing strategy

Introducao

Genetic testing for

pheochromocytomas (PCC)/
paragangliomas (PGL)

Positive family history? | ===-=--
/- Multiple tumours?
Y —| Previous or current PGL?
v—| Malignancy? | _......
Bilateralism?
Age <45?

Maodified from Costa et al. 2015 Front Endocrinol (Lausanne); 6:126

.+ ADRENERGIC +=ssess RET
BIOCHEMICAL | —
PHENOTYPE | =eseeee NORADRENERGIC ++++ SOHC - SDHD

UNILATERAL/
BILATERAL PCC

ABDOMINAL/
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HEAD & NECK PGL

MALIGNANT
TUMOUR

VHL - RET - SDHB - SDHD
TMEM127 - MAX

VHL - SDHB
SDHC - SDHD

VHL - SDHB - SDHC
SDHD - SDHAF2

VHL - SDHB
SDHC - SDHD

doencas

Painel de genes de

Step 1: Whole genome sequencing from a single filter card. The sequencing covers the entire
genic region (coding region, exon/intron boundaries, intronic and promoter) for all the genes
included in the Pheochromocytoma panel. Copy Number Variants analysis derived from NGS data

is also included.

Step 2: If no mutation is identified after analysis of the Pheochromocytoma panel, based on the
approval and consent, we further recommend to continue the bioinformatics analysis of the data
obtained by whole genome sequencing to cover genes that are either implicated in an overlapping
phenotype or could be involved in a similar pathway but not strongly clinically implicated based

on the current information in literature.



Introducao

[ Caso clinico ]

Paciente do sexo masculino, 45 anos, natural de Patos de Minas/MG, residente em Sao
Paulo/SP, foi diagnosticado de forma incidental com nddulos adrenais bilaterais.

Diagnéstico:
- Hiperplasia adrenal macronodular primaria (PMAH) = sindrome de Cushing.

Cortisol p6s-1mg de dexametasona

15,0 mg/dL
(< 1,8 mg/dL) mg/dL ()

Cortisol em urina de 24 horas

(30-300 pg/24h) 374 ug/24h ()
ACTH < 10 pg/mL (V)
(10-46 pg/mL)
DHEAS
163 ng/mL (W)

(800-5.600 ng/mL)



Introducao

> Hiperplasia adrenal macronodular primaria (PMAH): presenca de
macronddulos funcionantes - cortisol = sindrome de Cushing
independente do ACTH circulante.

PMAH: exame de 18F-FDG-PET/CT mostrando ndédulos adrenais bilaterais hipercaptantes.

Alencar GA, et al., J Clin Endocrinol Metab 2011.



*ugao

> PMAH |ﬂ:> entidade clinica conhecida ha mais de 50 anos!
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» Observacéo clinica Iﬂ:> suspeitar da origem genética da doenca




1. Suspeita Clinica

» Observacéo clinica II]:> suspeitar da origem genética da doenca

e Histdria familiar
 Contexto clinico
e Epoca de manifestacdo da doenca

* Epidemiologia



1. Suspeita Clinica

Como um tropeiro do século 18 espalhou mutacao genética rara
que causa cancer no Brasil

Da BBC Brasil em S&o Paulo

23 abril 2018
Al .prevalenC|a de Mutacao inativadora R337H no
SEFEINEME £ I gene supressor tumoral TP53
no sul/sudeste do Brasil

Ribeiro RC et al., PNAS 2001.
Pinto EM et al., Arq Bras Endocrinol Metab 2004.
www.bbc.com/portuguese/brasil-43791027.



1. Suspeita Clinica

[ Caso clinico ]

* PMAH
| B—o 7 —
- YulslYalzl-Yalu]s 2YeYeY-ule)v]"]-YeYe]ule}"le
" ﬁdﬁu—?éﬂéﬁé
Y 00O 3;
[J Individuos inicialmente avaliados O Individuos ndo avaliados

[l 'ndividuos inicialmente diagnosticados com AIMAH A Caso-indice
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» Evidéncias |ﬂ:> etiologia genética?




2. Revisao da Literatura

» Evidéncias 1| etiologia genética?

