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Epigrafe:

“Os beneficios da ciéncia ndo sdo para os cientistas, e sim para a humanidade!”

Louis Pasteur



RESUMO

Introducdo: A atrofia muscular espinhal (AME) ¢é caracterizada por fraqueza
muscular progressiva decorrente da degeneracdo dos motoneurdnios do corno anterior da
medula espinhal, sendo a segunda doenga autossdmica recessiva fatal mais comum. Pela
possibilidade de ser classificada em tipos, o diagndstico de AME precisa ser uma avaliacao
dos sinais clinicos associados a analise molecular. A técnica molecular usualmente utilizada
para detec¢do da variante patogénica comum no gene SMNI é o Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA). Entretanto esta técnica ndo apresenta um bom custo beneficio,
devido ao tempo despendido para execucao quando utilizada em larga escala em populagdes
de baixo risco. Outros grupos de pesquisa ja estdo pesquisando sobre a técnica de
sequenciamento massivo paralelo (SMP) como uma metodologia de triagem, pois além de
identificar doentes e portadores, esta técnica permite a inclusdo de outros genes no mesmo
ensaio, sendo promissora no contexto de triagem molecular de doengas genéticas € na busca
por modificadores moleculares de fenotipo da doenga. Objetivo: Validar o SMP para
identificagdo de variantes patogénicas no SMNI, tanto grandes dele¢des quanto variagdes de
nucleotideos unicos e pequenas insercoes. Métodos: Realizacdo de estudo de acuracia
diagnostica do SMP de painel contendo os genes SMNI e SMN2 e os genes controle
(potencialmente modificadores do fenotipo) NCALD e PLS3 pela plataforma Ion Torrent (S5),
em pacientes com genétipo previamente definido por MLPA, divididos entre os grupos
homozigotos para delecdo comum no SMNI, portadores (heterozigotos) e homozigotos
normais. Resultados: O estudo de acuricia foi realizado em 49 das 50 amostras (8
homozigotos para delecdo comum, 20 heterozigotos ¢ 21 homozigotos normais). A
discriminacdo entre casos com AME (zero copias de SMNI), e ndo afetados, portadores (1
copia SMNI) e controles (2 copias SMNI) foi possivel através da normalizacdo de
profundidade de leituras com gene controle NCALD. A acurécia (area sob a curva, AUC) para
diferenciagdo entre casos e portadores foi de 1.0 (IC95% 1.0 a 1.0, p<0.001), para
diferenciagdo entre casos e controles foi de 1.0 (IC95% 1.0 a 1.0, p<0.001) e para a
diferenciagdo entre portadores e controles foi de 0.864 (IC95% 0.74 a 0.989, p<0.001). A
acuracia para quantificacdo do nimero de cdpias do gene SMN2 nao foi estatisticamente
significativa, exceto na diferenciacdo de sujeitos com 0 e 4 copias do SMN2 em relacao

aqueles com 1, 2 ou 3 cdpias deste gene. O painel também foi capaz de identificar a variante



p.GIn154* no SMNI/SMN2 em dois nos pacientes com heterozigose composta e a variante
modificadora ¢.859G>C no SMN2 foi coberta pelo painel. Conclusdo: O painel de SMP
contendo amplicons especificos do SMNI e SMNZ2 e apenas utilizando 1 gene normalizador
foi capaz de diferenciar com acuracia de 100% individuos homozigotos para a delegdo
comum do SMNI (afetados), de individuos portadores e controles. A acuracia para
diferenciagdo entre portadores e controles bem como para quantificacdo do nimero de copias
do SMN2 ndo foi considerada adequada. Desta forma, o estudo realizou a valida¢ao de um
painel de SMP como exame de triagem diagnodstica para AME com custo muito inferior aos
testes com SMP disponiveis atualmente (que utilizam centenas de genes controles) que podera
ser uma ferramenta de menor custo util no contexto de programas de triagem neonatal.
Entretanto este teste ndo parece ser adequado como exame de confirmagdo diagndstica por

ndo diferenciar satisfatoriamente casos e portadores.

Palavras chave: Atrofia Muscular Espinhal, AME, Método Diagndstico, Sequenciamento

Massivo Paralelo, Triagem Neonatal.



ABSTRACT

Introduction: Spinal Muscular Atrophy (SMA) is characterized by progressive
muscle weakness due to the degeneration of motor neurons in the anterior horn of the spinal
cord. It is the second most common fatal autosomal recessive disease. Due to the possibility
of being classified into types, the diagnosis of SMA requires an evaluation of clinical signs
associated with molecular analysis. The molecular technique usually used for detecting the
common pathogenic variant in the SMNI gene is Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA). However, this technique does not present good cost-effectiveness due
to the time required for execution when used on a large scale in low-risk populations. Other
research groups are already investigating the technique of massive parallel sequencing (MPS)
as a screening methodology because, in addition to identifying patients and carriers, this
technique allows for the inclusion of other genes in the same assay. This is promising in the
context of molecular screening for genetic diseases and in the search for molecular modifiers
of the disease phenotype. Objective: To validate MPS for the identification of pathogenic
variants in SMN1, including large deletions, single nucleotide variations, and small insertions.
Methods: A diagnostic accuracy study of the MPS panel containing the SMNI and SMN2
genes and the control genes (potential phenotype modifiers) NCALD and PLS3 was conducted
using the Ion Torrent (S5) platform in patients with previously defined genotypes by MLPA.
These patients were divided into groups of homozygotes for the common deletion in SMN1,
carriers (heterozygotes), and normal homozygotes. Results: The accuracy study was
conducted on 49 out of 50 samples (8 homozygotes for the common deletion, 20
heterozygotes, and 21 normal homozygotes). Discrimination between SMA cases (zero copies
of SMN1), unaffected individuals, carriers (1 copy of SMN1), and controls (2 copies of SMNI)
was possible through the normalization of read depth with the control gene NCALD. The
accuracy (area under the curve, AUC) for differentiating between cases and carriers was 1.0
(95% CI 1.0 to 1.0, p<0.001), for differentiating between cases and controls was 1.0 (95% CI
1.0 to 1.0, p<0.001), and for differentiating between carriers and controls was 0.864 (95% CI
0.74 to 0.989, p<0.001). The accuracy for quantifying the number of copies of the SMN2 gene
was not statistically significant, except in the differentiation of subjects with 0 and 4 copies of
SMN?2 compared to those with 1, 2, or 3 copies of this gene. The panel was also able to

