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1. Teste Genético

O teste genético (TG) tem como
defini¢do classica, feita por Holtzman

& Watson em 1997, a analise do DNA,
RNA, cromossomos, proteinas e certos
metabolitos com a inten¢do de detectar
condi¢Oes herdaveis para finalidades
clinicas de acompanhamento de individuos
e familias. De forma mais especifica,
assa analise visa identificar, quais sdo as
alteracdes na sequéncia do DNA ou na
estrutura cromossdmica.Além disso, é
possivel realizar a analise de RNA como
resultado da expressao génica ou por
meio de analise bioquimica para medir
a producado especifica de proteinas
(American Medical Association, 2019).

Na pratica clinica podemos destacar,
portanto que a utilizacdo do TG permite
diagnosticar doencas de recém-nascidos,
criangas ou adultos, prever riscos para
condigoes especificas ou obter informacgoes
que podem ser usadas para personalizar
tratamentos. (Burke 2002). Além disso,
também pode ser usado para determinar
filiacdo bioldgica de uma crianga por meio
de teste de paternidade de DNA, ser usado
para prever amplamente a ascendéncia de
um individuo e também na pratica forense.

Na atualidade o recurso do TG estd

cada vez mais frequente dado o grande
desenvolvimento de pesquisas de relacao
fendtipo genotipo, mais conhecida




como GWAS (genome-wide association
studies) (Korf et al,, 2019), e também

pelo custo estar mais acessivel (Freitas

& Pinto, 2021). Ndo somente individuos
acometidos por patologias buscam por
resposta com o uso do teste genético,

mas também individuos saudaveis que
buscam como realizar atitudes preventivas
personalizadas a partir do conhecimento
de suas informacgdes moleculares.

E uma nova era tanto para 0s usuarios
de servigos de salde quanto para

os profissionais de saude. O grande
ndmero de informagoes que podem ser
obtidas a partir do teste genético abre
espacos para novas discussoes desde
0s aspectos preventivos, tratamentos e
também de justificativas por fenétipos
tao frequentes em algumas familias.

Todas essas informacdes precisam ser
discutidas em um contexto educativo e
seguro antes da realizacdo do teste para
que ndo ocorra desconfortos e conflitos

de informa¢dao no momento em que o
resultado do teste seja revelado. Por isso,

o teste genético deve ser realizado em um
contexto de aconselhamento genético, do
qual a etapa é denominada aconselhamento
genético pré-teste (McPherson, 2006).

Antes da indicacao do teste genético
alguns fatores sdo avaliados como a
motivac¢do dos individuos que estdo em
busca por informacdes e se as informacgoes
moleculares trardo beneficios. Esses
fatores sdo todos realizados ao longo do
aconselhamento genético com a avaliacao
clinica e da histéria familiar, como ja
discutimos anteriormente no Livro 2.

A seguir vamos discutir quais as
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principais aplicacdes e quais 0s tipos
de teste genético mais utilizados no
cenario clinico bem como ressaltar
alguns pontos importantes que devem
ser elaborados entre profissionais,
usuarios do servico de saude e seus
familiares antes da realizacao do TG.

Aplicacao clinica do
teste genético

Sao diversas as formas das quais o teste
genético pode ser aplicado na pratica
clinica, beneficiando individuos que possam
estar em risco aumentado para alguma
condicdo genética especifica (Metcalfe,
2018). O conhecimento molecular
adicionado das informacdes clinicas e da
historia familiar podem nortear além de
condutas terapéuticas, mas estratégias

de prevencdo e diminuigao de risco.

A seguir, vamos expor algumas das formas
das quais o teste genético pode ser
aplicado, a cada uma delas a classificacao
se da de acordo com o seu propoésito
(lowa Institute of Human Genetics):

a. Teste genético clinico: sdo realizados
para ter o perfil genético do
individuo como informacao adicional
sem uma finalidade terapéutica
ou diagnostica especifica;

b. Teste genético diagnostico:
realizado para encontrar a causa
de uma doenca ou sintomas que
ja estao presentes no individuo.
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c. Teste genético pré sintomatico
(preditivo): antes do individuo
expressar algum sintoma, para
descobrir se hd um risco para
o desenvolvimento de certo
tipo de doenca ou se ha alguma
variante que podera ser passada
para descendentes futuros os
colocando em risco também.

d. Teste genético de detec¢ao do
portador: &€ um teste genético
que identifica mutacoes em
genes relacionados a doencas
recessivas. Se 0s dois membros do
casal forem testados, o resultado
podera fornecer informacdes sobre
o risco de ter um filho com uma
condicdo genética recessiva.

e. Teste genético pré-natal: é um
teste durante a gravidez para ver
se 0 bebé tera uma doenca.

f. Teste genético do recém-nascido:
um teste realizado um a dois dias
apo6s o nascimento do bebé para
ver se 0 bebé tem certas doencas

g. Teste genético farmacogendmico:
para descobrir o melhor remédio
e dose para o individuo com base
em suas variantes de DNA.

A genética molecular e o seu vasto avan¢o
para auxiliar a pratica clinica resultaram
em um grande aumento no nimero de

disturbios e de tratamentos para os quais
0s testes genéticos estao disponiveis
(McPherson, 2006). E importante ressaltar,
no entanto, que mesmo com tantos
avancos no mundo das metodologias
moleculares, o TG sozinho ndo garante
uma medicina personalizada de qualidade
(Metcalfe, 2018). Toda a histéria pessoal

e familiar junto com as informacgoes
moleculares torna todo o quadro mais
completo e relevante para individuos e
seus familiares, fazendo da medicina de
precisdo uma abordagem além dos genes
e sim de tudo o que envolve o corpo fisico
e 0 meio onde vive. O relacionamento
com o paciente € muito importante

para explicar os motivos do teste, os
resultados do teste, o plano de tratamento
e as implicagoes para outros membros da
familia. O padrao de atendimento hoje
para pacientes com doencas genéticas
requer colaboracao entre os prestadores
de cuidados primarios, especialistas de
outros niveis de atencao e laboratérios
(McPherson, 2006; Amendola et al, 2021).

Nesse contexto, o teste genético é
solicitado ap6s uma anamnese e
construcao do heredograma de forma
mais completa possivel, e com a avaliacao
de risco junto com o propésito bem
definido da obtencao de informacdes
moleculares e suas implicacdes. Além
disso, o profissional de saide também
precisa compreender quais as melhores
técnicas para acessar as informacoes
genéticas (Amendola et al, 2021).

