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RESUMO

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) é considerada a mais frequente causa de
obesidade sindrémica e ocorre devido a mutacdes que levam a inibicido da expressao
de genes da regido 15q11-q13 de origem paterna. Porém, existe uma gama de
individuos obesos com defici€ncia mental e outras caracteristicas fenotipicas bastante
semelhantes a SPW, que ndo apresentam as alteragdes genéticas na regidao 15q11-
g13, conhecidos como portadores de fenétipo Prader-Willi like (PWL).

Os obijetivos deste estudo foram: (1) investigar no gene GNAS, em amostras de
DNA de pacientes obesos sindromicos, com fenétipo PWL, acompanhados no
Ambulatério de Genética do Hospital Universitario Gaffrée Guinle; (2) realizar revisao
sistematica da literatura sobre fendétipo Prader-Willi like e mutacées associadas a este.
A revisao foi elaborada seguindo-se o protocolo PRISMA.

Foram investigados 35 pacientes entre os quais dois revelaram alteragdes no
numero de copias de éxons do GNAS, por meio da técnica de MS-MLPA utilizando-
se o kit MEO31. O primeiro foi o paciente 95, do sexo feminino, com 8 anos de idade,
que apresentou uma aparente delecao do éxon 7 e a paciente 101, do sexo feminino,
com 27 anos, que apresentou delecido dos éxons 1A e 1. O GNAS é importante para
o sistema melanocortina-leptina, que tem relagdo com a sensacao de saciedade e,
consequentemente, obesidade. Essa relagéo leva a sugestao de que os sintomas e
os sinais clinicos apresentados foram consequéncia das mutagdes encontradas.

Quanto a revisao sistematica, dos 23 artigos encontrados, foram descritos 56
casos de pacientes com fen6tipo PWL com mutagdes em 1p36, 1p31.1, 2p25, 3p26.3,
6q, 8g, 10p11.21p11.1 e no cromossomo X, além de translocag¢des. Dentre as
caracteristicas do fendétipo PWL descritas, com maior frequéncia, foi encontrado o
atraso no desenvolvimento intelectual, presente em 78% dos casos seguido de
obesidade.

Os relatos da revisao sistematica mostram a importancia de se fazer diagnéstico
genético de pacientes obesos sindrébmicos, o que embasa a identificagdo de
alteragcdes no GNAS encontradas neste estudo como mais uma importante informacéao
para o entendimento das intrincadas vias metabdlicas, que determinam obesidade e
atraso no desenvolvimento intelectual.

Palavras chave: fendtipo Prader-Willi like; GNAS; fendtipo Prader-Willi



ABSTRACT

The Prader-Willi Syndrome (PWS) is considered the most frequent cause of
syndromic obesity and it is caused by mutations which inhibit the expression of genes
located on segment 15911-q13 in the paternal chromosome. However, there are many
individuals with obesity, mental delay and other characteristics similar to PWS who do
not have mutations in the 15911-q13 region, therefore, presenting with Prader-Willi like
phenotype (PWL).

The objectives of this study were: (1) to investigate GNAS gene inpatients with
PWL phenotype who attended the University Hospital (HUGG/UNIRIO) Outpatient
Genetic Clinic; and (2) to conduct a systematic review of the literature on PWL
phenotype and associated mutations. The review was built according to the PRISMA
protocol.

We investigated 35 patients by the means of Methylation Specific Multiplex
Ligation Probe Amplification (MS-MLPA) kit MEO31, which led to the identification of
two alterations in the copy numbers of GNAS exons: an apparent deletion of the exon
7 in patient 95 (female, 8-years-old), and a deletion of the exons 1A and 1 in patient
101 (female, 27--years-old). It is important to mention that GNAS has a role in the
melanocortin-leptin system, related to satiety and, consequently, obesity. This led to
the suggestion that the clinical symptoms and signs present in the patients are
consequence of copy number variants (deletions) of some regions in GNAS.

Concerning the systematic review, from the 23 papers found, 56 patient cases
were described with PWL phenotype, with mutations in 1p36, 1p31.1, 2p25, 3p26.3,
69, 8q, 10p11.21p11.1 and X chromosome, as well as translocations. Among the PWL
phenotypic characteristics described, the most frequent one was intellectual
developmental delay in 78% of the cases, followed by obesity, present in 75% of the
patients.

The results of this systematic review and the importance of having the
syndromic obese patients’ correct diagnose point towards the importance of identifying
GNAS mutations, as performed in this study, which is another important information
for understanding the metabolic pathways which cause obesity and mental delay.

Keywords: Prader-Willi like; GNAS; Prader-Willi phenotype
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1. INTRODUGAO GERAL
1.1 Sindrome de Prader-Willi

1.1.1 Genética

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) apresenta incidéncia de 1:25.000
nascimentos, sendo considerada a causa mais frequente de obesidade sindrémica.
Trés alteragbes genéticas diferentes sdo conhecidas como as principais causadoras
para a sindrome, todas levando a falta da expressdo do segmento 15q11-q13 de
origem paterna com perda do SNRPN/SNURF. Esta regidao no cromossomo de origem
materna encontra-se normalmente metilada e nao é expressa. Em individuos normais
0s genes, de tal regido SPW, somente se expressam no cromossomo de origem
paterna (Figura 1). A causa mais frequente da SPW ¢ a deleg¢ao do locus 15q11-q13
paterno, que ocorre em aproximadamente 70% dos casos, a segunda causa mais
comum é a dissomia uniparental materna (DUPm) do cromossomo 15, que significa
que ambos cromossomos 15 sdo de origem materna, e a terceira causa, menos
comum, € a falta de expressao dos genes, em 15q11-q13, do cromossomo de origem
paterna causado por defeito de imprinting (Quadro 1) (KOUSTA et al., 2009; VARELA
et al., 2005).

15q11-q13 E 1511918 15q11q13 E 15q11-q13 1&.1141:E E 18411413 1Bq11-g13 % Bqitqld

Normal Delegao paterna Dissomia uniparental Defeito no impriting (DI)
materna (DUPm)

Figura 1: Esquema das alteragbes genéticas no locus 15q11-q13 que resultam na
Sindrome de Prader-Willi, representando o cromossomo de origem paterna em azul,
o de origem materna em rosa e o quadrado preto representando a metilagao da regiao.

Fonte: Acervo da autora.
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Quadro 1: Possiveis causas da SPW, suas frequéncias relativas ao numero de

afetados e risco de recorréncias na familia.

Classe Frequéncia Mecanismo genética Chance de recorréncia

la 65-75% Delecao de 5-6Mb <1%

Ib <1% Rearranjo cromossémico 50%

lla 20-30% DUP materna <1%

b 1% DUP materna com Aproximadamente 100% se a mae apresentar
translocacgao translocagédo Robsoniana 15;15

la <0.5% Defeito no imprinting com 50% se o pai apresentar uma delegéo do
delegéo do ClI centro de imprinting (Cl)

Epimutagao — defeito no
b 2% imprinting sem a delecao <1%
do ClI

DUP: dissomia uniparental; Cl: centro de imprinting

Fonte: Adaptado de Cassidy e colaboradores (2012)

A regido 15q11-q13 é uma regido bastante complexa de genes com diferentes
e importantes papéis na célula. Ela apresenta quatro regides distintas que sao
delineadas por 3 pontos comuns de quebra: (1) uma regidao proximal que nao sofre
imprinting, entre dois locais comuns de quebra (BP1 e BP2) contendo quatro genes,
Non-Imprinted In Prader-Willi 1 e 2 (NIPA1 e NIPA2), Cytoplasmic FMR1-interacting
protein 1 (CYFIP1) e genes codificadores das proteinas do complexo tubulina-gama
(GCPS), que sao expressos em ambos cromossomos; (2) a regido cromossémica
associada a SPW, que normalmente apresenta genes que sé se expressam no
cromossomo de origem paterna e contém cinco genes: Makorin Ring Finger Protein 3
(MKRN3), melanoma antigen family L2 (MAGELZ2), o gene que codifica a proteina
Necdin (NDN) e o bicistrbnico denominado pequena proteina N associada a
ribonucleoproteina nuclear (SNRPN) e SNRPN Upstream Reading Frame (SNURF),
0 gene C150rf2 expresso bialelicamente nos testiculos e expresso apenas no alelo
paterno no cérebro, um cluster de small nucleolar RNAs (snoRNAs) e varios
transcritos anti-sense. Nesta regidao também se encontra a regido da Sindrome de
Angelman (SA), que contém 0s genes expressos nos cromossomos maternos UBE3A
e o que codifica para ATPase transportadora de cations 10A (ATP10A); (3) uma regido
distal contendo um cluster de trés genes de receptores do neurotransmissor acido

gama-aminobutirico (GABA), o gene albinismo oculocutaneo tipo 2 (OCA2), HECT
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and RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase (HERCZ2) e o ponto distal de
quebra comum (BP3) (Figura 2) (CHAI et al., 2003; CHRISTIAN et al., 1995; GLENN
et al., 1996).

Né&o-imprintado Regido SPW SA N&o-imprintado

[ | | [ |
N
N oF G )
< o .8 N R
o ES S N N >
< 9 o O & S S © P A
A & @ VY S & &y ,\@ L o O g &
AT A NG & N S > S % Lo L7 X &
Cn FELELE FFEFE & N RN FFF F& & &F

~ &
@ - - - ool e e -}+>

BP1 BP2 - BP3 BP4
Genes snoRNA

T2D

T1D

Figura 2: Regido 15q11-q13 e seus genes. A regido da SPW em azul, os genes
relacionados com a SA em laranja e o centro de imprinting (IC) em laranja e azul. Os
genes em verde n&o sofrem imprinting e sdo expressos bialelicamente. As 5 linhas
verticais tortuosas nomeadas BP1, BP2, BP3, BP4, BP5 sao os pontos de quebra,
sendo o BP1, BP2 e BP3 os locais de quebras mais comuns em casos de SPW e SA,
produzindo dele¢des que variam de 5 até 6Mb. Ja as quebras em BP4 e BP5 sdo mais
raras de acontecer. T1D e T2D sao as delecgbes de tipo 1 e tipo 2, respectivamente.

Fonte: Adaptado de Cassidy e colaboradores (2012).

1.1.2 Manifestagoes clinicas

A SPW é caracterizada por um conjunto de sintomas fisicos e mentais, em sua
maior parte relacionados com a deficiéncia hipotaldmica, incluindo baixa estatura,
maos e pés pequenos, hipogonadismo, hiperfagia com consequente obesidade na
infancia, retardo mental, dificuldades na fala, baixo desenvolvimento cognitivo e
psicomotor, problemas comportamentais, além de problemas de sucg¢ao, hipotonia
neonatal e caracteristicas faciais como fronte estreita, labios voltado para baixo, olhos
amendoados e saliva viscosa (BUTLER, 2011; KOUSTA et al., 2009; VARELA et al.,
2005).

Inicialmente foram estabelecidas duas fases nutricionais distintas da SPW. O

primeiro estagio é a presenga de problemas de sucgdo e hipotonia, comumente
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acompanhando por problemas de crescimento. O estagio 2 é caracterizado por
hiperfagia (compulsdo alimentar e fome persistente) e consequente obesidade. A
etiologia da mudanca do estagio 1 para o estagio 2 ainda ndo esta claramente
elucidada, porém acredita-se estar relacionada com anormalidades nas conexdes
hipotalamicas e na sinalizagdo de saciedade periférica. Outra possivel causa para a
mudanga dos estagios 1 para o 2 sao os altos niveis de obestatina (horménio
anorexigeno) na primeira infancia, enquanto no inicio da juventude e vida adulta eles
apresentam altos niveis de grelina (um horménio orexigeno). Essas altas de
horménios anorexigenos e orexigenos em diferentes fases da vida podem explicar a
mudanga entre alteragdes na ingesta de alimentos no inicio da vida, seguida de
hiperfagia e obesidade quando mais velhos (GUNAY-AYGUN et al., 2001; HINTON et
al., 2010; MILLER et al., 2011). Miller e colaboradores (2011), a partir da observagao
e acompanhamento de pacientes com SPW, identificaram mais fases nutricionais
clinicas além das anteriormente descritas, totalizando sete fases, sendo cinco

principais e duas subfases (Quadro 2).



Quadro 2: Fases nutricionais da SPW e suas caracteristicas clinicas.

Fases Caracteristicas

Diminuigdao dos movimentos fetais e baixo peso ao nascer:
Peso ao nascer 15-20% menor que dos irmaos;

Idade gestacional normal,

85% dos casos apresentam diminuicdo dos movimentos fetais.

1a

Hipotonia com dificuldade de alimentagao (0-9 meses):

Sucgéo fraca, na maioria dos casos ndo consegue ser amamentado;

Necessita de assisténcia, como tubos nasais ou orais, podendo chegar a ébito se ndo
houver ajuda;

Alimentacéo lenta;

Apetite severamente diminuido, ndo demonstra fome;

Choro fraco.

1b

Sem dificuldades de alimentagdo e seguindo a curva de crescimento (9 - 25
meses):

Nao necessita mais de auxilio para se alimentar;

Crescimento estavel, seguindo a curva de crescimento;

Apetite normal.

2a

Peso aumentado sem aumento do apetite ou excesso de calorias (2,1 — 4,5 anos):
Crianga comega a cruzar as linhas de percentis;
Sem aumento do apetite e normal para a idade;
Ficara obeso se oferecidas as calorias diarias recomendadas para uma pessoa normal;

2b

Aumento do peso com aumento do apetite (4,5 — 8 anos):
Aumento no interesse por comida;

Ira ingerir mais comida que uma crianga normalmente, se permitido;
Sente-se saciado;

Para de comer voluntariamente.

Hiperfagico, raramente sente-se saciado (8 anos - adulto):
Continuara comendo se a porgéo de alimento nao for limitada;
N&o se sente saciado;
Atos de roubar comida e se alimentar de ndo-comestiveis;
Ganhara uma quantidade consideravel de peso em um curto periodo (exemplo:
pacientes que ganharam aproximadamente 10kg em um final de semana);
Problemas comportamentais relacionados a comida

Apetite nao é mais insaciavel (adulto):

Apetite pode ser maior, normal ou menor que o normal;

Consegue sentir saciedade;

Apetite pode ser inconstante nesta fase, porém ha uma melhora no controle quando
comparado a infancia;

Auséncia de problemas comportamentais relacionados a comida;

Muitos adultos podem nao chegar a esta fase por ébito.

Fonte: Adaptado de Miller e colaboradores (2011).
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Outra razédo que pode contribuir para os problemas de apetite dos pacientes sao
anomalias cerebrais tais como os problemas estruturais da hipdfise, descritos por
lughetti e colaboradores (2008) e demonstrado em Miller e colaboradores (2007a) com
resultados de ressonancia magnética funcional. Tais resultados indicam que esses
individuos apresentam um aumento nos sinais de recompensa relacionados a comida,

com aumento da atividade nas areas que controlam comportamentos alimentares.

1.1.3 Diagnéstico da SPW

O diagndstico clinico da SPW pode ser feito a partir dos critérios maiores e
menores estabelecidos por Holm e colaboradores (1993), que levam em consideragao
o fendtipo fisico e caracteristicas neurocomportamentais. Assim, o diagndstico clinico
leva em consideragao critérios que utilizam somatorio dos pontos atribuidos aos
critérios maiores (hipotonia neonatal; dificuldade de alimentagao na infancia ou retardo
no desenvolvimento neuropsicomotor; ganho excessivo de peso a partir de um ano e
seis meses; hipogonadismo; deficiéncia mental/problemas de aprendizado;
hiperfagia/obsessdo por comida; caracteristicas faciais — olhos amendoados, labio
superior fino e voltado para baixo e delecdo do locus 15q11-q13 em analise
citogenética), cuja presenga de cada critério acrescenta um ponto. No caso dos
critérios menores, tais como diminuicdo dos movimentos fetais; problemas de
comportamento (cinco dentre eles: furia, acesso de violéncia; transtorno obsessivo-
compulsivo, argumentativo, rigido, possessivo, teimoso, mentiroso, cleptomania);
apneia do sono; baixa estatura; hipopigmentagcado dos cabelos, olhos e pele quando
comparados aos pais; maos e pés pequenos; maos estreitas; miopia; saliva viscosa,;
defeito na articulagao das palavras e lesdes na pele por autoagressao sera adicionado
0,5 ponto para cada critério encontrado. Os critérios clinicos de Holm e colaboradores
(1993) sao baseados na idade do paciente. Se o paciente tiver < 3 anos, para ser
clinicamente positivo é preciso ter ao menos 5 pontos, sendo 4 deles em critérios
maiores. Se o paciente tiver > 3 anos, € necessario que ele apresente pelo menos 8
pontos, sendo 5 de critérios maiores, para ser considerado positivo.

Gunay-Aygun e colaboradores (2001) propuseram novos critérios para
solicitagdo do teste molecular para SPW. Tais critérios sdo categorizados por faixas
etarias e em cada uma existem manifestagdes clinicas caracteristicas da SPW. Da
faixa etaria de 0 a 2 anos, é necessario que seja observado o quadro de hipotonia
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neonatal com ma sucg¢ao; entre 2 e 6 anos, além do quadro de hipotonia, € necessario
que exista atraso no desenvolvimento global; entre 6 e 12 anos, além do histérico de
hipotonia com ma sucgado e atraso no desenvolvimento global, € preciso ter sido
observado um quadro de ingestdo alimentar excessiva com consequente obesidade;
ja para pacientes com mais de 12 anos, os critérios sao: fungdes cognitivas
prejudicadas e geralmente deficiéncia mental moderada, hiperfagia com obesidade e
hipogonadismo hipogonadotrofico, incluindo transtornos obsessivos-compulsivos.

As técnicas mais eficientes de se iniciar a investigagdo molecular para SPW sao
a reagao em cadeia da polimerase-metilacdo especifica (PCR-ME) e/ou a técnica de
methylation-specific multiplex ligation-depended probe amplification (MS-MLPA).

A técnica PCR-ME se baseia na presencga de diversos genes no cromossomo de
origem materna que estdo metilados e correspondem a regido mutada no
cromossomo de origem paterna na SPW. Esta € uma técnica capaz de detectar as
trés classes etioldgicas da SPW, além de poder diferenciar da SA. O teste de PCR-
ME mais comumente usado € o que tem como alvo a ilha 5CpG do SNURF-SNRPN,
que indica o éxon 1 e intron 1 n&o metilados no alelo paterno e metilados no materno.
Sendo assim, individuos normais apresentam os dois alelos integros, sendo o materno
metilado e o paterno nao, enquanto os pacientes com SPW, nos casos de deleg¢ao de
15911-g13, somente apresentam o alelo metilado de origem materna.

Outras técnicas que também podem ser utilizadas para diagnosticar
molecularmente a SPW sao a hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH) com sondas
para SNRPN e o microarray cromossomal (CMA, do inglés chromosomal microarray).
Esta ultima permite se detectar o tamanho da dele¢dao, uma informagao importante
para se poder correlacionar o genétipo com o fenétipo, porém apresenta custos mais
altos (Quadro 3) (CASSIDY et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2016).



25

Quadro 3: Algumas das técnicas para teste genético da Sindrome de Prader-Willi.

i Mutacoes L.
Método Usos e limitagoes
detectadas
Delecoes, DUPm e | Capaz de identificar mais que 99% dos casos de SPW,
PCR-ME defeito no porém nao distingue essas trés classes.
imprinting (DI)
Capaz de identificar >99% dos casos de SPW e distinguir
~ entre dele¢gédo e DUPm. Porém néo é capaz de diferenciar
Delegbes, DUPm e .
MS-MLPA DI entre DUPm e DI. Pode mostrar o tamanho aproximado da
delegéo e indicar se € uma delegéo do tipo 1 ou 2. Kits mais
novos sao capazes de detectar microdelegoes.
) Podem detectar delegbes grandes, porém com a limitagao
. Delecdes mais ] ) .
Cariétipo tioi de precisar de um professional experiente; ndo detecta
ipicas
P DUPm e DI.
Praticamente todas | Capaz de identificar 65-75% dos casos de SPW. Pode néo
FISH as delegdes de 4 a | ser capaz de identificar delecdes pequenas e nado distinguir
6 Mb entre uma pessoa normal, com DUPm ou com DI.
Semelhante ao FISH nas estatisticas, porém é capaz de
Microarray informar o tamanho da delegdo dependendo do tipo de
cromossomal Delecdes array utilizado. Também informa sobre delegdes e
(CMA) duplicac¢des no resto do genoma. Mais preciso que o FISH,
porém com custos mais elevados.
Tem um papel especifico em DI e consegue distinguir
. Delecdes no centro . L . . »
Sequenciamento o delegbes no centro de imprinting de epimutagdes. Regido
de imprinting
investigada com tamanho limitado.

Fonte: Adaptado de Cassidy e colaboradores (2012) e Smith e Hhung. (2016)

1.2 Fenétipo Prader-Willi like

Existe uma gama de individuos obesos com deficiéncia mental e presenga de
outras caracteristicas fenotipicas bastante semelhantes a SPW, conhecidos como
portadores do fendtipo Prader-Willi like (PWL). Normalmente estes pacientes sao
encaminhados para fazerem os testes genéticos para SPW e nao apresentam as
alteragbes genéticas na regidao 15q11-q13 (ROCHA; PAIVA, 2014).

As alteragdes genéticas encontradas nos pacientes com fendtipo PWL podem
estar relacionadas com as vias de sinalizagao ou a outros mecanismos importantes

para o desenvolvimento da SPW, por isso as semelhancgas fenotipicas entre
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individuos com gendtipos diferentes. Assim, a causa genética para essas desordens
raras sao diferentes e a falta de diagndstico correto pode piorar o prognéstico desses
pacientes; sendo um desafio para o professional da saude determinar quando é
necessario pedir um teste molecular especifico para diagndstico da sindrome. O
diagnodstico genético correto propicia explicagbes genéticas para a correlagao
gendtipo-fendtipo o que pode levar ao aconselhamento genético e ao tratamento (se
houver) adequados da sindrome (CHEON, 2016).

Exemplos de casos de fendtipo PWL sdo os descritos por Oiglane-Shlik e
colaboradores (2014), que diagnosticaram pacientes com mutagdées em 1p36, o que
determina fendtipo de hipotonia, atrasos no desenvolvimento motor e intelectual,
problemas de comportamento e obesidade. Também ha casos de pacientes com
fendtipo PWL portando mutagbes em diferentes regides do genoma, por exemplo,
dissomia uniparental materna do cromossomo 14, delegdo do 6q, inversao
paracéntrica do cromossomo X, delegcbes subteloméricas, X fragil, dentre outras
(Capitulo 1) (BONAGLIA et al., 2008; FLOREZ; ANDERSON; LACASSIE, 2003;
HOSOKI et al., 2009; NOWICKI et al., 2007; STANKIEWICZ et al., 2007; VARELA et
al., 2006).

1.3 GNAS
1.3.1 Sobre o Gene

O gene que codifica a proteina de ligacdo do nucleotideo guanina alfa
estimuladora (GNAS) (OMIM: 139320) esta localizado em 20q13.2-q13.3 e,
originalmente, foi definido por 13 éxons, que codificam a subunidade alfa da proteina
G estimuladora (Gsa) . Splicing alternativos do éxon 3 geram 4 isoformas da proteina
que sao funcionalmente semelhantes. Atualmente ja se sabe que o GNAS tem, pelo
menos, cinco promotores e éxons localizados antes dos éxons que dao origem a
proteina Gsa. Esses promotores estdo upstream ao NESP, a subunidade alfa
extragrande (XLas), ao 1A e ao 1, que, juntamente com os éxons (2-13) codificam
para diferentes proteinas e o éxon da fita antisense AS1 codifica um RNA longo néo
codificante (IncRNA), que regula a metilacdo do locus NESPAS em ambos os alelos
(Figura 3) (BAUER et al., 1999; KANDURI, 2016; LEVINE; MODI; O’'BRIEN, 1991; LIU
et al., 2000b; PETERS et al., 1999).
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Figura 3: Esquema dos éxons do GNAS, seus promotores, padroes de metilagao e os

RNAm transcritos. As setas representam os promotores de transcricdo em estado
ativo. Os éxons em vermelho sao os que se encontram metilados. A seta roxa indica
gue o éxon € expresso na maioria das vezes bialelicamente, porém em alguns tecidos
0 mesmo encontra-se metilado. Fonte: Acervo da autora, baseado em Weinstein e

colaboradores (2010)

O promotor da Gsa fica localizado no meio de uma ilha CpG nao-metilada,
porém os éxons que codificam a proteina podem ser encontrados de forma metilada
ou ndo, dependendo do tecido, sendo expresso principalmente pelo alelo de origem
materna em tecidos como tubulos proximais renais, nucleo paraventricular do
hipotadlamo, tireoide e pituitaria (CHEN et al., 2009; DAVIES; HUGHES, 1993;
KOZASA et al., 1988; LIU; ERLICHMAN; WEINSTEIN, 2003; WEINSTEIN et al.,
2001).