identify the p.Gln154 variant in SMN1/SMN2 in two patients with compound heterozygosity,



and the modifying variant ¢.859G>C in SMN2 was covered by the panel. Conclusion: The
MPS panel containing specific amplicons of SMNI and SMN2 and using only one
normalizing gene was able to accurately differentiate 100% of homozygous individuals for
the common SMNI deletion (affected) from carriers and controls. The accuracy for
differentiating between carriers and controls, as well as for quantifying the number of copies
of SMN2, was not considered adequate. Thus, the study validated an MPS panel as a
diagnostic screening test for SMA with a much lower cost compared to currently available
MPS tests (which use hundreds of control genes), which could be a useful low-cost tool in the
context of neonatal screening programs. However, this test does not seem to be adequate as a

confirmatory diagnostic test because it does not satisfactorily differentiate cases and carriers.

Key Words: Spinal Muscular Atrophy, SMA, Diagnostic Method, Massive Parallel

Sequencing, Neonatal Screening.
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1. INTRODUCAO

A Atrofia muscular espinhal (AME), ¢ uma doenca autossomica recessiva que pode
acometer desde recém nascidos até adultos (D'Amico et al. 2011). Caracterizada pela
degeneragdo dos neuronios motores da medula espinhal, a AME ocasiona progressiva perda
de forca e atrofia muscular (Verhaart et al., 2017; Kolb et al, 2015). Apesar de ser uma
condicdo rara, ¢ a causa mais frequente de Obito infantil decorrente de uma condicao
monogeénica e ¢ a segunda doenca autossomica recessiva fatal mais comum (D"Amico et al.,
2011). Sua incidéncia ¢ estimada em 1 em 6.000 a 1 em 10.000 nascidos vivos, sendo a
frequéncia de portadores das variantes patogénicas estimada em 1 em cada 54 habitantes

(Mercuri; Bertini; Iannaccone, 2012; Oliveira Netto et al., 2023).

A AME ¢ causada por variantes patogénicas bi-alélicas no gene sobrevivéncia do
neurdnio motor (SMN1), localizada na regiao do cromossomo 5q, sendo que em cerca de 95%
dos casos ha dele¢ao dos éxons 7 e 8 deste gene em homozigose e no restante dos casos a
delegdo comum em heterozigose é acompanhada por variante patogénica de ponto no outro
alelo (Mercuri et al/, 2018). Em seres humanos, existem duas formas do gene sobrevivéncia do
neurdnio motor em cada alelo: a forma telomérica (SMN1) e a forma centromérica (SMN2). O
SMN?2 difere fundamentalmente do SMNI por um tUnico nucleotideo, resultando na maioria
dos transcritos em exclusdo do éxon 7 do RNA mensageiro maduro, que ocasiona a formagao
de uma proteina SMN instavel, pouco funcional e rapidamente degradada (D’Amico et al.

2011).

A perda de funcdo do SMNI ¢ a causa da doenca, mas serd a quantidade de proteina
SMN produzida a partir do SMN2 que determinard sua gravidade, havendo uma relacao
inversa entre a gravidade e o numero de copias de SMN2. A AME ¢ dividida classicamente
em 4 fenotipos apos o periodo gestacional, sendo o tipo I o mais grave e o tipo IV a forma de

inicio na vida adulta (Mercuri et al, 2018; Zanoteli et al., 2024).

Nos ultimos anos, avangos extraordindrios possibilitaram o surgimento de terapias
modificadoras de doenca. Atualmente, ha trés terapias aprovadas, inclusive em territorio
nacional, aprovadas pela ANVISA, para o tratamento da AME. Em 2016, o 6rgado regulatdrio
americano, FDA (Food and Drug Administration), aprovou a Nusinersena (Spiranza), um

oligonucleotideo antisense (ASQO) de uso intratecal (Goodkey et al/, 2018). Dois anos apds, em
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2018, o Onasemnogene abeparvovec (Zolgensma) (Rao et al, 2018; Hoy SM, 2019) uma
terapia de substituicdo génica de uso endovenoso em dose Unica e, mais recentemente, em
agosto de 2020, um tratamento oral para a AME, uma pequena molécula com mecanismo
similar a nusinersena, o Risdiplam (Evrysdi) (Dhillon S, 2020), foram aprovados para uso. O
advento de terapias que modificam significativamente o curso da doenca, associados as
evidéncias de maior eficacia destas terapias nos estudos em fase pré-sintomatica da condigao,
corroboram em favor do inicio precoce do tratamento. Devido a isso, diversos paises
incluiram a testagem para AME em seus programas de triagem neonatal. No Brasil, a LEI N°
14.154, DE 26 DE MAIO DE 2021 incluiu a triagem para AME como parte do programa de
expansdo da triagem neonatal, sendo um processo em implementacdo, ndo concluido, e em
que serd importante a disponibilidade de testes de triagem com elevada sensibilidade e

especificidade e baixo custo.

Grande parte dos testes de triagem no contexto da AME analisam apenas a auséncia
ou presenca do gene SMNI e, quando observada a auséncia, sugere-se realizacdo de testes
confirmatorios como o Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) ou PCR
quantitativo (QPCR), capazes de quantificar o nimero de copias de SMNI e SMN2. Estudos
recentes apontam que o Sequenciamento Massivo Paralelo (SMP) também poderia ser
utilizado como teste confirmatoério (Feng et al, 2017; Mercuri et al, 2018), sendo possivel

analisar simultaneamente a presenca de variantes de ponto no SMN1.

