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APRESENTACAO

A Genética é o ramo da Biologia responsavel por estudar os genes, 0S Cromossomos,
a hereditariedade e a variagdo dos organismos, além de estudar a forma como estes
transmitem as caracteristicas biolégicas de geracédo para geracdo. Essa ciéncia possui
areas especificas, dentre elas, a Genética Molecular, a Genética Humana e Genética
Médica/Clinica.

A Genética Molecular estuda a estrutura e a fungéo dos genes e sua interagdo com
outras moléculas no meio intracelular utilizando ferramentas da Biologia Molecular.

A Genética Humana descreve o estudo da transmissdo das caracteristicas
biol6gicasemsereshumanos, englobandoumavariedade de areascomo a Genética Classica,
a Citogenética, a Genética Molecular, a Genética Bioquimica, a Genética de Populagdes, a
Genética do Desenvolvimento, a Genética Clinica e o Aconselhamento Genético.

A Genética Médica ou Genética Clinica é uma area responsavel por realizar avaliagdo
clinica, diagnostico, tratamento e aconselhamento genético de individuos e familias com
diversos tipos de doencas.

Nessa perspectiva, apresento o e-book “Genética: Molecular, Humana e Médica”,
uma obra que apresenta 10 capitulos distribuidos no formato de artigos que trazem de
forma categorizada e interdisciplinar estudos das Ciéncias biologicas e suas aplicacdes na
Saude Humana.

Essa coletanea apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados teoricos
e praticos obtidos por varios pesquisadores, professores e académicos que arduamente
desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados de maneira concisa e didatica.
Sabemos o quéo importante é a divulgacéo cientifica, por isso evidenciamos também a
estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel,
permitindo que esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos cientificos.

Desejo a todos uma excelente leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A anélise da curva de Dissociagdo em
Alta resolugéo (High Resolution Melting - HRM) é
um método conveniente para detecgao de padrdes
aberrantes de metilacdo ao longo do genoma,
bem como a genotipagem de polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs). Esta abordagem
rapida, simples, de tubo fechado e econdmica
possui alta especificidade e sensibilidade no
diagnostico laboratorial das sindromes de Prader
Willi (SPW) e Angelman (SA). Este estudo avaliou
a aplicabilidade diagnoéstica da técnica de MS-
HRM como um método de detecgdo de SPW e
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SA. Foram analisados 43 pacientes com suspeita
clinica para SPW e SA. O DNA extraido de
sangue dos 43 pacientes foi tratado com bissulfito
de sbdio para posterior analise do padrao de
metilacdo do gene SNURF-SNRPN através das
técnicas de MS-PCR com dois pares de primers
descritos por Kosaki et al. 1997 e MS-HRM com
um unico par de primer descrito por Ferreira et
al 2019. Ambas as técnicas foram capazes de
identificar corretamente 19 pacientes com SPW,
3 pacientes com SA e 21 pacientes controles
sem alteracdo no padrao de metilacéo. Apesar da
concordancia diagnostica em ambas as técnicas,
a metodologia de MS-HRM com um Unico par de
primer mostrou-se mais eficiente, rapida, com
alta reprodutibilidade e sem a necessidade de
metodologias adicionais para um diagnostico
preciso de SPW e SA. A técnica de MS-HRM
pode contribuir em estudos que objetivem a
elucidacéo da relagdo genétipo-fenétipo em SPW
assim como se tornar ferramenta diagnéstica e de
genotipagem para outras doencgas epigenéticas.

PALAVRAS - CHAVE: Sindrome de Prader-Willi,
Sindrome de Angelman, MS-HRM.