A seguir, vamos discutir os tipos de
teste genético e quais as informacgoes
moleculares que eles trazem em
beneficio do paciente e seus familiares.
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2. Tipos de
teste genético

Cari()tipo Esse exame é mais utilizado, portanto,
para a deteccdo de alteragoes
cromossémicas, sendo indicado quando

O cariotipo é a constituicao cromossémica

o ) ha um quadro clinico sugestivo de
de um individuo que pode ser verificada d &

quando 0s 46 cromossomos estao uma cromossomopatia como:
organizados em pares de acordo com
0 tamanho, forma e padrao de bandas. 1. Restricdao de crescimento
Pelo exame do caribtipo é possivel intrauterino e pds natal;
identificar alteracdes do nimero de
cromossomos e também alteracdes que
envolvam a sua estrutura (Steven & 2. Caracteristicas fenotipicas de

Martha, 2013); (Lawce & Brown, 2017). sindromes cromossomicas;

3. (Casal com historico de aborto precoce
de repeticdo ou de infertilidade;

4. Casos de natimorto ou morte neonatal;

5. Genitalia atipica;

6. Diagnostico pré-natal em casos
de idade materna avancada;

7. Avaliacao de tumores;

8. Esclarecimento de resultados ndo

muito bem definidos por outras
técnicas de analise cromossdmica
(Steven & Martha, 2013).
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Mas como se realiza
o cariotipo?

Para que seja possivel realizar a analise
cromossémica com melhor identificacao, é
importante que 0s cromossomos estejam
bem compactados, por isso as células
analisadas estdo na fase de metafase do
ciclo celular.

Metafase

Cromossomos
alinhados a placa
EEES

A metafase € uma das fases da mitose da qual os cromossomos migram
para a regido equatorial da célula com seu maior nivel de compactacao.
Cada cromossomo possui duas cromatides irmas que se prendem aos
microtibulo por meio de uma regidao denominada cinetdcoro.

O alinhamento correto dos cromossomos e das cromatides irmas

é extremamente necessario para a correta distribuicdao do material

genético para as células filhas. Este plano equatorial é chamado de placa
metafdsica e esta é a origem do nome desta fase do ciclo celular.
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O método mais utilizado para realizar o
cariotipo é através da cultura de linfécitos

do sangue periférico, mas pode ser feito com
outras células e tecidos como fibroblastos da
pele e células da medula dssea; em materiais

como células fetais do liquido amnidtico ou

do sangue do cordao umbilical; ou, ainda, @

de diferentes tecidos de material de aborto
ou de células tumorais (Rooney, 2011).

As etapas para a realizacao do exame estao
descritas na figura 1 (Yunis & Sanchez, 1973).

Coleta de Adig&o do sangue em meio Células sdo cultivada

sangue :a':]‘gﬂz ) de cultura contendo soro > 4 37C por cerca

LI venoso fetal bovino e um mitbgeno de 72 horas
per|fer|co (fito-hemaglutinina)

j{) é v

Espalhar as I W I
células na lamina ~\1—-j
. ' N
com um pingo J N\
Coloragéo cromossémica + Adicdo de colchicina (inibir
Bandamento G — resulta em padréo de . 3 i
(faixas transversais claras e e§curas ao Gotejamento do formagao_ e o s
longo do cromossomo que apresentam < material fixado em < obter,malor porcenfagem de
9 g > que ap lamina de microscoépico células em metafase)

um padréo caracteristico para cada * Preparagdo cromossomica
Cromossomo) com KClI e solugéo fixadora

v

BANDEAMENTO G

1R

CROMOSSOMO 6 CROMOSSOMO 11

Andlise >

Figura 1. Etapas para realiza¢do do caridtipo em banda G para diferenciar cromossomos do mesmo tamanho e com a
mesma posicdo do centrémero, de acordo com o nivel de condensagdo do DNA.
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A andlise do cariotipo é realizada

em microscopio podendo ter auxilio

de softwares para a organiza¢ao dos
cromossomos e documentagao dos
mesmos. Com o cariétipo podemos
identificar as alteracdes cromossémicas
tanto numéricas quanto estruturais.

As alteracdes numeéricas sao referentes
ao numero de cromossomos podendo
estas estarem em excesso ou em falta.
J& com relagdo as questdes estruturais,
podemos identificar a quebra, como
delecbes e também as translocacoes.

Esses conceitos foram abordados no
Livro 2 e podem ser consultados.

O registro de um cariétipo é dado
primeiro pelo nimero total de
cromossomos, seguido por virgula e
pela especificacdao dos cromossomos
sexuais. Assim, os cariotipos femininos
e masculinos normais sao descritos
respectivamente como 46,XX e 46,XY.

D I T T
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Figura 2A. Cari6tipo normal masculino: 46,XY
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Figura 2B. Cariétipo normal feminino: 46,XX



Os pares de cromossomos sao organizados
no cariétipo de acordo com o tamanho,
forma e padrdo de bandas. O Sistema
Internacional de Nomenclatura em
Citogenética Humana (ISCN, 2016),
pOSsUi COMO NOrma que 0s Cromossomos
sejam divididos em regioes, bandas e
sub-bandas, de forma a ser possivel o
registro das alteracdes em sua estrutura.
As bandas sao numeradas a partir do
centrdmero em direcao as extremidades
dos bracos cromossémicos.
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Nas altera¢cdes cromossdmicas numeéricas,
0S Cromossomos extras sao descritos apds
o sinal de "+", e em falta sao descritos
apo6s o sinal de "-". Entao um resultado de
cariotipo descrevendo 47 XY,+21, relata

a trissomia do cromossomo 21 (hd um
cromossomo 21 a mais), em um individuo
do sexo masculino (figura 3A). Quando ha
trissomia dos cromossomos sexuais, como
por exemplo na Sindrome de Klinefelter,
o caridtipo é descrito 47 XXY (Figura 3B).

I U I (O {

ooy u g
LI L S S B ]

14 15 16 17 18

LB ]
- B8 e 24 qa

18 20 21 22 X

<o

Figura 3A. Cariétipo com resultado de Trissomia do
cromossomo 21 em um individuo do sexo masculino:
47 XY, +21

Figura 3B. Caridtipo com resultado de Sindrome de
Klinefelter: 47 XXY
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No livro 2 vimos o conceito de mosaicismo
do qual também é possivel identificar

no cariotipo. Quando ha a presenca de
mosaicismo cromossdmico, ou seja, ha
duas ou mais linhagens celulares com
cariotipos distintos, a representacao é feita
com sendo cada linhagem separada por
uma barra na diagonal e com o nimero

de células analisadas de cada linhagem
entre colchetes. Portanto, um cari6tipo
com a descricao 47 XY,+21[24]/46,XY[16]
indica uma trissomia do cromossomo

21 em mosaico, a partir de 40 células,
sendo 16 delas com cariétipo normal.

Alteracdes cromossdémicas estruturais
também possuem suas especificagcdes
padronizadas, devendo conter o total de
ndmeros de cromossomaos, 0S Cromossomaos
sexuais, a abreviatura entre parénteses

do tipo de alteragao estrutural, nimero
do(s) cromossomo(s) envolvido(s)

na alteracdo (ou a letra para XeY), e
abanda em que ocorreu a quebra.