Considerando esta potencial vantagem do SMP de detectar simultaneamente variantes
de ponto e considerando que a alta probabilidade de que nos proximos anos sejam descritos
tratamentos eficazes que motivem a inclusdo de novas condi¢des nos programas de triagem
neonatal que necessitem de testagem molecular, ¢ importante que mais estudos sejam

realizados para confirmar a validade do SMP para o diagnodstico de AME.

Desta forma nosso objetivo foi validar um painel com apenas 4 genes para avaliar o
numero de copias de SMNI e SMN2 e variantes de ponto, normalizando o analise do nimero
de copias através de genes controle (PLS3 e NCALD), escolhidos por serem genes
potencialmente modificadores do fenotipo da doencga, na busca de um teste de SMP de menor

custo, eventualmente passivel de uso em contexto de triagem neonatal.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacées

Realizamos revisdo da literatura até mar¢o de 2024, de estudos que utilizaram o
Sequenciamento Massivo Paralelo para realizar o diagnoéstico de AME com avaliagdo de
nimero de copias de SMNI e SMN2. Para esta busca de estudos foram consultadas as bases de
dados PubMED, EMBASE e LILACS utilizando os termos “spinal muscular atrophy”,

“molecular diagnostic”, “next generation sequencing” conforme o acréonimo PECO, sem

restri¢des de data ou idioma. Ver Figura 1.

A busca detalhada realizada na base de dados PubMED foi: ("muscular atrophy,
spinal"[MeSH Terms] OR ("muscular"[All Fields] AND "atrophy"[All Fields] AND
"spinal"[All Fields]) OR "spinal muscular atrophy"[All Fields] OR ("spinal"[All Fields] AND
"muscular"[All Fields] AND "atrophy"[All Fields])) AND SMNI[AIll Fields] AND SMN2[All
Fields] AND "sma"[All Fields] AND ("pathology, molecular"[MeSH Terms] OR
("pathology"[All Fields] AND "molecular"[All Fields]) OR "molecular pathology"[All
Fields] OR ("molecular"[All Fields] AND "diagnostic"[All Fields]) OR "molecular
diagnostic"[All Fields]) AND copy[All Fields] AND number[All Fields] AND NGS[AIl
Fields] AND  ("high-throughput nucleotide sequencing"[MeSH  Terms] OR
("high-throughput"[All Fields] AND "nucleotide"[All Fields] AND "sequencing"[All Fields])
OR '"high-throughput nucleotide sequencing"[All Fields] OR ("next"[All Fields] AND
"generation"[All Fields] AND "sequencing"[All Fields]) OR '"next generation
sequencing"[All Fields]) AND massive[All Fields] AND parallel[All Fields] AND
("high-throughput nucleotide sequencing"[MeSH Terms] OR ("high-throughput"[All Fields]
AND "nucleotide"[All Fields] AND "sequencing"[All Fields]) OR "high-throughput
nucleotide sequencing"[All Fields] OR ("sequencing"[All Fields] AND "high"[All Fields]
AND "throughput"[All Fields] AND "nucleotide"[All Fields]) OR "sequencing, high
throughput nucleotide"[All Fields]) AND ("sequence analysis"[MeSH Terms] OR
("sequence"[All Fields] AND "analysis"[All Fields]) OR "sequence analysis"[All Fields] OR
"sequencing"[All Fields])
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Figura 1 - Fluxograma de selecdo dos estudos para elaboracio do projeto.

2.2. Definindo o problema

A AME ¢ uma doenga em que os genes SMNI e SMN2 sdo os principais causadores da
doenga, onde o numero de copias de SMNI dita quem é portador, doente ou saudavel e o
nimero de copias SMN2 auxilia a compreender sua gravidade. Com isso, temos hoje métodos
diagnosticos capazes de nos fornecer essas informacdes, mas outras informagdes em torno de
outras regides de interesse como no caso de modificadores de fenotipo e mutagdes de ponto, o

método de diagndstico padrao ouro atual, o MLPA, ndo abrange.
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2.3. Aspectos Gerais Doenca de Atrofia muscular espinhal

A atrofia muscular espinal estd hd mais de 130 anos sendo estudada e detalhada na
literatura. Por apresentar sinais e sintomas desde os primeiros meses de vida, ¢ uma doenga
que requer um diagnostico preciso e rapido para retardar a sua progressdo. Tendo uma
incidéncia no Brasil de 1 para 10.000 nascidos vivos (Oliveira Netto et al., 2023) a AME ¢
considerada uma doenga rara, porém seu diagnéstico e tratamento sao muito difundidos e
estudados, apresentando diversas interven¢des disponiveis desde terapias génicas a
fisioterapias. Sendo a principal causa de AME a delecao do gene SMNI, e um dos principais
marcadores de gravidade ¢ o gene SMN2, pardlogo ao SMNI, a AME se torna uma doenca

desafiadora também no quesito diagndstico.

A AME ¢ caracterizada pela degeneracao dos neurdnios motores na medula espinhal,
essa degeneragdo ¢ causada por variantes no gene do neurénio motor 1 de sobrevivéncia,
SMNI. O SMNI ¢ o gene responsavel por produzir a proteina do neur6nio motor de
sobrevivéncia que estd presente na medula espinhal, quando ndo ha variante patogénica no
gene, a proteina ¢ expressa de maneira eficiente levando ao desenvolvimento de um individuo
saudavel, porém quando ha a falta deste gene a proteina ndo ¢ expressa da maneira que

deveria.

O gene SMN2 ¢ um gene pardlogo ao SMNI, tendo sido descrito na literatura por
apresentar 11 bases nucleotidicas de diferengca do SMNI (Finkel et al., 2017), sendo a
principal troca delas a c.840C>T que altera o sitio de splicing e acarreta na exclusdo do exon
7 durante a transcri¢do. Essa exclusdo resulta em uma proteina parecida com a expressa pelo

SMN1, porém possui niveis menores de eficiéncia (Baioni; Ambiel, 2010; Vitte et al., 2007).