YEARS

MIM

Human Genetics Knowledge
for the World

OMIM®

Online Mendelian Inheritance in Man®

* OMIM (www.omim.orq)

An Online Catalog of Human Genes and Genetic
Disorders
Updated September 22, 2017

Search OMIM for clinical features, phenotypes, genes, and more. Q

Advanced Search : OMIM (/search/advanced/entry), Clinical Synopses
(/search/advanced/clinicalSynopsis), Gene Map (/search/advanced/geneMap)

Need help? : Example Searches, OMIM Search Help (/help/search), OMIM Tutorial
(http://www.openhelix.com/OMIM)

Mirror site : mirror.omim.org (https://mirror.omim.org/)

OMIM is supported by a grant from NHGRI, licensing fees, and generous contributions from
people like you (/donors).

Make a donation! (https://secure.jhu.edu/form/OMIM)



http://www.omim.org

2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

* PMAH: 2 formas de apresentacao

Esporadica Familiar
(mais frequente) (herdada)

\ 4

7 familias
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» Aspectos clinicos ﬂﬂ:> relevantes para o estudo genético?




2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

e PMAH
Distribuicao entre os sexos - 1:1

Clinicamente manifesta — quinta e sexta décadas

Manifestacao clinica:

SC classica (manifesta) SC subclinica

Lacroix A et al., Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2009.
Christopoulos S et al., Horm Res 2005.
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> Fisiopatologia da doenca ﬂﬂ:> potenciais genes candidatos?




2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

* PMAH:

Presenca de uma mutacao ativadora do receptor do ACTH.
Swords et al., Mol Endocrinol 2002.

Mutacoes pos-zigoticas ativadoras da subunidade a da proteina Gs.
Fragoso et al., J Clin Endocrinol Metab 2003.



2. Revisao da Literatura

Adrenal cortex cell

Mutacgéo do receptor do ACTH 75:;1:5!&0!

Cell membrane

Scavenger
. . receptor B1

Cholesterol

ester
T~ Hormone-

ﬁﬁ;‘g;";& ) Cholesterol

Mutacédo da Gsa

Pregnenolone

Longo et al., Harrison’s Principles of Internal Medicine 2012.




2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

* PMAH:

Presenca de uma mutacao ativadora do receptor do ACTH.
Swords et al., Mol Endocrinol 2002.

Mutacoes pos-zigoticas ativadoras da subunidade a da proteina Gs.
Fragoso et al., J Clin Endocrinol Metab 2003.

Esteroidogénese pode ser estimulada por receptores hormonais

aberrantes (ilicitos), acoplados a proteina G, no cortex adrenal.

Lacroix etal., N Engl J Med 1992.
Reznik etal., N Engl J Med 1992.



2. Revisao da Literatura

Receptores hormonais
aberrantes (ilicitos):

Lacroix et al., Trends Endocrinol Metab 2004.

Ectopic Eutopic
receptors receptors
GIP
E, NE
LH/hCG ? Serotonin (5-HTy)

ATP cAMP 2

Cholesteryl esters

Cholesterol

17-OH Pregnenolone

17-OH Progesterone

Cortisol



2. Revisao da Literatura

Protocolo de testes in vivo, para a pesquisa de receptores hormonais aberrantes

Ind. Metoclopramida  Terlipressina  Glucagon LHRH TRH Refeicao T.Postural ACTH
111 — 29 +19% # # # # # # #
I —32 +19% +41% +1% +11% +31% +20% +67% 251%
IV -04 +14% # -10% -12% +43% +12% +22% 166%
IV - 07 +92% +45% -1% -20% +5% -6% +21% 131%
IV -10 +41% +102% +3% +7% -11% +14% +64% #
IV -13 +48% # # # # # # #
IV — 18 +67% # -6% -3% -2% -5% # 205%
IV -30 -4% +49% -19% +6% +8% 0% +102% 335%
IV -32 -15% +49% -14% -17% +48% -5% +91% 416%
V - 06 +17% +5,3% +12% -3% +41% +14% +69% 370%

O incremento do cortisol sérico > 50%, em relagao ao seu valor basal, esta representando em vermelho e
> 25% em azul. Individuo (Ind.); gonadorrelina (LHRH); hormoénio liberador de tirotrofina (TRH);

refeicao mista (refeigao); teste postural (T. postural);

disponivel.

tetracosactida (ACTH sintético); e valor nao

Receptores hormonais aberrantes seriam um
fendmeno secundario ou um epifenémeno

Alencar GA, et al. J Clin Endocrinol Metab, 2014.
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» Estudos de larga escala (6micas) |u:> na doenca em questao?