A seguir temos uma tabela com a
abreviatura dos principais tipos de
alteracdes estruturais com exemplos
de resultados de caribtipos.

4 - - )
Tipo de alteracao -
P . Exemplo de descricao .
cromossémica Abreviatura ., Leitura
no cariotipo
estrutural
Individuo do sexo masculino,
com uma delecao no braco curto
Delecio do cromossomo 5, com ponto de
(Quando hd uma perda de del 46,XY,del(5)(p13) QIR banc_la 5p1§,trdesulta_r1~do
B e na monossomia parcial da regido
terminal do braco curto
do cromossomo 5 até a
banda 5p13.
Duplicacao Individuo do sexo feminino com
(Presenca de um uma duplicagdo no brago longo do
segmento extra no dup 46,XXdup(1)(q22q25) cromossomo 1 entre as bandas 1g22
Cromossomo) e 1g25.
Inversao
(Souipodn?oir::rr?:rst: Individuo do sexo feminino com
fragmenta e, depois inv 46, XX, inv(9)(p12q13) IR NIYEIEDD) (0 EReseie ) @l
sg liga ao rlnespmo ' e p1<q ponto de quebra entre as bandas
cromossomo, porém de 9pl2e9qls.
forma invertida)
Translocagao Translocagdo entre 0s cromossomos
(Troca de partes entre os t 46,XY,1(6;14)(p21;932) 6 e 14 com pontos de quebra nas
Cromossomos) bandas 6p21 e 14q32.
- J

Tabela 1. Abreviatura dos principais tipos de alteragdes estruturais com exemplos de resultados de cariétipos.




A Hibridacao in situ por
Fluorescéncia (FISH)

A técnica FISH foi desenvolvida em

1980 para deteccao de microdelecdes,
microduplicagdes e rearranjos complexos.
No inicio, essa técnica comecou a ser
utilizada no diagndstico de sindromes
genéticas e diagndstico pré-natal,

e hoje ja é utilizada também para
diagndstico e prognostico de neoplasias
por exemplo (Ratan el al, 2017).

Mas como se faz a
técnica FISH?

Essa técnica molecular é baseada na
deteccdao de pequenos seguimentos

de DNA ou RNA a partir do uso de
sondas especificas marcadas com
fluorescéncia que pareara com as bases
complementares de uma sequéncia
alvo de DNA correspondente de um

cromossomo especifico (Ratan el al, 2017).

E por isso que se da o nome de
hibridizacao por fluorescéncia pelo

o fato do pareamento ocorrer com a
presenca de um marcador fluorescente.

Sondas: s3o sequencias de nucleotideos
complementares desenvolvidos a partir
de seguimentos conhecidos de DNA

ou RNA gue se deseja identificar.
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A figura 4 mostra o processo de toda a
técnica FISH. E importante ressaltar que
para empregar essa técnica é necessario
ter a suspeita da regido de interesse

em investigacao previamente.

i ()
e
Coleta de — o ) Adicdo das sondas
sangue Fixagdo das células e > com marcadores
g sangHe desnaturacéo

fluorescentes

periférico

A v

Ligacdo complementar Identificacao e
de sonda marcadas com localizagdo da
moléculas fluorescentes sequencia alvo

(hibridizacao) de DNA ou RNA

v

Identifica alteracéo genética
através da observacgéo da luz )
emitida e o sistema captura o
comprimento de onde de luz

Alta resolucao
para a captura
e andlise das
imagens

Figura 4. Processo da realizacdo da Hibridacdo in situ por Fluorescéncia (FISH).
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Para auxiliar a visualiza¢do de um resultado, a figura 5 mostra a diferenca de um
resultado do exame FISH normal e um outro com uma possivel dele¢do no braco longo do
cromossomo 22 o que configura o diagndstico de Sindrome DiGeorge.

NORMAL 22911.2 Del

Figura 5. Analise pelo método FISH - Na imagem a esquerda ha
2 pares de marcadores e na direita apenas 1 par completo e um
sozinho; indicando uma possivel delecdo.

Fonte: Adaptado de Blog Genomika.

Vocé sabia?
Sindrome de DiGeorge:

Imunodeficiéncia que provoca alteragdes na imunidade
celular e ma formacdes faciais e cardiacas; a causa desta
sindrome é uma delecdo de um gene ou de um grupo
de genes localizados na regidao 22q1. identificar.

15
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MLPA

O MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification ou Amplificacao
Multiplex de Sonda Dependente de
Ligacdo) é uma técnica relativamente
recente, descrita em 2002 desenvolvida
com a capacidade de evidenciar a falta ou
excesso de material genémico (Stuppia
et al. 2012). De forma mais especifica sdo
as alteragdes conhecidas como grandes
delecdes, amplificacbes ou insercdes no
gene com mais de 1.000 pares de base
(Stuppia et al. 2012). Quando realizamos
a técnica do MLPA, podemos analisar
regioes especificas sendo éxons de um
Unico gene ou éxons de alguns genes
associados a uma sindrome. Nesse
sentido, é uma técnica que é solicitada
na pratica clinica para pacientes com
suspeita de alguma doenca ja conhecida.

As etapas do MLPA para que possamos
chegar em um resultado, sao divididas em
seis principais partes conhecidas como:

1. Desnaturacao do DNA da amostrg;

2. Hibridizacao;

3. Lligacao;

4. Amplificagao por PCR;

5. Separacdo de Fragmentos;

6. Anélise.

16




Genoma Brasil

A figura 6 exemplifica todo o processo da técnica.

. I
Desnaturacao da \
amostra do DNA: a 2 Hibridiza¢ao: adiciona na reagao sondas de MLPA que possuem

fita dupla do DNA sequencias alvos especificas de DNA.

se separa. A sonda de MLPA possui duas partes da fita simples de DNA: a
sonda com oligonucleotideo (sonda oligo) a direita e a esquerda.
A sequencia de hibridizacdo se liga a fita alvo da amostra de DNA.

3
Sonda oligo Sonda oligo
5 \ esquerda direita

L Sequéncia de hibridizacdo Sequéncia de hibridizacdo
) Sequéncia alvo (esquerda) (direita)

3 Ligacdo: Nessa etapa ha a adi¢ao de Ligase na reacao

para que que se liga nas sondas oligo da direita e da
esquerda para que possam ser unidas.