Um individuo saudavel que ndo € portador da doencga apresentaria 2 copias de SMNI e
2 copias de SMN2. Pessoas afetadas pela AME tem 0 copias para o gene SMNI, e podem
divergir em ntimero de copias de SMN2. Como o SMN2 produz uma proteina parecida porém
com uma eficiéncia mais baixa, acaba desempenhando o papel de protetor de progressao,
entdo quanto mais copias de SMN2, mais proteina SMN de baixa eficiéncia serd produzida,
suprimindo de alguma maneira a falta do gene SMNI. Existem 5 principais fenotipos de AME
que sao baseados em numeros de copias de SMN2 e caracteristicas clinicas apresentadas pelos

pacientes (Zanoteli et al., 2024).
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2.3.1 Aspectos Clinicos

A AME ¢ usualmente classificada em cinco tipos, de acordo com a idade de inicio da

doencga e a maxima fun¢do motora adquirida, conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo clinica e correlagdo com o numero de copias do gene SMN2.

Tipo AME Prevaléncia Inicio Habilidade Subclassificacio N° de copias de
sintomas motora maxima SMN2
Tipo 0 Nao conhecida Pré natal nenhuma - 1 copia
Tipo 1 60% 0-6 meses Segura a cabecga 1A: inicia <I més 1-2 copias
1B: inicia em 1-3
meses
1C: inicia entre 3-6
meses
Tipo 2 27% 7-18 meses Senta 2A: Senta sem 3 copias em mais
suporte ¢ perde a de 70% dos
capacidade pacientes

2B: Senta sem
suporte € mantém a

habilidade
Tipo 3 12% >18 meses Anda 3A: Inicia entre 3-4 copias em
18-36 meses mais de 95% dos
3B: Inicia ap6s 36 pacientes
meses
Tipo 4 1% >18 anos Anda - 4 ou mais copias

em mais de 90%
dos pacientes

Zanoteli et al., 2024.

2.3.2 Aspectos genéticos

A AME possui heranga autossomica recessiva, sendo causada por variantes no gene
SMNI1, localizado no cromossomo 5q11.2-q13.3 O locus do SMN ¢ constituido por dois genes
paralogos, sendo um deles telomérico (SMNI) e o outro centromérico (SMN2). Os genes
SMN1 e SMN2 possuem diferenga em apenas 11 nucleotideos, sendo uma delas, a substituicao
c.840C>T a mais relevante para o entendimento da AME (Finkel et al., 2017). Esta
substitui¢do ocorre em um exonic splicing enhancer que regula a inclusdo do éxon 7 deste
gene, fazendo com que apenas 10-25% das transcricdes SMN2 contenha o éxon 7, responsavel
por gerar proteina funcional completa SMN; os outros 75-90% dardo origem a uma proteina
deficiente e instdvel (SMNA7) (Figura 2), que serd rapidamente degradada. A auséncia do
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SMNI1; portanto, pode ser causada pela delecdo do éxon 7 ou, entdo, devido a uma conversao

génica que modifica o SMNI em SMN2 (Baioni; Ambiel, 2010; Vitte et al., 2007).

Centromérico Telomérico

o—L xxx L smN, L xxx L1 xxx L smN, L xxx |

1 2a 2b 3 4 5 6 7 8
~
.",
= - - - -
| 840CT |
—————— -
1""
I
RNAm transcrito SMN, _q0% SMN,
~9% )/ ~100%

12a2b 3 4 5 6 8 12a2b 3 4 5 6 7 8

Proteina SMNAZ7: instavel SMN completa: estavel

SNM = sobrevivéncia do motoneurdnio;
RNAm = dcido ribonucleico (ribonucleic acid) mensageiro.

Figura 2- Estrutura do gene SMN no cromossomo 5 (Baioni, 2010).

Estudos realizados em diferentes grupos étnicos mostraram que cerca de 90-95% dos
individuos, na maioria criangas com diagndstico clinico dos tipos I, II e III de AME,
apresentam delecdo do éxon 7 em ambas as copias do SMNI, isto &, eles sdo homozigotos
para esta delecao. Contudo, quando criangas com quadros clinicos mal definidos (hipotonia,
fraqueza muscular proximal, perda de deambulacdo) ou adultos (tipo III e IV) sdo incluidos, a
presenga de delecdo em homozigose cai para menos de 50%. Além disso, cerca de 2-5% dos
individuos que preenchem os critérios clinicos de AME apresentam a dele¢do do éxon 7 do
SMNI em um unico alelo, sendo imprescindivel a pesquisar variantes de ponto nestes casos
para confirmagdo diagndstica (Alexandra; Ramos; Cabello, 2005). Conforme j4 mencionado,
o fendtipo (dos tipos I, II, III e IV) estd principalmente relacionado ao numero de copias
presentes no SMN2, (Quadro 1) em que os pacientes com formas mais brandas apresentam
um numero maior de copias deste gene (Finkel et al., 2017b; Mercuri; Bertini; lannaccone,

2012).
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Quadro 1: Tipos clinicos e nimero de copias SMN2.

AME Numero de Copias:
Tipo I 1 ou 2 copias SMN2 — em 80% dos pacientes
Tipo 1T 3 copias SMN2 — em mais de 80% dos pacientes
Tipo III 3 ou 4 copias de SMN2 — em 96% dos pacientes
Tipo IV 4 ou mais copias de SMN2

Além da forma cléssica do portador de AME que carrega uma cépia de SMNI em cada
alelo (1+1), existe também o portador silencioso que ocorre quando um paciente apresenta 2
copias de SMNI no mesmo alelo e 0 em outro (2+0), ou uma conversao do gene SMN2 em
SMNI (2+0) (Chen et al, 2020, Ceylan ef al, 2020). Com isso, mesmo apresentando 2 copias
de SMNI1 existe a possibilidade de uma pessoa “saudavel” ser um portador silencioso, ja que

os testes amplamente utilizados hoje ndo conseguem identificar essa condicao.