2. Revisao da Literatura

» Estudos de larga escala (6micas) |u:> na doenca em questao?

e Genbmica (DNA) = genoma
* Transcriptomica (MRNA e miRNAS) - transcriptoma

* Protedmica (proteinas) - proteoma



2. Revisao da Literatura

e Human Molecular Genetics, 2010, Vol. 19, No. 15

HUMAN doi: 10.1093/hmg/ddg206
?;AEC')\]LEE_ﬁlcngR A(;’Jvance Ac‘ceﬁg pubq.,’ished on May 18, 2010
SDHA is a tumor suppressor gene causing

paraganglioma

Nelly Burnichon'.2:3*, Jean-Jacques Briere4, Rossella Libé3367, Laure Vescovo?,
Julie Riviere?2:3, Frédérique Tissier3>7:°, Elodie Jouanno', Xavier Jeunemaitre'-2:3,
Paule Bénit'%'1, Alexander Tzagoloff4, Pierre Rustin1%11, Jérome Bertherat3.567,
Judith Favier?? and Anne-Paule Gimenez-Roqueplo'-2:37

Transcriptoma (mRNA) - via da SDH potencialmente relacionada

b Mutacdo germinativa do SDHA

Burnichon N, et al. Human Molecular Genetics 2010.



2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

PMAH (transcriptomica) = vias de sinalizagao potencialmente envolvidas:

Ativacdao da via de sinalizacao dos fatores de transcricao induzidos por hipdxia.

Bourdeau | et al., Oncogene 2004.
Bimpaki El, et al., Clinical Endocrinology 2010.

Ativacao da via de sinalizacao Wnt.

Bourdeau | et al., Oncogene 2004.
Almeida MQ et al., J Clin Endocrinol Metab 2011.

Ativacdo da via de sinalizacdo da proteina cinase A?!

Bourdeau | et al., Oncogene 2004.

Antonini SR et al., Clinical Endocrinology 2006.
Bourdeau | et al., J Clin Endocrinol Metab 2006.
Almeida MQ et al., J Clin Endocrinol Metab 2011.
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» Doenca uu:> ocorre no contexto de outras sindromes genéticas?




2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

* PMAH:

Neoplasia endocrina multipla do tipol (NEM1) - mutacdo do gene
supressor de tumor MEN1 (11q13.1) e transmissao autossomica dominante.

Skogseid B et al., J Clin Endocrinol Metab 1992.

Polipose Adenomatosa Familiar - mutacao do gene supressor de tumor
APC (5g22.2) e transmissao autossdémica dominante.

Gaujoux S et al., Clinical Cancer Research 2010.

Leiomiomatose hereditaria e carcinoma de células renais - mutacao
do gene supressor de tumor FH (1g43) e transmissdao autossOmica

dominante. Matyakhina L et al., J Clin Endocrinol Metab 2005.
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» Doenca em questéo ||]:> associada a alguma outra doenca?




2. Revisao da Literatura

[ Caso clinico ]

* PMAH

Meningiomas intracranianos. Leeetal., Clin Endocrinol 2005.

b [ Relacdo: PIMAH e meningioma? }




2. Revisao da Literatura

* PMAH

Prevaléncia de 33% (7/21) de meningiomas.

Alencar GA, et al. J Clin Endocrinol Metab, 2014.
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» Qualidade uu:> distinguir doentes de saudaveis com exatidao?




3. Casuistica

[ Caso clinico ]

* PMAH - SC independente de ACTH

Alteracao do ritmo circadiano do cortisol: A cortisol sérico e salivar
a meia-noite
Perda da supressao normal do cortisol durante o TSDexa

A do cortisol urinario

ACTH W

Q [ Propedéutica de escolha? J

Lacroix et al., Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2009.



3. Casuistica

e PMAH - achados radiologicos (CT e 18F-FDG-PET/CT):

Dilemmas
- ~
Aumentos das adrenais
+
Nodulos bilaterais
\N r/

[ Outros achados radioldgicos? }

Alencar GA, et al.. In: Diagnostic Dilemmas: Images in Endocrinology 2013.