APPLICABILITY OF THE HIGH
RESOLUTION MELTING TECHNIQUE IN
THE DIAGNOSIS OF PRADER-WILLI AND
ANGELMAN SYNDROMES

ABSTRACT: High-Resolution Melting (HRM)
analysis is a convenient method for detecting
aberrant methylation patterns throughout the
genome, as well as genotyping single nucleotide
polymorphisms (SNPs). This quick, simple,
closed-tube, and cost-effective approach has
high specificity and sensitivity in the laboratory
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diagnosis of Prader Willi (SPW) and Angelman (SA) syndromes. This study assessed the
diagnostic applicability of the MS-HRM technique as a method for detecting SPW and SA. 43
patients with clinical suspicion for SPW and SA were analyzed. The DNA extracted from the
blood of 43 patients were treated with sodium bisulfite for further analysis of the methylation
pattern of the SNURF-SNRPN gene through the techniques of MS-PCR with two pairs of
primers described by Kosaki et al. 1997 and MS-HRM with a single pair primer described by
Ferreira et al 2019. Both techniques were able to correctly identify 19 patients with PWS, 3
patients with AS and 21 control patients with no alteration in the methylation analysis. Despite
the diagnostic agreement in both techniques, the MS-HRM methodology with a single primer
pair proved to be more efficient, faster, with high reproducibility, and without the need for
additional methodologies for an accurate diagnosis of SPW and SA. The MS-HRM technique
can contribute to studies that aims to elucidate the genotype-phenotype relationship in SPW
as well as become a diagnostic and genotyping tool for other epigenetic diseases.
KEYWORDS: Prader Willi syndrome, Angelman syndrome, MS-HRM.

11 CURVA DE DISSOCIACAO EM ALTA RESOLUCAO

A analise da curva de Dissociacdo em Alta resolugcéo (High Resolution Melting -
HRM) é uma metodologia pés Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que permite a
distincdo entre os produtos amplificados de acordo com a temperatura de dissociagéo da
dupla fita de DNA. A capacidade de diferenciacédo entre os produtos amplificados ocorre
devido a adicdo de um corante fluorescente intercalante de DNA na reacédo de PCR. A
intensidade da fluorescéncia é inversamente proporcional ao aumento de temperatura na
reacdo. Portanto, a medida que o DNA de fita dupla torna-se fita simples devido ao aumento
de temperatura, a emisséo de fluorescéncia diminui. Os sinais de fluorescéncia medidos tém
maior fidelidade (sensibilidade e resolugéo), aparentemente devido a menor proporgéo de
redistribuicdo de corante das regides desnaturadas para aquelas ainda em cadeia dupla. A
analise de HRM é um método simples, de baixo custo, altamente sensivel e especifico com
resultados rapidos e de facil interpretagdo que permite a andlise de fragmentos de DNA
de até 250 pb (produtos maiores podem ser analisados, porém com menor resolugéo) (De
Leeneer et al. 2008, Ferreira et al. 2019). Além disso, o HRM é um método ndo destrutivo
que permite uma analise subsequente da amostra através de técnicas complementares
como eletroforese ou sequenciamento de DNA. (Kramer et al. 2009)

Devido as suas inumeras vantagens, a metodologia de analise de metilacao
através da técnica de HRM (MS-HRM) tem sido amplamente aplicada em laboratoérios
de diagnostico e utilizada em triagem de mutagbes pontuais associadas a doencas. A
genotipagem utilizando MS-HRM tem sido utilizada para a detec¢cdo de mutagbes em
uma grande variedade de genes como EGFR, BRAF e BRCA (Takano et al. 2008; Pichler
et al. 2009; van der Stoep et al. 2009; Dos Santos et al. 2016). Estes fatores tornam a
metodologia ideal ndo s6 para laboratérios de diagnéstico como também para estudos de
casos clinicos atipicos (Velez et al. 2017)
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1.1 Metilacao do DNA

A metilacdo do DNA é um processo epigenético natural caracterizado pela ligagdo
do grupamento metil (CH3) as citosinas pertencentes ao grupo dinucleotideo CpG
(sequéncias 5’ -GC -3’). A metilacdo das citosinas regula diretamente a expressao génica
devido a modificacbes covalentes nas histonas que resultam em uma maior compactacao
da cromatina. Esse processo sinérgico de metilacao e altera¢des na estrutura da cromatina
impedem a ligacdo de agentes regulatorios de fatores de transcricdo em sitios de ligagdo
especificos, causando o silenciamento génico (Buck-Koehntop e Defossez 2013)