Estudos mais recentes apontam outros modificadores do fendtipo como o
polimorfismo ¢.859G>C no SMN2, o qual cria um local para acdo de um splicing enhancer,
aumentando a inclusdo do éxon 7 do gene SMN2 e com isso aumentando a quantidade da
proteina SMN funcional(Bernal et al., 2010). H& diversas descri¢des de individuos com 2
copias do SMN2 (com previsao de fendtipo de AME tipo 1) que quando tem esta variante em
homozigose apresentam o fendtipo tipo III e em heterozigose tipo II ou tipo III. Entretanto
este polimorfismo ¢ raro, e sua frequéncia ¢ de 0.003248 na base do GnomAD, variando de

0.0075 no Sul da Asia até 0.0005 em populagdes africanas (Lek et al, 2016).

2.4 Diagnéstico

A suspeita diagnostica da AME ¢ feita com base nos sinais clinicos associados
a alteragdes eletrofisiologicas (pela eletroneuromiografia, ENMG). A maioria das diretrizes
mais recentes consideram que a analise molecular do gene SMNI, com a pesquisa da delecao
comum do éxon 7 em homozigose, deve ser o primeiro passo apds a suspeita clinica, com
base no exame fisico. Caso a delecdo for encontrada o diagndstico estard firmado. Caso o
exame ndo venha a encontrar a delecdo devem ser realizados estudos eletrofisiologicos e
dosagem de creatinofosfoquinase (CPK) (D’Amico et al. 2011). A creatinofosfoquinase
(CPK) em geral estara normal, mas em casos atipicos podem estar aumentados em até cinco

vezes, o que pode dificultar o diagnostico diferencial com as distrofias musculares, que
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também cursam com fraqueza proximal e caracteristicamente tem elevacdo da CPK. A
eletroneuromiografia terd papel essencial em especial nos casos de AME tipo II, Il ou IV ou
casos mais atipicos, sendo capaz de diferenciar entre acometimentos do neurénio motor, de
raizes ou nervos periféricos, da juncdo neuromuscular ou da propria fibra muscular. A
alteracdo eletrofisiologica na AME ¢ um padrao de desnervagdo com neurocondugdes normais
em nervos motores e sensitivos. Os potenciais de fibrilagdo no repouso identificados pela
eletromiografia sdo encontrados tanto em afec¢des do corno anterior da medula quanto dos
nervos periféricos, sendo que as neuroconducgdes (como explicado acima) auxiliardo nesta
diferenciagdo (alteradas nas neuropatias periféricas). Além disso, na AME, como hé redugao
das unidades motoras, os motoneurdnios remanescentes terdo de inervar um namero de fibras
musculares levando a potenciais de unidade motora de duragdo e amplitude aumentada
(potenciais gigantes). Caso a ENMG seja compativel com uma doenga do corno anterior da
medula, devera ser avaliado o nimero de copias do SMNI por MLPA, e caso seja encontrado
apenas 1 coOpia normal, deve-se prosseguir com o sequenciamento completo do gene SMNI,
caso haja 2 copias do SMNI devem ser considerados diagndsticos diferenciais alternativos
(D"Amico et al. 2011). As técnicas de diagnostico molecular serdao detalhadas na proxima
secao.

Em pacientes com AME, podem ser encontradas diversas altera¢cdes musculares.
Algumas alteragdes histopatoldgicas sao caracteristicas, como a presenga de fibras musculares
atroficas, tanto do tipo I quanto do tipo II, hipertrofia de fibras tipo I ou agrupamento de tipo
de fibras. Entretanto, essas alteragdes podem também ser encontradas em outros casos de
desnervagdo. Dessa forma, esse tipo de exame ndo pode ser confirmatorio para AME, e sim
mais um dado clinico a ser considerado. Nas formas de evolu¢do mais lenta, a interposi¢cdo de
alteragdes miopaticas secundarias, como fibras angulares, nucleos centrais, fendas e

desarranjo miofibrilar, aumenta com a evolucio da doenga (Baioni 2010).

2.5 Diagnostico Molecular

O diagnostico molecular de AME em geral ¢ dado através de ensaios
semi-quantitativos que buscam a auséncia do éxon 7 do gene SMN/ em homozigose. Tais
testes apresentam sensibilidade entre 95 a 98% e especificidade de 100% (D"Amico et al.
2011). Delecao em homozigose dos éxons 7 ¢ 8 de SMNI podem ser detectadas por métodos

como PCR-SSCP (polymerase chain reaction — single — strand conformation polymorfism) e
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PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragmente lenght polymorfism). A
analise por PCR-SSCP por detectar também alteragdes ndo patogénicas, foi praticamente
substituida pela PCR-RFLP. Contudo, a andlise semi-quantitativa ndo permite a deteccao de
heterozigotos, ou seja, ndo permite detectar portadores, nem individuos doentes heterozigotos
compostos (com a delecdo comum em um dos alelos e a variante de ponto no outro).

Os métodos mais sensiveis para o diagnostico dos pacientes com AME e que sdo
capazes de identificar portadores sdo os métodos quantitativos tais como PCR quantitativo em
tempo real e analise por amplificagdo multiplex de sondas dependentes de ligacao (MLPA).
(Sugarman, 2012). Em um estudo, utilizaram o protocolo de avaliagdo do niumero de copias
do SMNI e do SMN2 através da técnica SMP, chamada de paralogous gene copy-number
analysis by ratio and sum (PGCNARS) foi validada em 6.738 amostras. O alto grau de
homologia entre os genes SMNI e SMN2 dificulta em muito a avaliagdo destes genes por
técnicas de sequenciamento, sendo necessario um tratamento bioinformatico diferenciado
para o alinhamento correto das sequéncias. A sensibilidade do teste para deteccdo de
portadores (1:0) foi de 100%, com especificidade de 99,6%. Cabe ressaltar que esta técnica
foi capaz de identificar o SNP g.27134T>G que esta ligado ao status de portador 2:0, e que
ndo seria detectado por MLPA convencional. A técnica também foi capaz de detectar
variantes de ponto no SMNI no mesmo exame (Feng et al, 2017). Tal estudo foi suficiente
para sugerir o NGS como uma das técnicas de padrao-ouro para o diagnostico de AME junto
com MLPA e qPCR nas ultimas diretrizes internacionais para o diagndstico da condigdo,
recentemente publicadas em 2018 (Mercuri ef al, 2018).