» Quantidade de individuos |u:> doentes e saudaveis é suficiente?




3. Casuistica

[ Caso clinico ]

ey

Fazenda na zona rural do municipio
de Patos de Minas/MG

Distribuicao geografica dos integrantes
da familia estudada (em amarelo).

[ 96 individuos }




3. Casuistica

e 15 individuos com PMAH (8 Me 7 F) > 52,8 +11,3 anos (32-74 anos)

T sovaen - Ik
m SumenEeEE— & 5o SEO0OSM

- Lbdbdes

O IndividuosBemERoenca M Individuos&liagnosticados@omBAIMAH O IndividuosBhaolvaliados A Caso-indice
™ Individuos@om@ortisol@éricorl,8@ncg/d Lz posH ml Individuos®omBlgumallteracdofha@omografial®
teste@leBupressaoEomilEng@e@exametasona das@landulas@uprarrenais

Heredograma da familia brasileira diagnosticada com PMAH.

Heranca autossdmica dominante
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4. Sequenciamento de Genes Candidatos

» Sequenciamento |[||:> método de Sanger automatizado.



4. Sequenciamento de Genes Candidatos

» Sequenciamento |[||:> método de Sanger automatizado.

~ N Regon ot~ I TTTTTTTONNT
* Extracao do DNA genomico 3 5
5'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIJI Denaturation
g Reagao de ampllflcagao - PCR 3 L0 1010030103030131031s ‘I"“Il)’t‘:‘l:[);““]“q"\;:l
3 \ oo '7 BiiO) l 4810 72°C
= Ciclos: Desnaturacao do DNA (95-98 °C) = < RRRLLLELLELLS 3 s Sl v S
DNA svans 5 TI3 3 WA <l i
Anelamento dos primers (48-72 oC) T e
N 4 >5' W—r@zz:frﬁ—( 3" Extension
Extensao (68-72 °C) B DR LY
‘ z 110111011 |‘(§W—V|T-{TT§‘Y:NASMM

* Avaliar qualidade da PCR e quantificar DNA amplificado

* Purificacao do DNA amplificado

 Reacao de sequenciamento (ddNTPs acoplado a um cromoforo fluorescente)
* Eletroforese capilar em um sequenciador automatico

 Analise do eletroferograma gerado, utilizando-se um software



4. Sequenciamento de Genes Candidatos

A 290 300
B a g | k] | | | B g o o a a a a
T A T G A G c G T c c c A c

B 300
B o 4 7 - O » (] - = o | B B
T A T G A G c A T c c c C

Analise do eletroferograma gerado, utilizando-se o programa Sequencher 5.0.1.



4. Sequenciamento de Genes Candidatos

Germline mutations in TMEM127 confer susceptibility
to pheochromocytoma
Yuejuan Qinl, Li Yaol, Elizabeth E Kingl, Kalyan Buddavarapul, Romina E Lencil, E Sandra Chocron®3,

James D Lechleiter??, Meghan Sass% Neil Aronin?, Francesca Schiavi®, Francesca Boaretto®, Giuseppe Opoche15,
Rodrigo A Toledo®, Sergio P A Toledo®, Charles Stiles’, Ricardo C T Aguiar!® & Patricia L M Dahia!?8

Locus no cromossomo 2gll1 - contendo 205 genes candidatos

b Mutagao germinativa do TMEM127

QinYY, et al. Nat Genet 2010.



4. Sequenciamento de Genes Candidatos

[ Caso clinico ]

Extracdo do DNA gendmico de
cada paciente avaliado

v

2 [ Sequenciamento do gene MC2R ]

Primers utilizados para a amplificagao da regiao codificadora do MC2R.
Exon Primers senso Primers antissenso
5 TAAGCGAGTGTGGCTGGTTT 3’ 5 ATGGTCACGATGCTGTGGTA 3’
5’ TCGACTCCCTGTTTGTCCTC 3> 5’ CACTGGCATTTGTTGGAATG 3’

Utilizou-se o programa Primer3Plus (versao 2007) para o desenho dos primers. Adenina (A); citosina
(C); guanina (G); e timina (T).