5 Sonda oligo Sonda oligo 3
\ esquerda direita

3 5

Amplificagcdo por PCR:
Adigéo de SOlU(;éO para N Sonda 1 (296pb) / N Sonda 2 (303pb)

PCR com sondas

fluorescentes.
. N\

O produto de 5 Separagdo dos fragmentos: os fragmentos sao

amplificagao (varias separados para que posso ocorrer a leitura por

copias do DNA) possut eletroforese e anélise.

uma fluorescéncia Devido aos diferentes comprimentos das sequéncias

incorporada. de preenchimento, os produtos de amplificacdo de
diferentes sondas MLPA podem ser separados,
identificados e quantificados por eletroforese capilar.
Isso permite o uso de até 50 sondas em uma Unica
reacdo MLPA. Quantidades relativas de produtos de
amplificagdo de sonda, em comparagdo com uma
amostra de DNA de referéncia, refletem o nimero

k relativo de copias das sequéncias-alvo.

/II I

comparacao € possivel identificar onde ha a presenca
de mutagdo

6 Andlise do Resultado (feita em software): através da \

Amostra do paciente Amostra referéncia (Estimado)

Fluorescéncia

k Sondas separadas pelo comprimento

Figura 6. Processo de realizacdo da técnica Amplificacdo Multiplex de Sonda Dependente de Ligacdo (MLPA)

17




Genoma Brasil

Hibridizacao Gen6mica Método de extracao do
Comparativa (CGH-Array) DNA de uma amostra

Array é uma técnica que permite investigar
simultaneamente milhares de sequéncias
gendmicas para a deteccao de ganhos
(duplicagdes) e/ou perdas (deleg¢des)

de segmentos cromossémicos (maiores

- - . . Lise das
que 100kb) que ndo sao visualizados no DNA da amostra membranas para
coletada acessar o DNA

exame de cariétipo (Costa et al, 2020).

De forma resumida, o experimento consiste

na hibridizacao do material do paciente ook

nos chips de array, e por intensidade do Wt

sinal fluorescente, é capaz de determinar as DNA (o —> 2 Jreciptacdo do
alteragdes de forma quantitativa. Existem o &

diversas plataformas de array disponiveis, (I\L

a plataforma CGH array serd a que vamos

discutir a seguir, pois € uma das mais Reidrata 0 DNA

utilizadas para investigacao cromossémica para armazenar
em temperatura
de alta resolu¢do (Shinawi & Cheung, 2008). de 20°C g

O CGH array é uma técnica que como todas

as outras possui etapas especificas para
que o resultado seja obtido da melhor

Figura - BioRender.

forma. O exame comeca quando apds a
coleta do material biolégico do paciente
(amostra de sangue, saliva, vilosidades
coridnicas, liquido amnidtico ou outras
células ou tecidos) a realizacdo da
extracao do DNA do mesmo é realizada.
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A mesma quantidade de DNA do paciente e
um DNA de referéncia (controle) sdo entdo
marcados com diferentes fluoréforos. Eles
sdao entao misturados e desnaturados de
fita dupla para fita simples. Na proxima
etapa, eles sdo hibridizados em um chip
com fragmentos de DNA imobilizados
(sondas). Essas sondas cobrem o genoma
humano da maneira mais uniforme
possivel e podem ser personalizadas de
acordo com as necessidades da analise.

Os fragmentos de DNA do paciente e do
controle competem pela hibridizacao
com as sequéncias complementares nas
sondas de matriz. Um scanner a laser
de alta resolucdo é entdo usado para

1
2
(<]
DNA controle
marcado com
fluorescéncia

DNA paciente
marcado com
fluorescéncia

Aplicacéo das duas

amostras na placa
de microarray
® o

S

Os sinais
fluorescentes séo
lidos pelo scaneer

microarray

—A
software especifico
— gerando os
— > resultados
Aananananannnan,

capturar e quantificar a intensidade

do sinal fluorescente de cada cor que
hibridizou para cada sonda. Finalmente,

a relacdo entre a intensidade do sinal
fluorescente no DNA do paciente e o
DNA de referéncia é calculado para cada
sonda do array, obtendo informacdes
sobre o numero relativo de copias de
sequéncias no genoma do paciente em
comparagao com o genoma de referéncia.

Toda a informacado obtida é interpretada
por um software de analise que permite
atribuir os dados a respetiva regiao
cromossémica e representa-los (Figura 7).

Os dados sao
analisados pelo

Hibridizagéo nas
e Perda
{7 de DNA
O
(6}

placa de microarray

de DNA Nao
alterado

Delegao de 10MB
no brago longo do
cromossomo 5.

Figura 7. Etapas do CGH array. (Adaptado de learn.biorender.com)
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Sequenciamento do DNA

O sequenciamento do DNA & um processo que determina

a sequéncia de nucleotideos do DNA. Mas antes de
aprendermos as técnicas de sequenciamento, € muito
importante comecarmos a compreender uma técnica basica
da biologia molecular que é utilizada no processo de
sequenciamento. Essa técnica é conhecida como PCR.

O que é a PCR?

A PCR (reacdo em cadeia da polimerase) é uma técnica da
biologia molecular da qual é utilizada para amplificar (formar
varias cépias) pequenas regides do DNA (van Pelt-Verkuil et
al, 2008). Essas regides devem ser conhecidas, uma vez que
€ necessario um par de primer para sua amplificacao.

PRIMERS: s3o sequéncias Unicas de nucleotideos capazes de
se anelar as suas sequéncias alvo de DNA durante a PCR.

Os primers sdo desenhados baseando-se no codigo
genético (DNA molde) da espécie que se deseja estudar.

Regiéo a ser copiada
[ |

TATCAGATCCATGGAGT...GAGTACTAGTCCTATGAGT

DNA-molde ‘"t rn L T T O T T T T T O T A B B |
ATAGTCTAGGTACCTCA...CTCATGATCAGGATACTCA

TATCAGATCCATGGAGT...GAGTACTAGTCCTATGAGT
S A R A A A

< GATCAGGATACT Primer 2

Primer 1
' CAGATCCATGG

ATAGTCTAGGTACCTCA...CTCATGATCAGGATACTCA

Figura - BioRender.
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Com a PCR, é possivel, portanto, que componentes importante que devem
uma sequéncia de DNA seja amplificada ser adicionados na rea¢do para que
muitas vezes, produzindo nimero tudo ocorra de forma adequada.

de copias suficientes de DNA para Os componentes dessa reacdo

serem analisadas em outras técnicas est3o descritos na tabela 2.

e também para testes diagndsticos.