O padrédo de metilacdo do DNA tem sido alvo de diversos estudos devido as suas
caracteristicas regulatérias relacionadas por exemplo ao desenvolvimento do sistema
imunolégico, inativagao do cromossomo X em mulheres e imprinting genémico. O imprinting
gendmico € um mecanismo de origem germinativa que resulta na expressao de um dos
alelos (paterno ou materno) e na ativagéo do outro alelo. Padrbes aberrantes de metilacéo
podem causar instabilidade gendmica e mudancgas estruturais no genoma. A hipometilagédo
pode aumentar a expressdo de promotores oncogénicos e contribuir para processos
carcinogénicos, de forma antag6nica, a hipermetilacéo de ilhas CpG pode silenciar genes
supressores tumorais. Concomitantemente, defeitos no mecanismo regulador do imprinting
podem causar alteracdes na expressao diferencial de genes nos alelos paterno e materno,
provocando o desenvolvimento de sindromes genéticas (Li e Sasaki 2011; Tomizawa e
Sasaki 2012).

1.2 Sindromes de Prader Willi e Angelman

As sindromes de Prader-Willi (SPW) e Angelman (SA) séo desordens genéticas
raras com prevaléncia estimada de 1 em cada 15.000 nascimentos (Cassidy e Driscoll
2009). Embora a SPW e a SA ocorram na mesma regido gendémica, as sindromes possuem
caracteristicas fenotipicas e endécrinas distintas (Costa et al. 2019). A SPW ¢ a causa
mais frequente de obesidade secundéaria, hipotonia neonatal grave, caracteristicas faciais
dismorficas, hiperfagia precoce, desenvolvimento de obesidade morbida, baixa estatura,
hipogonadismo, dificuldades de aprendizagem, imparidades comportamentais e cognitivas;
por outro lado, a SA é caracterizada por graves deficiéncias intelectuais associadas ao
atraso no desenvolvimento infantil, convulsbes, déficits de fala, espasticidade motora e
epilepsia (Clayton-Smith 2003; Buiting 2010)

As SPW e SA originam-se a partir de anormalidades genéticas e epigenéticas no
cromossomo 15. O acometimento do alelo paterno na regido cromossémica 15q11-q13
resulta no desenvolvimento de SPW, enquanto que, anormalidades no alelo materno na
mesma regido gendmica causam SA. Os mecanismos genéticos que levam a SPW incluem:
delecdo da regido associada a sindrome (~ 75%), dissomia uniparental materna (mUPD)
(~ 25%) ou defeito do centro de imprinting (IC) (~ 1 % de SPW) (Smith e Hung 2017). Da
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mesma forma, o desenvolvimento de SA ocorre devido a delegbes no alelo materno do
cromossomo 15 (~70-75%), dissomia uniparental paterna (pUDP) (~ 2-3%), defeitos no
IC (~ 1-5%) e mutagdes pontuais na copia materna do gene UBE3A (~ 10-20%) (Buiting,
Williams, e Horsthemke 2016).