1
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5. Estudo de Ligacao Geneética Utilizando Microssatélites

» Ligacdo genética (linkage studies) |u:> microssatélites



5. Estudo de Ligacao Geneética Utilizando Microssatélites

» Ligacdo genética (linkage studies) |u:> microssatélites

* Microssatélites: regioes do DNA compostas por unidades de repeticao de 1-9
nucleotideos em tandem que se repetem 5-50 vezes.

Ex.: GTCGTCGTCGTCGTCGTC (trinucleotideos e 6 repeticoes)

Marcadores muito polimoérficos (diferentes alelos em um mesmo /ocus):
Alelo 1: CACACACACACACACACA (dinucleotideos e 9 repeticoes)
Alelo 2: CACACACACA (dinucleotideos e 5 repeticoes)

Alelo 3, alelo 4...

 Estudos de ligacao genética - um determinado alelo do microssatélite
acompanha o fenétipo da doenca ao longo das geracoes.



5. Estudo de Ligacao Geneética Utilizando Microssatélites

[ Caso clinico ]

* PMAH:

Extracdo do DNA gen6mico de cada
paciente avaliado

v

[ Sequenciamento do gene MC2R ]

v

3 Estudo de ligacao genética utilizando
microssatélites especificos




5. Estudo de Ligacao Geneética Utilizando Microssatélites

PMAH:

Genes candidatos selecionados.

Localizagio Distancia do microssatélite
Gene citogenéticado  Microssatélites em relagao ao gene em
gene (OMIM) megabases (Mb)

D1 2,39 M

MC2R 18p11.21 8353 39 Mb
D18S478 8,11 Mb
D17S944 5,07 Mb

PRKARIA 17924.2

D175949 1,93 Mb
D20S100 3,1 Mb

GNAS 20013.32 D20S171 0,32 Mb
D20S173 1,39 Mb

MEN1 11913.1 D11S4191 4,57 Mb
D5S2027 0,90 Mb

APC 2422.2 D55471 6,87 Mb
D1S2785 0,78 Mb

FH 1943

D1S2842 1,19 Mb

(ABI Prism Linkage Mapping Set Version 2.5)
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* PMAH:

- Estudo de ligacao genética utilizando microssatélites préoximos ao gene APC.

Gene APC N N

D5S2027 191 193 193 193 193 199 193 193

D5S471 249 239 247 249 249 251 247 249

O W e =

191 199 191 199 191 199 193 193

Individuos sem doenca

249 251 249 251 249 251 239 249 - Individuos com PMHA
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» Ligacdo genética (linkage studies) ﬂﬂ:> SNPs

 SNP (single nucleotide polymorphism): variacao frequente na sequéncia do DNA,
envolvendo um unico nucleotideo (presente em pelo menos 1% da populagao)

Ex.: GTATTGGCATATTGCCCGTATTGGCATATTGCCC
GTATTGGCATATCGCCCGTATTGGCATATTGCCC

* Tecnologia de GeneChip (Genome-Wide Human SNP Array) -> genotipagem
concomitante mais de 900 mil SNPs, por meio de hibridizacao e deteccao de
fluorescéncia - estudo de ligacdao genética em escala gendmica.

* Analise de bioinformatica e utilizacdo de diferentes algoritmos.
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' A } ' t }
Nsp | Nsp | Nsp | Sty | Sty | Sty |
l RE digestion l RE digestion
| |
I — e —
I |
l Nsp adaptor ligation l Sty adaptor ligation
- e
T [ —
— —
L PCR: One primer l PCR: One primer

amplification

amplification

Complexity
reduction cleanup

l Fragmentation and
end-labeling

Hybridization
and wash

Principais etapas do processo de genotipagem dos SNPs. Enzima de
restricao (RE); reacao em cadeia da polimerase (PCR).
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P/N: SAMPLE
Lot #: SAMPLES
Exp. Date: 00/00/00

| WIRGEGS

@52001900000000000000SAMPLES41931

3 Genome-Wide Human SNP Array 6.0

Not for use
on diagnostic procedures
Store at 0-8 degrees C

Representacao do GeneChip Scanner 3000 7G e do cartucho contendo em
seu interior o GeneChip Genome-Wide Human SNP Array 6.0.