E importante destacar que existem

4 - Ilustracao )
Componentes Funcao Z.-
esquematica
&' -
DNA molde Contém a sequéncia a ser amplificada. ::m:
¥ 5
. Sequéncias especificas para anelar na ﬂ
Primers N Primers
sequéncia do DNA molde. e
dNTPs Bases (A, T, AC Q) para complementar a b
sequéncia da fita de DNA. F i
T . Enzima para realizar o processo de adicionar as
aq polimerase b :
ases nitrogenadas.
Solugao com a capacidade de atenuar
Buffer (tamp3do) a variacdo dos valores de potencial .
hidrogenidnico (pH).
Tubo de PCR Armazena todo o mix da reacao
Equipamento que automatiza o processo de
Termociclador amplificacdo de uma sequéncia especifica de
DNA a partir de uma pequena amostra.
- J

Tabela 2. Componentes necessarios para a realizacdo da PCR. (Adaptado de learn.biorender.com)
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Todo o processo possui trés principais
etapas denominadas de desnaturacao,
anelamento e extensao.

A seguir, na figura 8, sera possivel

evidenciar todos 0s passos dessa técnica O O
com as respectivas explicagoes.

Desnaturagao: o processo através
do qual a dupla fita de DNA se T oan
desenrola e separa-se em duas
cadeias simples. Geralmente

acontece em  temperaturas
proxima a 95°C. VUL kbbb !

Anelamento: a reagdo diminui a

1 sua temperatura e os primers
conseguem se ligar as suas
A sequéncias complementares no

DNA molde de fita simples.

Extensdo: a temperatura da

reacao volta a se elevar para que

% a Taq polimerase estenda os
“13- primers, adicionando as bases

; nitrogenadas, sintetizando novas
Hu . fitas de DNA.

Figura 8. Etapas da PCR. (Adaptado de learn.biorender.com)

Segundo ciclo.  Terceiro ciclo. n ciclo.
J" TP
" Ti—— SUbiabba
A finalizacao dessas trés etapas pela L i
. . 7 H 1 1 1
primeira vez é chamada de primeiro ciclo. . [~ T
Varios ciclos sao realizados para que o —"—, o et
. . ; ; R T
processo se repita, assim serd possivel - w—— DI 11+++
~ . ;s . c—lu Wi
a obtencdo de muitas cépias do DNA. L i
Podemos ver esse processo na figura 9. S 444114
o LLE bbb | e
T kb

Figura 9. Esquema de repeticdo dos ciclos da PCR para a
amplificacdo do DNA. (Adaptado de learn.biorender.com)
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Sequenciamento Sanger seja amplificada. De forma sintetizada o
Sequenciamento de Sanger, portanto inicia

apo6s termos os fragmentos de diversos

O primeiro sequenciamento de um tamanhos diferentes do DNA que se deseja
genoma completo foi publicado em sequenciar, que foram advindos da PCR.
1977 pelo duplo ganhador do Prémio Ao final de cada fragmento é adicionada
Nobel de Quimica Frederick Sanger uma marcagao fluorescente com coloragdo
(Sanger et al, 1977). Isso correspondia especifica de cada base nitrogenada. Os
ao genoma de tamanho pequeno de nucleotideos vao sendo inseridos, até

um bacteriéfago. Desde entdo, tem que, em determinado momento, cada base
havido muitos organismos complexos nitrogenada ira possuir uma fluorescéncia
cujo DNA foi sequenciado. diferente, para que sejam distinguidas na
Isso foi possivel gracas aos avancos leitura do resultado (Muzzey, et al 2015).
continuos nas areas de bioquimica e Ap6s essa etapa o material passa para

genética molecular, mas também em outras 0 Sequenciador para que 0s fragmentos
areas, Como nanotecnologia e computagéo sejam Separados por Capj[arjdade em

(Garrido-Cardenas, 1, et al, 2017). eletroforese, sendo que, os menores
Embora esse método fosse revolucionario ~ Conseguem passar pela eletroforese
para a época, contudo era muito mais facilmente e vao montando a
lento e caro. Essa técnica tem como sequéncia, até chegar nos fragmentos
objetivo determinar a sequéncia de maiores. Dessa forma, cada fragmento é
nucleotideos (Adenina, Guanina, Citosina excitado com um laser e ha a deteccdo
e Timina) de regides especificas ja dos fragmentos através da leitura de
conhecidas (Santos, et al. 2013). cores da fluorescéncia emitida. A figura

10 mostra um esquema de todo o

Nesse procedimento, tudo se inicia com a _
processo de Sequenciamento Sanger.

realizacao de uma PCR para que a amostra

PCR com cadeia Separacéo capilar Excitac&o por laser
terminal fluorescente por tamanho por gel e deteccao pelo

(ddNTP) de eletroforese sequenciador
3" Fragmentos .
= IEEEEEEEEEEs maiores g e = o
—A [ [ T T T T T T 10T ] A =m0 A
¢ e[ [ T T T I 0T ]]] c e c
7 p T [ [ [ [ [ [ [[] T o0 T
= *61 8 ¢ £ (T[T 1] G B G
A s & BT T A = :% :
—4 o arsfiie 'Eh R T T 1] A &= A
—G G,,agr“,,é';va & | [ [ ]} G e G
¢ e s '? I T 1] c ::E c
. Misturade dNTPs e < .== Fragmentos ; it ;
ddNTPs marcados ?‘. . N menores ke
-7 us T ' T
T com fluorescéncia & -_ T _- ﬁ ne :g T
5 Oligonucleotideos com Feixe de laser Fotomultiplicador -
marcagcéo fluorescente Informagéo do
Sequencia original do cromatograma

DNA (Amplificagéo por
PCR e desnaturacéo)

Figura 10. Técnica por sequenciamento sanger. (Adaptado de learn.biorender.com)
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Como podemos evidenciar na figura 10,
o resultado final é o sequenciamento
de cada base formando um pico

com sua respectiva cor formando a
sequéncia do material genético.

A partir dessa sequéncia é possivel
identificar presenca de variantes, pequenas
insercdes ou delecdes pontuais.

Na figura 11B temos um exemplo de um

eletroferograma evidenciando uma variante,

uma vez que quando comparado ao normal
Figura 11A podemos identificar uma troca
de ao invés de ser a base nitrogenada
Adenina, temos a base Guanina.

L1 Jl'IO
E A& TG

-TThltt'l"ff-Gl:u- L

f\j \; N\N\J \ l_m 1

Eletroferograma
sem alteragao

L

B2 ELL b |

Eletroferograma com
alteragdo tendo uma
troca da base Adenina
pela Guanina

Figura 11. Eletroferograma resultante do sequenciamento sanger.

Sequenciamento de
Nova Geracao (NGS)

Com a publicagao da primeira versao do
genoma humano (Venter et al,, 2001),
observou-se um avanco nas tecnologias de
sequenciamento. No ano de 2010 houve
um grande aumento de publica¢des sobre
0 uso de Sequenciamento de Nova Geracao

(NGS) para investigar doeng¢as mendelianas.

Mas o que € o NGS? O NGS é uma técnica
que permite sequenciar em um unico
experimento milhdes de pares de base
simultaneamente (Facio et al, 2014). Ele
favorece a realizacdo de sequenciamento
na pratica clinica e analisa ao mesmo
tempo centenas de genes ou mesmo um
genoma completo (Muzzey, et al 2015).