Oliveira Netto et al., 2023 utilizou a técnica de qPCR como método de triagem com
amostras de sangue impregnado em papel filtro oriundas do teste do pezinho. Através de kit
comercial SALSA® MC002 SMA Newborn Screen ¢ realizado a detec¢ao da presenga dos
genes SMNI e SMN2, onde ap6s identificada a auséncia de copias de SMNI ¢é realizado a
técnica confirmatoria, MLPA.

As variantes de ponto podem ser identificadas por sequenciamento de Sanger ou SMP,
tendo sido descritas 123 variantes de ponto, insercdes e delecdes no SMNI até 2024.
Entretanto, em até 1/3 dos casos com clinica sugestiva e delecdo do éxon 7 do SMNI em 1
dos alelos a segunda variante patogénica ndo ¢ encontrada, sugerindo a possibilidade de

variantes em regides intronicas usualmente nao avaliadas (D"Amico et al. 2011).
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2.6 Epidemiologia

A incidéncia da AME ¢ estimada em 1:6.000 a 1:10.000 nascidos vivos (Oliveira
Netto et al., 2023) e a taxa de frequéncia de individuos portadores (heterozigotos) em 1:40 a
1:60 individuos na populagdo em geral (Baioni, 2010), variando de 1 em 47-48 para
populagdes norte-americanas e taiwanesas, ¢ de 1 em cada 78 ou mais habitantes em
populacdes americanas de afrodescendentes (Mercuri ef al., 2012; Sugarman et al., 2012). Um
estudo em populagio da Africa sub-Saariana encontrou uma frequéncia de portadores de
variantes no SMNI de 1:209 individuos, sendo bem inferior a reportada nas populagdes
europeias. Adicionalmente estas populagdes tinham maior probabilidade de portarem 3 copias
do SMN1 e nenhuma copia do SMN2 do que populagdes da Eurdsia (Sangaré et al., 2014)

Um estudo brasileiro objetivou avaliar a frequéncia de portadores de delecdes no
SMN1 em 150 individuos saudaveis nado relacionados, utilizando a metodologia de DHPLC
(cromatografia liquida desnaturante de alta eficiéncia). A frequéncia de 2,7% de portadores
foi encontrada nesta populagdo, sendo muito similar a outras areas do mundo tais como
Franca, Polonia e Alemanha, apenas pacientes residentes da regido sudeste do Brasil foram
pesquisados (Bueno, 2011). Outro estudo mais recente, Oliveira Netto et al., 2023, apresentou
dados que corroboram com a incidéncia estimada de 1 a cada 10.000 nascidos vivos,
utilizando o kit SALSA® MC002 SMA Newborn Screen, para o uso em amostras oriundas do
teste do pezinho. Foram identificados 4 pacientes com delecdo em homozigose para SMNI em

40.000 amostras analisadas.

2.7 Fisiopatologia

A proteina SMN esta amplamente distribuida em todas as células do corpo, tanto no
citoplasma quanto no nucleo das células. No ntcleo, a SMN une-se a determinadas estruturas
envolvidas com a remog¢ao de sequéncias ndo-codificantes (introns) do pré-RNA mensageiro.
Adicionalmente, a SMN também parece ter participagdo na regulacdo da transcri¢do e na
expressao de determinados genes. Apesar dos avancos no conhecimento dos papéis celulares e
interagdes da SMN, ndo estd claro o motivo da predilecdo pela degeneragdo dos
motoneurénios o em sua deficiéncia, bem como qual concentragdo da proteina seria
necessaria para um funcionamento 6timo destas células. Uma das hipoteses para esta

especificidade tecidual seria a de a SMN ter uma funcdo adicional restrita a esses neurdnios
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(Mark FB e Barry WC, 2017). Nesse contexto, estudos imuno-histoquimicos tém localizado a
SMN em dendritos, cones de implantagdo e axonios de motoneuronios, sugerindo um papel no
transporte de RNA ao longo dos axdnios. Adicionalmente, foi observado em modelos de
AME por knockout do SMN em camundongos e zebrafish que os motoneurdnios apresentam
axonios com ramificacdes aberrantes e que ha falhas da SMN em alcangar a placa motora,
sendo uma evidéncia convincente do importante papel da SMN no desenvolvimento
morfoldgico e na migracdo axonal destes neuronios (Baioni, 2010). A proteina SMN também
¢ encontrada pds-sinapticamente na jungao neuromuscular ¢ dentro das bandas Z do musculo
estriado, indicando que a patogénese ndo envolve exclusivamente o corpo celular do
motoneurdnio, podendo afetar também a prépria fibra muscular e a placa motora. Cabe
ressaltar que casos de individuos com auséncia completa da proteina SMN, isto €, pacientes
com AME e que apresentam também auséncia do gene SMN2, nunca foram reportados. Isto
porque, provavelmente, esse gendtipo seja incompativel com a vida, podendo a proteina SMN
ter um papel essencial durante o desenvolvimento embrionario ou apresentar uma funcdo

moduladora na apoptose neuronal (Baioni, 2010, Vitte et al. 2017).

2.8 Progressao e Tratamento

Em razdo de seu curso progressivo a AME necessita de varios cuidados especiais,
abrangendo terapias de suporte por equipes multidisciplinares, envolvendo cuidados
nutricionais, ortopédicos, respiratorios e fisioterapéuticos. O estabelecimento de um correto
diagnéstico sera fundamental no plano terapéutico bem como para a realizagdo do adequado

aconselhamento genético.