O diagnéstico laboratorial da SPW e SA é laborioso pois demanda a combinacao
de diversas metodologias moleculares e de citogenética para elucidar o mecanismo
genético causador das sindromes (Cassidy e Driscoll 2009). A analise de metilagdo do
DNA é uma abordagem robusta para o diagnéstico da SPW e SA devido a capacidade de
identificar corretamente erros no padrao de metilagcao, porém nao sendo possivel detectar
sua etiologia (delecéo, dissomia uniparental ou alteracdo no IC) (Ramsden et al. 2010).
O lécus SNURF-SNRPN [OMIM # 176270], contém uma ilha CpG com um padrdo de
metilacdo variavel de acordo com a origem do alelo. O alelo materno do cromossomo
15 concentra uma grande quantidade de dinucleotideos CpG metilados, contrariamente, o
alelo paterno possui maior concentrag¢éo de dinucleotideos CpG n&o metilados (Buller et al.
2000). A amplificagdo de sequéncias ricas em GC é essencial para a triagem e diagnostico
de algumas doencgas genéticas. A nivel molecular, as cépias paternas e maternas desta
regido podem ser distinguidas através da analise do padréo de metilagdo do DNA no gene
SNURF-SNRPN, sendo assim capaz de detectar e distinguir corretamente as sindromes de
SPW e SA (Dos Santos et al. 2016).

21 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo a compreensdo da metodologia MS-HRM, e
exemplificar sua utilizagdo como ferramenta diagnostica de anormalidades epigenéticas
baseando-se na metodologia realizada para deteccédo de SPW e SA.

31 METODOLOGIA

No estudo de Ferreira et al. 2019 foram selecionados 43 pacientes do Instituto
Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF).
Dentre eles, 22 individuos com suspeita clinica para SPW, 3 individuos com suspeita
clinica para SA e 21 pacientes controles sem alteracdo no padrao de metilagéo. O sangue
dos 43 pacientes incluidos no estudo foram armazenados em tubos EDTAS. O DNA de
cada paciente foi extraido e foram submetidos a um tratamento com bissulfito. O DNA
convertido pelo tratamento com bissulfito foi utilizado como molde para amplificacao através
da metodologia de Methylation-Specific PCR (MS-PCR) e MS-HRM utilizando os pares de
primers descritos por Kosaki et al. 1997 e o Unico par de primer descrito por Ferreira et al.
2019. As metodologias, kits utilizados e desenho dos primers neste estudo estdo descritas
de forma detalhada por Ferreira et al 2019.
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41 RESULTADOS E DISCUSSAO

A abordagem diagnéstica comumente utilizada para a detec¢cdo de SPW e SA é
baseada na andlise do padrao de metilagdo do exon 1 na ilha CpG do gene SNURF-
SNRPN. A diferenciacgéo alélica, e consequente diagnostico da SPW e SA, tem como etapa
primordial o tratamento do material genético extraido com bissulfito. A conversao bissulfidica
promove uma reacao de desaminacgdo das citosinas convertendo todas as citosinas nédo
metiladas em uracila. A sequéncia de DNA modificada pelo tratamento com bissulfito é
distinta da sequéncia correspondente ao alelo metilado, portanto, Kosaki et al. 1997 propds
a utilizacdo de dois pares de primers para cada alelo (metilado e ndo metilado).

A amplificacéo por MS-PCR foi realizada com os dois pares de primers descritos por
Kosaki et al. 1997 e o Unico par de primer descrito por Ferreira et al. 2019. Utilizando o par de
primers descritos por Kosaki, as amostras gendmicas de pacientes com SPW amplificaram
apenas o alelo materno apresentando uma Unica banda fragmentada em gel de agarose
com 174 pares de base (pb). Individuos com SA apresentaram apenas uma banda com
131 pb relacionada a amplificagcdo apenas do alelo paterno. Em pacientes controles sem
alteragcéo no padréo de metilagdo, ambos os primers anelaram-se e amplificaram os alelos
materno e paterno, gerando produtos de PCR com 174 pb (materno) e 131 pb (paterno). Os
pares de primers descritos por Kosaki et al. 1997 amplificam cada alelo independentemente
devido as particularidades gendmicas relacionadas aos alelos paterno ndo metilado e
materno metilado. Por outro lado, o Unico par de primer descrito por Ferreira et al. 2019
ndo possui especificidade alélica no lbcus SNURF-SNPRN. Como consequéncia dessa
caracteristica, a amplificacdo por MS-PCR gera um produto de PCR Unico para ambos os
alelos. Individuos com SPW, SA e Controle amplificados com o par de primers descrito por
Ferreira et al apresentaram fragmento de tamanho Unico com 196 pb (Figura 1).
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Peso Controle
molecular SPW SA  Controle SPW SA  Controle Negativo