6. Estudo de Ligacao Genética Utilizando SNPs

nature | =

genetlcs [ y gmgnreetics
Y o S5 |

@ h B

..' ’ ‘\{.’ .“\M,, o f/

A comprehensive 1000 Genomes-based genome-wide
association meta-analysis of coronary artery disease

Effect Association model
allele ) _ Additive Recessive
(A1) Imputation Heterogeneity n
Lead variant Locus name Chr. Al/AZ freq. quality 12 P studies® OR (95% CI) P OR (95% CI) P
rs17087335 REST-NOAI 4 TG 021 0.99 0.20 0.11 48 1.06 (1.04-1.09) 4.60 x 10-8 1.11(1.05-1.17) 3.30x 104
rs3918226 NOS3 7 T/C 006 0.78 0.15 0.19 45 1.14 (1.09-1.19) 1.70 x 10-9 1.26 (0.99-1.60) 5.96 x 10-2
rs10840293 SWAP/0 11 AG 055 094 0.17 0.16 47 1.06 (1.04-1.08) 1.30 x 10-8 1.05(1.02-1.09) 1.51 x 10-3
rsb60621356 SMAD3 15 CT 079 0.98 0.00 0.67 46 1.07 (1.05-1.10) 4.50 x 10-9 1.17(1.10-1.25) 8.88 x 10-7
rs8042271 MFGES-ABHDZ 15 G/A 0.9 0.93 0.16 0.19 46 1.10(1.06-1.14) 3.70 x 10-8 1.25(1.13-1.37) 7.27 x 10-%
rs/212798 BCAS3 17 CT 015 0.95 0.14 0.21 48 1.08 (1.05-1.11) 1.90x 108 1.17(1.07-1.28) 6.12 x 104
rs663129 PMAIPI-MC4R 18 AG 0.26 1.00 0.00 0.6 47 1.06 (1.04-1.08) 3.20 x 10-8 1.11(1.06-1.17) 7.15x 10-%
rs180803 POMIZIIOP- 22 G/T 097 0.86 0.00 0.67 41 1.20(1.13-1.27) 1.60 x 10-10 NA NA
ADORAZA
rs11830157 KSR2 12 GT 036 0.99 0.14 0.22 42 1.04 (1.02-1.06) 3.90x 104 1.12(1.08-1.16) 2.12 x 1079
rsl2976411 ZNF507- 19 T/A 009 0.93 0.50 5.09x10* 34 0.95(0.92-0.99) 9.10x 103 0.67 (0.60-0.74) 1.18 x 10714
LOC400684

Associacdo do risco de doenca arterial coronariana e determinadas variantes alélicas (SNPs) a partir
genome-wide association study (GWAS).

Nikpay M, et al. Nat Genet 2015.
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Extracdo do DNA gen6mico de cada
paciente avaliado

v

[ Sequenciamento do gene MC2R ]

v

2 [ Estudo de ligacao genética utilizando }

microssatélites especificos

v

4 [ Estudo de ligacdo genética em escala }

gendmica utilizando SNPs
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Estudo de ligagdao genética em

escala gendbmica utilizando SNPs

(Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0)

b 15 casos de PMAH + 9 controles sem a doenca

Statistical Analysis for Genetic Epidemiology (S.A.G.E.), Western Reserve University, Cleveland, USA

SIPBAL
(FREQ ----- GENIBD ----- SIPBAL)

Método nao parameétrico:
Avaliou-se quais eram os SNPs
compartilhados pelos irmaos
com PMAH e que estavam
ausentes nos irmaos sadios.

Calculo do p-valor

LODPAL
(FREQ ----- GENIBD ----- LODPAL)

Método nao paramétrico:
Avaliou-se quais eram o0s SNPs

compartilhados por todos os
individuos com PMAH.

Calculo do LOD score
e do p-valor

LODLINK
(SEGREG ----- LODLINK)

Método paramétrico (heranga
autossomica dominante e
penetrancia de 90%):
Avaliou-se quais eram os SNPs
presentes nos individuos com
PIMAH e que estavam ausentes
nos individuos sem a doenca.