Até 2016 o tratamento consistia apenas em medidas de suporte, mas avangos recentes
foram realizados no entendimento da fisiopatologia da AME, possibilitando o surgimento de
novas propostas terapéuticas. Em dezembro de 2016, o 6rgdo regulatorio americano, FDA
(Food and Drug Administration), aprovou a Nusinersena (Spiranza), um oligonucleotideo
antisense (ASO) para o tratamento da AME. A Nusinersena ¢ uma sequéncia de fita unica de
acido nucleico designada a regides especificas do pré-RNAm (4cido ribonucleico
pré-mensageiro), modulando a expressdo genética. Ele permite que o éxon 7 seja incluido
durante o processamento do RNAm transcrito a partir do gene SMN2, garantindo a leitura e a

tradugdo correta deste gene, potencializando a sintese de proteinas SMN funcionais (Goodkey
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et al, 2018; Rao et al, 2018). Em 2019, o Onasemnogene abeparvovec (Zolgesma) foi
aprovado nos Estados Unidos para o tratamento de criangas com AME menores de 2 anos de
idade e com variante bi-alélica no gene SMNI. Onasemnogene abeparvovec € um vetor
adenoviral designado a entregar uma copia humana funcional do gene SMN aos neuronios
motores de pacientes com AME (Sheridan M Hoy,2019). Mais recentemente, em agosto de
2020, o Risdiplam (Evrysdi) que ¢ um modificador do processo transcricional do RNA
direcionado ao gene SMN2, também foi aprovado pelo FDA como tratamento de pacientes
com AME maiores de 2 meses de idade. Este farmaco, cuja administragao ¢ via oral, atua
aumentando a inclusdo do éxon 7 nos transcritos do RNAm (4cido ribonucleico mensageiro)
do gene SMN2, impulsionando a capacidade deste gene produzir proteinas SMN funcionais
(Sohita Dhillon, 2019). Novamente ressaltamos que os trés tratamentos mencionados também

foram mais recentemente aprovados pela ANVISA.
2.9 Sequenciamento Massivo Paralelo

O Sequenciamento Massivo Paralelo (SMP), também conhecido como NGS, do inglés
Next Generation Sequence, ¢ uma metodologia utilizada para avaliar e detectar variantes de
ponto, delecdes, duplicagcdes, pequenas insercdes e nimero de copias de diversos genes e
doengas. E uma ferramenta de analise que possibilita a avaliagio de um grande volume de
informacdo genética de maneira rdpida e confidvel, sendo uma evolu¢do do sequenciamento
de Sanger, o SMP possibilida em um tempo muito pequeno o sequenciamento de diversas

regides do genoma(Xuan et al, 2017; Liu et al, 2012),

Esta tecnologia robusta ¢ capaz de em um mesmo teste identificar e avaliar diversas
doengas ao mesmo tempo e com uma fracdo muito baixa de material genético. Se tornando
uma opc¢do de uso muito boa pois amostras das mais diversas matrizes, como sangue
impregnado em papel filtro, tecido em parafina, sangue periférico, swab nasal entre outros,
conseguem atingir os requisitos minimos para a técnica(Van Campen et al, 2019; Boemer et

al, 2017; Cappello et al, 2022; McDonough et al, 2019; Gularte et al, 2022) .

Com os avangos tecnologicos, ¢ possivel realizar SMP de painéis de genes, do exoma
ou mesmo do genoma completo, sendo a diferenga entre as analises a quantidades de leituras,

capacidade de processamento de dados e andlises pds-corridas.
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Existem diferentes plataformas de SMP, que em geral seguem uma configuragao de
passos similar, mas que sdo diferenciadas pelo método de identificacdo e incorporacdo de
bases e de constru¢do da sequéncia (Dijk et al, 2014). Inicialmente ¢é feito a avaliagdo da
qualidade e quantidade de amostra disponivel, existem diversas matrizes bioldgicas que
podem ser utilizadas, entretanto a disponibilidade de material e a qualidade podem divergir.
Apos a avaliagdo de viabilidade da amostra ¢ realizada a construgdo da biblioteca, isso € a
organizacdo, identificacdo e amplificagdo de regides de interesse de cada andlise. Sdo
adicionadas as amostras, barcodes ou index que garantem a identifica¢ao individual de cada
amostra, regides de ligacdo de primers genéricos utilizados durante a amplificagdo e
sequenciamento, e adaptadores. A biblioteca ¢ a preparagdo das amostras para o
sequenciamento, como durante o SMP todas as amostras sdo colocadas juntas, como um pool,
para serem sequenciadas, estes passos garantem que a corrida seja capaz de distinguir as
sequéncias lidas de cada amostra e que as regides de interesse sejam sequenciadas (Dijk et al,

2014).
2.9.1 Illumina

A plataforma Illumina utiliza uma metodologia de sequenciamento por deteccdo de
emissdo de luz na incorporacdo de um nucleotideo fluorescente a sequéncia alvo. A
identificacdo de qual cor foi emitida e, em qual momento, gera os dados da sequéncia, tudo
ocorre junto a flow cell, que consiste em uma ldmina de vidro impregnada de oligos,
correspondentes a regides de ligacdo, que fixam as sequéncias a flow cell (Xuan et al, 2017;

Liu et al, 2012).
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Figura 3 - Plataforma de sequenciamento MiSeq (Illumina,USA).

Primeiro ¢ realizada a amplificagdo das sequéncias, através dos oligonucleotideos,
conhecida como amplificacdo por pontes, como resultado temos um aglomerado de
sequéncias alvo, chamado cluster. O sequenciamento ¢ feito a partir da incorporagdo da uma
base complementar a sequéncia ligada aos oligos, a cada ciclo os 4 nucleotideos fluorescentes
competem para incorporar a sequéncia que apos a ligacdo liberam a fluorescéncia
correspondente a sua base. A emissao de luz ¢ gerada e captada, como uma foto a cada ciclo
de incorporagdo, e assim ¢ identificado que base foi ligada e em que local que se ligou, este

método ¢ chamado de sequenciamento por sintese (Illumina, USA; Liu et al, 2012).

O processo de sequenciamento ¢ dividido em dois momentos principais, o
sequenciamento das sequéncias forward, 5°, e apos das sequéncias reversas, 3°, chamado
sequenciamento por pares. Os dados gerados sdo analisados através da cria¢do de clusters, ou
agrupamento de leituras, alinhado as leituras forward e reverso. Assim s3o formadas
sequéncias continuas, avaliando as bases identificadas fazendo a chamada de variante, ou seja,
identificando locais onde as leituras apresentam bases que nao sao compativeis com o genoma

utilizado como referéncia (Illumina, USA).
2.9.2 Ton Torrent

O sequenciamento por meio da plataforma Ion Torrent ocorre através da detecgdo de
mudanca de pH, ou seja, com a incorporacdo de uma nova base, ions de hidrogénio sdo
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liberados. Um condutor detecta a mudanga e quantifica, enviando o sinal de mudanga de pH,
cada um dos 4 nucleotideos incorporados alteram o pH de acordo com a quantidade de ions de

hidrogénio liberados (Gupta; Gupta, 2014).