300pb-

200pb-

100pb-

Figura 1 - Visualizagdo por eletroforese em gel de agarose dos fragmentos amplificados com os
diferentes pares de primers utilizados. Os dois pares de primers descritos por Kosaki et al. 1997
amplificaram os alelos materno metilado e alelo paterno ndo metilado, produzindo fragmentos de
respectivamente, 174 pb e 131 pb. O Unico par de primer descrito por Ferreira et al. 2019 amplificou
ambos os alelos igualmente gerando uma banda de fragmento Gnica com 196 pb. A banda Unica de
196 bp é devido a caracteristica de anelamento fora da ilha CpG no lécus SNURF-SNRPN (Adaptado
de Ferreira et al., 2019).

A técnica de MS-PCR utilizando os pares de primers descritos por Kosaki et al.
1997 detectaram 19 pacientes portadores de SPW devido a auséncia de amplificacéo do
alelo paterno, 3 pacientes portadores de SA devido a auséncia da banda representativa do
alelo materno e 21 individuos sem alterag@o no padréo de metilagdo com amplificacdo em
ambos os alelos.

O MS-HRM foi realizado utilizando o Unico par de primers descrito por Ferreira et al.
2019. Os produtos de PCR foram diferenciados através da temperatura de dissociacdo da
dupla fita de DNA (78°C alelo paterno; e 82°C alelo maternos). A metodologia identificou
21 pacientes, dos 43 estudados, com perfil de metilagdo normal devido a presenca de dois
picos de dissociagao relacionados aos alelos materno e paterno. Nos demais pacientes,
a técnica detectou 19 pacientes com auséncia da curva de dissociacéo relacionada ao
alelo paterno ndao metilado (SPW), e 3 individuos com auséncia da curva de dissociacédo
relacionada ao alelo materno metilado (Figura 2).

A diferenciagdo alélica através da curva de dissociacdo ocorre devido as
particularidades relacionadas a composicdo das bases nitrogenadas presentes nos
fragmentos parentais amplificados que resultam em diferentes ligagdes de hidrogénio entre
as bases nitrogenadas. O pareamento entre adenina e timina demandam duas pontes de
hidrogénio, enquanto que o pareamento entre guanina e citosina necessitam de trés pontes
de hidrogénio. O tratamento com bissulfito converte as citosinas nao metiladas em uracila,
alterando significativamente a proporgéo de pontes de hidrogénio no DNA dupla fita. Essa
alteragéo impacta diretamente na temperatura de dissociacao do material genético. Devido
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a alta concentragdo de GC no alelo materno metilado, a temperatura de dissociagdo do
DNA dupla fita € maior comparada ao alelo paterno ndo metilado. Ambas técnicas de MS-
PCR e MS-HRM atingiram uma concordancia de 100%, identificando corretamente 19
individuos SPW, 3 individuos SA e 21 pacientes controles sem alteracdo no padrdo de

metilacdo (Ferreira et al. 2019).
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Figura 2 - Curva normalizada e derivada do padrao de metilagao de trés individuos analisados por MS-
HRM com o par de primers descrito por Ferreira et al 2019. A temperatura de dissociacao detectada
para o alelo metilado materno foi 82°C e para o alelo ndo metilado paterno, 78°C. A presencga das
curvas de dissociagao relativas a ambos os alelos representa o paciente controle sem alteracéo no
padrao de metilagéo (A, D), enquanto que, a auséncia da curva de dissociacao do alelo paterno é
relativa a SPW (B, E) e a auséncia da curva de dissociagédo do alelo materno é relacionada a SA (C, F)
(Adaptado de Ferreira et al. 2019)