O primeiro promotor encontra-se upstream ao NESP, que esta metilado apenas
no alelo paterno. Sendo assim, normalmente, somente o alelo materno € transcrito
para o RNAm da proteina neuroendocrina especifica de 55kDa (NESP55). A NESP55

€ uma proteina semelhante a cromogranina encontrada em células secretoras e nado
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apresenta relagado com a proteina G. Sua expressao ocorre principalmente em tecidos
neuroendocrinos (BAUER et al., 1999; PETERS et al., 1999).

O Xlas esta aproximadamente 11kb apds o NESP55, gera o transcrito para a
proteina da subunidade alfa extragrande (Xlas), uma isoforma da Gsa, com uma longa
sequéncia amino-terminal, codificada pelo seu primeiro éxon (Xlas), enquanto o resto
da proteina € produto dos éxons 2-13, idéntica a proteina Gsa. O Xlas esta metilado
de forma oposta ao promotor NESP, sendo expresso apenas no alelo paterno e
metilado no materno. Assim como o NESP, sua expressao € principalmente em
tecidos enddcrinos e pouco se sabe sobre as fungdes biolégicas de ambas as
proteinas (BASTEPE et al., 2002; HAYWARD; BONTHRON, 2000; PASOLLI et al.,
2000; PETERS et al., 1999; PLAGGE et al., 2004).

O éxon 1A, também conhecido como A/B, esta localizado aproximadamente
2,5 kb anteriormente aos éxons do Gsa e encontra-se metilado no cromossomo
materno e ndo-metilado no cromossomo paterno. O papel bioldgico do 1A ainda é
incerto, entretanto estudos com ratos com delecdo do mesmo mostraram que houve
uma inversao no padrao de metilagao dos éxons que codificam a proteina Gsa, sendo
entdo expresso bialelicamente em todos os tecidos. O éxon 1A em células
transfectadas é transcrito para RNAm de uma isoforma truncada da proteina Gsa, com
menos 59 aminoacidos, que fazem parte de uma das regides de interagdo com o
receptor acoplado a proteina G e da ligagdo com as subunidades do complexo By.
Como o resto da proteina esta conservada, incluindo a regidao terminal COOH- que
interage com o receptor acoplado a proteina G (GPCR), € possivel que esta isoforma
truncada da proteina possa competir com a Gsa (ISHIKAWA et al., 1990; LIU et al.,
2000a, 2000b, 2005; PUZHKO et al., 2011; WILLIAMSON et al., 2004).

1.3.2 Proteina G e a sinalizagao celular

Dentre as trés principais classes de receptores proteicos de superficie celular
a maior delas é a dos GPCRs. Eles sao responsaveis pela maior parte das respostas
a sinais externos as células como, por exemplo, mediadores locais, outras células,
hormonios e neurotransmissores. Vale ressaltar que a mesma molécula pode ativar
diferentes tipos de receptores induzindo diferentes respostas. Eles atuam, como seu
préprio nome diz, ligados a proteina trimérica de ligacdo a guanosina trifosfato
(proteina G).
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Existem varios tipos de proteina G, que se diferenciam por suas subunidades
a. A subunidade a, quando inativa, esta ligada a guanosina difosfato (GDP) e forma
um trimero com as subunidades § e y, que estdo ligadas a membrana plasmatica
(Figura 4). Com a ativacdo do receptor associado ao trimero, a subunidade a é
induzida a dissociar-se do GDP, dando lugar para que uma molécula de guanosina
trifosfato (GTP) se ligue nesta mesma posi¢dao. Essa nova ligagdo causa uma
mudanga na conformacé&o da proteina, fazendo com que a mesma se dissocie, dando
origem ao heterodimero By ativado (Figura 5) (ALBERTS et al., 2017; WEINSTEIN;
CHEN; LIU, 2002).

Membrana plasmatica

CITosoL

GOP T

Dominio Ras

Dominic AH
()

Figura 4. Proteina G em sua forma inativa. (A) Esquema ilustrativo da proteina na
forma trimérica com as subunidades aq, e y. (B) Estrutura tridimensional, também
indicando as mesmas subunidades e sitio de ligacdo a GDP. Fonte: Alberts et al.
(2017).
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Figura 5: Esquema da ativacao da proteina G a partir do GPCR. Fonte: Alberts et al.
(2017).

Diferentes sinais celulares atuam aumentando a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) intracelular, que por sua vez atua como um segundo mensageiro de diversas
vias de sinalizagdo. Este aumento de AMPc se deve a estimulos que ativam os
GPCRs acoplados a proteina G estimuladora (Gs), que por sua vez ativa a enzima
adenililciclase, que sintetiza AMPc a partir de ATP. O AMPc ativa a proteina-cinase
dependente de AMPc (PKA) e esta atua em proteinas-alvo em diversas células,
gerando diferentes respostas celulares ao estimulo (ALBERTS et al., 2017;
WEINSTEIN; CHEN; LIU, 2002).

A proteina Gsa apresenta dois dominios: o ras-like, onde se localizam o
dominio de ligagao com a guanina e de interagdo com o efetor, e um dominio mais
variavel, que é produto de splicing alternativo dos éxons, produzindo diferentes
isoformas da proteina Gsa (KOZASA et al., 1988).

1.3.3 Doengas associadas com mutacdes no gene GNAS
A osteodistrofia hereditaria de Albright (AHO) foi primeiramente descrita em

1942, por Fuller Albright, a partir de uma paciente de 27 anos que apresentava
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caracteristicas tipicas de hipoparatiroidismo, além de retardo mental, baixa estatura,
rosto redondo, metacarpo e metatarso pequenos e calcificagdo de tecidos moles.
Mesmo com o quadro de deficiéncia do paratorménio (PTH), a paciente né&o
respondeu ao extrato bovino do horménio. Entdo a doencga foi descrita como
pseudohipoparatireoidismo tipo-1A (PHP-1A). Esta € uma doenca caracterizada pela
presenga de baixa estatura e anormalidades neurocomportamentais, causada por
mutacgéo heterozigotica que modifica a expressao e/ou fungao da proteina Gs-alpha.
(ALBRIGHT; BURNETT; SMITH, 1942; WILSON, 2009)

PHP-1A tem como caracteristica classica a incapacidade de aumentar o AMPc
nas células do trato urinario e excretar fosfato em resposta a administracédo do PTH.
Os afetados também apresentam resisténcia a multiplos horménios relacionados aos
GPCR, como horménio estimulador da tireoide (TSH), horménio luteinizante (LH),
horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio liberador de horménio do crescimento
(GHRH). Além disso, pacientes com PHP-1A do sexo feminino apresentam
frequentemente hipogonadismo com maturagdo sexual atrasada ou incompleta
(GERMAIN-LEE, 2019; WEINSTEIN; CHEN; LIU, 2002).

Pacientes com AHO nos quais 0 cromossomo que apresenta a mutagao € de
origem paterna ndo apresentam a multirresisténcia hormonal e esta condi¢cdo é
chamada de pseudo-pseudohipoparatirecidismo (PPHP). Estes pacientes
apresentam niveis de PTH e TSH normais, além de nao terem problemas nas
respostas ao AMPc no trato urinario quando é administrado PTH e n&do apresentam
quadro de obesidade (Quadro 4) (CHEN et al., 2017; GERMAIN-LEE, 2019; PODYMA
et al., 2018).

O pseudohipoparatireoidismo tipo-1B (PHP-1B) € caracterizado pela resisténcia
ao PTH, porém sem outras caracteristicas de AHO ou resisténcias hormonais, sendo
que em alguns casos foram observadas braquidactilia e resisténcia ao TSH. Uma das
caracteristicas considerada como mais marcante do PHP-1B é a obesidade que se
inicia cedo, entretanto as ossificacbes subcutdneas sao raras e ndo € observado
quadro de problemas cognitivos. PHP-1B é consequéncia de defeitos de metilagao
em um ou mais regides promotoras do GNAS (CHU et al., 2018; GRUTERS-KIESLICH
et al.,, 2017; HALDEMAN-ENGLERT; HURST; LEVINE, 2017; HAYWARD et al.,
1998).
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Quadro 4: Doencgas relacionadas com mutagdes no GNAS, suas causas e fenoétipos.

AHO Nao-AHO
PHP-1A PPHP PHP-1B

Heranga Inativagao do alelo Inativagao do alelo Perda da expressao do alelo

materno; paterno materno por imprinting,

Raramente por defeito no delegdes ou inversdes;

imprinting autossdmica dominante.
Fenétipo Obesidade, muitas vezes N&o obeso; Sobrepeso/ obesidade

severa, com inicio cedo; Ossificagbes podem ocorrer, mas menos

Peso ao nascer baixo; subcuténeas; que em PHP-1A, com inicio

Apneia noturna; Baixa estatura; cedo;

Ossificagbes Baquidactilia; Macrossomia ao nascer;

subcutaneas; Déficits cognitivos Raras ossificagoes

Baixa estatura; subcutaneas;

Déficits cognitivos Estatura normal;

Alguns casos de
braquidactilia leve;

Sem déficits associados
EEHG GO HECEE PTH, TSH, GHRH, N&o ocorrem PTH, TSH (em alguns

QlJTulLETSI Gonadotrofinas, casos) e calcitonina

Calcitonina e Glucagon.

Fonte: Adaptado de Germain-Lee, (2019)

1.3.4 GNAS e seu papel na obesidade

O GNAS é importante para o sistema melanocortina-leptina por causa do MC4R,
que é um GPCR que ativa a cascata de sinalizacao do AMPc. A relacéo entre sistema
melanocortina-leptina e hipotalamo com a obesidade se deve ao controle do balanco
energeético, pela inibicdo da ingestao de alimentos e estimulo a atividade do sistema
nervoso simpatico e ao gasto energético. O hormdnio leptina é secretado pelos
adipdcitos e é proporcional a quantidade de lipideo corporal. Ele se liga aos seus
receptores em dois tipos diferentes de neurdnios do nucleo arqueado do hipotalamo
(ARC): os neurbnios anorexigenos que expressam pro-opiomelanocortina (POMC) e
neurbnios orexigenos que contém os neuropeptideos Y (NPY) e neuropeptideos
orexigenos relacionados com o agouti (AgRP). O NPY é um estimulante de apetite
com importante papel no aumento da ingesta de alimentos, diminuigdo do gasto

energético e aumento da lipogénese. O AgRP é um antagonista dos efeitos
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anorexigenos do MC4R e é expresso nos mesmos neurbnios que expressam NPY.
Esses neurbnios anorexigenos e orexigenos se projetam para diferentes regides do
cérebro, dentre elas o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), que apresenta
uma grande quantidade de neurdnios que expressam MC4R. Quando a leptina se liga
aos seus receptores localizados em neurénios que expressam POMC, é liberado um
produto da clivagem da POMC, o horménio estimulador de melanécitos-alfa (a-MSH).
O a-MSH, entdo, atva o MC4R no PVN gerando sinais de saciedade e,
consequentemente, diminui da ingestdo de alimentos. O AgRP compete com o a-MSH
pela ligacdo do MC4R, porém com efeito antagonista, causando um aumento do
consumo alimentar. Em suma, a leptina leva a ativagao dos neurénios POMC, agindo
indiretamente no aumento da ativagdo de MC4R por a-MSH, diminuindo o seu
antagonismo pelos neurénios AgRP e aumentando os sinais de saciedade. Sendo
assim, mutagdes nos genes relacionados tanto com o sistema melanocortina-leptina
quanto com desenvolvimento do hipotalamo podem levar ao desequilibrio das
sinalizagdes das reservas de energias corporais e balango energético, levando a um
quadro de obesidade (Figura 6) (RANADIVE; VAISSE, 2008; RODRIGUES; SUPLICY;
RADOMINSKI, 2003; WEINSTEIN et al., 2010; YU et al., 1995).
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Figura 6: Esquema do sistema melanocortina-leptina e a sua sinalizagao hipotalamica.
MCA4R: receptor de melanocortina 4; ARC: nucleo arqueado do hipotalamo; POMC:
pré-opiomelanocortina; NPY: neuropeptideos Y; AgRP: neuropeptideos orexigenos
relacionados com o agouti; PVN: nucleo paraventricular do hipotalamo; a-MSH:
horménio estimulador de melandcitos-alfa. Fonte: Adaptado de Ranadive e Vaisse,
(2008).
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CAPITULO I - Investigacdo molecular do gene GNAS em pacientes com

fenétipo Prader-Willi like

2. OBJETIVOS DO CAPITULO |
2.1 Objetivos gerais

O objetivo geral do estudo foi investigar o gene GNAS, quanto a variagédo do
numero de copias e metilagcado, por meio da técnica de MS-MLPA em 35 pacientes que
apresentam obesidade, deficiéncia mental e fendtipo Prader-Willi like, porém
negativos para PCR-ME da SPW e para os kits de MLPA: P064 — Sindrome de
Microdelecédo; ME032 — Dissomia uniparental do cromossomo 14; P147 — 1p36, P220
— Obesidade e P224 — PPARG (Anexo F - Anexo J).

2.2 Objetivos especificos

I. Realizar levantamento das caracteristicas clinicas dos 35 pacientes com
obesidade e deficiéncia mental, a partir de prontuarios do Ambulatério de
Genética, da UNIRIO.

II.  Aplicar os critérios de Holm e colaboradores (1993) e de Gunay-Aygun e
colaboradores (2001), para diagnostico de SPW, aos 35 investigados.

lll.  Correlacionar os fenétipos com os genétipos identificados pelo MS-MLPA.

IV. Comparar o fendtipo dos individuos citados na literatura portadores de tais
mutacdes com o fendtipo dos pacientes desta dissertacdo, para correlagao

gendtipo-fendtipo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Pacientes

Este trabalho foi elaborado seguindo os padrdes vigentes de ética em pesquisa
com seres humanos, segundo a resolugao 466/12 CNS/MS.

A atual investigagdo é uma extensdao do estudo intitulado: “Investigacéo
Molecular da Sindrome de Prader-Willi em pacientes suspeitos” (ROCHA, 2011) e
posteriormente denominado “Investigacdo Molecular em Paciente com Obesidade e
Deficiéncia Mental e/ou Fendtipo Prader-Willi like” (ROCHA, 2017), cuja aprovagao
consta nos registros da Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Gaffrée Guinle, de numero 04/2009 e esta cadastrado na plataforma Brasil sob o
numero CAAE 25858314.9.0000.5258 (Anexo A).

Com base nos critérios de inclusao e exclusao, foram selecionados 35 pacientes
de ambos os sexos. Todos ja faziam acompanhamento no ambulatério de genética do
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG) (Anexo C) e tiveram suas fichas
clinicas preenchidas com seus sintomas e sinais clinicos (Anexo D).

Todos os pacientes foram informados dos objetivos do estudo juntamente com
a entrega dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B), que foram
assinados em duas vias, uma entregue ao responsavel pelo paciente e outra ao
pesquisador responsavel pela pesquisa.

Critérios de inclusao: pacientes com presengca de obesidade/sobrepeso e
atraso no desenvolvimento intelectual com diagndstico molecular negativo para a
Sindrome de Prader-Willi e para os kits de MLPA P064, ME032, P147, P220 e P224,
que concordaram em participar da pesquisa e assinaram o TCLE.

Critérios de exclusao: pacientes positivos no exame molecular para Sindrome
de Prader-Willi utilizando-se a técnica PCR-ME do SNRPN (ROCHA, 2011) (Figura
7).
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Figura 7: Fluxograma do desenvolvimento do estudo com as etapas para diagndstico
dos pacientes com SPW e fendtipo PWL para aplicagcéo dos critérios de incluséo e

exclusao.

3.2 Extracao de DNA

Foram coletados aproximadamente 4 ml de sangue periférico em tubo com
EDTA (frasco Vacuette® EDTA). A extracdo do DNA foi feita a partir de linfocitos de
sangue periférico utilizando-se o kit Axygen® (Union City, California, EUA) em
conformidade com o protocolo do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por meio
de espectrofotdmetro (Spectrophotometer NanoDrop® 2000, Thermo Scientific).

Depois de quantificado o DNA foi armazenado em freezer a -18°C e,
posteriormente, submetido a técnica de MLPA (do inglés: “Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification”) e MS-MLPA (do inglés: “Methylation Specific
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”) com o Kit ME0O31 B2 SALSA MS-
MLPA probemix (MRC Holland, Amsterda, Holanda; Anexo E).

As técnicas de MLPA e MS-MLPA foram feitas de forma concomitante, utilizando
as mesmas extracdes de DNA, porém, para uma melhor explicacao e clareza, elas

serdao explicadas separadamente a seguir.

3.3 MLPA - analise do numero de cépias

A MLPA é uma técnica com a qual € possivel investigar o numero de copias dos
genes e ocorre por meio de cinco etapas: (1) desnaturagédo do DNA e hibridagao das
sondas, (2) reagao de ligagao, (3) amplificagéo por PCR, (4) separagao dos produtos
amplificados por eletroforese capilar e (5) analise de dados.

As duas semi-sondas sdo capazes de reconhecer sequéncias-alvo contiguas e
especificas com as quais se hibridam e sofrem ligacdo, sendo que amplificam
somente as regides alélicas que sofreram ligagado. A amplificacdo por PCR foi
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realizada utilizando um par de iniciadores, sendo um deles marcado por fluorescéncia.
Por apenas a sonda perfeitamente ligada ser amplificada durante a PCR subsequente,
o numero de produtos de ligagao da sonda € uma medida do numero de sequéncias
alvo na amostra. Os produtos de PCR foram entédo separados por tamanho utilizando-
se a eletroforese capilar (ABI3500, Applied Biosystem) em condi¢bes de desnaturagao
e a analise feita pelo software Coffalyser® (versdo: v.140721.1958) (STUPPIA et al.,
2012) (Figura 8).

Sonda  Sondaspara Sequéncia  Sonda

Fluorescéncia  forward regido alvo “stuffer” reverse

L 2N

T T

| EREEEE 1 11 | | DNA alvo

Desnaturagéo e

hibridagao /
C:__H-\- - o _» : 1 11 | | || [ 1 1 |m B
T
Ligagao l -

1 T T T T 3 |
- i Eﬂ f : =
T
Eletroforese
1 capilar

Amplificagéo 1 13 3
:
= [ ]

Figura 8: llustragao da técnica de MLPA e suas etapas. Adaptado de: MRC-HOLLAND
(2019).

Etapa 1 — Desnaturacgao e hibridagao: no dia 1 foi feita a desnaturagcao do DNA
e a reagao de hibridagédo. Cada tubo do tipo Eppendorf® de 0,2mL foi identificado com
o0 numero da amostra do paciente e dos controles negativos. Foram adicionados 5uL
de cada amostra de DNA extraido e quantificado com a concentragdo ajustada a
aproximadamente 100ng/uL de DNA. Os tubos contendo DNA foram colocados no
termociclador ABI® VERITI-Well 384 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,

Califérnia, EUA) e o programa de desnaturagao foi iniciado (Quadro 5).
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Quadro 5: Programa de desnaturagédo do DNA

1: 98°C — 5 minutos
2: 25°C — pausa

Paralelamente a etapa de desnaturacdo, a mistura (mix) para a reagao de
hibridagao foi preparada, sendo composta de: 1,5uL de MLPA buffer (kit do fabricante)
e 1,5uL das semi-sondas (solugao do fabricante).

Ap0s o término do periodo de desnaturagédo de DNA, foram adicionados 3L do
mix de hibridacdo em cada tubo tipo Eppendorf® e homogeneizados por pipetagem.

Logo depois, foi iniciado o programa da reagao de hibridagéo (Quadro 6).

Quadro 6: Programa de hibridagdo do DNA
1: 95°C — 1 minuto
2: 60°C — 16 horas

Etapa 2 — Ligagao: no dia 2, apds 16h da segunda etapa da hibridagao, o ciclo
foi finalizado a temperatura de 20°C e entdo adicionados 10uL de agua DNAase free
e 3uL de buffer de ligase A (do fabricante) em todas as amostras. Foram transferidos
10uL das amostras para um segundo tubo identificado para cada amostra. Foi
preparado o mix de Ligagédo a partir do kit MEO31, composto por 8,25uL de agua
DNAase free, 1,5uL de Ligase buffer B e 0,25uL de Ligase-65.

Foi iniciado entdo o programa da reacéo de ligagado (Quadro 7), durante o qual
foi feita uma pausa na primeira etapa de 48°C para que fossem adicionados 10uL do
Mix de Ligagao as amostras, as quais estavam sendo testadas para a presenga de
variagao no numero de cdépias, como delecdo ou duplicacdes de regides do gene
GNAS.

Quadro 7: Programa para ligacao

1: 48°C — pausa para adigdo do mix de ligagédo e/ou digestao
2:48°C - 15 minutos

3: 98°C — 5 minutos

4: 20°C — pausa
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Etapa 3 — Amplificagao por PCR: apds a reacao de ligagao, foi dado inicio a
amplificagdo por PCR, realizada utilizando-se apenas um par de iniciadores, um dos
quais marcado por fluorescéncia.

Primeiramente, o SALSA PCR primer mix foi homogeneizado em agitador tipo
vortex. Em seguida foi preparado o mix da DNA polimerase, utilizando-se: 3,75uL de
agua DNAase free, 1uL de SALSA PCR primer mix e 0,25ul SALSA polimerase.

Apoés a ultima etapa da reacdo de Ligacdo, a temperatura ambiente, foram
adicionados 10uL do mix da polimerase as amostras a serem amplificadas. Estas
foram submetidas a PCR cujo programa de ciclos de temperatura esta apresentado

no Quadro 8.

Quadro 8: Programa de PCR

1: 95°C — 30 segundos
2: 60°C — 30 segundos 35 ciclos
3: 72°C — 60 segundos
4: 72°C — 20 minutos
5:15°C — pausa

Etapa 4 — Eletroforese capilar: os produtos de PCR foram separados por
tamanho por eletroforese capilar no analisador genético 3730XL DNA Analyzer
(Thermo Fisher Scientific) (Massachusetts, EUA) e a fluorescéncia emitida pelos
fluoréforos, contidos nos produtos de PCR, foi medida.

Etapa 5 — Analise e interpretagdao dos resultados: para tal foi utilizado o
software Coffalyser.Net (Amsterda, Holanda), que faz a comparagdo entre as
amostras dos pacientes e amostra-controle de individuos normais (fornecidas pelo
fabricante do kit) (STUPPIA et al., 2012).

3.4 MS-MLPA - Analise do perfil de metilagao

A MS-MLPA é uma variante da técnica da MLPA descrita acima, com a qual se
investiga o perfil de metilagdo. Esta é realizada em cinco etapas: (1) desnaturagao do
DNA e hibridagdo das sondas, (2) reagao de ligagdo e digestdo das regides né&o-
metiladas, (3) amplificagdo por PCR, (4) separagdo dos produtos amplificados por
eletroforese capilar e (5) analise de dados (Figura 9) (SCHOUTEN et al., 2002).
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1. Desnaturagdo e hibridizacéo
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Figura 9: llustracdo dos dois tipos de analise para detecgdo de variagdo do numero
de coépias (esquerda) e padrédo de metilacdo (direita), por MLPA e MS-MLPA,
respectivamente. Adaptado de MRC-HOLLAND (2019).

Para a execucdo da técnica de MS-MLPA todos as etapas descritas em 3.3
foram seguidas, porém a diferenca entre as ténicas ocorreu na “Etapa 2 — Ligagao”
descrita anteriormente. O ciclo de hibridagdo (Quadro 6) foi finalizado a temperatura
de 20°C e entao adicionados 10uL de agua DNAase free e 3uL de buffer de ligase A
(do fabricante) em todas as amostras. Foram transferidos 10uL das amostras para um
outro tubo identificado para cada amostra e foi preparado o mix de Ligagao-Digestao
contendo 7,75uL de agua DNAase free, 1,5uL de Ligase buffer B, 0,25uL da Ligase-
65 e 0,5uL da enzima de digestao Hhal (New england Biolabs Ipwish, MA, EUA).
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Apos 16 horas da segunda etapa da hibridagdo do DNA, foi iniciado o programa
da reacgao de ligagao e digestdo, como descrito anteriormente no Quadro 7, sendo
feita uma pausa na primeira etapa de 48°C para que fossem adicionados 10uL do mix
de Ligag&o-Digestao as amostras investigadas quanto ao perfil de metilagdo do gene
GNAS. As duas semi-sondas podem reconhecer as sequéncias-alvo especificas,
hibridam-se e sao ligadas. As regides nao-metiladas sofrem a digestao pela enzima
de restricdo Hhal e somente as regides que sofreram ligacdo e ndo foram digeridas
foram amplificadas.