Existem diferentes protocolos para
a realiza¢do do NGS como o Polony
(Shendure et al., 2005) utilizado no
sequenciador da marca SOLiD® (Applied




@ Mapa
Genoma Brasil

Biosystems) e o método de amplificacdo e nem a mais para que o procedimento
em ponte, que utilizado pelo sequenciador  aconteca de forma adequada.

Genome Analyser®, da lllumina. Como quantificar o DNA? A quantificacao

De forma geral, para entendermos como é a concentracao de DNA extraido de uma
é possivel sequenciar muitos pares de amostra, e isso pode ser realizado através
base de forma simultanea, vamos explicar de alguns métodos como eletroforese

as etapas para comparar a diferenca do em gel de agarose (figura 12) e por

NGS para o sequenciamento sanger. espectrofotometria que é a medicao da

Assim como no sequenciamento sanger, quantidade de luz absorvida pelo DNA.

o primeiro momento se inicia coletando
a amostra da qual ha o interesse de ser
sequenciada realizando a extracao do
DNA. Dependendo de cada empresa ha a
necessidade de uma quantidade de DNA
extraido, ndo podendo ter nem a menos

Aplicacao do DNA
extraido das
amostras.

Gel estd em uma

cuba com solucao

tampdo daqualha @
passagem de e
corrente de e
energia de um Np 4
polo negativo para "

o0 outro polo |

positivo 0

(etetetoded’

! 11 "escada de DNA" com a
quantidade de pb. Os poc¢os 1, 2,
3 e 4 contém amostras de DNA.
Podemos perceber que a amostra
1 possui 0 maior fragmento e a
amostra 2 o menor.

1
1
i
g 1 Anélise do gel: O poco 0 é a
i

Os fragmentos vado correndo
3o longo do gel. Os menores
fragmentos correm mais
rapido e, portanto, ficam na
parte inferior do gel.

Os fragmentos maiores,

\ 2 K Y

correm mais lentamente, 3000 bp -
porque demoram mais para 1600 bp -
conseguir passar pela malha

do gel, portanto ficam na 500 bp -
parte superior.

Figura 12. Processo de quantificacdo de DNA por gel de agarose. (Adaptado de learn.biorender.com)
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Como falamos anteriormente, também
podemos quantificar o DNA através da
espectrofotometria. Esse processo € a
medicao da quantidade de luz absorvida
pelo DNA em solucdo. Quanto maior for
a absorcao da luz, maior a concentracao
do DNA na solugao analisada. Isso é
medido através do equipamento como
espectrofotdmetro que calcula o valor
de DNA contido naquela amostra.

Outra etapa importante é a preparacao
da biblioteca, que é, de fato, a preparacao
da amostra para que seja sequenciada
com todos os adaptadores necessarios.

O sequenciamento, que sera a leitura

Coleta da amostra
e extracdo do DNA

<P

Sequenciamento

=5
&0

do material genético, é realizado pelo
sequenciador, e com isso a analise dos
dados gerados, pode ser realizada.

O preparo da biblioteca e a técnica
de sequenciamento NGS depende de
protocolos diferentes existentes

no mercado.

Devido a quantidade de dados

gerados, toda a analise dos resultados
deve ser feita por profissionais de
conhecimento amplo de bioinformatica.

A analise desse tipo especifico de
dados deve ser feita para que todos
os artefatos possam ser eliminados e
nao confundidos com mutacgodes.

Preparo da
biblioteca

Quantificacdo
do DNA

I
liellell

Andlise
de dados

Figura 13. Processo de realiza¢cdo do NGS. (Adaptado de learn.biorender.com)
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Com a evolucao da técnica do NGS,
conseguimos hoje sequenciar o exoma
(Whole Exoma Sequence — WES) ou

o genoma (Whole Genoma Sequence
—WGS) dependendo da necessidade

das informacgoes que se deseja obter.

De forma exemplificada WES é o
sequenciamento do exoma completo,
sendo possivel analisar, em média, cento
e oitenta mil éxons com a finalidade de
buscar as variantes que podem estar
relacionadas com o fenotipo patologico
de um individuo (Rabbani, et al, 2014).

PROTEINA  ©g0e0000000e0e00

Os éxons sao as sequéncias de DNA transcritas em RNA e traduzidas
em proteinas; os introns sao regides ndo codificantes.

27



Genoma Brasil

Ndo é necessario selecionar genes alvos
pois com esse teste genético é possivel
ter o sequenciamento de quase todos

os vinte mil genes, contribuindo para o
diagndstico de doencas que ainda nao

se tem uma hipdtese diagndstica bem
definida ou por quadros inespecificos que
necessitem a busca de genes diferentes
dos que existem em painéis comumente
utilizados. Com relacao ao WGS, ele € uma
técnica laboratorial na qual sao obtidas
todas as regides codificantes (exons) e
nao codificantes do genoma. Ele fornece
um mapa completo e abrangente da

composicao genética de uma pessoa e
permite que seja realizada uma analise
extensa de todos os genes (Park, et al.
2016). O sequenciamento do genoma
completo é uma tecnologia de teste
genético que obtém dados abrangentes
sobre cada gene. Enquanto outros testes
de DNA obtém dados sobre um gene ou
pontos dentro do seu DNA (microarranjos
de genotipagem), o sequenciamento

do genoma inteiro é diferente.

A tabela a seguir (Tabela 3) aponta algumas
comparagoes entre O Sequenciamento
Sanger e o NGS (Voelkerding, et al 2009).

Sanger NGS A
Custo mais baixo comparado com os demais Custo mais elevado
Metodologia utilizada em variantes pontuais, | Metodologia utilizada em estudos de larga
regides conhecidas e estabelecidas escala: WGS ou WES
Sem problemas de armazenamento de dados Grande nimero de dados gerados: problema
de armazenamento
Analise simples, contando apenas com Profissional qualificado para anélise dos
sequéncia referéncia dados )

Tabela 3. Comparacao entre o método de Sequenciamento Sanger e NGS.
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E importante lembrar que ndo ha

superioridade entre uma técnica ou outra,
uma vez que a escolha pela técnica é feita
de acordo com a resposta que se busca.
Muitos laboratérios utilizam a técnica

de sanger para confirmar resultados

de mutacdo pontual obtidas no NGS. E
muito importante, portanto, conhecer as
técnicas para que seja possivel realizar

a escolha adequada do exame evitando
gastos desnecessarios e o uso indevido
de tempo frente aos pacientes que
buscam respostas pela condicdo que estao
vivenciando no processo saude doenca.