Calculo do LOD score
e do p-valor
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Crom.16 Genes Crom.11 Genes
Ty
* PMAH

16pl12.1 —
16pll.2 —

Estudo de ligacao genética em =

escala gendmica utilizando SNPs »
16012.1 —>
16021 —>
. 11g23.1 —>
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7. Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

>

NGS ||]:> whole-exome sequencing e whole-genome sequencing

Sequenciamento de nova geracao: diferentes metodologias -
processamento paralelo massivo de fragmentos de DNA (até bilhdes de
fragmentos) ou leitura direta

Plataformas:

Roche (2004): 454

Illumina: MiSeq, NextSeq e HiSeq

Applied Biosystems: Solid

Thermo Fisher Scientific: Ion Torrent

Pacific Biosciences: PacBio Sequencing Systems

Oxford Nanopore Technologies: Nanopore DNA analysis



7. Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

MinlON MkI: portable, real time biological analyses

MinION

cis
entrance

Vestibule

Central
constriction

B Barrel

0 4
35 36 37 38 39
Residual current (%)

trans
exit

5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGCACAATGCAGCATTBtNn-3"'
5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGTACAATGCAGCATTBtNn-3"'
5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGAACAATGCAGCATTBtNn-3'
5" -ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGGACAATGCAGCATTBtN-3"'

Sequenciamento pela tecnologia do Nanopore. Uma fita simples de DNA atravessa um poro proteico
(A); a sequéncia do DNA é determinada pela flutuacdo da corrente ionica (B). Cada base nitrogenada
diferente (G, A, C e T) determina uma corrente ionica residual diferente.

Bayley H, Clin Chem 2015.
https://blog.globalplantcouncil.org/
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The NEW ENGLAND ORIGINAL ARTICLE

JOURNAL of MEDICINE

Central Precocious Puberty Caused by
Mutations in the Imprinted Gene MKRN3

Ana Paula Abreu, M.D., Ph.D., Andrew Dauber, M.D., Delanie B. Macedo, M.D.,
Sekoni D. Noel, Ph.D., Vinicius N. Brito, M.D., Ph.D., John C. Gill, Ph.D.,
Priscilla Cukier, M.D., lain R. Thompson, Ph.D., Victor M. Navarro, Ph.D.,
Priscila C. Gagliardi, M.D., Tania Rodrigues, M.D., Cristiane Kochi, M.D.,

Carlos Alberto Longui, M.D., Dominique Beckers, M.D., Francis de Zegher, M.D., Ph.D.,

Luciana R. Montenegro, Ph.D., Berenice B. Mendonca, M.D., Ph.D.,
Rona S. Carroll, Ph.D., Joel N. Hirschhorn, M.D., Ph.D.,
Ana Claudia Latronico, M.D., Ph.D., and Ursula B. Kaiser, M.D.

Sequenciamento completo do genoma de 40 individuos de 15 familias com
puberdade precoce.

b Mutacdo MKRN3

Abreu AP, et al. NEJM 2013.
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[ Caso clinico ]

PMAH

paciente avaliado

[ Extracdao do DNA gendmico de cada }

v

[ Sequenciamento do gene MC2R ]

v

Estudo de ligagcao genética utilizando
microssatélites especificos

v

gendmica utilizando SNPs

v

A [ Estudo de ligagdao genética em escala }
" [

Sequenciamento completo do exoma }

(exome sequencing)

L

6 individuos com PMAH (casos) e 4 controles
(Illumina HiSeq 2000 platform)
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Sequenciamento completo do
exoma (exome sequencing)

Y

82 variantes
alélicas

Presentes nos
individuos com
PMAH e ausentes
na maioria dos
controles.

15
Cromossomos

( 24.104 variantes alélicas J

48 variantes
alélicas

Apds a exclusao
das variantes
sinbnimas

13
Cromossomos

1 variante
alélica

Apds excluir os SNPs
(1000 Genomes
database)

1
cromossomo

p”

Gene ARMCS5
(armadillo repeat
containing 5):
« ¢€.1094T7>C
* p.Leu365Pro

« Cromossomo 16
« Regidao 16p11.2

\

\

J
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8. Validacao das Mutacoes Encontradas

» Validacao Iﬂ:> relacao causal entre a mutacao e a doenca

Indagacoes em relagao a variante alélica (possivel mutacao):
Ja fora descrita previamente?
< Artigos cientificos
OMIM - www.omim.org/

The International Genome Sample Resource - www.internationalgenome.org/

R

The Human Gene Mutation Database - www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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» Validacao |ﬂ:> relacao causal entre a mutacao e a doenca

 Indagacoes em relacao a variante alélica (possivel mutacao):
Ja fora descrita previamente?