A amplificacédo por PCR foi realizada também como descrito em 3.3 (Quadro 8)
utilizando-se um par de iniciadores, sendo um deles marcado por fluorescéncia.
Apenas a regido gendmica alvo da sonda ndo metilada e perfeitamente ligada a sonda
foi amplificada metilada foi amplificada durante a reagao de PCR.

As etapas de identificagdo dos amplicons por eletroforese capilar e analise dos

resultados foram realizadas como descritas em 3.3 (Etapas 4 e 5).
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4. RESULTADOS

4.1 Pacientes

Das 75 amostras de obesos com atraso no desenvolvimento global,
anteriormente investigadas, 29 foram diagnosticados por meio de PCR-ME como
portadores de SPW. As demais 46 amostras foram investigadas para fenétipo PWL
com diferentes kits de MLPA (P064, MEQ32, P147, P220 e P224) voltados para
obesidade e atraso no desenvolvimento. Dessas 46, 11 testaram positivo para
alteragdes identificadas com algum dos cinco kits MLPA acima.

Assim, 35 pacientes apresentavam resultados negativos para SPW e para
alteragbes nos outros genes investigados com os kits de MLPA citados acima e fazem
parte da casuistica desta dissertacao.

Portanto, foi realizada busca na literatura no sentido de se encontrar outros
genes envolvidos com obesidade e atraso no desenvolvimento, que pudessem ser
investigados quanto ao padrdao do numero de copias e de metilagdo. Tal busca
apontou para o gene GNAS como mais um gene envolvido com obesidade e atraso
no desenvolvimento global, que poderia ser investigado pelo kit ME031.

O Quadro 9 mostra as regides do GNAS que foram avaliadas pelo Kit ME031 B2
SALSA MS-MLPA quanto a variacdo do numero de cépias e padrdo de metilacdo dos
éxons 1A e 1-13.

Quadro 9: Exons investigados pelo kit SALSA MLPA probemix ME031 GNAS

Tamanho (nt) Exon

238 GonA)
223 Exon 1
490 Exon 2
438 Exon 3
307 Exon 4
373 Exon 6
454 Exon 7
215 Exon 9
330 Exon 11
283 Exon 13
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Todos os 35 pacientes investigados neste trabalho tiveram suas caracteristicas
clinicas avaliadas de acordo com o fendtipo SPW, obtidas dos prontuarios do

Ambulatério de Genética, da UNIRIO, que estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas fenotipicas segundo Holm e colaboradores (1993) dos 35
pacientes investigados pelo kit MS-MLPA ME031-B2.

Amostra 4 5 6 3 20 22 26 28 30 50 51 52
S M F M F M M F M M M F F
08.07.98 | 06.03.01 | 01.11.01 | 02.08.06 | 15.10.79 [ 11.04.07| NA [ 01.04.03 | NA [30.01.99 | 14.08.97 | 07.02.02 |

+ + - + - NA + - - - - -
+ - NA _ - _ + _ _ _ _ _
+ + NA + - + + - + - +
* + + + + + - NA ¥ + + +
NA - - NA NA NA - - NA NA -
+ + + + + NA + + + - + +
+ - NA N NA + N N + N
- - NA - - - - - - - - -
* * NA + - - - - NA - + B
NA NA NA - - NA - - - - - -
- NA NA - NA * NA - NA NA - -
- - NA 5 - 5 N - - . - -
NA NA - - NA - NA - NA - NA -
NA NA - + - - NA - NA - + -
[ wiopia | R TN I I R N S S A R
- E IV N : : - . - - - .
+ + + - - - - + - - , +
+ - NA - + - - - + + + +
Amostra 53 54 61 ‘ 63 ‘ 64 66 70 71 74 75 77 84
Sexo F M F F M F M M F F F M
Nascimento 240903 [ 140200 040401 1401.02 | 2509.07 | 2501.89 | 251000 | 040407 | 180173 [ 141007 | 1504 94 | 06.01.11 |
Critérios Maiores
Hipotonia neonatal + + - - - + _ + _ + - +
Dificuldade de alimentagéo + + - + - + + + + - -
Atraso psicomotor + + + - - + _ _ + + - +
Ganho de peso + + + + - + - - + - + _
Hipogonadismo - - - NA - - + + + - _
Deficiéncia mental + + + + + + + + NA + - +
Hiperfagia + + + + + + + + + + - +
Caracteristicas faciais + - + + - + - + - +
érios Menores
Diminuigdo movimentos fetais + - - - - - - - - - - +
Problemas comportamento - + - + + - +
Apnéia - + - - - - + + + - _
Baixa estatura NA NA - NA - - NA + - - -
Hipopigmentacéo - - - - + - - _ + - + _
Méos e pés pequenos NA - - - + NA NA - NA - + NA
Méo estreita - NA + - - NA - - - - - _
Miopia - - - - - - + - + - + -
Saliva viscosa - - - - - - - _ + T
Problema de fala + + + - - + + + - + - +
Lesoes de pele + + - - - + - + + + + +
Amostra 85 89 ‘ 90 ‘ 91 95 96 97 100 101 104 105
Sexo M M M F F M F M M M M
Nascimento 21.06.07 | 21.05.00 | 08.07.97 | 29.03.99 | 17.06.07 | 06.09.04 | 26.00.85 | 14.04.97 | 16.05.89 | 29.03.15 | 19.04.09
Critérios Maiores
Hipotonia neonatal - + - - - + + + _ _ _
Dificuldade de alimentagdo - + - + - - - + - + +
Atraso psicomotor - + NA + - - + + _ _
Ganho de peso - + + - + - + + + - +
Hipogonadismo + NA NA + - - - - _ _ _
Deficiéncia mental + + + + + + + + + NA +
Hiperfagia + + + + + - + NA +
Caracteristicas faciais + - NA - + - + R R
Critérios Menores
Diminuigdo movimentos fetais + + - - - - - + - - _
Problemas comportamento - + + - + - - _ _ _ _
Apnéia - - - - + - - - - - _
Baixa estatura - NA NA NA + - NA NA - - -
Hipopigmentacgao - - - - + - - - - + -
Méos e pés pequenos - + NA NA + - NA - _ _
Méo estreita - - - - - - - + R - -
Miopia - - - - - - + - _ _ _
Saliva viscosa - - + - - + + - _
Problema de fala + - + + + + - + + - -
Lesbes de pele + + - - - - - + _ _

NA: ndo avaliado
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O kit ME031-B2 foi capaz de detectar dois pacientes dentre os 35 testados, que
apresentavam mutacées no GNAS, aparentemente do tipo delegio: a paciente 95, do
sexo feminino, com 8 anos de idade a época da avaliagao clinica, e a paciente 101,
do sexo feminino e com 27 anos. As caracteristicas clinicas dos pacientes 95 e 101
relacionadas a SPW encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas da SPW encontradas nos pacientes 95 e 101 que
apresentaram alteragdes em GNAS, segundo os critérios de Holm e colaboradores
(1993).

Hipotonia neonatal - -
Dificuldade de alimentagdo na infancia/retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor

Ganho excessivo de peso a partir de 1 ano + +
Hipogonadismo - -
Deficiéncia mental, problemas de aprendizado + +
Hiperfagia + +
Caracteristicas faciais + -

Critérios Menores

Diminuigdo dos movimentos fetais
Problemas de comportamento
Apneia do sono

Baixa estatura

Cabelos, olhos e pele mais claros
Maos e pés pequenos

Mé&os estreitas - -
Miopia - -
Saliva viscosa -
Defeito na articulagédo das palavras + +
Skin piking/ Conduta Auto-Lesiva - -

4|+ |+
1

4.1.1 Paciente 95

A técnica de MS-MLPA (MEO031) detectou uma aparente delegao heterozigota
do éxon 7 do GNAS na paciente 95 (Figura 10). Tal paciente havia previamente
apresentado teste PCR-ME negativo para SPW, assim como para os kits de MLPA
anteriormente usados e citados na metodologia (Resultados do arquivo da Dr? Catielly
Ferreira Rocha).

A qualidade dos resultados, aqui apresentados, pode ser verificada a partir do
eletroferogama (Figura 11), no qual o pico 92 € um comparador, que deve estar menor
que os picos 88 e 96 indicando uma adequada desnaturacido das amostras, € maior
que os picos 64, 76 e 82 indicativo de uma eficiente reagao de ligagcao entre as duas

semi-sondas.
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Figura 10: Resultados, obtidos apos a MS-MLPA seguida de eletroforese capilar,
gerados pelo software Coffalyser.NET ilustrando a aparente delegédo do éxon 7 do
GNAS, indicada pela seta amarela (Apéndice A). (A) resultado da analise do numero

de coépias (B) resultado da analise de metilagéo.
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Figura 11: Eletroferograma gerado pelo software Coffalyser.NET do paciente 95,
padrao que auxilia na verificagdo da qualidade da amostra e da eletroforese capilar
(A) resultado da analise do numero de copias (B) resultado da analise de metilagcao.
Seta preta: pico 92 para comparagao, setas roxas: picos 64, 76 e 82 para analise da
ligacdo, setas azuis: picos 88 e 96 para analise da desnaturagao e setas verdes: picos

dos cromossomos sexuais.

Além dos testes moleculares, foram aplicados os critérios para diagndstico clinico
proposto com Holm e colaboradores (1993) (Tabela 3) e os critérios posteriormente
criados por Gunay-Aygun e colaboradores (2001) para solicitagdo do exame genético
dos pacientes (Tabela 4), tanto em relacao ao Paciente 95 como também aos dois

casos ja descritos na literatura de pacientes com dele¢des no éxon 7 do GNAS.
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Tabela 3: Comparacdo entre o paciente estudado com outros encontrados na
literatura que apresentam mutag¢des no gene GNAS, utilizando-se os critérios para o

diagndstico clinico proposto por Holm e colaboradores (1993) adaptado.

Paciente 95 — Gelfand et al. Ham et al. (2014) — 16
8 anos (2007) — 4 meses anos

Critérios Maiores (1 ponto)

Hipotonia neonatal

Dificuldade de alimentacao na

infancia/retardo do - NA NA
desenvolvimento neuropsicomotor
Ganho excessivo de peso a partir + - (sobrepeso com +
de 1 ano 4 meses)
Hipogonadismo - NA NA
Deficiéncia mentql, problemas de + NA NA
aprendizado
Hiperfagia + NA NA
Caracteristicas faciais + + +

Critérios Menores (0,5 ponto

Diminuigdo dos movimentos fetais - NA -
Problemas de comportamento + NA NA
Apneia do sono + NA NA
Baixa estatura + NA +
Cabelos, olhos e pele mais claros + NA NA
Maos e pés pequenos + + +
Méaos estreitas - NA NA
Miopia - NA NA
Saliva viscosa - NA NA
Defeito na articulagdo das palavras + NA NA
Skin piking/ Conduta Auto-Lesiva - NA NA
Total 7 1,5 3,0
Diagnéstico clinico por Holm e Negativo Negativo Negativo

colaboradores (1993)

Critérios de diagndstico:

Paciente com até 3 anos: 5 pontos, sendo destes, 4 pontos de critérios maiores

Pacientes com > 3 anos: 8 pontos, sendo 5 pontos de critérios maiores.

NA: ndo avaliado
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Tabela 4: Resultado da aplicagdo dos critérios sugeridos por Gunay-Aygun e
colaboradores (2001), para solicitagdo do exame molecular para diagndstico da

SPW, destacada em negrito as caracteristicas presentes no paciente 95.

Paciente Gelfand et

Ham et al.

Critérios 95-8 al.(2007)- (2014)-16
anos 4 meses anos
Nascimento 1. Hiotoni . ~
até 2 anos . Hipotonia com ma succéo. -
1. Hipotonia com histérico de ma sucgao
2 -6 anos
2. Atraso geral de desenvolvimento.
1. Hipotonia com histérico de ma sucgao
2. Atraso geral de desenvolvimento
6-12 anos 3. Hiperfagia (excesso da ingestao -

alimentar) com obesidade se nao
controlado.

1. Problemas cognitivos; retardo mental
moderado.
2. Hiperfagia (excesso da ingesta
Apartirde | 5jimentar) com obesidade se ndo

13 anos
controlado

3. Hipogonadismo e/ou problemas de
comportamento (incluindo ataques de
raiva e transtorno obsessivo-compulsivo)

Indicacao para realizacao do exame molecular para o - -
gaop GSPW P Nao Nao Nao

Legenda: (+) todos critérios de cada faixa etaria presentes no paciente
(-) nao apresentaram todos critérios de cada faixa etaria

4.1.2 Paciente 101

A técnica de MS-MLPA (kit MEO31) detectou uma delecdo em heterozigoze
envolvendo dois éxons o 1A e 0 1 do GNAS na paciente 101 (Figura 12), que teve o
resultado negativo para SPW por PCR-ME assim como para os kits de MLPA
anteriormente usados e citados na metodologia (Resultados do arquivo da Dr? Catielly
Ferreira Rocha). A qualidade dos resultados foi também verificada, como descrito
acima para a Paciente 95, a partir do eletroferogama (

Figura 13).
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Figura 12: Resultados, obtidos apés a MS-MLPA seguida de eletroforese capilar,
gerados pelo software Coffalyser.NET ilustrando a delegdo dos éxons 1A e 1 do
GNAS, indicada pela seta amarela (Apéndice B) e padrdo de metilagdo normal. (A)

resultado da analise do numero de copias (B) resultado da analise de metilagao.
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Além dos testes moleculares, foram aplicados os critérios, para diagnostico

Figura 13: Eletroferograma gerado pelo software Coffalyser.NET do paciente 101,
padrao que auxilia na verificagao da qualidade da amostra e da eletroforese capilar
(A) resultado da analise do numero de copias (B) resultado da analise de metilagao.
ligacao, setas azuis: picos 88 e 96 para analise da desnaturagao e setas verdes: picos
clinico, propostos por Holm e colaboradores (1993) (Tabela 5) e os critérios de Gunay-
pacientes com deleg¢ao no éxon 1A (FERNANDEZ-REBOLLO et al., 2010) e no éxon

Aygun e colaboradores (2001) para pedido do exame genético (Tabela 6), tanto em
1 (REYES et al., 2017) do GNAS.

Seta preta: pico 92 para comparagao, setas roxas: picos 64, 76 e 82 para analise da

relagédo ao Paciente 101 como também aos dois casos j

dos cromossomos sexuais.




52

Tabela 5: Comparacdo entre o paciente estudado com outros encontrados na
literatura que apresentam mutag¢des no gene GNAS, utilizando-se os critérios para o

diagndstico clinico, propostos por Holm e colaboradores (1993) adaptado.

Paciente 101
— 27 anos

Reyes et al. Fernandez-Rebollo et
(2017) — 36 anos al. (2010) — 15 anos

Critérios Maiores (1 ponto)

Hipotonia neonatal

NA

Dificuldade de alimentacao na
infancia/retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor

NA

Ganho excessivo de peso a partir
de 1 ano

+

Hipogonadismo

Deficiéncia mental, problemas de
aprendizado

+

Hiperfagia

+

NA

NA

Caracteristicas faciais

Critérios Menores (0,5 ponto

Diminuigdo dos movimentos fetais - NA NA
Problemas de comportamento - NA NA
Apneia do sono - NA NA
Baixa estatura - NA NA
Cabelos, olhos e pele mais claros - NA NA
Maos e pés pequenos - + +

Méaos estreitas - NA NA
Miopia - NA NA
Saliva viscosa - NA NA
Defeito na articulagdo das palavras + NA NA
Skin piking/ Conduta Auto-Lesiva - NA NA
Total 3,5 1,5 1,5

Diagnéstico clinico por Holm e Negativo Negativo Negativo

colaboradores (1993)

Critérios de diagndstico:

Paciente com até 3 anos: 5 pontos, sendo destes, 4 pontos de critérios maiores

Pacientes com > 3 anos: 8 pontos, sendo 5 pontos de critérios maiores.

NA: ndo avaliado
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Tabela 6: Resultado da aplicacdo dos critérios sugeridos por Gunay-Aygun e
colaboradores (2001), para solicitagdo do exame molecular para diagnéstico da SPW,

destacada em negrito as caracteristicas presentes no paciente 101.

Paciente Reyes et Fernandez-

itéri 101 -27 al.(2017)— Rebollo et
Critérios ( ) al. (2010) —
anos 36 anos 15 anos
Nascimento 1. Hipotonia com ma sucgéo
até 2 anos -1iP §ao.
1. Hipotonia com histérico de ma sucgao
2 -6 anos
2. Atraso geral de desenvolvimento.
1. Hipotonia com histérico de ma sucgao
2. Atraso geral de desenvolvimento
6-12 anos

3. Hiperfagia (excesso da ingesta
alimentar) com obesidade se nédo
controlado.

1. Problemas cognitivos; retardo

mental moderado.

2. Hiperfagia (excesso da ingestao

Apartirde | 3jimentar) com obesidade se nio
13 anos

controlado

3. Hipogonadismo e/ou problemas de
comportamento (incluindo ataques de
raiva e transtorno obsessivo-compulsivo)

Indicagao para realizagao do exame molecular para
SPW
Legenda: (+) todos critérios de cada faixa etaria presentes no paciente
(-) nao apresentaram todos critérios de cada faixa etaria

Nao Nao Nao
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5. DISCUSSAO

5.1 Amostragem geral

A partir dos dados coletados das fichas clinicas dos pacientes deste estudo
(n=35), foram identificadas quais caracteristicas daquelas dos critérios estabelecidos
por Holm e colaboradores (1993) estavam presentes entre os mesmos (Tabela 7).
Dentre os critérios maiores, 91% dos pacientes apresentaram atraso no
desenvolvimento mental, 80% tinham quadro de hiperfagia e ganho de peso, a partir
de 1 ano de idade, estava presente em 69% deles. Em relagao aos critérios menores,
as caracteristicas mais presentes entre os pacientes eram problemas de fala (57%) e
lesdes de pele (54%). Os critérios maiores, principalmente, explicam o fato de esses
pacientes terem sido referidos ao Ambulatério de Genética do HUGG para
investigacdo genética de SPW, assim como fazerem parte do nosso estudo, pois a
SPW ¢é a principal causa de obesidade sindrémica. Vale ressaltar que as
caracteristicas mais presentes dos pacientes participantes deste estudo estavam

relacionadas com esta condigao.

Tabela 7: Frequéncia relativa, em porcentagem, das caracteristicas presentes em
pacientes deste estudo (n=35) que apresentaram as caracteristicas da SPW.

Destacadas estao as caracteristicas mais prevalentes.

Caracteristicas er:g::gzns
Hipotonia neonatal 40%
Dificuldade de alimentagao 40%
Atraso psicomotor 49%
Ganho de peso a partir de 1 ano 69%
Hipogonadismo 14%
Deficiéncia mental 91%
Hiperfagia 80%
Caracteristicas faciais 34%
Diminuigdo movimentos fetais 17%
Problemas comportamento 49%
Apneia 11%
Baixa estatura 11%
Hipopigmentagao 14%
Maos e pés pequenos 11%
Mao estreita 14%
Miopia 17%
Saliva viscosa 23%
Problema de fala 57%
Lesdes de pele 54%
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O kit MEO31-B2 GNAS foi escolhido a partir de pesquisa na literatura sobre
genes e as caracteristicas de suas mutag¢des que determinam fendtipos semelhantes
ao da SPW, principalmente obesidade e atraso no desenvolvimento intelectual. E
importante ressaltar que o0 nosso grupo ja havia investigado por meio de outros kits
relacionados com obesidade e atraso no desenvolvimento intelectual, disponibilizados
pelo MRC Holland, sendo eles: Kit PO64 — Sindrome de Microdelegdo; ME032 —
Dissomia uniparental do cromossomo 14; P147 — Alteragdes no segmento 1p36, P220
— Genes relacionados com obesidade e com a sinalizagcdo melanocortina-leptina; e
P224 — alteragées no PPARG (Anexo F a Anexo J).

A evidéncia mais direta da importancia do GNAS na regulagdo do balango
energético foi verificada a partir de pacientes com AHO. Recentemente foi mostrado
que o desenvolvimento da obesidade nesses pacientes somente acontece quando a
mutagdo esta no cromossomo de origem materna e geralmente comega no primeiro
ano de vida. Esta se torna severa no inicio da infancia e cursa com atraso no
desenvolvimento e retardo mental. O que é similar a outras formas de obesidade
sindrémica (SPW) e monogénica, como mutagdes no receptor de melanocortina 4
(MC4R), também relacionadas com o fenotipo PWL (HALDEMAN-ENGLERT;
HURST; LEVINE, 2017; WEINSTEIN et al., 2010).

O GNAS, como explicitado anteriormente em 1.3.4, tem grande importancia para
o balango energético e para o sistema melanocortina-leptina, responsavel pela
sinalizacdo de saciedade que ocorre no hipotalamo. O inicio da sinalizagdo de
saciedade ocorre pela produgéo de leptina pelos adipdcitos, que por sua vez se ligam
aos seus receptores nos neurénios POMC presentes no ARC. A partir da ligagao da
leptina aos LEPR, a POMC é clivada em a-MSH, um horménio da familia
melanocortina, e este se liga a seus receptores no PVN. O receptor do a-MSH ¢é o
MC4R, um GPCR que ativa a sinalizagdo Gsa/AMPc gerando a sensagao de
saciedade (Figura 6) (RANADIVE; VAISSE, 2008; RODRIGUES; SUPLICY;
RADOMINSKI, 2003; WEINSTEIN et al., 2010; YU et al., 1995).

Mutacdes em genes relacionados com a via de sinalizagdo do sistema
melanocortina-leptina podem levar a alteracdes na sensac¢ao de saciedade, levando
a um quadro de hiperfagia e, consequentemente, obesidade, como é presente nas

pacientes 95 e 101.
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A técnica utilizada para a detecgao das mutagdes nos pacientes foi a MS-MLPA,
uma técnica de PCR multiplex capaz de detectar o aumento ou diminuigdo do numero
de cdpias do material genético e sua metilagdo, podendo incluir até 40 sondas que
hibridam em diferentes regides do DNA e sdo amplificadas por um unico par de

primers.

5.2 Paciente 95

A paciente 95, do sexo feminino e 8 anos de idade, nasceu com
aproximadamente 3.000g e 51cm, de uma gestacgao a termo, sem intercorréncia, cuja
mae negou tabagismo e etilismo. A paciente comegou a sentar com 8 meses e andou
com 1 ano e 2 meses. O parto foi cesareo por conta de distocia (anormalidade de
tamanho ou posicéao feral, resultando em dificuldades no parto) e teve alta com a mae.
Na época da consulta a paciente tinha 43,5 kg, 129 cm e 54 cm de perimetro cefalico.

Dentre as caracteristicas principais da SPW, a paciente apresentava o critério
“‘ganho excessivo de peso a partir de 1 ano e 6 meses”, que na paciente teve inicio
aos 4 anos, problemas de aprendizado, hiperfagia, olhos amendoados e labio superior
fino, problemas de comportamento como furia, acessos e violéncia, comportamento
obsessivo compulsivo, teimosia e possessividade, apneia do sono, baixa estatura,
cabelos, olhos e pele mais claros que os pais e defeito na articulacao das palavras.

A Tabela 3 mostra as caracteristicas descritas por Holm e colaboradores (1993),
presentes ou ausentes na paciente 95 e em outros pacientes descritos anteriormente
na literatura com deleg¢des do éxon 7 do GNAS (GELFAND et al., 2007; HAM et al.,
2014). Dentre os critérios maiores, os trés pacientes apresentaram caracteristicas
faciais semelhantes a SPW e o paciente de Ham e colaboradores (2014) também
apresentou ganho de peso excessivo a partir de 1 ano. Quanto aos critérios menores,
todos apresentaram maos e pés pequenos e o paciente descrito por Ham e
colaboradores (2014) também apresentava baixa estatura.

E importante destacar que muitas caracteristicas ndo foram avaliadas com os
critérios de Holm e colaboradores (1993) nos casos da literatura, como € possivel se
observar na Tabela 3, o que dificulta a comparacédo entre os pacientes quanto as
caracteristicas para SPW. Somando-se a pontuacdo dos pacientes nenhum teve
diagnéstico positivo de SPW segundo Holm e colaboradores (1993). O nosso paciente
e o caso descrito por Ham e colaboradores (2014) precisariam alcangar 8 pontos e
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eles obtiveram 7 e 3 pontos respectivamente, e o caso descrito por Gelfand e
colaboradores (2007) precisaria de pelo menos 5 pontos, porém este sé obteve 1,5.
Ressaltamos que os trés pacientes ndo apresentaram as caracteristicas clinicas
completas conforme Holm e colaboradores (1993) para SPW.