Mais do que compreender 0 processo
de analise, é muito importante saber
como os laudos sao gerados e assim ter
a capacidade de realizar a interpretagao
correta dos mesmos para que as
condutas clinicas sejam realizadas de
forma coerente, ndo causando prejuizo

29

30 paciente e seus familiares.

Um resultado de qualquer técnica
molecular traz informacdes valiosas
para relacionar com o fenétipo
presente no individuo e em sua familia.
E essas informacdes vém descritas

de forma especifica com linguagem
cientifica e padronizada. Como vimos
anteriormente com o cariétipo, por
exemplo, ele possui uma forma
especifica de representar a presenca de
alguma alteracao nos cromossomos.

A analise da sequéncia do DNA também
possui formas padronizadas para descrever
a presenca de variantes e também a sua
classificacao sendo patogénicas, benignas
ou de significado clinico desconhecido.

A seguir vamos discutir o processo de
analise das variantes genéticas para que

a compreensdo dos resultados advindos
das técnicas moleculares seja adequada.

Mapa
Genoma Brasil
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Classificacao das variantes

3. Analise de
Vd ria ntes Com o montante de informacdes

advindas do NGS, os bioinformatas
utilizam algoritmos para tentar explorar
e compreender melhor as informacdes
decorrentes do material genético. Para
organizar todas essas informacoes a
analise in silico € uma area da ciéncia
que utiliza ferramentas computacionais
que conseguem através de uso de banco
de dados classificar os dados obtidos.

As variantes identificadas sao classificadas
de acordo com as diretrizes estabelecidas
pelo Colégio Americano de Genética
Médica (ACMG) (Harrison et al, 2019).
Essas diretrizes possuem 28 critérios
diferentes dos quais sdo atribuidos
diferentes pesos em funcao das
evidéncias disponiveis sobre a variante
em questdo (Amendola, et al 2020).

Vamos recordar? ;

Variante genética: sdo alteracées observadas na comparagao

de uma mesma regidao entre dois genomas. A variante é Q
resultado de uma variagdo genética, um processo natural

pelo qual os individuos se diferem, é o que nos tornam

seres Unicos do ponto de vista genético. O que é importante

saber é se as variantes causam implica¢des na saude.
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Os critérios estabelecidos pela ACMG
permitem avaliar a significancia clinica
que sao descritas por cinco classes:

Classe 1: Variante benigna;

* Classe 2: Variante
provavelmente benigna;

* Classe 3: Variante de
significado incerto;

* Classe 4: Variante
provavelmente patogénica;

* Classe 5: Variante patogénica
(Harrison et al, 2019).

Na tabela 4, as cinco classificacdes estao
expostas com seus respectivos significados,
auxiliando no entendimento das mesmas.
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Classe

Classificacao
da Variante

Implicacao

Benigna

Nao geram ou ndo
aumentam o risco de
desenvolvimento de

doencas.

Provavelmente
benigna

Ndo é esperado que
ocasionem ou que
aumentem o risco de
desenvolvimento de
doencas.

Significado
desconhecido

Informacgdes
disponiveis ndo sao
suficientes para
que a classificacao
como benigna ou
patogénica seja feita.

Provavelmente
patogénica

Alta probabilidade
(90%) no
desenvolvimento
ou ao aumento da
susceptibilidade de
desenvolvimento de
doencas.

-

Patogénica

Associadas
diretamente ao
desenvolvimento
ou ao aumento da
susceptibilidade de
desenvolvimento de
doencas.

J
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Tabela 4. Classificagéo das variantes e suas implicagdes.
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A classificacao da patogenicidade de TipOS de Variantes
uma variante é realizada através dos

niveis de evidéncia que ela possui sendo
Variante de nucleotideo Gnico (SNV -

considerados os dados populacionais, ¢ : )
Single nucleotide variants)

se ela ja foi descrita em banco de dados
e realizado analise in silico e também . , .
. o ) ) ) Variante de um nucleotideo unico quer
ensaios funcionais. Além disso, ha os ) ) ~ o
o o ) - dizer que ha alteragao de um Unico
niveis de evidéncia, relacionado a analise
de segregacao ou se foi reportado caso
de mutagao de novo como também
outros dados que possam estar presentes

na literatura (Richards et al, 2015).

nucleotideo na sequéncia do DNA,
ocorrendo a troca de um nucleotideo por
outro. Quando ha a ocorréncia de uma SNV
em uma regido codificante (nos éxons) do

gene, diferentes variantes podem ocorrer
Entender a classificacdo das variantes

permite a discussao de forma adequada dos
dados, relacionando com a histéria pessoal

resultando em consequéncias diversas na
proteina codificada.

e familiar, favorecendo a realizacdo de um ~ Quando ha uma substituicao de

aconselhamento genético de forma clarae  hucleotideos que ndo resulta em uma

coerente frente aos conceitos moleculares ~ Mudanga no aminoacido chamamos de
e as condutas da pratica clinica. variante sindnima ou silenciosa. 1sso

. ode acontecer uma vez que varios
Agora que sabemos que as variantes P 9

: - cddons codificam 0 mesmo aminoacido
encontradas possuem uma classificacao,

podemos discutir quais variantes e assim 3 proteina € codificada nso

e as implicacdes do ponto de vista perdendo a sua funcdo. Porém, se a

molecular que podem ou ndo causar substituicao de nucleotideos resulta na

as alteracdes fenotipicas. substituicao de aminoacido, podemos ter
como resultado uma variante patogénica
dependendo do efeito que essa
substituicao causa na funcao e estrutura
da proteina, nesse caso chamamos de

variantes missense ou nao sindbnima.

Em algumas situacoes a substituicdo de
nucleotideos pode gerar um codon de
parada resultando no término prematuro

proteina resultando em uma proteina, que
provavelmente, ndo é funcional. Nesses
Casos as variantes sao denominadas

nonsense ou variante de ganho de parada.

A seguir podemos evidenciar na tabela 5,

trés formas dessas variantes.
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s - )
Sequer1c1a.de R Variante sinbnima | Variante missense |Variante nonsense ou de
L D ou silenciosa ou nao sindnima anho de parada
variante & P
o m m m m
Lisina Lisina Arginina Término da Proteina
Proteina
codificada % % “% “1
- J

Tabela 5. Tipos de Variantes de nucleotideo Unico e suas consequéncias. (Figuras adaptadas de learn.biorender.com)

Polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP)

Os SNP sdo alteragao de um unico
nucleotideo na sequéncia do DNA
e essas alteragdes sao encontradas
em pelo menos 1% da populacao
e sdo a forma mais comum de
variacoes genéticas nos humanos.

Um individuo possui aproximadamente de
4 3 5 milhdes de SNP em seu genoma e,
dependendo em qual regido um SNP pode
acarretar consequéncias mas sabe-se que
a grande maioria dos SNPs podem justificar
como o organismo funciona, podem ser
associados a doencas e até mesmo a ser
marcadores de melhores prognosticos

em algumas situacdes (Lopes, 2021).