A andlise do padrao de metilagdo utilizando a técnica de MS-PCR proposta por
Kosaki et al. 1997 demanda a utilizacao de dois pares de primers para amplificagéo dos
alelos paterno e materno. Apesar do aparente ganho de especificidade, a utilizacdo de
dois pares de primers pode levar a resultados falso-negativos devido a competicdo por
reagentes de PCR, e a resultados falso-positivos devido a possibilidade de amplificagcdo de
produtos inespecificos como dimeros de primers (Wojdacz e Hansen 2006). Além disso, a
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metodologia de MS-PCR requer uma técnica adicional para interpretacdo dos resultados
gerados. Amanipulagéo excessiva de amostras oferece riscos relacionados & contaminagéo
cruzada, reduzindo a sensibilidade e comprometendo um diagnostico preciso de pacientes.
A andlise da curva de dissociag¢do através da técnica de MS-HRM ocorre em um sistema
“fechado” e dispensa a necessidade de metodologias adicionais para revelacdo dos
resultados. Contudo, a andlise de metilacdo do gene SNURF-SNRPN através do MS-PCR
e MS-HRM apenas confirmam o diagnostico de SPW e SA. A elucidagdo do mecanismo
genético responsavel pelo desenvolvimento de ambas as sindromes requer técnicas
adicionais como Hibridagéo in situ por Fluorescéncia (FISH), Amplificacdo Multiplex de
Sondas Dependente de Ligacao (MLPA) ou sequenciamento de DNA (Ferreira et al. 2019).

A acuricia da curva de dissociacdo é influenciada diretamente pelo corante
fluorescente intercalante de DNA utilizado na reacdo. Corantes como o Sybr Green nao
sé@o recomendados para diagnéstico de pacientes devido as caracteristicas ndo saturantes
do DNA que podem comprometer a reprodutibilidade dos experimentos e impactar
negativamente na identificacdo de doengas (Liew et al. 2004). O estudo realizado por
Ferreira et al. 2019 utilizou o corante fluorescente saturante Melt Doctor (ThermoFisher,
USA) que possui alta especificidade e oferece alta precisao na detec¢éo da temperatura de
fusédo dos produtos de PCR.

A suspeita clinica de SPW e SA em recém-nascidos é desafiadora, uma vez
que as caracteristicas fenotipicas das sindromes nao sao evidentes nesta fase. Em um
estudo recente, demonstrou-se que a andlise de metilagdo utilizando a técnica de MS-
HRM em amostras de sangue do Teste do Pezinho oferece diversas vantagens no rastreio
de doencas genéticas em recém-nascidos. Ferreira e colaboradores (2020) testaram
diferentes metodologias de extracdo de DNA em papéis de filtro com sangue de recém-
nascidos (Figura 3). A qualidade do material genético extraido impacta diretamente na
reprodutibilidade e eficiéncia da técnica de MS-HRM, portanto, a identificacao da melhor
metodologia de extracdo de DNA exerce papel fundamental no diagnostico preciso de
sindromes genéticas. Além disso, o Teste do Pezinho requer um menor volume de sangue
para realizagdo do MS-HRM. Esta caracteristica € essencial considerando recém-nascidos
hipoténicos e sua fragilidade ao procedimento convencional de coleta de sangue (Ferreira
et al. 2020).
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Figura 3 - Metodologia de extragcdo de DNA de amostras de sangue em papel de filtro (Adaptado de
Ferreira et al. 2020).

O diagnostico precoce de sindromes genéticas em recém-nascidos permite uma
administracdo de medicamentos que retardam o agravamento das caracteristicas relativas
a doenca, oferecendo uma melhor qualidade de vida (Bacheré et al. 2008). Além das
vantagens de uma interven¢do médica precoce, um diagnéstico preciso também altera a
rotina de Servigos de Saude publicos e privados. Diversas sindromes necessitam de uma
vigilancia clinica periodica, e a distingdo das mais graves para as mais brandas minimizam
os gastos publicos com desordens genéticas raras. Essa diferenciacdo entre sindromes
também permite a incluséo de individuos em programas governamentais especificos com
equipes multidisciplinares que auxiliem no tratamento ou reversdo de particularidades
relacionadas a doenca (Dodge 1998).