Utilizando-se os critérios para solicitagdo do exame genético para SPW
sugeridos por Gunay-Aygun e colaboradores (2011) (Tabela 4), estratificado de
acordo com a idade dos pacientes, € possivel se observar que os dois pacientes
descritos na literatura e a Paciente 95 ndo apresentaram os sintomas e sinais
necessarios para que fossem indicados para realizagcao do teste molecular PCR-ME,
todos pela auséncia de hipotonia e no caso da Paciente 95 também por nao
apresentar atraso geral de desenvolvimento.

Faz-se necessario ressaltar que a técnica de MS-MLPA apresenta limitacao.
Assim, a presenca de polimorfismos ou de mutagdes que alterem a sequéncia de
nucleotideos pode impedir a ligacdo das referidas meia-sondas, ndo havendo
amplificagdo da regido alvo. Por isso, pode ser gerado um resultado semelhante a
uma delegdo. No caso da Paciente 95, pela sua suposta delegcdo ter ocorrido em
apenas um éxon, ndao se pode descartar essa possibilidade, ou seja, uma falsa
delecdo. Vale ressaltar, entretanto, que o resultado do MLPA mostra a nao
amplificagdo completa da regido alvo em um dos cromossomos homologos, pois o
valor 0,5 indica presenca de delegcao em heterozigose da regido em questdo. Sendo
assim, uma segunda técnica de biologia molecular, como a-CGH (do inglés: array-
Comparative Genomic Hybridization), seria necessaria para a confirmacgao do achado,
isto €, se seria confirmada a dele¢ao ou ndao. De qualquer forma foi encontrada uma

alteracdo no éxon 7.

5.3 Paciente 101

A Paciente 101, do sexo feminino e com 27 anos, nasceu a termo, com
aproximadamente 2.600g e chorou logo ao nascer. Falou e andou com 1 ano de idade
e sua menarca foi aos 9 anos. Na época da consulta a paciente tinha 110kg, 160cm e
58cm de perimetro cefalico.

Dentre as caracteristicas principais da SPW, a paciente apresentou “ganho

excessivo de peso a partir de 1 ano e 6 meses”, a obesidade teve inicio aos 3 anos,
apresentou também deficiéncia mental e problemas de aprendizado, hiperfagia,



58

comportamento obsessivo-compulsivo, teimosia e defeito na articulagdo das palavras.
Algumas outras observagbes feitas foram o habito de chupar o dedo, cair com
frequéncia e falta de interesse em aprender.

Para ser feita a comparacdo das caracteristicas descritas por Holm e
colaboradores (1993) da Paciente 101 com a dos outros pacientes descritos
anteriormente na literatura somente foi realizada com portadores de delegdes
individuais do éxons 1A e 1 do GNAS, visto que nao foi encontrado na literatura, até
o momento, o relato de um individuo que apresentasse delecdo de ambos os éxons 1
e 1A.

Foram observadas algumas caracteristicas de SPW presentes e outras ausentes
na Paciente 101 e nos casos apresentados por Fernandez-Rebollo e colaboradores
(2010) e Reyes e colaboradores (2017). Dentre os critérios maiores, a Paciente 101
apresentou ganho excessivo de peso a partir de 1 ano, caracteristica também
presente no caso descrito por Reyes e colaboradores (2017). Ja no caso descrito por
Fernandez-Rebollo e colaboradores (2010) o paciente apresentou um quadro de
obesidade a partir dos 5 meses de idade. A Paciente 101 e o paciente de Fernandez-
Rebollo e colaboradores (2010) também apresentaram deficiéncia mental moderada.
E interessante ressaltar também a auséncia nos trés casos de hipogonadismo e
caracteristicas faciais. Nos critérios menores ndo houve caracteristicas presentes em
comum a todos, a Paciente 101 apresentava defeito na articulagao das palavras e os
pacientes da literatura tinham maos e pés pequenos.

E importante destacar que muitas caracteristicas néo foram avaliadas nos casos
da literatura, como € possivel se observar na Tabela 5, o que dificulta a comparacao
entre os pacientes quanto as caracteristicas da SPW. Somando-se as pontuacdes dos
pacientes nenhum teria sido positivo para este diagnostico clinico, visto que
precisariam alcancar 8 pontos e a Paciente 101 teve 3,5 pontos e os casos da
literatura somaram 1,5 pontos cada.

Utilizando-se os critérios para solicitagdo do exame genético para SPW
sugeridos por Gunay-Aygun e colaboradores (2011) (Tabela 6), estratificado de
acordo com a idade dos pacientes, € possivel se observar que os dois pacientes
descritos na literatura e a Paciente 101 ndo apresentaram os sintomas e sinais
necessarios para que fossem encaminhados para realizacédo do teste molecular PCR-

ME, todos pela auséncia de hipotonia.
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Mesmo com a limitagdo da técnica de MS-MLPA em relagdo a polimorfismos e
possivel resultado de falso positivo para delegdo, a delegdo da Paciente 101 foi
identificada em éxons adjacentes e que foram investigados utilizando quatro sondas,
duas para cada éxon. Sendo assim, é possivel ser sugerida a presenca de delegéo
da regido, afetando os éxons 1A e 1, pois € mais provavel do que a existéncia de
polimorfismos em pelo menos dois dos quatro locais de hibridagdo das quatro sondas,
o que impediria a ligagdo das mesmas nas regides alvo, impedindo a amplificagcado da
regido por PCR.

E interessante a comparagado entre os casos 95 e 101. E possivel se observar
uma diferenca dos quadros clinicos entre os Pacientes 95 e 101: tendo o primeiro
apresentado um quadro com caracteristicas e fenétipo mais semelhantes a SPW (7
pontos) do que o 101. Essa diferenga pode se dar pelo fato de as mutagdes nos éxons
1A e 1 no 101 n&do comprometerem tanto a transcrigdo e consequentes traducao e
funcionamento da proteina Gsa. Mesmo em ambos 0s casos serem possiveis
delecbes em heterozigose, uma delegcdo do éxon 7 (Paciente 95) pode levar a uma
completa nao-funcionalidade da proteina. Ressaltamos que os éxons 2 a 13 sao
essenciais para a sintese de outras proteinas codificadas na regidao, como o Xlas,
NESPS55 e 1A (Figura 3). Ja uma delec&o dos éxons 1A e 1 em heterozigose, além de
ter o alelo normal para compensacao, somente o0 éxon 1 estaria comprometendo a
expressao proteina Gsa. Além disso, a proteina 1A é uma forma truncada da proteina
Gsa, sem a regiao de ligacdo com as subunidades § e y, porém ela pode interagir com o
GPCRs. Sendo assim, uma das ag¢des da proteina 1A seria a ligagdo com os
GPCRs, competindo com a Gsa e diminuindo a sua agao (ISHIKAWA et al., 1990; LIU
et al., 2000a, 2000b, 2005; PUZHKO et al., 2011; WILLIAMSON et al., 2004).

Também ¢ interessante ressaltar no caso da paciente 101 que, como o padrao
de metilagéo do éxon 1A estava normal (Figura 12), a mutagao possivelmente ocorreu
no cromossomo paterno, ja que no cromossomo de origem materna o éxon 1A
encontrava-se metilado e este ultimo foi detectado pela MS-MLPA normalmente.

A partir destes resultados, € possivel se iniciar o aconselhamento genético com
maior foco para as questdes enddcrinas, principalmente os horménios relacionados
aos GPCR, como TSH, LH, FSH e GHRH de ambas as pacientes. Assim, sera

possivel se investigar PHP e PPHP, visando a possibilidade de tratamento, com
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atencao para possiveis complicagdes relacionadas com mutacdes do GNAS, como
ossificagdes subcutaneas.

Finalmente, a partir dos resultados deste estudo, ficou clara a dificuldade do
diagndstico clinico e molecular de obesidade sindrdmica. Dos 75 pacientes que
apresentaram o quadro de obesidade sindrémica e foram investigados com o teste de
PCR-ME para SPW, apenas 29 foram positivos para SPW. Isso significa que os
demais 46 pacientes que apresentaram o quadro nio tinham confirmag¢do de SPW
por diagndstico molecular. Destes 46 pacientes, 11 foram diagnosticados por meio
dos kits P064, ME032, P147, P220, e P224 (POSSA-PARANHOS, 2017; ROCHA,
2011, 2017), restando os 35 que foram testados neste estudo. Neste trabalho foi
possivel se sugerir uma hipétese diagnéstica para dois dos 35 pacientes, utilizando-
se da técnica de MS-MLPA para mutagdes no GNAS. Entretanto, para confirmacao

da hipotese, é necessario que seja realizada a-CGH dos pacientes e seus pais.
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6. CONCLUSAO

No inicio do desenvolvimento deste projeto, foi verificado que dos 75 pacientes
iniciais apenas 38% (n=29) que apresentaram o quadro de obesidade sindrémica
foram positivos para SPW. Dentre os restantes que foram negativos para SPW (n=46),
s6 foram encontradas alteragées no numero de copias (com cinco diferentes kits de
MLPA para retardo mental e obesidade) em 11 deles (24%), restando 35 pacientes
sem diagndstico genético.

No presente estudo foi possivel se identificar mais um gene envolvido com
obesidade sindrémica, o GNAS.

A técnica de MS-MLPA (kit MEO31 para o GNAS) foi capaz de detectar mais
dois pacientes com fenétipo PWL, sendo encontradas uma aparente delegcado do éxon
7 no Paciente 95 e delecao dos éxons 1A e 1 no Paciente 101. Portanto, 33 pacientes
ficaram ainda sem diagndstico genético. Os dois pacientes identificados como
portadores das mutagdes encontradas apresentam caracteristicas fenotipicas
similares aos pacientes com a Sindrome de Prader-Willi, sendo utilizado os critérios
para diagnéstico clinico para a sindrome por Holm et al. (1993) e os critérios sugeridos
Gunay-Aygun et al. (2001) para indicagao de solicitacdo do exame molecular da
sindrome.

Sendo assim, ficou evidente a dificuldade do diagndstico genético de
obesidade sindrébmica, havendo necessidade da realizagdo de outros testes
moleculares, como por exemplo a-CGH (do inglés array-Comparative Genomic
Hybridization) e WGS (do inglés, Whole Genome Sequencing) para se poder fazer
mais correlagdes gendtipo-fendtipo, favorecendo o aconselhamento genético e o

tratamento adequado quando disponivel.
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CAPITULO Il - Revisdo sistematica sobre fenétipo PWL

2. OBJETIVOS DO CAPIiTULOII
2.1 Objetivos gerais

Realizar revisao sistematica da literatura dos trabalhos publicados sobre fenétipo
Prader-Willi like, suas mutacdes e caracteristicas clinicas, por meio do protocolo
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) e
submissao ao International Prospective Register of Systematic Reviews
(PROSPERO).

2.2 Objetivos especificos

I.  Analisar os artigos dos ultimos 10 anos de casos de fen6tipo PWL encontrados
por meio de revisdo sistematica e correlacionar os fenétipos com os genétipos
desses casos.

II.  Discutir sobre as regides cromossOmicas, genes e suas funcdes para entender

as provaveis causas das caracteristicas fenotipicas de Prader-Willi like.
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3. METODOLOGIA

A revisao sistematica foi iniciada com o estabelecimento do PICO: Populagao
(pacientes com fendtipo PWL), Intervencao (diagndstico molecular para as mutagoes
que causaram o fendtipo dos pacientes), Comparador (optativo, como é um estudo
baseado em diagnosticos e muitas vezes casos isolados, ndo ha uma populagao para
comparar) e Outcome (desfecho: relacionar o gendtipo com o fendtipo dos pacientes
com fendtipo PWL e comparar as caracteristicas presentes e ausentes de SPW). As
informagdes e objetivos da revisdo foram enviados para a plataforma PROSPERO,
com numero de registro CRD42020149136.

A pesquisa dos artigos foi feita em trés bases de dados diferentes: Pubmed, Web

of Science e Scielo. As palavras-chaves podem ser observadas no Quadro 10.

Quadro 10: Bases de dados e os termos utilizados de busca em cada.

Base de dados Termos
"Prader-Willi like" [title/abstract] or "Prader-Willi syndrome
phenotype"[title/abstract].

Pubmed
Publication dates: 10 years.

TOPICO: ("prader-willi like") OR TOPICO: ("prader-willi phenotype")
Web of Science Tempo estipulado: 2009-2019.

indices: SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, ESCI.
(prader-willi like) OR (Prader-Willi syndrome phenotype)

Scielo
Todos os indices e anos a partir de 2009

Os critérios de inclusao para a escolha dos artigos foram estudo de casos e
estudos de coorte de pacientes com fendétipo PWL, que incluissem caracterizagao
fenotipica e genotipica dos pacientes. Os critérios de exclusdo foram: resumos de
congressos, artigos em outras linguas diferentes de inglés, espanhol e francés,
estudos com animais, artigos de revisdo ou qualquer tipo de artigo que apresentasse
casos sem que fossem feitos testes moleculares para confirmar as mutagoes
relacionadas com os genes SNRPN-SNURF, que determinam SPW, e nao fendtipo
PWL.
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Apos a busca nas bases de dados, a selegao dos artigos passou por trés etapas
(Figura 14 de Resultados). A primeira etapa de selegao foi a exclusao dos artigos que
se apresentaram em duplicidade nas diferentes fontes de busca. Posteriormente
foram verificados os titulos e resumos que n&o estavam relacionados com os objetivos
da revisao. A etapa seguinte foi a leitura completa dos artigos e a exclusédo dos artigos

gue nao seguiam os critérios de incluséo.
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4. RESULTADOS

Foram encontrados um total de 78 artigos com a busca dos termos nas trés
bases de dados, sendo 32 na Pubmed, 2 na Scielo, 44 na Web of Science e 1 artigo,
gue se enquadrava nos critérios, selecionado a partir da lista de referéncias de outros

artigos (Figura 14).
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Figura 14: Diagrama do PRISMA apresentando a metodologia de sele¢ao dos artigos.

Fonte: na imagem.

Na etapa de exclusdo dos artigos duplicados foram removidos 19,
permanecendo 60 artigos. Dentre estes, 14 foram excluidos pela verificagao do titulo
e resumo. A leitura dos artigos restantes possibilitou a exclusdo de mais 23, tendo
como principais razdes artigos nao disponiveis em inglés, francés ou espanhol, artigos
gue nao estavam disponiveis para acesso e casos clinicos que nao eram relacionados

com o fendtipo PWL, ou que as mutagdes estavam diretamente relacionados com a
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regiao da SPW, sendo os pacientes descritos e classificados como SPW e ndao como
fendtipo PWL. Assim, 23 artigos foram incluidos na revisdo. O Quadro 11 mostra os

artigos finais selecionados, as mutagdes e os fendtipos dos pacientes descritos.
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Quadro 11: Resumo dos resultados dos artigos selecionados, as mutagdes envolvidas, as caracteristicas do fenétipo PWL e métodos

de investigacéo celular.

Autores e ano

Titulo do artigo

original

Sexo

Técnica

Fenétipo PWL

A Novel Mutation of

Baixa estatura, rosto redondo,

(PWL) patients.

Hidalgo- i i Mutag&o nonsense ) .

MAGEL?2 in a Patient hipotonia, problemas de
Santos e ] 2anose9 ] (c.3019 C>T) no o

with Schaaf-Yang Pubmed F Sequenciamento comunicagao, atraso no
colaboradores meses alelo paterno do ] o

Syndrome and desenvolvimento, deficiéncia de
(2018) o MAGEL2

Hypopituitarism. GH.

First Case Report of Cariétipo e Hipotonia neonatal, atraso no
Candelo e o ) ) .

Prader-Willi-Like microarray Delecao de 14,97Mb | desenvolvimento psicomotor,
colaboradores . Pubmed 9 anos M . )
(2018) Syndrome in cromossomal em 6q16-g21 estrabismo, baixa estatura, atraso

Colombia. (CMA) na fala e obesidade.

Three patients with

MAGEL2 . ]

Schaaf-Yang P1: 6 anos P1: Hipotonia neonatal e olhos
Enya e P1: F | Whole Genome | P1: nonsense c.1912

syndrome exhibiting P2: 1 ano amendoados
colaboradores . Pubmed P2: M | Sequence C>T ) )

arthrogryposis and P3: 15 P2: hipotonia neonatal
(2018) i . P3: F (WGS) P2:¢c.1912 C>T ] ]

endocrinological anos P3: hipotonia neonatal

N P3:c.3131C>A

abnormalities

DNA sequencing and

copy number Genome-wide Mutagdes do P1: Obesidade e problemas de
Geets e P1: 9 anos )

variation analysis of P1: F microarray e MCHR2 aprendizado
colaboradores ) Pubmed | P2: 19 ) )
(2018) MCHR2 in a cohort P2: F sequenciamento | P1: c.139A>G P2: Obesidade e problemas de

anos
of Prader Willi like Sanger P2: c*16 A>G aprendizado




Autores e ano

Titulo do artigo

original

Técnica

68

Fenétipo PWL

The phenotypic

spectrum of Schaaf-

Ambos mutacao do

P1: Hipotonia neonatal e

dificuldade de alimentacgao,

Fountain e P1:15 . tipo deslocamento ) ]
Yang syndrome: 18 P1: M | Sequenciamento ] hipogonadismo, problemas
colaboradores Pubmed | anos de fase de leitura no - )
new affected P2: F sanger cognitivos e comportamentais.
(2017) o P2: 6 anos MAGEL2
individuals from 14 P2: hipotonia neonatal e dificuldade
- (c.1996dupC) . . .
families. de alimentacdo, sem hiperfagia.
Microdeletion
15q26.2qter and
Dello Russo e | Microduplication Hiperfagia, baixa estatura,
] . FISH, MLPA e 46, XY, +der(15)t(15; )
colaboradores 1823 in a Patient Pubmed 23 anos M obesidade e atraso no
] o array-CGH 18)(926.12;q23) ] .
(2016) with Prader-Willi-Like desenvolvimento intelectual
Syndrome: Clinical
Findings.
Copy number Regiao: 6914.1— . ~
o Paciente com mutacdo no SIM7:
variation (CNV) q16.3. ]
] obesidade, problemas de
analysis and SIM1: p.P352S
Geets e . . ) comportamento e atraso no
mutation analysis of Genome-wide MRAP2: c.603C>T ] )
colaboradores Pubmed 4 casos - desenvolvimento intelectual.

(2016)

the 6914.1-6916.3
genes SIM1 and
MRAPZ2 in Prader
Willi like patients.

microarray

(p.H201H),
c.A77C>T
(p.N159N),
¢.374G>A (p.R125H)

Pacientes com mutagbes no
MRAP2: obesidade e atraso no

desenvolvimento intelectual.
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Fenétipo PWL

original
6916.3923.3 Duplicagao de 30,9
Desch e duplication FISH Mb em 6016.3923.3 | Obesidade, maos e pés pequenos,
, array-
colaboradores associated with Pubmed NA NA CGH Y e duplicacdo de 3.5 baixa estatura, hipotonia e
(2015) Prader-Willi-like Mb em caracteristicas faciais.
syndrome. 10p11.21p11.1
Delegbes em 6916 ) .
P1: M Hipotonia: 3/15
P1: 14Mb
P2: F Dificuldades de alimentacao: 4/15
P2: 5,11Mb ]
P3: M Atraso psicomotor: 13/15
P3: 5,1Mb )
P4: M Atraso no desenvolvimento
P4: 4,2Mb )
P5: M intelectual: 14/15
P5: 3,64Mb
Incomplete P6: F Problemas de comportamento:
) . P6: 3,64Mb
El Khattabi e penetrance and P7: M | Microarray 10/15
15 P7:7,47Mb
colaboradores phenotypic variability | Pubmed ) P8: F | cromossomal e Problemas de sono: 4/15
. pacientes P8: 2,89Mb ) )
(2014) of 6q16 deletions P9: F | FISH Hiperfagia: 5/15
) . P9: 2,2Mb
including SIM1. P10: M Obesidade: 9/15
P10: 11Mb
P11: M Rosto redondo e outras
P11: 7,84Mb . o
P12: M caracteristicas faciais: 11/15
P12: 2,2Mb
P13: M Maos e pés pequenos: 2/15
P13: 5,49Mb o
P14: M Miopia: 3/15
P14:1,73Mb
P15: M Estrabismo: 2

P15: 3,42Mb
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Fenétipo PWL

Monosomy 1p36 - a

multifaceted and still

Obesidade: P1
Maos e pés pequenos: P1
Hipotonia: P2, P3

Oiglane-Shlik ) i Problemas de viséo: P1, P2, P3, P4
enigmatic syndrome: )
e . ) Microarray Atraso psicomotor: P1, P2, P3, P4
four clinically diverse | Pubmed NA NA 4 mutagdes em 1p36 ]
colaboradores . cromossomal Atraso no desenvolvimento
cases with shared ]
(2014) ) intelectual: P1, P2, P3, P4
white matter
Problemas na fala: P1, P2, P3, P4
abnormalities.
Problemas de comportamento: P1,
P2, P4
Type Il diabetes and
impaired glucose P1 e P2: caracteristicas faciais,
tolerance due to . maos e pés pequenos, atraso
. Delegbes na regiao )
Stagi e severe 1036.33 psicomotor, atraso no
colaboradores hyperinsulinism in Pubmed NA NA Array-CGH P:) 1.5Mb desenvolvimento intelectual,
(2014) patients with 1p36 o hipotonia, estrabismo, problemas
P2: 2,5Mb

deletion syndrome
and a Prader-Willi-
like phenotype.

de comportamento, baixo peso ao

nascer, hiperfagia e obesidade
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Fenétipo PWL

Todos: Atraso psicomotor e
intelectual, problemas na fala,
hiperfagia e obesidade.

P1: hipotonia, maos e pés

P1: 5 anos
Early-onset obesity P2 14 p1: F Delecédo em 2p25 pequenos, caracteristicas faciais e
and paternal 2pter ' ' P1:1,98Mb apneia noturna
Doco-Fenzy e ) anos P2: F ) ) .
deletion Array-CGH e P2: 2,36Mb P2: hipotonia e caracteristicas
colaboradores . Pubmed | P3: 9anos | P3: M o
encompassing the FISH P3: 2,46Mb faciais,
(2014) P4: 13 P4: F
ACP1, TMEM18, and P4: 2,90Mb P3: estrabismo
anos P5: F
MYT1L genes. P5:1,34Mb P4: maos e pés pequenos,
P5: 6 anos
caracteristicas faciais e apneia
noturna
P5: hipotonia, maos e pés
pequenos e caracteristicas faciais
Endocrine phenotype
| . of 6q16.1-921 Caracteristicas faciais, hipotonia,
zumi e
deletion involving ) Delecdo em 6g16.1- | problemas de comportamento,
colaboradores Pubmed 18 anos M SNP-microarray

(2013)

SIM1 and Prader-
Willi syndrome-like

features.

g21

hipogonadismo, déficit cognitivo e
obesidade.
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Fenétipo PWL

TRAPPC9-related

autosomal recessive

Array-CGH, MS-

Stretch de

homozigosidade de

P1: hipotonia, obesidade,
caracteristicas faciais, problemas

de comportamento e atraso no

Marangi e ] o MLPA, SNP desenvolvimento mental e fala
intellectual disability: P1:5anos | P1:F 13,8Mb em 8924, . ]
colaboradores Pubmed array e . P2: atraso psicomotor, obesidade,
report of a new P2:3anos | P2:F ] causando alteragéo ) . o .
(2013) . . sequenciamento ] hipotonia, caracteristicas faciais,
mutation and clinical do éxon 18 do
do exoma problemas de comportamento e
phenotype. TRAPPC9 ]
atraso no desenvolvimento mental
e fala
Chromosomal
microarray analysis
Ben-Abdallah- | of functional Xq27- Atraso no desenvolvimento
Bouhjar e gter disomy and FISH e array- Duplicagdo em Xg27 | psicomotor, hipotonia, problemas
Pubmed 2 anos M
colaboradores | deletion 3p26.3 in a CGH e delegao em 3p26.3 | na fala, caracteristicas faciais e

(2012)

boy with Prader-Willi
like features and

hypotonia.

hipogonadismo.
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Fenétipo PWL

Interstitial Deletions
at 6q14.1-g15
Associated with
Obesity,

Wentzel e
colaboradores
(2010)

and a Distinct

Clinical Phenotype.