Variantes Indels

As variantes Indels sdo as delecdes
e insercOes de bases consecutivas

na sequéncia do DNA. As variantes
do tipo Indels s3o frequentes no
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genoma humano depois dos SNPs
que ainda sdao mais frequentes.

Quando essas variantes ocorrem dentro
das regides codificantes, podem causar
modificagdes na proteina e podem

ser de dois tipos, sendo as variantes
com mudanc¢a no quadro de leitura
(frameshift) e as variantes sem mudanca
no quadro de leitura (ndo frameshift).

As variantes frameshift ocorrem quando ha
uma insercao ou delecao de um ndmero
de nucleotideos que nao € multiplo

de trés, afetando a leitura do cdédigo
genético. Isso pode resultar na inclusao,
de um stop codon (sinal de parada) ou
formar um alongamento da proteina. Ja as
variantes indels do tipo ndo frameshift é
quando ocorre a insercdo ou delecdo de
nucleotideos multiplos de trés pares de
base, resultando na insercao ou dele¢ao
de um ou mais aminoacidos, mantendo

a sequéncia da proteina inalterada.

Mapa
Genoma Brasil
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Variacao do nimero de copias (CNV - Copy

number variation)

As CNVs sao segmentos gendmicos
maiores que 50pb que diferem em
numeros de cdpias e se caracterizam

por duplicagdes (ganho de material
gendmico) ou dele¢des (diminuicdo de
material gendmico) (Zarrei et al, 2015).

Essas variacoes de niumero de copias
possuem implicacdes dependendo da

regido envolvida, podendo representar
variantes benignas ou estarem associadas
com doencas mais complexas, por isso

é fundamental a relacao fenotipo e
gendtipo para a melhor compreensao.

Descricao das variantes

Quando um sequenciamento é realizado,

a descricao dos achados do material 4 Local Indicador )

genético é realizada de forma padronizada

e especifica (den Dunnen et al, 2016). Para uma sequéncia de

DNA codificadora (gene) “
A descricao sempre traz a localizagdo e a .

. - Para uma sequéncia de
consequéncia da alteragdo. Por exemplo, referéncia gendmica linear g
ao escrever ¢.1595G>A (p.Cys532Tyr), T

Para uma sequéncia de
podemos entender que houve uma DINA iteaerErEl m.

substituicdao da base Guanina por Adenina, .
Para uma sequéncia de

no DNA (c. indica regido de DNA) na DN aclcodincante n.
regido 1595 (localizacdo), resultando na

Para uma sequéncia

a substituicao dos aminoacidos, de uma de referéncia de RNA r.
Cisteina (Cys) por uma Tirosina (Tyr). (transcrigdo)
Na tabela a seguir (tabela 6) estdo Para uma sequéncia de o

, proteina '
expostos os simbolos que podem ser NS J

encontrados com maior frequéncia _ o o
Tabela 6. Indicadores da sequéncia referéncia

em laudos de sequenciamento. no material genémico
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Também existem codigos para determinar

as alteragdes causadas nas variantes

como substituicao sendo designada por

> ou delecdo sendo designada por del.

Na tabela 7, podemos verificar os

coédigos utilizados com mais frequéncia

e seu respectivos significados
(den Dunnen et al, 2016).

Mapa
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/

Alteracao Simbolo Explicacao
. Utilizado para indicar substituicao.
Substituicao (bases) g Exemplo: g.12345A>T substituicdo de um A por T.
Intervalo ) Indica um intervalo entre posicoes.
Exemplo: g.12345_12678del
HETS ©1 W) BRI ; Utilizada para separar variantes e alelos.
em um alelo
Diferentes transcritos , Utilizada para separar dlferen_tes transcritos/proteinas
sintetizados a partir de um alelo.
Mosaicismo / Indica mosaicismo.
Incerteza = Indica incerteza na posicao do nucleotideo ou aminoacido;
’ Exemplo: g.(?_234567)_(345678_7?)del
Sinénimo = Indica variante silenciosa;Exemplo: p.Fen344=
Usado para numerar a posicao de um nucleotideo em relacao
- a outro. Nucleotideos na extremidade 5 ‘de um intron sdo
Posicao de um - . .
. + numerados em relagdo ao Ultimo nucleotideo do exon
nucleotideo 3 . DT :
diretamente a montante, seguido por um “+" (mais) e sua
posicdo no intron. Exemplo: c.123+45A>G
Nucleotideos na extremidade 3 ‘de um intron sdo numerados
Posic3 em relacdo ao primeiro nucleotideo do éxon diretamente a
osicdo de um ) .
. = jusante, seguido por
nucleotideo “ o= .
um "-" e sua posicdo fora do intron.
Exemplo: c.124-56C>T
Incertezas () Usados para indicar incertezas e predicdes
Alelo [] Indica alelos, que inclui multiplas sequéncias inseridas em uma
posicdo e inser¢cdes de uma segunda sequéncia de referéncia.
Delecao del Indica uma delecdo; enxemplo c.356_369del
Duplicacao dup Indica uma duplicacao; exemplo: c.49dupA
Insercao ins Indica uma insercao; exemplo: ¢.39_40insG
Inversao inv Indica uma inversao; exemplo: ¢.76_83inv
Stop codon Indica um cédon de terminacdo de traducao.
P Exemplo: c*43C>T ou p.Trp41*
Frameshift fs Indica um frameshift; Exemplo: p.Arg456GlyfsTer17
Metilacdo met Indica uma metilagao

Tabela 7. Codigos mais utilizados e significados.
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Consideracoes finais

Caro(a) aluno(a),

O conhecimento das técnicas moleculares acompanhado com as
informacdes clinicas do individuo e de sua familia garante um metlhor
aconselhamento pré e pos teste genético (Metcalfe, 2017).

O acesso a essas tecnologias pode agregar de forma significativa

a elaboracdo de estratégias de prevencao de doencas,
acompanhamento adequado de individuos e familias e também
agrega novas informacoes advindas da analise de material genémico
para relacionar com o fenétipo.

Em muitas situagdes essas tecnologias ndo estdo disponiveis,
mas, apesar disso, € possivel com uma anamnese adequada, com
a construcdo completa do heredograma, levantar suspeitas para a
conducdo de casos que precisam da atencdo voltada ao olhar da
medicina gendmica.

O projeto PROADI tem a inten¢ao de difundir a informacao e
disponibilizar o conhecimento para levantar discussdes frente as
tecnologias moleculares existentes, e garantir acesso as informacgdes
de como podemos inserir todo esse conhecimento na realidade dos
profissionais e da populacao usuario dos servicos de saude.

Bons estudos!

Equipe Mapa Genoma Brasil
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