E encontrada em individuos normais?

<~ Genotipagem em um grupo de individuos sem a doencga (sem o fendtipo)
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» Validacao |ﬂ:> relacao causal entre a mutacao e a doenca

 Indagacoes em relacao a variante alélica (possivel mutacao):

Ja fora descrita previamente?
E encontrada em individuos normais?

Segrega na familia estudada?

Esta presente em outros individuos doentes nao participantes do estudo?
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» Validacao Iﬂ:> relacao causal entre a mutacao e a doenca

 Indagacoes em relacao a variante alélica (possivel mutacao):

Ja fora descrita previamente?

E encontrada em individuos normais?

Segrega na familia estudada?

Estd presente em outros individuos doentes ndo participantes do estudo?

Interfere na transcricao do RNA e/ou traducao da proteina?
< Missense, nonsense, splicing-site, insertions e deletions

<~ Predicao das alteracoes in silica:

MutationTaster (www.mutationtaster.orqg)

Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2)
SIFT (http:/ /sift.jcvi.org)
SNAP (https://rostlab.org/services/snap2web)
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» Validacao |ﬂ:> relacao causal entre a mutacao e a doenca

 Indagacoes em relacao a variante alélica (possivel mutacao):
Ja fora descrita previamente?
E encontrada em individuos normais?
Segrega na familia estudada?
Estd presente em outros individuos doentes ndo participantes do estudo?
Interfere na transcricdo do RNA e/ou traducao da proteina?
Alteracdo somatica (segundo evento) associada?

Estudos funcionais ou modelos animais demostrando o efeito da mutacao?
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- 4 ~
[ CaSO CllﬂICO ] , Extracdo do DNA gendmico de cada
paciente avaliado
- J
e PMAH , + \

Sequenciamento do gene MC2R

v

Estudo de ligacdo genética utilizando
microssatélites especificos

v

Estudo de ligacao genética em escala
gendomica utilizando SNPs

v

Sequenciamento completo do exoma
(exome sequencing)

v

6 Validagao da mutacao p.Leu365Pro

no gene ARMC5
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Estudo Funcional > @

p.Leu365Pro p.Ser779*
p.Ala83Argfs*51 p.Leu394Pro

p.Ala97Glyfs*4 p.Trp386* p-His808Pro

p.lle58Asnfs*45 p.Cys657Trp

p.Leu318Val \
ARMCS5[ ]
protein® .
1 143 444 748 816 935

ArmadillofARM)Zepeats BTBIPOZ)&omaink

Proteina ARMC5 (mutacdes germinativas em vermelho e somaticas em
verde). Alencar GA et al., J Clin Endocrinol Metab 99:1501, 2014.

Estudo funcional = o Assié G et al., NEJM 369:2105, 2013

« ARMCS induz a apoptose de linhagens celulares de tecido adrenal.

- Inativacdo da proteina ARMC5 - processo lento de desdiferenciacao das
células do cortex adrenal.
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p.A110Rfs*9 p.R267* () *
I*l l] p.P347S miss p.R593W g.ysus 2
p.L683Rfs*2 i
=
622 666 924
| EXON5 EXONG |
| |
Armadillo (ARM) Repeats
BTB (POZ)
domain

E p.L365P .
p.G323A {‘.} p-R654
& e B =
p.RASAW p.H808P
p.086X

l] P.S94VFs*8 m

p-R362T p- R898W

¥) p.A702_S706 del E

® oiLi-s

Mutagdes germinativas no gene ARMC5, descritas em pacientes com a forma familiar da
doenca, publicados na literatura desde 2013.

PMAH Associated with Germline ARMC5 Mutations: an Overview of Seven International Cohorts 2016. Fragoso MCBYV et al.



Comentarios Finais:

Estudos de larga escala (gendmica) e NGS - revolucao do estudo genético.
Suspeita clinica € uma etapa fundamental - etiologia genética

Estruturacdo de bancos de DNA (bancos de material genético) - ponto de partida.

Assisténcia (diagndstico e aconselhamento)

Pesquisa

Parcerias e colaboragdes (nacionais e internacionais) = casuistica e know-how.
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