Developmental Delay

Pubmed

P1: 17
anos
P2: 3 anos

P1: F
P2: M

Array-CGH,
MLPA, FISH

P1: delegéo de 8.73
Mb em 6g14.1—-q15
P2: duplicagéo de
2.55Mb em1p31.1 e
delecao de 4.50Mb
em 6q14.1-q15

P1: hipotonia neonatal com
problemas de sucgao, atraso no
desenvolvimento psicomotor,
caracteristicas faciais, mao e pés
pequenos e obesidade, problemas
de comportamento

P2: hipotonia neonatal com
problemas de sucgéo, atraso no
desenvolvimento intelectual,
obesidade, hiperfagia, problemas
de comportamento e atraso

psicomotor
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Fenétipo PWL

Delegao na regiao

Ambos: hipotonia neonatal, rapido
ganho de peso apds 1 ano,
hipogonadismo, problemas
cognitivos, atraso psicomotor,

hiperfagia, caracteristicas faciais,

. 1p36 deletion 1p36 o B )
Tsuyusaki e . P1: 9 anos hipopigmentagao, obesidade,
syndrome associated P1:F P1:entre4,17 e ) . )
colaboradores i o Pubmed | P2: 10 FISH hiperfagia, baixa estatura e
with Prader-Willi-like P2: M 4,36Mb .
(2010) anos problema na articulagéo das
phenotype. P2: entre 4.89 e
palavras
6.09Mb
P1: mao e pés pequenos, mao
estreita,
P2: miopia e problemas de
comportamento
Problemas de aprendizado,
FMR1 premutation hiperfagia, atraso psicomotor e
Martinez- with Prader-Willi obesidade. Mudangas cerebrais
Permutag&o com 73 ) .
Cerdeio e phenotype and Web of . descritas anteriormente em SPW,
) . . 55 anos M NA repeticoes de CGG ] ]
colaboradores | fragile X-associated Science como cortex mais espesso com

(2017)

tremor/ataxia

syndrome

no FMR1 (X-fragil)

decréscimo da espessura nas
camadas IV-VI, com menor nimero

de neurbnios corticais.
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Fenétipo PWL

Linhares e

Inherited Xq13.2-
g21.31 duplication in

a boy with recurrent

seizures and

FISH, teste de

Duplicagao de

Atraso no desenvolvimento e

crescimento, hipotonia, atraso no

pubertal Web of inativacdo do heranca materna de ] ]
colaboradores i . 16 anos M desenvolvimento intelectual,
gynecomastia: Science cromossomo X e | ~18.3 Mb em )
(2016) o conduta auto lesiva e
Clinical, array-CGH Xq13.2-921.31 o .
caracteristicas faciais.
chromosomal and a-
CGH
characterization
P3: 12
anos Todos: obesidade e atraso no
Genotype-phenotype ] .
o P9: 12 P3: F desenvolvimento intelectual
Rosenfeld e correlation in ] . )
) . Web of | anos P9: M | Array-CGH e Deleg&o na regido P3: hipotonia e problemas motores
colaboradores | interstitial 6q . ] . ~
) Science | P10:3 P10: F | FISH 6q P9: hipotonia e méos e pés
(2012) deletions: a report of
anos P11: F pequenos
12 new cases
P11: 11 P11: hipotonia

anos
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Fenétipo PWL

Pramyothin,

A 47, XXY patient
and Xq21.31

duplication with

features of Prader-

Obesidade, baixa estatura,

Pithukpakorn e . Web of Array-CGH e 47, XXY, dup(X) ] ]
) Willi syndrome: . 20 anos hipogonadismo e atraso no
Arakaki. Science FISH (921.31) ] ]
(2010) results of array- desenvolvimento intelectual.
based comparative
genomic
hybridization
Genetic diagnosis in
clinical psychiatry: A Problemas cognitivos, problemas
Vandersteen e Bandeamento
case report of a Web of de comportamento, obesidade
colaboradores ) . 41 anos G, MLPA e QF- | 47, XXX ] ) .
woman with a 47, Science consequente de hiperfagia e baixa
(2009) PCR

XXX karyotype and

Fragile X syndrome

estatura.
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Titulo do artigo
Autores e ano Id Sexo Técnica Fenétipo PWL

original

Hipotonia neonatal: P1, P2 e P3
Dificuldade de alimentagao na
infancia: P2, P3 e P4

Ganho excessivo de peso a partir
de 1 ano: P1, P2 e P3
Hipogonadismo: P1, P2 e P3

Mutagbes em o
Deficiéncia mental, problemas de

MAGEL2:
aprendizado: P1, P2, P3 e P4
. . P1:12 P1: c.1652delT ] )
Truncating mutations Hiperfagia: P2 e P4
anos P1: M p.Val551fs o .
Schaaf e of MAGEL?2 Caracteristicas faciais: P2
. Outras P2:8 anos | P2: M P2: c.1802delC
colaboradores | cause Prader-Willi WGS Problemas de comportamento: P3
fontes P3:5anos | P3: M Pro601fs
(2013) phenotypes and e P4
) P4: 17 P4: M P3: ¢.3181_3182del )
autism. Apneia do sono: P2 e P4
anos p.lle1060fs .
Baixa estatura: P3 e P4
P4:c.3124C>T
Maos e pés pequenos: P4
p.GIn1024

Maos estreitas: P4

Problemas de visdo: P2, P3 e P4
Saliva viscosa: P3 e P4

Defeito na articulagéo das palavras:
P2, P3 e P4

Conduta auto lesiva: P3 e P4
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Nos 23 artigos selecionados, foram descritos 56 casos de pacientes com fenétipo

PWL e suas mutagbes em 11 regides e genes diferentes: 1p36, 1p31.1, 2p25, 3p26.3,

6q, 8q, 10p11.21p11.1, 15911.2 (MAGELZ2), Cromossomo X e translocag¢des entre os

cromossomos 15 e 18 (Quadro 12).

Quadro 12: Mutagdes descritas nos artigos selecionados.

Genes/regidoes mutadas Mutagoes

6q (SIM1, MCHR2 e
MRAP2)

4 delegbes na regido 6q (ROSENFELD et al., 2012)
delegdo 6914.1—-q15 (WENTZEL et al., 2010) 6q14.1—
q16.3: p.P352S (GEETS et al., 2016)

15 delecbes em 6q16, (EL KHATTABI et al., 2014)
delegdo em 6q16-g21, (CANDELO et al., 2018)
delegcdo em 6q16.1-g21, (IZUMI et al., 2013)
MCHRZ2: ¢.139A>G, (GEETS et al., 2018)

MCHRZ2: c*16 A>G (GEETS et al., 2018)

MRAP2: ¢.374G>A (p.R125H) (GEETS et al., 2016)
MRAP2: c.477C>T (p.N159N), (GEETS et al., 2016)
MRAP2: c.603C>T (p.H201H), (GEETS et al., 2016)

MAGEL2 (15q11.2)

€.1652delT p.Val551fs (SCHAAF et al., 2013)

€.1802delC Pro601fs (SCHAAF et al., 2013)

sem sentido ¢.1912 C>T, (ENYA et al., 2018)

c.1912 C>T, (ENYA et al., 2018)

2 mutagbes mudanga da matriz de leitura ¢.1996dupC, (FOUNTAIN et
al., 2017)

mutag¢ao sem sentido (¢.3019 C>T), (HIDALGO-SANTOS et al., 2018)
€.3124C>T p.GIn1024 (SCHAAF et al., 2013)

c.3131C>A, (ENYA et al., 2018)

c.3181_3182del p.lle1060fs (SCHAAF et al., 2013)

2 delegdes 1p36 (TSUYUSAKI et al., 2010)
2 delecbes em 1p36.33 (STAGI et al., 2014)

1p36 -
P 4 casos de fenotipo PWL de monossomia do 1p36 (OIGLANE-SHLIK et
al., 2014)
2p25 5 delegdes (DOCO-FENZY et al., 2014)

8q

8g24 (MARANGI et al., 2013)
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Genes/regioes mutadas Mutacgoes

47, XXX (VANDERSTEEN et al., 2009)

47, XXY, dup(X) (g21.31) (PRAMYOTHIN; PITHUKPAKORN;
ARAKAKI, 2010)

duplicagao Xq13.2g21.31 (LINHARES et al., 2016)

permutacdo com 73 repeticdes de CGG no FMR1 (X-fragil)
(MARTINEZ-CERDENO et al., 2017)

Translocagoes t(15; 18)(g26.1 ~ 2;923), (DELLO RUSSO et al., 2016)

Duplicagdo em Xqg27 e delegao em 3p26.3 (BEN-ABDALLAH-
BOUHJAR et al., 2012)

Outros Duplicagédo 6916.3q23.3 e duplicagdo em 10p11.21p11.1, (DESCH et
al., 2015)

Duplicagéo do 1p31.1 e delegdo do 6g14.1-q15 (WENTZEL et al., 2010)

Cromossomo X

A caracteristica relacionada a SPW descrita com maior frequéncia foi o atraso
no desenvolvimento intelectual, que esteve presente em 78,6% dos casos, seguida
de obesidade (75%), problemas de comportamento (62,5%), hipotonia e atraso no
desenvolvimento psicomotor (ambos 60,7%), caracteristicas faciais (48,2%),
hiperfagia (37,5%), baixa estatura (35,7%), atraso na fala ou problema na articulagao
das palavras (30,3%), maos e pés pequenos (26,8%) e hipogonadismo (16%).

As caracteristicas mais frequentes citadas acima também foram observadas
dentre os 35 pacientes descritos no Capitulo | desta dissertacdo, como as
relacionadas com atraso no desenvolvimento intelectual, hiperfagia e consequente
obesidade, além do atraso no desenvolvimento psicomotor e problemas de

comportamento que em ambos os grupos ficaram com frequéncias préximas.

5.1 Genes encontrados em 6q: gene homdlogo 1 do gene minded de Drosdfila
(SIM1), gene da proteina 2 acessoéria do receptor 2 de melanocortina (MRAP2) e
gene do receptor 2 do horménio concentrador de melanina (MCHR?2)

A regido cromossOmica com maior ocorréncia de muta¢gdes que ocasionaram
fendtipo PWL foi a 6q, que compreende o gene SIM1, que foi descrito em 28 pacientes.
Foi proposto por Hopkin e colaboradores (1997) que diferentes locais de dele¢cdo do
locus 6q podem levar a diferentes fendtipos. Delegbes proximais, abrangendo 6q11-
16 estao relacionadas com palpebras arqueadas, labios finos e hérnias, ja delegbes

medianas em 6q16-25 sao mais associadas com retardo de crescimento intrauterino,
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problemas respiratorios, hipertelorismo ocular e malformagcdo dos membros
superiores, ja as delegcbes terminais no locus 6g25-qter estdo relacionadas com
problemas de retina, labio leporino e hipoplasia genital.

Alteragdes no SIM1, localizado na regiao 6q16.3, tém sido associadas com a
obesidade de etiologia cromossdmica e sua delecao resulta em fendtipo Prader-Willi
like. O papel desse gene é fundamental na diferenciacdo neuronal dentro do nucleo
paraventricular do hipotalamo, responsavel pela saciedade alimentar. As
semelhancas fenotipicas entre pacientes com deficiéncia em SIM1 e deficiéncia em
MC4R sugerem que alguns dos efeitos da deficiéncia do SIM1 sdo mediados por
sinalizagcdo de melanocortina alterada, ja que o MC4R apresenta papel fisiolégico no
sistema melanocortina-leptina. Em alguns casos, a alteragdo genética nos
transportadores do SIM1 pode determinar caracteristicas neurocomportamentais do
espectro autista. Essas caracteristicas ndo sao tipicas da deficiéncia em MC4R, mas
mostram alguma sobreposicao clinica com o fenotipo comportamental observado em
pacientes com SPW (BARSH; FAROOQI; RAHILLY, 2000).

Dos artigos selecionados, El Khattabi e colaboradores (2014) diagnosticou 15
pacientes com fenétipo PWL com delegbes do segmento 6916 que variavam entre
1,73Mb e 14Mb que incluiam o SIM1. Os pacientes descritos apresentaram diferentes
caracteristicas de fenétipo PWL, dentre elas hipotonia, dificuldades de alimentacao,
atraso psicomotor, atraso no desenvolvimento intelectual, problemas de
comportamento, problemas de sono, hiperfagia, obesidade, rosto redondo e outras
caracteristicas faciais, maos e pés pequenos, miopia e estrabismo.

O MRAP2, localizado no locus 6q14.2, € um gene paralogo ao gene que codifica
a proteina acessoéria do MC2R (MRAP) e este ultimo € importante para o transporte
do MC2R para a superficie das células para sinalizacdo. O MRAP2 é expresso
predominantemente no cérebro, principalmente nas regides relacionadas com
homeostase energética como o hipotalamo. No PVN os RNAm MRAP2 e MC4R séao
ambos expressos. Asai e colaboradores (2013) hipotetizou que o MRAP2 também
pode ter um papel importante na modulacao da sinalizagdo do MC4R e, a partir de um
estudo de coorte, foram identificadas variantes no gene que estéo relacionadas com
obesidade severa ndo-sindrébmica. O artigo Geets e colaboradores (2016) foi o unico

encontrado na busca para esta revisao sobre MRAP2 que descreveu trés pacientes



81

com mutagdes neste gene que provocaram em todos os portadores obesidade e
atraso no desenvolvimento intelectual.

O MCHRZ2 é outro gene localizado na regido 6q (6q16.2) que foi reportado como
causador de fendétipo PWL quando mutado. Ele € bastante expresso no cérebro,
principalmente no PVN e codifica um GPCR para o horménio concentrador de
melanina (MCH), que € um neuropeptideo com importante papel no controle da
ingestao de alimentos e metabolismo energético, pois age como antagonista funcional
do a-MSH. Apenas um artigo foi encontrado descrevendo pacientes com mutagdes no
MCHR2 (GEETS et al., 2018), que apresenta dois pacientes com obesidade e atraso
no desenvolvimento intelectual, e reporta duas variagbes: c.139A>G (p.T47A) e
c*16A>G.

Dos artigos encontrados com mutagdes na regidao 6q (CANDELO et al., 2018; EL
KHATTABI et al., 2014; GEETS et al., 2016; IZUMI et al., 2013; ROSENFELD et al.,
2012; WENTZEL et al., 2010), a maior parte das mutacdes descritas foi na regido
proximal (6q14-q16), havendo apenas um caso (CANDELO et al., 2018) de delecao
de 14,97Mb na regido mediana em 6g16-g21. A caracteristica do fenétipo PWL mais
observada nos pacientes com mutagdes na regido 6q foi a obesidade, porém estes
também apresentaram quadros de hipotonia, atraso no desenvolvimento intelectual e

motor, hiperfagia e problemas de comportamento.

5.2 Gene antigeno melanoma L2 (MAGEL2)

MAGEL?2 é um gene expresso somente pelo alelo paterno e que se encontra na
regiao de SPW em 15g11.2. Por mais que seja na regidao da SPW, mutacdes
relacionadas com o gene foram citadas primeiramente por Schaaf e colaboradores
(2013), sendo reportada a partir de entdo como causadoras da Sindrome de Schaaf-
Yang (SYS, OMIM 615547), em que os pacientes com mutagdes especificas neste
locus apresentam varios aspectos do fendétipo PWL, com atraso no desenvolvimento
intelectual e autismo. Foram aqui citados quatro artigos com mutagdes no MAGEL2
(ENYA etal., 2018; FOUNTAIN et al., 2017; HIDALGO-SANTOS et al., 2018; SCHAAF
et al., 2013) e todos esses descrevem pacientes com mutagdes de ponto, podendo
ser mudancga da matriz de leitura sem sentido ou delegao.

Nos 10 casos descritos, a caracteristica mais presente foi hipotonia, que

apareceu em nove dos pacientes. Também foram citados a presenca de baixa
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estatura, as caracteristicas faciais, os problemas de comunicagao e articulagdo das
palavras e os problemas cognitivos e comportamentais. E interessante ressaltar que
apenas dois pacientes apresentaram hiperfagia, caracteristica classica e comumente
presente na SPW, que foram os pacientes com as mutag¢des ¢.1802delC (p.Pro601fs)
e €.3124C>T (p.GIn1024*).

5.3 Monossomia do 1p36

A monossomia do 1p36 (OMIM 607572) apresenta incidéncia de 1 em 5.000 a
10.000 nascimentos e € a sindrome causada por delecdo subtelomérica mais comum
em humanos. Esta mutacao esta associada com o fenétipo de hipotonia, atraso no
desenvolvimento e crescimento, microcefalia, obesidade, problemas cardiacos e
epilepsia. Alguns genes localizados na regidao do 1p36, como o PRKCZ e PLCH?2 tém
papel no metabolismo de carboidrato e sinalizagdo da insulina, e podem ter
implicacbes no fendétipo PWL de pacientes com mutagbes por mecanismos de
haploinsuficiéncia ou epistasia (D’ANGELO et al., 2009, 2013; HEILSTEDT et al.,
2003; SHAPIRA et al., 1997; SLAVOTINEK; SHAFFER; SHAPIRA, 1999; STAGI et
al., 2014).

Oiglane-Shlik e colaboradores (2014), Stagi e colaboradores (2014) e Tsuyusaki
e colaboradores (2010) descreveram pacientes com dele¢cdes na regiao 1p36 e
mostraram que todos os oito pacientes apresentavam atraso no desenvolvimento
intelectual ou déficit cognitivo e cinco eram obesos. Outras caracteristicas presentes
em alguns dos pacientes foram problemas de comportamento, hipotonia neonatal e

atraso no desenvolvimento psicomotor.

5.4 2p25

Doco-Fenzy e colaboradores (2014) apresentou o quadro de cinco pacientes
com delecdo do 2p25. De acordo com os autores, dois genes sao candidatos a
causadores do quadro de obesidade dos pacientes: o fosfatase acida 1 (ACP1) e o
proteina transmembrana 18 (TMEM18), que se encontraram deletados nos pacientes
1-4. O ACP1 é expresso em adipocitos e seus polimorfismos foram relacionados com
obesidade severa e altos niveis de colesterol e triglicerideos. O TMEM18 é expresso

em todo o cérebro e ja foi mostrada uma associagao entre um SNP na regido do gene
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e obesidade, porém as consequéncias da haploinsuficiéncia deste gene ainda sao
incertas. Quanto a questao do atraso do desenvolvimento intelectual e problemas de
comportamento dois genes podem ser candidatos como causa: sintrofina gama 2
(SNTG2) e fator de transcricdo semelhante ao de mielina 1 (MYT1L). O primeiro é
expresso no cérebro e é suspeito de estar relacionado com espectro autista. O
segundo gene codifica um fator de transcricdo expresso em grande quantidade em
células neuronais em desenvolvimento e quando duplicado tem relagdo com a
esquizofrenia (ALMEN et al., 2010; DE LORENZO et al., 2009; KIM et al., 1997;
THORLEIFSSON et al., 2009; YAMAKAWA et al., 2007).

Todos os pacientes descritos por Doco-Fenzy e colaboradores (2014)
apresentam atraso psicomotor e intelectual, problemas na fala, hiperfagia e
obesidade. Todos os pacientes, exceto os Pacientes 3 e 4, apresentaram hipotonia,
porém € interessante ressaltar que o Paciente 4 € aquele no qual foi encontrada a
maior regido deletada e o que apresentou, além das caracteristicas ja citadas, maos

€ pés pequenos, caracteristicas faciais e apneia noturna.

5.5 8p24

O gene particula da proteina de trafego do complexo 9 (TRAPPC9), localizado
em 8p24, codifica a proteina de mesmo nome, também conhecida como proteina
ligadora de NIK e IKK-B (NIBP). Esta proteina ja foi demonstrada in vitro como
importante para aumentar a ativagdo do NF-kB induzida por TNFa e esta envolvida na
diferenciagao neuronal induzida pelo fator de crescimento nervoso. A sinalizagao por
NF-kB esta associada com diferentes processos bioldégicos como plasticidade
sinaptica e esta relacionada com neurogénese em adultos (DENIS-DONINI et al.,
2008; HU et al., 2005).

Marangi e colaboradores (2013) descreveram o caso de duas irmas com um
aumento em homozigoze de aproximadamente 13Mb do /locus 8q24, que ocasionou a
alteracao do éxon 18 do gene. Dentre as caracteristicas do fenétipo PWL, ambas as
irmas apresentaram obesidade, caracteristicas faciais semelhantes a SPW,
problemas de comportamento, atraso no desenvolvimento mental e na fala. A paciente
mais velha, com 5 anos, também apresentou hipotonia e a irma mais nova atraso no

desenvolvimento psicomotor.
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5.6 Cromossomo X

Como consequéncia de mutagdes no cromossomo X temos a Sindrome do X-
Fragil (SXF), que é uma doenca relacionada com neurodesenvolvimento causada pela
expansédo CGG no gene FMR1. A proteina codificada pelo gene FMR1 interage com
moléculas de RNAm que regulam a tradug¢ao do CYFIP1 e CYFIP2, sendo o primeiro
localizado na regido 15911-q13 da SPW. Pacientes com Sindrome do X-Fragil ja
foram relacionados com fendtipo PWL em alguns casos na literatura, com individuos
com quadro de obesidade iniciado na infancia, hiperfagia, problemas de
comportamento e atraso no desenvolvimento intelectual. Outras cromossomopatias
relacionadas com o cromossomo X também estao relacionadas com o fenotipo PWL,
como Sindrome de Klinefelter (XXY) e duplicacdo Xq (BARDONI; MANDEL, 2002;
CHAl et al., 2003; MARTINEZ-CERDENO et al., 2017; NOWICKI et al., 2007; ROCHA,;
PAIVA, 2014; SCHENCK et al., 2003).

Quatro estudos relacionando mutag¢des no cromossomo X e fenétipo PWL foram
encontrados. Um caso, descrito por Martinez-Cerdefio e colaboradores (2017) de
Sindrome de X-Fragil com 73 repetigdes de CGG no FMR1, em que o paciente
apresentava problemas de aprendizado, hiperfagia, atraso psicomotor e obesidade.
Os outros trés casos estao descritos a seguir.

Linhares e colaboradores (2016) diagnosticaram um paciente com duplicagao do
segmento Xq13.2-g21.31 que apresentava, dentre as caracteristicas do fenétipo PWL,
atraso no desenvolvimento e crescimento, hipotonia, atraso no desenvolvimento
intelectual, conduta auto lesiva e caracteristicas faciais.

Pramyothin, Pithukpakorn e Arakaki, (2010) descreveram um caso de um
paciente 47, XXY com duplicagdo da regiao Xg21.31 com fendétipo PWL com
obesidade, baixa estatura, hipogonadismo e atraso no desenvolvimento intelectual.

Outro estudo que trata de mutacées do cromossomo X é o de Vandersteen e
colaboradores (2009), em que uma paciente com caridtipo 47, XXX apresentou
problemas cognitivos, problemas de comportamento, obesidade consequente a

hiperfagia e baixa estatura.

5.7 Translocagao
Dello Russo e colaboradores (2016) descreveram um caso de translocagédo com

fendtipo PWL. O primeiro se trata de uma translocagao envolvendo uma microdelecao
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da regidao distal do cromossomo 159 e uma microduplicagédo da regidao distal do
cromossomo 18q, em que o paciente [caridtipo: 46, XY,+der(15)t(15; 18)(q26.12;923)]
apresentou hiperfagia, baixa estatura, obesidade e atraso no desenvolvimento
intelectual. A regido do cromossomo 15q afetada tem os seguintes genes que podem
contribuir com o fendtipo do paciente: IGFR1, MEF2A, CHSY1 e TM2D3. Ja no
segmento do cromossomo 18q afetado somente o gene CTDP1 é considerado
patogénico.

O gene IGFR1 tem importancia em diversos processos de desenvolvimento do
sistema nervoso central. Outro gene com provavel correlagdo com atraso no
desenvolvimento é o MEF2A, que, em sua forma selvagem, esta envolvido na
morfogénese de neurdnios pds-sinapticos; ja CHSY1 tem papel na proliferagao celular
na deposi¢cao da matriz extracelular e morfogénese. Por ultimo, o TM2D3 codifica uma
proteina que esta relacionada com GPCRs e é importante no processo de morte
celular e sinalizagado de proliferagao celular. Em relagdo com o cromossomo 18,
mutacdes no gene CTDP1 estdo relacionadas com dimorfismo facial, atraso no
desenvolvimento psicomotor e hipogonadismo (DELAFONTAINE; SONG; LI, 2004;
MAHR et al., 2006; PERRIMON; BERNFIELD, 2000; SHALIZI et al., 2006; TOURNEV
et al., 1999).

5.8 Mutagoes em mais de um loci

Quatro diferentes estudos mostraram individuos com fendtipo PWL que
apresentavam duplicagdes e delegdes de diferentes segmentos ao mesmo tempo. Um
dos pacientes discutido por Wentzel e colaboradores (2010) foi diagnosticado com
uma delegdo em 6q14.1-q15 e duplicagdo do segmento 1p31.3.