Apesar das caracteristicas fenotipicas de SPW e SA serem bem descritas na
literatura, a relagé@o casuistica entre o acometimento de um gene e o desenvolvimento de
um fenotipo especifico é complexa e demanda maiores estudos (Costa et al. 2019). Atécnica
de MS-HRM pode contribuir para identificacdo de muta¢des pontuais em genes a partir das
diferengas de temperatura da curva de dissociagdo em pacientes confirmados com SPW
e SA sem a necessidade de sequenciamento de DNA. Diversos estudos relataram que a
analise dos padroes de metilagcdo através do MS-HRM contribuem de forma substancial
na identificacdo de polimorfismos relacionados a espectros clinicos graves em doencas.
A validacdo de uma relagdo genotipo-fendtipo, assim como a identificagdo de novos
polimorfismos patogénicos em uma sindrome genética, pode promover a implementagéo
de uma medicina personalizada onde o paciente sera tratado de acordo com suas

Genética: Molecular, Humana e Médica Capitulo 2 m



particularidades gendmicas ao invés de um tratamento genérico relativo a doenga (Pereyra
et al. 2012; Terésjarvi et al. 2017; Wu et al. 2008). Devido a esses fatores, a metodologia
tem potencial de oferecer um diagnostico laboratorial diferencial, sendo essencial para
pacientes de SPW e SA com fen6tipos clinicos complexos como atraso no desenvolvimento
e deficiéncia intelectual por exemplo.

Atécnica de HRM pode ser utilizada com propésitos baseados na analise qualitativa
(genotipagem e mapeamento do DNA) ou quantitativa (metilacdo do DNA). A metodologia
pode ser uma alternativa economicamente viavel ao Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS) na genotipagem de pandemias virais, se tornando uma ferramenta imprescindivel
no combate e identificacdo de variantes emergentes. Um estudo recente demonstrou a
aplicabilidade da técnica de HRM na identificacdo de mutagdes no virus SARS-CoV-2
(Covid19). Diaz-Garcia e colaboradores (2021) extrairam RNA de amostras de saliva
de pacientes positivos para o virus e utilizaram a curva de dissociacdo para identificar
insercoes/dele¢cbes (GGG>ACC) na sequéncia original do SARS-CoV-2. A variante
denominada D614G (GR) é predominante no Brasil e sua distingédo e vigilancia podem
ser Uteis para monitorar a evolugdo da populagéo durante pandemias, validar rotas de
transmissao, e determinar sua associagcao com diferentes desfechos clinicos (Diaz-Garcia
et al. 2021). O estudo exemplifica o poder da metodologia de HRM na identificacdo de
polimorfismos virais e infere-se que sua utilizagdo no ambito de diagndstico de sindromes
genéticas pode contribuir para o esclarecimento gendtipo-fenétipo na SPW. Além disso,
demonstra que a metodologia pode ser aplicada em diferentes amostras biologicas.

O MS-HRM é uma metodologia diagnéstica rapida, com alta precisdo e de facil
interpretacdo dos resultados. A técnica permite uma analise paralela de diversas amostras
sendo um método robusto para rastreio de doencas genéticas em larga escala. A utilizagéo
de um Unico par de primer associada a analise da curva de dissociagdo otimiza a reagéo
de PCR evitando resultados falso-positivos e falso-negativos. Um diagnéstico preciso e
eficiente permite uma abordagem médica eficaz minimizando o fenétipo clinico da doenca
e promovendo uma melhor qualidade de vida para o paciente (Ferreira et al. 2019). A
metodologia demonstra ter potencial de elucidar a relagdo genotipo-fenétipo em SPW
assim como se tornar uma ferramenta diagnéstica para outras anormalidades epigenéticas.
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