A primeira mutagao citada foi discutida anteriormente em 5.1. Em relagdo a
regidao 1p31.3, € onde estad localizado o gene receptor da leptina (LEPR). Como
explicado anteriormente, a secre¢ao do hormédnio leptina leva a ativagcédo os neurdnios
POMC no nucleo arqueado do hipotalamo, aumentando os sinais de saciedade
(Figura 6 do Capitulo ). Sendo assim, a relacdo entre sistema melanocortina-leptina
com a obesidade se deve a importancia do sistema no controle do balango energético.
Mutagbes nos genes relacionados com a sua sinalizagdo podem levar a um
desequilibrio das sinalizagdes relacionadas com a saciedade, no qual se inclui a
leptina e seu receptor LEPR (RANADIVE; VAISSE, 2008).
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Outro caso encontrado, com mutagdes em diferentes cromossomos, € o de
duplicagdes dos segmentos 6q16.3-23.3 e 10p11.21-p11.1. De acordo com Desch e
colaboradores (2015), nenhum gene mutado com relagéo ao fenétipo do paciente ou
importancia patogénica foi encontrado na regido duplicada do cromossomo 10. A
regido 6q, ja discutida anteriormente em 5.1, foi a unica regido associada com o
fendtipo do paciente de obesidade, maos e pés pequenos, baixa estatura, hipotonia e
caracteristicas faciais. Dois casos da literatura com duplicagdo em 6921-q22.1
mostraram fendtipo de obesidade sindromica. O TCBA71 mutado € o candidato a
causador de atraso do desenvolvimento intelectual e alteragcbes em BMIQ3 e ENPP1
estado relacionados com o quadro de obesidade (ATWOOD et al., 2002; BOCCIARDI
et al., 2005; PAZOOKI et al., 2007; YUE et al., 2006).

Ben-Abdallah-Bouhjar e colaboradores (2012) diagnosticaram uma crianga com
duplicacdo Xqg27-qter e delecdo telomérica do 3p que apresentava atraso no
desenvolvimento psicomotor, hipotonia, problemas na fala, caracteristicas faciais e
hipogonadismo.

O segmento Xq27-qgter € uma regido complexa quanto aos genes presentes na
mesma, incluindo o gene MECP2. Uma duplicagao deste gene ja foi reportada como
a causa de um fendtipo de atraso no desenvolvimento intelectual, hipotonia,
convulsdes e infecgdes recorrentes, todas as caracteristicas identificadas no paciente
discutido por Ben-Abdallah-Bouhjar e colaboradores (2012). Os genes afetados pela
delecado do segmento 3p sdo CHL1 e CNTN6. O Chl1 é normalmente expresso no
sistema nervoso central e medula espinhal durante o desenvolvimento de
camundongos e o CNTN6 também esta relacionado com o sistema nervoso, sendo
codificante para moléculas de adesao neuronal (BAUTERS et al., 2008; LEE et al.,
2000; RAMOCKI; TAVYEV; PETERS, 2010; VANDEWALLE et al., 2009; WEI et al.,
1998).
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6. CONCLUSAO

A partir da revisao sistematica da literatura, utilizando-se os critérios de incluséo
e exclusao, foram encontrados 23 artigos, com 56 casos de pacientes com fendétipo
PWL descritos com mutagdes em genes localizados em diferentes regides
cromossOmicas tais como: 6q 1p36, 1p31.1, 2p25, 3p26.3, 8q, 10p11.21-p11.1,
Cromossomo X e translocagdes que compreendem os cromossomos 15, 18 e X. A
regido com maior ocorréncia de mutagdes que ocasionaram fenétipo PWL foi a 6q,
que compreende os genes SIM1, MCHR2 e MRAP2, onde foram descritas mutagbes
em 28 pacientes.

Dentre as caracteristicas do fen6tipo PWL descritas com maior frequéncia foi
encontrado o atraso no desenvolvimento intelectual, que esteve presente em 78,6%
dos casos, seguido de obesidade, descrita em 75% dos pacientes. E importante
ressaltar que a falta de diagnostico correto desses pacientes com fenotipo PWL pode
piorar seus respectivos progndsticos, sendo necessario solicitar testes moleculares
especificos para se diagnosticarem os diferentes gendtipos causadores do fenétipo
PWL. Diagnésticos conclusivos, com a correlacdo gendtipo-fendtipo, sao
fundamentais para que se possa fornecer aconselhamento genético adequado e
tratamento correto se houver.

Com base nos conhecimentos relatos nesta revisao sistematica (Capitulo 1) e
na importancia de se fazer diagnostico genético diferencial de pacientes obesos com
atraso no desenvolvimento intelectual, a identificacdo de alteracbes no GNAS
(Capitulo I) em individuos com fendtipo PWL se mostra relevante como mais uma
informagcao importante para o entendimento das intrincadas vias metabdlicas que
determinam obesidade e atraso no desenvolvimento intelectual e para favorecer mais

uma possibilidade de correlagado gendtipo fendtipo.
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APENDICE
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Used metric: Peak height Residual primer %  OK 7% CAS: Bad 35% 418 STXT65 20q13.32 20056 677727 9472 1 = = 50
244 STX16-6 20q13.32 20056679054 108; = = 50
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Normal range: 0.7 - 1,3 Essential information on the Use of this. product is present in the product descripan which is available on http-iiwww mipa com_For questions, mailtorinfog@mipa com.

The 148 nt probe 03871-L23303, 154 nt probe (4464-L03338, 223 nt probe (13834-L22605, 236 nt probe (8191-L 23004, 355 nt probe 03883 23507, 402 nt probe 038321 22603, 438 nt probe 05123-L22608, and 490 nt probe 13188-5P05 13122702 are lacated within, or close to, 3 very strong CpG island and can give false positve deletions in A
DNA samples containing sait. Please check the B8 and 85 nt DNA denaturation control probes in case of a low probe signal... Please sse the product description for all notfications.
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Apéndice B

Sample report: 101 ]
nDTm>r mm_I). \ /D Sample type: Sample | Project: GNAS | Experiment: GNAS | Dye: 6-FAM | Performed by: Admin Authorization
u Machine- ABI-3730 | Report dafe: 17/12/2018 | Run date: 29/11/2018 | Software Version: v. 140721.1958 | Normal range: 0,7 - 1,3 Date
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Analysis method:  Block SSC: On Expected gender:  Male RPQ: OK 232 STX164 20q13.32 20-056,676511 10768 008 = = 38 0.1
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T 500 Reference C/M* 03-008,762421 5922 55760 105 007 = = 55 -0
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Normal range: 0.7 - 1.3 Essential information on the use of this product is present in the product description which is awailable on hip:/www.mipa.com. For questions, maita:info@mipa.com
The 148 nt probe 03371-L23303, 184 nt probe 04464-L03336, 223 nt probe 03834-L 22805, 238 nt probe 08191-L23084, 355 nt probe 03883123507, 402 nt probe 03832-L22603, 438 nt probe D6 183-L22608, and 480 nt probe 1816-5P018-L22702 are located within. o dlose to, 3 very strong CpG island and can give false positve deletions in 11
DMNA samples containing sait. Please check the 88 and 96 nt DNA denaturaion control probes in cse of a low probe signal.... Please see the product description for al nolifications.
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9. ANEXOS

Anexo A: Cadastrado plataforma Brasil

HOSPITAL UNIVERSITARIO

GAFFREE E %M“M me
GUINLE/HUGG/UNIRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Investigagao molecular de pacientes com obesidade e deficiéncia mental suspeitos de
Sindrome de Prader-Willi ou fenétipo Prader-Willi-like.

Pesquisador: Catielly Ferreira rocha

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 25858314.9.0000.5258

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Gaffree e Guinle/HUGG/UNIRIO
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAQO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 755.857
Data da Relatoria: 24/07/2014

Apresentacao do Projeto:

Projeto aprovado anteriormente no CEP HUGG, a emenda versa sobre a inclusdo de centro co-participante,
no caso o Instituto de Endocrinologia e Diabetes - IEDE - RJ. A instituigdo que sera co-participante é centro
especializado na area da pesquisa em questao

Objetivo da Pesquisa:

Descrito anteriormente.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Descrito anteriormente.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Emenda de incluséo de centro co-participante.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

nao ha esta necessidade.

Recomendagdes:

Centro co-participante apto a participar desta pesquisa. Aprovado

Enderego: Rua Mariz e Barros n® 775

Bairro: Tijuca CEP: 22.270-004
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)1264-5317 Fax: (21)1264-5177 E-mail: cephugg@gmail.com
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HOSPITAL UNIVERSITARIO

GAFFREE E W"\"
GUINLE/HUGG/UNIRIO

Continuagao do Parecer: 755.857

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Aprovado

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 19 de Agosto de 2014

Assinado por:
Pedro Eder Portari Filho

(Coordenador)
Endereco: Rua Mariz e Barros n? 775
Bairro: Tijuca CEP: 22270-004
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)1264-5317 Fax: (21)1264-5177 E-mail: cephugg@gmail.com
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Anexo B: Termo de consentimento livre e esclarecido
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO

HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE
DEPARTAMENTO DE GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA OS

PAIS OU RESPONSAVEL LEGAL

Convidamos seu filho (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado:
“Investigagdo molecular de pacientes com obesidade e deficiéncia mental
suspeitos de Sihdrome de Prader-Willi ou fenétipo Prader-Willi-like” do ambulatério
de Genética e Biologia Molecular da UNIRIO e afiliados, e gostariamos que vocés
soubessem que:

a)

b)

d)

e)

Ao participar deste projeto vocés terdo como beneficio o esclarecimento da
causa da doenca, além de aconselhamento genético que avalia o risco de
novos casos na familia, e também a melhoria de vida do paciente;

S6 serdo realizados a coleta de sangue e os exames se 0 paciente, ou seu
responsavel, concordar em participar deste estudo assinando o presente
termo de consentimento, que serd entregue em duas vias, uma para o
paciente ou seu responsavel e outra que serd mantida no Laboratério de
Citogenética Molecular da UNIRIO;

Participar deste projeto € uma opgdo de vocés. Caso vocés decidam ndo
participar, ou desistam de participar a qualquer momento, ndo havera perda
de nenhum beneficio ou tratamento que estiverem fazendo nesta
instituigdo;

A qualquer momento vocés podem buscar junto aos responsaveis pelo
projeto esclarecimentos de qualquer natureza;

Todos os procedimentos médicos e de diagnésticos laboratoriais
pertinentes & pesquisa serdo pagos pela instituicdo, exceto gastos
correspondentes a passagens de transporte urbano coletivo e alimentagéo;

Ribrica Pesquisador ou médico Ribrica Responsavel Legal
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f)

g)

h)

Os pacientes suspeitos e seus responsdveis serdo submetidos ao
preenchimento de um formulario de identificagdo e protocolo. Iremos coletar
5 ml de sangue do paciente e de seus pais se necessério. Em alguns casos
pode ser solicitada nova coleta de sangue. Os pacientes, provenientes do
ambulatério de genética do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG)
e outras instituicbes colaboradoras, terdo todos os dados do estudo,
anexados ao prontuario hospitalar.

A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe o risco de
ocorrer um hematoma (mancha roxa) na regido da coleta de sangue.

Os dados que vocé forneceu sobre o paciente poderao ser utilizados em
pesquisas futuras.

As amostras de DNA pedem ser armazenadas no freezer do laboratério de
citogenética da UNIRIO, caso haja a necessidade de repeticdo de algum
exame ou a realizagdo de outro exame que complemente o diagnéstico. O
armazenamento da amostra s6 sera realizado com a sua autorizagdo e
poderemos descartd-la quando vocé solicitar. A amostra de DNA que ndo
for armazenada serd descartada em recipiente adequado para material
biolégico.

Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera
submetido para aprovagéo do Comité de Etica e Pesquisa.

Se a amostra do paciente for armazenada e uma nova pesquisa for utiliza-
la, vocé serd informado e deveréa assinar um novo TCLE.

Os resultados poderdo demorar alguns meses para ficarem prontos, e
serdo apresentados a vocés pelo médico responséavel;

m) Os resultados deste estudo serdo publicados em revistas cientificas que

n)

circulam entre os profissionais da area da salde;

O pesquisador responsavel é Catielly Rocha, biomédica do ambulatério de
genética do HUGG, com o seguinte nimero para contato (021) 98255 1773.
Havera colaboragdo da equipe médica do referidoc ambulatério. O
ambulatério sera nossa referéncia e situa-se a Rua Mariz e Barros,775 -
Tijuca — Rio de Janeiro — RJ, (21) 2264 1595 com horario de funcionamento
das 8 4s 11h nas segundas e quartas-feiras. Se houver alguma davida
sobre a ética da pesquisa, deve-se entrar em contato com a Comisséc de
Etica do HUGG (021) 2264 5177 ou com a Comisséo de Etica do Instituto
Estadual de Diabetes e Endocrinologia Luiz Capriglione (021) 2224 3261.

Rubrica Pesquisador ou Médico Rubrica Responsavel Legal




Eu, responsavel pelo paciente

autorizo a realizagdo de fotos sem a

tarja negra da face do paciente e

( ) concordo que sejam incluidas em publicagdes cientificas, se necessario.

( ) concordo que sejam apresentados em aulas para profissionais da salde.

( ) ndo concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicacdo ou
apresentacao.

Assinatura do responsavel pelo paciente

Eu,
portador do R.G. n® ;

O Autorizo
(O Nao autorizo

Que a amostra de sangue coletada fique depositada no Laboratorio de
Citogenética Molecular da UNIRIO.

Assinatura do responsavel pelo paciente

Ribrica Pesquisador ou Médico Ribrica Responsével Legal
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Eu,
portador do R.G. n® , responsével pelo paciente

concordo
em participar do projeto de pesquisa “Investigacdc molecular de pacientes com
obesidade e deficiéncia mental suspeitos de Sindrome de Prader-Willi ou fenétipo
Prader-Willi-like”. Declaro haver recebido as devidas explicagbes sobre o projeto,
estar ciente sobre os itens acima mencionados e minha participacdo é voluntaria
por agéo prépria.

Data:
Assinatura do responsavel legal

Data:
Assinatura da testemunha

Data:

Assinatura da responsavel pelo estudo




Anexo C: Ficha do paciente do Ambulatério de Genética
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Departamento de Genética e Biologia Molecular
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle — Ambulatdrio de Genética

NOME:

DATA DE NASCIMENTO:

NOME PAl:

DATA DE NASCIMENTO:

NOME MAE:

DATA DE NASCIMENTO:

ENDERECO:

BAIRRO:

CIDADE:

TEL.: CEL.: RESP.:
DATA DA AVALIACAO CLINICA:

CARACTERISTICAS FACIAIS: estrabismo( ); olhos amendoados ( ); Iablos superiores afilados( ); cantos da boca voltados

para baixo ({ ); fronte estreita( ).

PESO:

ALTURA:

PERIMETRO CEFALICO:

COR DA PELE (CONSIDERANDO DUAS GERACOES ANTERIORES DO PACIENTE):
IDADE DA MAE E DO PAI AO ENGRAVIDAR:

RESULTADO DO CARIOTIPO:

OBSERVAGOES:
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Anexo D: Ficha com os critérios de Holm (1993) e Gunay-Aygun e colaboradores

(2001)

Nome do Paciente:

TABELA 1. Critérios Para Diagndstico Clinico da SPW

Crit

érios Maiores (1 ponto)

Hipotonia neonatal

Dificuldade de alimentag¢do na infancia ou retardo do desenvolvimento neuro-psicomotor

Ganho excessivo de peso a partir de 1 ano e 6 meses

Hipogonadismo

Deficiéncia mental, problemas de aprendizado

Hiperfagia, obsessdo por comida

Caracterfsticas faciais ( olhos amendoados, |abio superior pouco espesso)

Dele¢do do locus 15q11-q13 em andlise citogenética

Crit

érios Menores (0.5 ponto)

Diminui¢cdo dos movimentos fetais

Problemas de comportamento (5 destes: flria, acessos de violéncia, obsessivo-
compulsivo, argumentativo, rigido, possessivo, teimoso, mentiroso, cleptomania)

Apnéia do sono

Baixa estatura

Cabelos, olhos e pele mais claros

Mdaos e pés pequenos

Maos estreitas

Miopia

Saliva viscosa

Defeito na articulacdo das palavras

LesGes de pele (auto-agressdo)

Crit

érios diagnosticos: 5 pontos, sendo 4 de critérios maiores em pacientes com

idade = 3 anos; 8 pontos, sendo 5 de critérios maiores em pacientes com idade >3
anos.

Referéncia Bibliografica

Holm V. A,; Cassidy S. B.; Buther M. G.; Hanchett J. M.; Grenswag L. R.;
Whitman B. Y. Prader-Willi syndrome: consensus diagnostic criteria.
Pediatrics, 1993.
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Nome do Paciente:

Tabela 2. Critérios Sugeridos Para Solicitagdo da Analise Genética para SPW

0a2anos 1. Hipotonia com ma sucg¢do
2a6anos 1. Hipotonia com histéria de ma sucgdo
2. Atraso global do desenvolvimento
6al2anos 1. Histdria de hipotonia com histdria de ma sucgdo (a hipotonia
geralmente persiste)
2. Atraso global do desenvolvimento
3. Excessiva ingesta alimentar (hiperfagia, obsessdo por
alimento) com obesidade central resultante se ndo
controlada
Maiores de 1. Funcoes cognitivas prejudicadas; geralmente deficiéncia
12 anos mental moderada

. Excessiva ingesta alimentar (hiperfagia, obsessdo por

alimento) com obesidade central resultante se ndo
controlada

. Hipogonadismo Hipogonadotréfico e/ou problemas

comportamentais tipicos { incluindo transtornos obsessivos-
compulsivos e temperamento tantrico)

A andlise genética estd indicada caso os pacientes com suspeita diagnostica de
Prader-Willi apresentem todos os critérios correspondentes a sua faixa etaria.

Referéncia Bibliografica

Gunay-Aygun, M.; Schwartz S.; Heeger S.; Oriordan M. A.; Cassidy

S. B.; The changing purpose of Prader-Willi syndrome: clinical

diagnostic criteria and proposed revised criteria. Pediatrics.

2001
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SALSA MS-MLPA probemix ME0O31-B2 GNAS
Lot B2-0816. As compared to version Bl (lot B1-1012), one reference probe has been removed and one
probe has been adjusted in length, but not in sequence detected.

This SALSA% MS-MLPA® probemix is intended for experienced MLPA users only! This probemix enables you
to quantify genes or chromosomal regions in which the occurrence of copy number changes and methylation
status of the GNAS locus are not yet well-established and the relationship between genotype and phenotype
is not yet clear. Since it will not provide you with clear cut answers, interpretation of results can be
complicated. MRC-Holland can only provide limited support with interpretation of results obtained with this
product, and recommends thoroughly screening any available literature. Suggestions from specialists for
improvement of this product or product description are highly appreciated.

Albright hereditary osteodystrophy (AHOD) is a complex dysmorphology and endocrine syndrome
characterised by short stature, round face, brachymetacarpia, subcutaneous ossification and various degrees
of neurobehavioral defects and developmental delay. It is caused by heterozygous inactivating GNAS
mutations. Some patients suffer from hormone resistance, mainly parathyroid hormone, leading to
hypocalcemia, hyperphosphatemia, high plasma PTH levels and obesity and their condition is referred to as
pseudohypoparathyroidism (PHPIa). AHO in the absence of hormone resistance is called
pseudopseudohypoparathyroidism (PPHP). In addition to PHPIa and PPHP, aberrations in the GNAS locus
can cause PHPIb, which refers to cases in which some of the endocrine disturbances found in PHPIa occur in
the absence of the physical features typical of AHO. Clinical overlap between PHP1a and PHP1b is thought to
be caused by variable levels of Gya activity expressed in specific cell types. GNAS encodes the G.a protein,
which is the a-subunit in the heterotrimeric G protein. Gy is expressed biallelically in most tissues but its
expression is silenced from the paternal allele in a small number of tissues (S. Turan and M. Bastepe, 2013,
Horm Res Faedliatr, 80:229-241).

Maternally derived mutations are usually associated with PHPIa, while PPHP is caused by patemally derived
mutations. PHPIb is caused by deletions in one or several of the four differentially methylated regions
(DMRs, see Figure 1) of the GNAS locus or by deletions in the STX16 gene.

The GNAS locus is a complex imprinted locus that generates multiple transcripts through the use of several
alternative first exons that splice into a common set of downstream exons, see Figure 1. The GNAS gene (13
exons) spans ~58 kb of genomic DNA and is located on chromosome 20q13.32, 58.9 Mb from the p-
telomere.

Due to differential methylation of their promoters, most gene products originate from one parental allele.
Transcripts GMNASXL, which encodes XLas, GNAS1A (also referred to as A/B) and the antisense transcript
NESPAS (also referred to as GNAS-AS1) are transcribed from the paternal allele, while NESPS5 (also referred
to as NESP, or GNAS transcript variant 4) is transcribed from the maternal allele. The most downstream
promoter (GNAS exon 1) is not differentially methylated, which results in GNAS expression from both alleles
in most tissues.

The Gea and XLas transcripts are involved in downstream signalling from parathyroid hormone (PTH),
parathyroid hormone related protein (PTHIP) receptors and other hormone receptors like TSHR and GHRHR.
The GNASLA transcript and the antisense transcript NESPAS are not translated into proteins, but are thought
to influence G.a expression via mechanisms that remain to be determined. The STX16 gene, lastly, is a long
range control element of methylation at the GNAS locus, located more than 220 kb centromeric of GNAS.

This SALSA® MS-MLPA® probemix is intended to provide information on deletions, duplications and aberrant
methylation of sequences in the 20g13.32 GNAS region. Besides the detection of aberrant methylation, all 32
target probes present will give information on copy number changes in the analysed sample. The ME031-B2
GNAS probemix contains 25 probes specific for the GNAS locus, 6 for the STX16 gene, located ~220 kb
centromeric of GMAS and one for the TH1L (also referred to as NELFCD) gene, located 90 kb telomeric of
GNAS. Of these, 18 contain a Hhar restriction site and provide information about the methylation status of
the target sequence. The probe targeting the THIL gene also contains a Ahal recognition site (unmethylated
in normal blood-derived DNA).

SALSA® MLPA® probemix MEO31 GNAS Page 1 of 10
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In addition, 11 reference probes on different chromosomes and two MS-MLPA digestion control probes are
included. The digestion control probes indicate whether or not restriction endonuclease digestion in the MS-

MLPA reaction was complete.

et

Figure 1. DMR 1, 2, 3 and 4 of GNAS

4 3 2 1
BNAS locus depicted as ——- for the unmethylated
A 7 2 i allele and ++++" for the methylated allele:
A e 1. Unmethylated, promoter GNAS;

2. Matemally methylated, GNAS exon 14;

3. Matemally methylated, covers GNASXL and
NESPAS promoters;

4. Patemally methylated, covers NESPS3
promoter.

Exons are depicted as boxes, with filled boxes
indicating coding and open boxes indicating

non-coding exons or regions. Transcription
stant sites and direction of fransaiption are
indicated by arrows. Mot all altemative splicing events of NESPAS are depicted. Furthermare, exons 3-12 of GNAS and
minor altematively spliced exons are omitted. Adapted from Kelsey 2010.

This SALSA® MS-MLPA® probemix can be used to detect aberrant methylation of one or more sequences
within the GNAS complex locus. Methylation levels can be different for different tissues. Please use DNA
derived from the same type of tissue and purified by the same method as reference samples. This SALSA®
MS-MLPA® probemix can also be used to detect deletions and duplications of one or more sequences in the
GNAS region in @ DNA sample. Heterozygous deletions of recognition sequences should give a 35-50%
reduced relative peak height of the amplification product of that probe. Note that a mutation or
polymorphism in the sequence detected by a probe can also cause a reduction in relative peak height, even
when not located exactly on the ligation site! In addition, some probe signals are more sensitive to sample
purity and small changes in experimental conditions. Therefore, deletions and duplications detected by MLPA
should always be confirmed by other methods. Not all deletions and duplications detected by MLPA will be
pathogenic; users should always verify the latest scienfific literature when interpreting their findings. We
have no information on what percentage of defects in these genes is caused by deletions/duplications of
complete exons. Finally, note that most defects in these genes are expected to be small (point) mutations
which will not be detected by this SALSA™ MLPA® test.

SALSA® MS-MLPA® probemixes and reagents are sold by MRC-Holland for research purposes
and to demonstrate the possibilities of the MLPA technique. They are not CE/FDA certified for
use in diagnostic procedures. Purchase of the SALSA® MS-MLPA® test probemixes and reagents
includes a limited license to use these products for research purposes.

The use of this SALSA® MS-MLPA® probemix and reagents requires a thermocycler with heated lid and
sequence type electrophoresis eguipment. Different fluorescent PCR primers are available. The MLPA
technique has been first described in Nucleic Acid Research 30, €57 (2002). The MS-MLPA method for the
detection of both copy numbers and methylation changes was described in Nucleic Acid Research 33, 128
by Nygren et al. 2005.

References for SALSA™ MS-MLPA® probemix MEO31 GNAS

= de Lange, IM et al., 2016. Macrosomia, obesity, and macrocephaly as first dlinical presentation of PHP1b
caused by STX16 deletion. 4m J Med Genet Part A. 170:2431-2435.

= Takatani, R et al, 2016. Analysis of Multiple Families With Single Individuals Affected by
Pseudohypoparathyroidism Type Ib (PHP1B) Reveals Only One MNovel Matemally Inherited GNAS
Deletion. J Bone Miner Res. 31:796-805

= Garin, I et al, 2015. European guidance for the molecular diagnosis of pseudohypoparathyroidism not
caused by point genetic variants at GNAS: an EQA study. Eur J Hurm Genet. 23:438-444.

= Bakker, B et al., 2015. A girl with Beckwith-Wiedemann syndrome and pseudohypoparathyroidism Type
1B due to multiple imprinting defects. 7 Clin Endocr Metab. 100:3963-3966.

= Yuno, A et al., 2013, Genetic and epigenetic states of the GNAS complex in pseudchypoparathyroidism
type Ib using methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification assay. Fur J
Endocrinol, 168:169-75.

SALSA® MLPA® probemix MED31 GNAS Page 2 of 10
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* Jin, HY et al., 2011. Clinical characterization and identification of two novel mutations of the GNAS gene
in patients with pseudochypoparathyroidism and pseudopseudohypoparathyroidism. Clin Endocring! (Oxi).
75:207-13.

More information

Website : www.mlpa.com
E-mail @ info@mipa.com (information & technical questions); order@mipa.com (for orders)
Mail : MRC-Haolland bv; Willem Schaoutenstraat 1, 1057 DL Amsterdam, the Netherlands

Methylation-specific MLPA

Please note that each MS-MLPA reaction generates two samples that need analysis by capillary
electrophoresis: one undigested sample for copy number detection and one digested sample for methylation
detection.

A modification of the MLPA technique, MS-MLPA allows the detection of both copy number changes and
unusual methylation levels of 10-50 different sequences in one simple reaction. MLPA probes for methylation
quantification are similar to normal MLPA probes, except that the sequence detected by the MS-MLPA probe
contains the sequence recognized by the methylation-sensitive restriction enzyme Afhall Similar to ordinary
MLPA reactions, the MS-MLPA protocol starts with sample DNA denaturation and overnight hybridisation.
The reaction then is split into two tubes. One tube is processed as a standard MLPA reaction. This reaction
provides information on copy number changes. The other tube of the MLPA hybridisation reaction is
incubated with the methylation-sensitive Hfal endonuclease while simultaneously, the hybridised probes are
ligated. Hybrids of {unmethylated) probe oligonucleotides and unmethylated sample DNA are digested by
the Hhal enzyme. Digested probes will not be exponentially amplified by PCR and hence will not generate a
signal when analysed by capillary electrophoresis. In contrast, if the sample DNA is methylated, the hemi-
methylated probe-sample DNA hybrids are prevented from being digested by Hhaf and the ligated probes
will generate a signal.

The MS-MLPA technique should always be internally validated before use in your laboratory. Results of MS-
MLPA are highly dependent on the Hhal enzyme used. Hhal enzymes that are resistant to heat inactivation
are NOT compatible with the MS-MLPA technique and will give aberrant results. These include, but may not
be limited to, Thermo Fisher Scientific enzymes Hhal, ANZA 59 Hhal, and FastDigest Hhal. We recommend
using Promega’s Hhal enzyme (R6441) as this is the only restricion enzyme that has been validated for use
with MS-MLPA by MRC-Holland.

Additionally, the results of methylation-specific MLPA probes tested on chorionic villi samples (CVS) might
not reflect the actual epigenetic constitution of the foetus. This is because the locus of interest might not
have reached its final imprinting status in CVS (Paganini et al, 2015). Furthermore, Paganini et al.
demonstrated that the rate at which the imprinting is set may differ between and even within loci.
Consequently, the use of this product on CVS samples should involve examining and validating the
methylation status of each individual M5-MLPA probe.

More information about MS-MLPA can be found in the MS-MLPA protocol.

Please note that this product can not be used with an alternative protocol in which the genomic DNA is first
digested with Hhal, followed by MLPA reactions on both digested and undigested genomic DMA.

Digestion control probes

The target sequences of the digestion control probes are unmethylated in most blood-derived DNA samples.
The signals of the digestion contral probes should be gone upon complete digestion by Hhal

SALSA® MLPA® probemix ME031 GNAS Page 3 of 10
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Data analysis

The MED31-B2 GNAS probemix contains 45 MLPA probes with amplification products between 126 and 500
nt. In addition, it contain 9 control fragments generating an amplification product smaller than 120 nt: four
DNA Quantity fragments (Q-fragments) at 54-70-76-82 nt, three DNA Denaturation control fragments (D-
fragments) at 83-92-96 nt, one X-fragment at 100 nt and one Y-fragment at 105 nt. More information on
how to interpret observations on these control fragments can be found in the MLPA protocol.

The analysis of MS-MLPA probemixes consists of two parts: 1) determining copy numbers by comparing
different undigested samples (all MLPA probemixes), and 2) determining methylation patterns by comparing
each undigested sample to its digested counterpart (MS-MLPA probemixes only). The second part is unique
for MS-MLPA probemixes and serves to semi-quantify the percentage of methylation within a given sample.

1) Copy number analysis

Intra-sample data normalisation (all samples)

For analysis of MLPA results, not the absolute fluorescence values but “intra-normalised” data are used
(relative peak heights). The data generated in the digested and undigested sample should first be
normalised intra-sample by dividing the signal of each probe by i efer i i
sample, thus creating as many ratios per probe as there are reference probes. Subsequently, the median of
all these produced ratios per probe should be taken; this is the probe's Mormalisation Constant. This
Normalisation Constant can then be used for sample to reference sample comparison, both for copy number
and digestion determination.

\
|

The final probe ratio, or ploidy status, of each probe in each sample is calculated by dividing a) the
MNormalisation Constant of each probe obtained on the undigested test sample by b) the average
Normalisation Constant of that probe obtained on the undigested reference samples.

2) Methylation analysis (comparing digested and undigested samples)

The methylation status of each MS-MLPA probe® in each sample is calculated by dividing a) the
Normalization Constant of each probe obtained on the digested test sample by b) the Normalization
Constant of each MS-MLPA probe obtained on the comresponding undigested sample. Multiplying this value
by 100 gives an estimation of the percentage of methylation. Aberrant methylation can then be identified by
comparing the methylation status of one or more MS-MLPA probes in the sample in question to that
obtained on reference samples.

*Notes:
* Most MS-MLPA probes target a single &#hal site in a CpG island; if methylation is absent for a particular
CpG-site, this does not necessarily mean that the whole CpG island is unmethylated!
* Rare cases are known in which an apparent methylation of a methylation sensitive probes proved to be
due to a sequence change in, or very nearby an Hhalsite.
» With this probemix no discrimination between uniparental disomy and imprinting defects can be made.
For this, it is necessary to perform microsatellite analysis in the patient and parents.

Data normalisation should be performed within one experiment. Only samples purified by the same method
should be compared. Confirmation of most exons deletions and amplifications can be done by e.g. Southem
blotting, long range PCR, qPCR, FISH.

Note that Coffalyser, the MLPA analysis tool developed at MRC-Holland, can be downloaded free of charge
from our website www.mlpa.com.

This probemix was developed at MRC-Holland.

Info/remarks/suggestions for improvement: info@mlpa.com.

SALSA® MLPA® probemix MED31 GNAS Page 4 of 10
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Table 1. SALSA MS-MLPA ME031-B2 GNAS probemix

%_meﬂwlal:ed Ya Chromosomal position
Length (nt) SALSA MLPA probe Hhal | innormal | expected
site blooc:)—ﬂ:nvad re?:lmgl reference GMNAS region
uction
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity: only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome
196 = Ezglisgr;n control  probe  50750- i 0% 100% 2012
132 Refergnce probe 00797-123139 5031
137 NESPAS probe 18104-123354 Exon 4
148 « A STX16 probe 03271-123303 + 0% 100% Exon 1
154 Refergnce probe 05751-1L05189 5p12
160 GMNASXL probe 18125-125598 + 50% 50% Exon 1
166 NESPAS probe 03577-L23093 + 50%% 0% Exon 1
172 STX16 probe 03872-102320 Exon 3
184« TH1L probe 04464-103336 + 0% 100% Exon 1
193 Reference probe 03217-L02642 1025
197 NESP55 probe 04370-123097 + 50% 50% Exon 1
202 Reference probe 03709-L03163 Qg22
208 Reference probe 09086-L09145 1g32
215 GMAS probe 03326-L22604 + 100% 0% Exon 9
223« A GMAS probe 03384-122605 + 0% 100% Exon 1
232 X STX16 probe 13105-5P0610-122532] Exon 4
238 « GMAS probe 06191-123094 + 50% 50% Upstream
244 STX16 probe 18195-124186 Exon 6
250 NESPAS probe 06190-L22606 0% 0% Exon 1
v bl 50% 50% Exon 1
274 Reference probe 15066-122482 4q3
283 GMAS probe 03387-L03335 + 100% 0% Exon 13
292 Refersnce probe 15724-L17704 12012
300 GMNASXL probe 03879-1.23095 + 50% 509 Exon 1
307 GNAS probe 05210-122675 Exon 4
315 GNASXL probe 15645122676 50% 50% Exon 1
PLK gﬁgﬁs probe  18127-5P000%4 50% 50% Exon 1
330 GMAS probe 15648-122678 Exon 11
337 Reference probe 02664-L02131 11q22
346 STX16 probe 03274-003322 Exon 9
355 « A GMAS probe 03383-123597 + 0% 100% Exon 1
364 NESPAS probe 18106-122533 Exon 3
373 GNAS probe 04465-L01523 Exon 6
gy | DOEn Qe ke B 0% 100% 3p14
301 Reference probe 00941-123598 8gl3
402 « GNAS probe 03332-122603 + 30% 30% Upstream
dlian || T WO RSN o 50% 50% Exon 1
418 STX16 probe 15645-117515 Exon 5
438 « GMAS probe 06193-L22608 Exon 3
454 GMAS probe 06194-122759 Exon 7
462 GNASXL probe 07523-L17516 + 0% 0% Exon 1
468 ¥ GMNASXL probe 21010-L24075 + 50% 50% Intron 1
481 Reference probe 12461-123226 22012
490 «H GNAS probe 13168-SP0615-122702 Exon 2
500 Reference probe 09682-122509 3p25
SALSA® MLPA® probemix MED31 GNAS Page 5 of 10
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¥ Chanoed in version B2 (from lot B2-0816 onwards). Change in length, no changs in sequence detacted.

# Digestion control probe: wams for insufficient digestion. Upon complete AHhal digestion, this probe should not give a
signal. This is either because the @iget sequence is unmethylated in most blood-derived DNA samples (382 nt probe) or
because the probe is digested regardless of the methylation status of target sequence (126 nt probe).

A Hhal-digestion of this probe can be considerad sufficient when <10% of the signal remains in the digested reaction
comparad to the undigestad reaction.

« This probe is located within, or close to, a very strong CpG island. A low signal of this probe can be due to incomplete
sample DNA denaturation, e.g. due to the presence of salt in the sample DNA.

K This probe consists of three parts and has two ligation sites.

- Hanking probe. Included to facilitate the determination of the extent of a deletion/duplication. Copy number
alterations of flanking and reference probes are unlikely to be ralated to the condition tastad.

Notes

* The GNAS exon numbering has changed. From description version 17 onwards, we have adopted
the NCBI exon numbering that is present in the NM_ sequence for this gene. This exon numbering used
here may differ from literature! The exon numbering used in previous versions of this product description
can be found between brackets in Table 2.

» The identity of the genes detected by the reference probes is available on request: info@mlpa.com.

Table 2. GNAS probes arranged according to chromosomal location

Length SALSA MLPA & i Hhar Genbank Chromosomal Distance to
(nt) probe it site Ligation site position next probe
s NM_001001433.2;
P R 755757 (exon 1)
148 « A 03871-123303 Exon 1 + 191-192 20013.32 16.1 kb
172 03872-103320 Exon 3 942-043 20g13.32 0.5 kb
232 W 131?3:25520;10' Exon 4 1097-1098, 1124-1125 20q13.32 12 kb
418 15646-L17515 Exon 5 2 it before exon 5 20q13.32 1.3 kb
244 18195-1 24186 Exon 6 19 nt after exon 6 20q13.32 6.8 kb
346 03874-103322 Exon 9 2867-2868 20g13.32 162.3 kb
STX16 star codon 1730-1732 (exon 9)
o - NM_016592.3;
NESPSS stait codon 390292 (exon 1)
197 04870-L23097 Exon 1 + 4 nt before exon 1 20q13.32 0.2 kb
16126-5P0007- i ]
264 H 137614 Exon 1 + 180-181; 209-210 20013.32 0.2 kb
apey: | TR Exon 1 : 402-403; 435436 20q13.32 21 kb
NESP55 stop codon 1125-1127 (exon 1)
NESPAS NR_002785.2
137 18104-123354 Exon 4 571-572 20g13.32 0.3 kb
364 18106-122533 Exon 3 507-508 200q13.32 8.4 kb
166 03877-123093 Exon 1 + 123-122 reverse 20g13.32 0.1 kb
= 18127-5P0009- 19-18, 17 nt before
321 125603 Exon 1 e 20g13.32 0.1 kb
250 06190-L22606 Exon 1 + 86 nt before exon 1 20q13.32 3.2 kb
GRS NM_080425.3;
GNASXL sia/t codon 235288 exons 1)
300 03879-123095 Exon 1 + 1217-1218 20g13.32 0.1 kb
160 18125-125598 Exon 1 + 1273-1274 20013.32 0.8 kb
462 07323-L17516 Exon 1 + 2103-2106 20013.32 0.1 kb
315 15643-122676 Exon 1 + 2188-2189 20g13.32 0.8 kb
468y | 21010124075 Tnitron 1 : GO 20013.32 31 kb
GMNASXL sfop codon 3307-3399 (exon 13)

SALSA® MLPA® probemix ME031 GNAS Page 6 of 10
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SALSA MLPA G J Hhal Genbank Chromosomal Distance to
(nt) probe i site Ligation site position next probe
g NM_001077488.3;
GNAS start codon 455427 (exon 1)
Upstream 2.3 kb before exon 1;
238 « 06191-123094 [E.'-:onhlA] + NM_OIJ]._30984EI.1; 200q13.32 0.3 kb
54 nit before exon 1
Upstream 2 kb before exon 1;
402 « 03382-122603 el + NM_001300840.1; 20q13.32 24 kb
(Exon 14) 210211
359 « A 03883-1.23597 Excon 1 + 446-445 reverse 20q13.32 0.1 kb
223 « A 03884-122605 Exon 1 + 498-499 20g13.32 3.8 kb
ok | I Exon 2 SR 20013.32 34 kb
438 « 06193-122608 Exon 3 G65-666 20g13.32 4.6 kb
307 05210-1 22675 Exon 4 702-703 20g13.32 1.9 kb
373 04465-101523 Exon 6 893-3906 20g13.32 3.7 kb
454 06194-122769 Exon 7 9 it before exon 7 20q13.32 0.4 kb
215 03386-122604 Exon 9 + 1116-1117 20g13.32 0.5 kb
330 15643-1 22678 Exon 11 1349-1350 20g13.32 0.7 kb
283 03887-103335 Exon 13 + 1488-1489 20g13.32 706 kb
GNAS sfoo cooon 1610-1612 {exon 13)
184«— | (4464103336 | THilexonl | + | NM_198976.2; 104-105 | 20q13.32 | 20013.32

¥ Changad in version B2 (from lot B2-0816 onwards). Change in length, no change in sequence detected,
A Hhal-digestion of this probe can be considered sufficient when <10% of the signal remains in the digested reaction

compared to the undigested reaction.

« This probe is located within, or close to, a very strong CpG island. A low signal of this probe can be due to incomplete
sample DNA denaturation, e.g. due to the presence of salt in the sample DNAL

M This probe consists of thras parts and has two ligation sites.

- Hanking probe. Included to facilitate the determination of the extent of a deletion/duplication. Copy number

alterations of flanking and reference probes are unlikely to be related to the condition tested.

The NM_001001433.2 sequence for STX16, the NM_001077488.3 sequence for GNAS, and the NR_002785.2
sequence for NESPAS are reference standards in the NCBI RefSeqGene project. The other NM_ sequences
for NESPS5, GNASXL and THIL are no reference standards in the RefSeqGene project.

Notes

= The GNAS exon numbering has changed. From description version 17 onwards, we have adopted
the NCBI exon numbering that is present in the NM_ sequence for this gene. This exon numbering used
here may differ from literature! The exon numbering used in previous versions of this product

description can be found between brackets in Table 2.

= The identity of the genes detected by the reference probes is available on request: info@mlpa.com.

SALSA® MLPA® probemix MEO31 GNAS
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Table 3. Sequences detected by the MEO31-B2 probes

Lenath SALSA MLPA = = z
{nt) probe Partial sequence with Hhalsite
= GTATGCTGETEGTAGGGACACTTTGGA-
126 S0750-L21493 | \rrecaTTo6CATTGEGETETCTTTGTTAAGTGECTGECCAGTABBBETETCCTGT
132 00707-123130 | CCTCACATTGTCACTGCAAATCGACACCTAT-TAATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCOCOCT
137 18104-123354 | GTCGAGGAGAGCACGCCTTCCCTTCCGA-AGGTGRCGTTACCAGATTGCTGCCGTTTTTGTGCTGES
148 03871-123303 GCCTCAGCAGGTTCAGACA-AGTCCCCAGAAGGGAGCT GCAGBOECCCTCGAGT
154 05751-L05139 GEGATGGTTETCTTCAGTTCT-TAGTACCACTACTGCAGGACTTCCCACCAGATTGCTGGGET
160 18125-125598 CTAA AACATGGACAGCCCCCCAA-TOBOGETTGA CCCATCAAGGT
166 03877-123093 | COGCTOGGCAACCTETGGCATGAGGAAGA-GTGACCCCACGEOBETAGCEETOCTCSTGGTCTTCCA
172 03872-L03320 | GGCACTGGTGTCAGGCATCAGCTTAGA- TCCAGAAGCAGCGATTGGT GTGACAARRCGGCCACCT
184 ¥ M464-103336 | GGECCETECOGEECECCATCAT-GEACGAGEACTACTACGEGEABOECGGCOGAGTEE
193 03217-L02642 | CTCOCAGCATGCCTCACAAAGAGAGATATT-TTGACCGCATCAATGAAAAT GACCCAGAATACATTAGGGAGAG
197 4870-123007 | CACGGCAGAAGTCCGGEOGCGCAACT-TCGCAGAACCTCACTGCCCGTOOCTCCTCGE
202 03709-L03163 | CTGATGACGGTCGAGCTGTTCGGCATG-ATGEECCTCATCGGAATCAAGCTCAGTGCOGTES
208 09086-L00145 | GAGCAAAGGCACCAAGATGTGACACTA-CTGGACTGCCAAGCTATTCAGTGTGECAGAGTAGEEL
215 03886-1 22604 | GTTTGACGTGEGTGGCCABCEOSATGA-ACGCCGCAAGTGGATCCAGTGCTTCAACGGTAGGATGE
223 03584-122605 | GAGGAGALGEOGLAGCGTGAGGCCAACAALAL-GATCGAGAAGCAGCTGCAGAAGGACAAGCAGGTCTAC
333 18105-5P0610- | COCATTTAAACAGACCCACCITGEATGACA-BLAGCEAAGAGEAACATECCATTGAGA-
122532 TAACTACCCAAGAGATCACTCAGGTGAGGAGTGCAAGTGAGTCCTG
238 00191-123094 | CCAGTGCGTCOCCEGTEGGOCGATT TT-TOBCEET TCCCCTTCSETTTATAGGGGECCGETGE
CCATTTACCATCGGETACGTGAACGGGCTGCAA-
20 18195124186 | 4\ TGATTECTGTETCTGTGCACCOCATTCT GCATCTTTCACCTCCTAGACCT
250 06190-L22606 | CTCOGACCCCAGCBCCGGGTCAGCCA-TTGEGCAGGEETCATGCCAATCARG! €T
364 18126-5P0007- | CATCOCTTCTTCTTGCTCAGAGAGECA-AGCAAGEEEEGCAGCTTTAGAAAS
122614 ARGTGGTCAGGAAGGTAGGTGCTTCCCTTTT
CACTGCATAGTGGGGATGEGCTCECAAC CTTCATTCTGGAA-
274 15066-L22482 | 4 oA a GG TTAT GTGARGATACTTACOCCTOAAGAAGARATTTTCAAGGAGEL
283 03887-L03335 | GAGGATCAGCACTGOCAGTGGAGA-TGGGCGTCACTACT
202 15724-L17704 | GAGGTCCAGAATTACACAGCTTGTTAGTGATC-AGGCCAAC CCAGAGCAGGTATGTGGGTA
300 03879-123095 | CGATCTCCGGACCCCCGTTCGAGAT-TGGCABCGLCCCCGLTGEGETCGACGACACTCICC
0T CCTTTTC CAATCCCACTGCAGTGAGAAGGCAACCAAAGT-
a0z DE2 0129673 GCAGGACATCAAAAACAACCT GAAAGAGGCGATTGAAGTACET
31579 15645-1 22676 | CCTCOCCAGCCCAAAGCCTOBOGCTCTCTCA-AGGTCAAGAAGGTACCOCTGECGGAGAABEEEAGA
01 18127-SP0009- | CCTOSACTGGT TGACACCCCAGE CCTCTTCRGGE0ET-
L25603 GCBBEBCCCCCTATTGGACCTCCCACOCATA-TCOGGTTTCCEGTCTEACGCCCOCTCGITCAT
330 15648-122678 AAAGTCCTTGCTGEGAANTCGAAGA-TTGAGGACTACTTTCCAGAAT TTGCTCGCTACACTACTCC
337 02664-L02131 CTTT T TCCGATGC-TGT TT GGATAAAAAATCACAAAGAACAATGCTTGCTETTGTSGACTA
346 03874-L03322 | GGACTGGGGECATCTTGACTAGGA-AGCTCCTCGTTTGTGTGAGCETGGETCAGACOSE
335 03883-123597 | CCTCGTIEOGETGGTCCTCEGTCTT-ACTGTTOCCGAGECAGCCCATGGCGGCGGECGECE
364 18106-122533 | COACGOCTTTCCTACGGAATAGGTCIT-GEAAGGAAGACCATTTAS CCTTCTATCATCATCCTTTTCTT
373 04465-L01523 | CATGCCAAGGCTCTGTGGGAGGAT-GAAGGAGTGCETGCCTGCTACGAACECTCCAACBAGTACCAGT
382 18124123096 | CCAGGGECELSGGTCTEGGTTTCCACGC-GCETCAGSTCATCACCCCGGAGOCCAGTGES
391 09041-1 23508 | CCTGAGACAAGGATTGGCATTCAGTCAAAT-CTATCETTTTTOCT TGTCTGATGGCACTCTTGTIGLTG
402 % 03882-L.22603 GCAGBCGCTGOCTTGOGTGT-GAGTGCACCTCACTCACATGTAAGTCGGGGAGCEE
. 18194-SPO008- | CCTTCTCGETGTETECCTAAGAGGATGGATCGGAGGT-COCGGGLTCAGCAGTGEEECCGAGCTCGCCATA-
411 121093 ATTACAACGACCTGTECOCGCCCATAGGCCGECCEGE
418 15646-L17515 CTT-AGCTCTTCCACAGGTGOCAGCGTGCOGT
427 15730-L17710 -ACTTCTTGGCCTGAGGAAGAAS AGCATCCACCAAGCCTAT
438 06193-1 22608 | COGCEAAGAGGACCOECAGGLTGLAA-GGAGCAACAGCEATGEGTAGECACATTCARAACC
454 06104-122760 | CCTGTGAACACCCCACGTGTCTTTCTTT-TTCTOCCAGCTTCCTGGACAAGATCGACGTGATC
462 07523-L17516 AAGCCOCAGOGCAACTT-ACTCOGCAACTTTCTCGTGLAAGCCTTOGGE
CCAGTCGCAGGTACCACCAGAGTOTGCGAACAGCGAAAGTTT-
Ao A0 23045 TTTGLCCEGECCATGE0ECAAACCACAACACAGCCTEA
481 12461-123226 | CCTCTTCCATAACT TACACCCATCTCCAGTGCT-AAGAACTCAGGCCTTCCTCTTTGCTCTTCCTTTCAGAGAS
400 18168-SP0618- | CAATTCCCCCTGCACAGATT TGACACTTACTCTCCATTAAACCCATTA-ACATGCAGGATOCTCATCTGCT TCACAA-
122702 TGGTGCTTTTACCAGATTCTCCAGCACCT AGAAAATGAAAGTAAGTCTCAGET
s00 00682-122500 | CCTGCATTAAGAGCTACCTGATCGAGATCCAGT GLATCAGCCACA

TCTACTCACTCTGCATC ACCTTCTGCAACCCACTCTTC

The Hharsites are marked with grey. Ligation sites are

marked with —.

% Please note that the 184 nt, 315 nt & 402 nt probes contain two Ahal sites.

SALSA® MLPA® probemix ME0D31 GNAS Page & of 10
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SALSA MS-MLPA probemix ME031-B2 GNAS sample pictures

MED31-B2-0816 undiigested male DNA

T
40
800

481

4000—
3500+ [
2 5
3000 E- ET 3
EI- T § 8 g =
ol R | BBl 8 = 7 3
2300 Ik 8 Eﬂﬁ TE| (7 EE = oy
S . 5 o=
=) ] = e 3
LT
1500 E
1000 —
S00—
] 3 I\.
& 3

Figure 2. Capillary electrophoresis pattern of a sample of approximately 50 ng undigested human m
control DNA analysed with SALSA MLPA probemix ME0O31-B2 GNAS (lot B2-0816) for the quantification

copy numbers.

MED31-82-0816 digested male DNA
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Figure 3. Capillary electrophoresis pattern of a sample of approximately 50 ng digested human male control
DMA analysed with SALSA MLPA probemix ME031-B2 GNAS (lot B2-0816) to determine the methylation

status.
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Implemented Changes — the following has been altered compared to the previous product
description version(s).

Version 19— 07 June 2017 (16)

- Motification regarding the methylation status of CVS samples added undsr the Methylation-specific MLPA section on
page 3.

- Adapted Figure 1 inserted.

- Double information about Hhal enzymes removed on page 3.

Version 18 — 05 December 2016 (15)

- Warning regarding Hhal enzymes that are resistant to heat inactivation added under Methylation-specific MLPA
section.

Version 17— 17 November 2016 (14)

- Product description adapted to a new product version (version number changed, lot number added, small changes
in Table 1 and Table 2, new pictures includad).

- New references added on page 2.

- Bxon numbering of the GNAS gene has been changed in Table 1 and Table 2.

- Ligation sites of the probes targeting NESPSS and GNAS updatad according to new versions of the NM_reference
SeqUEnces.

- Small changes of probe lengths in Table 1 and 2 in order to better reflect the true lengths of the amplification
produdts.

Version 16 — 29 May 2015 (13)

- Bxon numbering for the 469 nt probe comectad in Table 1 and Table 2: corredt location of probe is infron 1, or 609
nt after exon 1 reverse; Exon numbering for the 238 nt and 401 nt probes corrected from 1 to 1A in Table 1 and
Table 2; Direction of 490 nt probe corrected to “reverse’ in Table 2.

- Updated information on page 1.

- Reference added on page 2.

- Information on digestion control probes added on page 3.

- Adjusted taxt on data analysis on page 3 and 4.

- Minor textual and layout changes.

Version 15 (11)

- Error in table 1: exon numbering of 232 nt STX16 probe 18103-SP0610-L22532, 364 nt NESPAS probe 18106-

122533 and 223 nt and 490 nt GNAS probes 03884-122605 and 13168-SP0618-122702 resp. changed.
Version 14 (11)

- Error in Table 2 comected for 469nt probe. Comrect location of probe is 609 nt after exon 2 reverse (instead of after
exon 1 reverse).

- Minor textual changes.

Version 13 (10)

- Product description adapted to a new product version: version number changad, lot number added, changes in
Table 1 and Table 2, new dectropherogram pictures included. The electropherogram pictures generated with the
‘old” MLPA buffer are omitted.

Removed the paragraph about digestion control probes on page 3.

Changed term relative peak area into relative peak height.

- Changed name of NESP gene into NESPSS.

Cha nge in text on page 1: MRC-Ho 7 el ferd U Fwith intarpretation of results obtained with

this product. and recommends 'F'ofmgh,yffex- g any availzble i

More elaborate description of GNAS locus and associated disorders on page 1.
New references added on page 1.
- Changed exon numbering in Table 1 and Table 2.

Changed information in Table 1 and Table 2 for the probes that show a change in length, but no change in

sequence detected and the digestion control probes.

Added information in Table 1 and Table 2 about the probes located within or close to a CpG island and about the

THIL flanking probe.

NM-sequence and ligation site of 184 nt TH1L probe updated in Table 1 and Table 2.

Corrected % methylated in normal blood-derived DMNA and % expected signal reduction in Table 1 for 315 nt
GMNASKL probe 15645-L22676, 321 nt MESPAS probs 18127-SP0009-125603, 401 nt GNAS probe 03882-122603 and
411 nt NESP55 probe 18194-SP0008-121093.

- Correction for 215 nt and 283 nt GNAS probes 03886-L22604 and 03887-L03335, respectively: Hhal site indicated in
Table 1 and Table 2; % methylated in normal blood-derived DMA and % expected signal reduction added in Table 1.

- Changed information about reference standards in the NCBI RefSeqGene project on page 6.

Version 12 (06)
- Electropherogram pictures using the new MLPA buffer (introduced in December 2012) added.
Version 11 (06)

- Spelling mistake in gene name corected on page 1.

SALSA® MLPA® probemix MED31 GNAS Page 10 of 10




Anexo F: Sindromes detectadas pelo kit de MLPA P064

Syndromes that can be detected by the P064 probemix

Syndrome Genetic locus OMIM Number of probes
1p36 deletion syndrome 1p36 607872 4
Wolf-Hirschhorn syndrome 4p16.3 194190 4
Cri-du-Chat syndrome 5pi5 123450 5
Sotos syndrome 5q35.3 117550 3
Saethre-Chotzen syndrome 7p2l.i 101400 2
Williams-Beuren syndrome 7q11.23 194050 3
Williams-Beuren duplication syndrome 7g11.23 609757

Langer-Giedion syndrome 8q24.11-q24.13 150230 3
WAGR syndrome 11p13 194072 3
Prader-Willi syndrome 15q11.2 176270 4
Angelman syndrome 15qg11.2 105830

Rubinstein-Taybi syndrome 16p13.3 180849 2
Miller-Dieker syndrome 17p13.3 247200 4
Lissencephaly-1 17p13.3 607432

SALSA MLPA Probemix P064 Microdeletion Syndromes-1B

Page 1 of 14

MRC-Holland
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Product Description version C2-04; Issued 8 November 2019 T M ——

Syndromes that can be detected by the P064 probemix
Syndrome Genetic locus OMIM Number of probes
Smith-Magenis syndrome 17p11.2 182290 4
Potocki-Lupski syndrome 17p11.2 610883
Alagille syndrome 20p12.2 118450 2
DiGeorge syndrome 22g11.21 188400 ,
22q11.2 microduplication syndrome 22q11.2 608363
Phelan-McDermid syndrome 22q13 606232 2

122



Anexo G: Regibes investigadas pelo kit de MS-MLPA ME032

Table 1. SALSA M5-MLPA Probemix ME032-Al1 UPD7-UPD14

% Chromosomal position
Length Hhal | in normal s ngl8)
(nt) St o site | biood- | signal
derived | reduction |Reference|  Target
DMA
64-105 Control fragments — see table in probemix content section for more information
115 Reference probe SO0864-124551 21g22
124 MEG3 probe 50912-| 25282 + 50% 500 MEG3:TSS-DMR
130 Reference probe 00797-121056 5g31
135 « GRB10 probe 15742-L18941 + 500 50% (GRE10:alt-TSS-DMR
142 « A | PLAGL1 probe 18458-L74538 + 5006 50% PLAGLI :alt-TSS-DMR
147 MEG3 probe 18332-1 24736 MEG3/DLKL:IG-DMR
152 « A | GRB10 probe 15744-124405 + 50% 500 (GRBE10:alt-TSS-DMR
157 « PLAGL1 probe 18460-L24410 + 50% 50% PLAGLI :alt-TSS-DMR
161 « A | GRB10 probe 15746-124414 + 500 50% (GRE10:alt-TSS-DMR
168 Reference probe 08223-1 24899 10q26
174 n Digestion control probe 18383-1L24737 + 0% 100% 13q14
176 MEG3 probe 18333123246 MEG3/DLKL:IG-DMR
184 « MEST probe 15749-L17768 + 5006 500 MEST:alt-TSS-DMR
190 « MEST probe 15750-L17769 + 500 50% MEST:alt-TSS-DMR
196 Reference probe 16425-L18878 1821
202 ¥ | MEST probe 18334-5P0642-123247 Exon 12
208 Reference probe 09086-L09145 1g32
214 Reference probe 07733-L07423 20q13
220 MEG3 probe 15754-L 18942 + 500 50% MEG3:TS5-DMR
226 Reference probe 15079-124418 15q25
231 « A | PLAGL1 probe 15755-124417 + 50% 50% PLAGLI :alt-TSS-DMR
238 PLAGL1 probe 18335-L23248 Exon 9
247 MIR380 probe 15481-L18864 + 100% 0% Exon 1
256 « MEST probe 15756-L17775 + 500% 50% MEST:alt-TSS-DMR
265 Reference probe 06800-L02040 22912
SALSA MS-MLPA Probemix ME032-A1 UPD7-UPD 14 Page 5 of 10

MRC-Holland
Product Description version A1-02: Jssued 19 September 2019 T e —
% Chromosomal position
Length hal | i norma | expected hats)
n Mo,
(nt) SALSA MLPA probe site | blood- signal
derived | reduction |Reference|  Target
DNA
274 RTL1 probe 18336-123249 Esxon 1
283 « DLK1 probe 15758-L17777 Exon 3
292 Reference probe 15724-L17704 12q12
300 MEG3 probe 15759-L17778 + S50% 50% MEG3: TSS-DMR
310 PLAGL1 probe 18337-L23250 Exon B
3194 GRB10 probe 18338-L23251 Exon 4
332 Reference probe 08741-125305 9g21
340 RTL1 probe 15763-L17782 Exon 1
347 DLK1 probe 15752-L18818 Exon 4
356 « m | Digestion control probe 02801-L25300 + 0% 100% 625
364 Reference probe 16564-L19055 11g13
373 PLAGL1 probe 18340-L23253 Exon 4
383 MEG3 probe 18341-L23254 Exon 11
391 Reference probe 12928-114079 2p23
400 MEG3 probe 15766-124901 Exon 13
409 GRB10 probe 18342-124900 Exon 17
418 MEST probe 18343-L23256 MEST:alt-TSS-DMR
427 GRB10 probe 18381-L23252 Exon B
436 Reference probe 10093-L10517 Bg22
445 Reference probe 15733-117713 1p13
454 Reference probe 11712-1 20235 17a25




Anexo H: Regides investigadas pelo kit de MLPA P147

Table 1. SALSA MLPA P147-B2 1p36 probemix

124

Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe SR 1p36
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
B88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 X-fragment: Specific for the X chromosome

105 ¥-fragment: Specific for the ¥ chromosome

130 = TNFRSF4 probe 02269-L01761 1p36.33
136 Reference probe 05070-L04470 2122

142 Reference probe 02326-1L01823 12q23

148 « GABRD probe 13354-L14784 1p36.33
154 Reference probe 17907-122212 8p21

160 = GABRD probe 04690-L04068 1p36.33
166 TNFRSF1E probe 00553-L00122 1p36.22
178 GNEBE1 probe 02890-L02511 1p36.33
184 CASP9 probe 02880-L02347 1p36.21
191 ACTRT2 probe (4694-L04072 1p36.32
196 « I1SG15 probe 04689-L04452 1p36.33
202 SCNN1D probe 04692-L04070 1p36.33
208 Reference probe 18847-1.24371 3pl4

214 AJAP1 probe 04704-L04082 1p36.32
222 KIF1E probe 04682-104451 1p36.22
229 « AGRN probe 04687-L04065 1p36.33
238 ICMT probe 04698-L04076 1p36.31
247 = PANK4 probe 01122-L00680 1p36.32
256 Reference probe 02501-101932 17q11

263 GNB1 probe 13358-L15767 1p36.33
269 « DVL1 probe 04688-L15768 1p36.33
276 MTOR probe 04679-L15769 1p36.22
283 NPHP4 probe 04700-L04078 1p36.31
292 Reference probe 04109-L03469 934

301 PEX10 probe 04678-L04057 1p36.32
310 TNFRSF1E8 probe 02270-L04450 1p36.33
319 DFFB probe 04696-L04074 1p36.32
327 « TP73 probe 01682-L01262 1p36.32
337 PLOD1 probe (M685-L04063 1p36.22
346 TNFRSF14 probe 04693-L04071 1p36.32
355 « PRDM2 probe 04702-L04080 1p36.21
364 CAMTAL probe 04695-L04073 1p36.23
373 Reference probe 03012-103013 934

382 « PRDM2 probe 03423-L04457 1p36.21
391 SLC45A1 probe 04697-L04075 1p36.23
399 « TNFRSF4 probe 09198-L15771 1p36.33
410 TNFRSF9 probe 02185-L15770 1p36.23
418 Reference probe 02670-L02137 11922

427 MTHFR probe 04684-L04062 1p36.22

436 « SKI probe 02891-L02359 1p36.33
445 EPHAS probe 03279-L02346 1p36.12
454 PARKY probe 02189-L02365 1p36.23
463 KIF1E probe 046580-L04059 1p36.22
472 PRDM16 probe 04703-L04081 1p36.32
481 Reference probe 12461-L23226 22q12

492 « CHDS probe 09114-L09174 1p36.31
500 Reference probe 17001-L22947 20q11




Anexo I: Regides investigadas pelo kit de MLPA P220

Table 1. SALSA MLPA Probemix P220-B3 Obesity
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Chromosomal position (hg18)"
Length (nt) SRL ML) e Reference Target exons Target region

f4-105 Corntrol fragments — see table in probemix content section for more information

130 Reference probe 13351-L14781 824

137 SIM1 probe 07292-119213 Exon 1

142 MC4R probe 02848-L02278 Exon 1
148 = CDK19 probe 03945-L03403 6g21

154 SIM1 probe 16068-L19470 Exon 1

160 MC3R probe 08885-L08941 Exon 1

166 Reference probe 12534-1L14278 934

171 SIM1 probe 07294-L17071 Exon 2

178 LEPR probe 21572-L30446 Exon 11

184 LEPR probe 08873-L19206 Exon 18

196 LEPR probe 08867-L08923 Exon 5

202 LEP probe 08880-L08936 Exon 2

208 SEZ6L2 probe 11668-L12439 16p11.2
214 = C0Q3 probe 16153-L19387 6gl6.2

220 POMC probe 08879-LO8Y35 Exon 4

226 SH2B1 probe 1515516929 16p11.2

233 MC4R probe 15154-125342 Exon 1
238 + MC3R probe 08884-L08940 Exon 1

244 Reference probe 08051-L07832 Spl5

250 LEPR probe 08868-L16799 Exon 7

265 LEPR probe 08874-L19305 Exon 20

270 SH2B1 probe 15158-L20075 16p11.2

276 Reference probe 08545-1L20076 3024

283 SIM1 probe 07299-L21259 Exon 7

295 SH2B1 probe 15157-L19310 16pi11.2
302 = NR2E1 probe 03939-109973 bg21
310 A LEP probe 15151-121098 Exon 3

316 SIM1 probe 07300-L21099 Exon 8

322 LEPR probe 08875-L21100 Exon 23

328 LEP probe 08881-L08937 Exon 3

337 Reference probe 09073-L09242 19p13

347 POMC probe 08877-L19217 Exon 2

355 LEPR probe 08866-L08922 Exon 2

364 SIM1 probe 07302-L06939 Exon 9

373 POMC probe 08878-L0O8934 Exon 3

382 LEPR probe 0B872-L0B928 Exon 16

392 SIM1 probe 07303-L09975 Exon 10

400 LEPR probe 08871-L08927 Exon 14
409 = GRIK2 probe 16154-L18338 6gl6.3

420 SIM1 probe 16155-L18783 Exon 11

427 LEPR probe 08869-L08925 Exon 9

436 MC2R probe 16156-L18688 Exon 2

445 Reference probe 12526-L13576 4025

454 POMC probe 08876-L19667 Exon 1

472 LEPR probe 15153-L17804 Exon 1

484 Reference probe 11603-L12350 13q14
4495 * Reference probe 224858-L24472 1221




Anexo J: Regides investigadas pelo kit de MLPA P224

Table 1. SALSA MLPA P224-B1 PPARG probemix

Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe reference PPARG
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
B8-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X¥-fragment: Specific for the X chromosome
105 ¥-fragment: Specific for the ¥ chromosome
160 * Reference probe 12741-L13835 2122
179 * 5 SYN2 probe 17006-L20053 Upstream
154 PPARG probe 06903-L07132 Exon 4
194 PPARG probe 06906-L07672 Exon 7
202 * Reference probe 11142-L11826 10g25
208 * Reference probe 05765-L05203 14g11
214 ¥ PPARG probe 06904-L21734 Exon 5
220 PPARG probe 06907-L07133 Exon 8
229 % Reference probe 05737-L10370 18g11
238 PPARG probe 06905-L06485 Exon 6
247 * Reference probe 08189-LOB0E3 11g12
259 PPARG probe 06900-L0&480 Exon 2
267 * Reference probe 14110-1L15943 8p21
274 %+ PPARG probe 16981-L20918 Exon 1
284 # PPARG probe 06901-L07674 Intron 2
202 %5 XPC probe 06114-L05569 Downstream
301 - GHRL probe 02266-L01752 Upstream
310 Reference probe 01293-L00838 9p2l
319 PPARG probe 065902-L06482 Exon 3
32B* x4 PPARG probe 17008-L20055 Intron 1
337 * Reference probe 01659-L01241 17p13
346 * Reference probe (4337-L20895 15g21
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I-26 - Investigation of patients with obesity and mental disability suspected of prader-willi like phenotype, with
multiplex ligation-dependent probe amplification
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INTRODUCTION: Prader-Willi Syndrome (PWS) is a complex multi-organ disease caused by the lack of expression of paternal genes
in 15q11-q13. Obesity can have different genetic causes. The monogenic forms (the one caused by mutations in genes with a role on
the melanocortin-leptin system, related to the hypothalamic energy balance, and the one caused by mutations in genes invalved in
the development of the hypothalamus), and the chromosomal forms. In the latter, the patient presents, along with obesity, other clinical
features, such as developmental delay and/or congenital characteristics such as PWS. PWS is the most frequent type of syndromic
obesity. OBJECTIVES: The objective of this study was to further investigate 38 patients who had PW phenotype but were negative
for alterations on 15q11-q13 using the MLPA technique. MATERIALS AND METHODS: All patients were tested with the methylation-
specific PCR testing to exclude alterations on15q11-q13. The subjects who had a negative result were tested with two MLPA kits
(Mulfiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MRC Holland, Amsterdam, Holland). Kit P224 was used for investigating eight
exons of the PPARG gene and P220 the following genes: EIF3H, SIM1, MC4R CDK19, MC3R, NUP214, LEPR, LEP, SE761 2,
C0Q3, POMC, SH2B1, DNAHS, ZIC4 NR2E1, CACNA1A, GRIKZ, LEF1, MC2R, SUCLAZ, RPGRIP1 and MYB. DISCUSSION AND
RESULTS: Qut of these 38 PW-like patients, two of them had positive MLPA results. One patient was an 18-year-old male, showing
a deletion in the 1p31.3 region, where the leptin receptor gene (LEPR) is located. The other patient was a 12-year-old female, with a
duplication of exon 6 of the peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG) gene. Both genes have already been reported
as having important role on energy balance. CONCLUSION: The results suggest that these mutations may contribute to obesity and
other PW-like characteristics. Although, other molecular techniques should be used to test this hypthesis. Keywords: Prader-Willi like,
LEPR gene, PPARG. Supported by: CAPES/ UNIRIO
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Investigation of Copy number variation (CNV) and genomic imprinting alteration
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ABSTRACT:
INTRODUCTION AND OBJECTIVES

Prader-Willi Syndrome (PWS) is a complex muli-organ disease caused by the lack of
expression of paternal genes in 15q11-913. Obesity can have different genetic causes.
The monogenic forms and the chromasomal forms. In the latter, the patient presents,
along with obesity, other clinical features such as developmental delay andfor
congenital characteristics such as PWS. PWS is the most frequent fype of syndromic
obesity.

The objective of this study was to further investigate 75 patients who had PW
phenotype but were negative for alterations on 15q11-q13, using the MLPA technique.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

All patients were investigated with the methylation-specific PCR testing to exclude
alterations on15g11-g13. The subjects who had a negative result were tested with
various MLPA kits (MRC Holland, Amsterdam, Holland). We used eight MLPA Eits
(P224, MEQ28, P04, PO36, MED32, P220, POTD and MED31) to identify changes in
copy number, as well as in genomic imprinting,

RESULTS

Qut of these 75 PW-like pafients, 10 of them had positive MLPA results such as:
deletion of the 1p31.3 region; duplication of exon & of PPARG; deletion of SNRPN-u1b;
duplication of segment 4p16.3 and deletion 9p24.3; duplication of segment 22q11.21;
deletion of segment 1p36; deletion of segment 2q37.3; hypomethylation pattern of
segment 14g32.2 in patient and delefion in the locus 16p11.2.

COMNCLUSION

These results suggest that these alterations may contribute to obesity and other PW-
like characterisfics. Although, other molecular technigues should be used to test this
hypothesis.

Funding Agency: CAPES/UNIRIO
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Investigation of copy number variation and genomic imprinting
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Leite®, Sonia Regina Middletan®, Suely Rodrigues Dos Santos?, Carmen
Lucia Antdo Paiva’

"Universidade Federal Do Estado Do Rio De Janeiro, Programa De Pos-
Graduacao Em Biologia Molecular E Celular, Rio De Janeiro-Brazil;
Universidade Federal Do Estado Do Rio De Janeiro, Programa De Pos-
Graduacao Em MNeurologia, Rio De Janeiro-Brazil; *Universidade Federal
Do Estado Do Rio De Janeiro, Departamento De Genética E Biologia
Molecular, Rio De Janeiro-Brazil

Correspondence: Carmen Ludia Antdo Paiva (clapaival@grmail com)
Molecular Cytogenetics 2019, 12(Suppl 1):1.P2

Prader-Willi Syndrome (PWS), the most frequent type of syndromic
obesity, is a complex multi-organ disease caused by the lack of ex-
pression of paternal genes in 15q11-q13. Prader-Willi-like phenotype
(PWL) is a condition which the patient presents, along with obesity,
other clinical features such as developmental delay and/or other con-
ditions compatible with PWS.

The objective of this study was to further investigate, with MLPA
technique, 49 patients suspected of PWS who were negative for
alterations on 15q11-q13 investigated with the methylation-specific
PCR testing. The following MLPA kits (MRC Holland, Amsterdam, Hol-
land) were used to identify changes in copy number and genomic
imprinting: P224-PPARG, MEQ28-PWS, PO064-Mental Retardation,
P036-Subtelomeric region, MEO32-DUP 14, P220-Obesity, PO70-Sub-
telomeric and MEO31-GNAS. Out of these 49 PW-like patients, 11 of
them had positive MLPA results such as:1) deletion of the 1p31.3 re-
gion; 2) duplication of exon 6 of PPARG; 3) deletion of SNRPN-u1b; 4)
duplication of 4p163 and deletion 9p24.3; 5) duplication of
22q11.21; 6) deletion of 1p36; 7) deletion of 2q37.3; 8) hypomethyla-
tion pattern of segment 14q32.2, 9) deletion of 16p11.2, 10) deletion
of GNAS exons 1A and 1; and 11) deletion of GNAS exon 7. It is im-
portant to mention that, as far as we know, these are the first re-
ported cases of a duplication on PPARG exon 6, deletion on GNAS
exon 1A and deletion of SNRPN-ulb, all leading to PWL. Array-CGH is
going to be used to confirm these alterations of SNRPN-u1b, GNAS
and PPARG. The other results reinforce the contribution of the men-
tioned cytogenetic and epigenetic alterations to obesity, energy bal-
ance and other PW-like characteristics.