Diferente da tecnologia Illumina, ndo sdo utilizadas sequéncias longas e amplificacio
por pontes. As sequéncias das regides alvo previamente selecionadas, sdo fragmentadas em
sequéncias menores que cobrem pequenas esferas, conhecido como pcr por emulsdo. Essas
esferas se alocam nos pocos de uma flow cell ou chip, que neste caso agem como um condutor

de sinal elétrico.

Figura 4 - Sistema Ion GeneStudio S5 com o Sistema Ion Chef (Thermo Fisher,USA).

A cada ciclo as esferas que estdo em cada pogo individualmente sdo submersas em
solucdes especificas de um nucleotideo por ciclo. Quando ocorre a incorporacdao do
nucleotideo a sequéncia correspondente, os ions liberados na solug@o sdo identificados e os
sinais elétricos emitidos. Os dados gerados sdo gerados a partir do sinal elétrico emitido, a

diferenca de pH a cada ciclo constroi a sequéncia.
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Figura 5 - Ton 510™ (Thermo Fisher,USA).

2.10 SMP para o diagnostico de AME

Artigos mais recentes apresentam a tecnologia do SMP para o diagnostico de AME,
apontando diversas estratégias de uso tanto a partir de sequenciamento do exoma, do genoma
e de painéis como métodos diagnosticos validos, tanto para avaliagdo de nimero de copias de
SMNI e SMN2 quanto das variantes de ponto encontradas nos genes SMNI ¢ SMN2.

Detalharemos os principais pontos de cada um desses estudos abaixo.

Larson et al. 2015, expds uma forma de analise baseada nos dados gerados através do
SMP de painel de 552 genes para a inferéncia da probabilidade de uma pessoa ser portadora
de AME que utiliza a hierarquia Bayesiana. Apos, a pipeline foi testada em bases de dados
populacionais utilizando dados de genomas (projeto 1000 genomas) para estimar a

probabilidade e a frequéncia de portadores de AME.

Feng et al. 2017, apresentaram uma forma de utilizacao de painel desenvolvido para
AME, que contém regides de controle dentro dos genes SMNI e SMN2, capaz de identificar
dele¢des e duplicagdes, discriminar e quantificar o nimero de cépias de SMNI e SMN2. Essa
metodologia aplica a andlise através da razdo de leituras de regides, tendo a normaliza¢ao de
leitura por regides controle de 158 genes. Tan et a/ 2020, realizaram um estudo onde junto a
um painel de 122 genes de doengas relacionadas a distrofias musculares, miopatias
hereditarias e sindrome miasténica congénita incluiu os genes SMNI e SMN2 em especifico a
regido de interesse do exons 7 respectivo de cada gene. Tan et al, também salientam a
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concordancia entre as técnicas de NGS e PCR quantitativo (QPCR), onde nos casos do
numero de copias de SMN! foi de 100%, ja no numero de copias de SMN2 teve discrepancias
entre NGS e qPCR, quando detectado 2 copias de SMN2 a concordancia entre as técnicas foi

de 93% e quando detectado 3 copias de SMN2 foi de 91%.

Lopez-Lopez et al 2020, retratam uma outra estratégia de andlise com o painel
adotando mais regides de controle, 20 genes ao todo, ndo relacionados a AME, que auxiliam
na normalizagdo das leituras. Também apresenta uma ferramenta gratuita em linguagem
Python capaz de realizar a deteccdo de portadores e a analise de nimero de copias absolutas
de SMNI a partir de dados gerados por SMP. Ja Chen et al 2020, utilizaram um método
distinto dos demais, através de sequenciamento do genoma foi capaz de discriminar e
quantificar os nimeros de copias de SMNI e SMN2, também prop0s que € possivel identificar
variantes de ponto ¢ uma maneira de identificar os portadores silenciosos. Ao realizar um
sequenciamento genomico, foi possivel elaborar a normalizacdo das leituras nas regides dos

genes alvo, utilizando outras regides que nao estio ligadas a AME como controle.

Zhao et al 2022, realizou a técnica com um painel que apresentava o gene SMNI e
mais 237 genes, a fim de avaliar a confiabilidade da tecnologia SMP na detec¢do da delecao
do gene SMNI. Sendo comparado com MLPA e qPCR, o SMP teve um excelente
desempenho, dentro dos padrdes utilizados com genes que serviram de regides alvo,
normalizando as leituras. Shum et al 2023, também utiliza um painel com 176 genes para
avaliar a delecdo comum do SMNI. Realizando inicialmente uma validagdo com 16 controles,
dividindo em dois, deletados em homozigose para o exon 7 SMNI e outro com portadores ¢

sem dele¢ao do exon 7 SMNI.

Blasco-Perez et al 2020, empregaram a técnica de SMP para a avaliagdo do gene
SMN2, para uma analise extensiva do gene em busca de avaliar polimorfismos de nucleotideo
Unico e variantes raras. J& no artigo de 2022 Blasco-Perez et al, apresenta a variante
¢.859G>C, como um modificador positivo de fendtipo, através dessa investigagao profunda
do gene SMNZ2. Bowen et al. 2021, realizou testes em individuos que sdo confirmados ou
suspeitos para AME, utilizando SMP, e MLPA para identificar dentro desse grupo pacientes

que apresentam variantes patogénicas no SMNI, delecdo no exon 7 SMNI, e variantes VUS
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em SMNI e SMN2. Sendo capaz de apresentar um rendimento de diagndstico (casos fechados)

e quase diagndsticos (que precisam de melhor avalia¢ao) de 31,3% (n= 771/2,459).

Weisburd et al 2024, apresenta uma nova ferramenta, SMA FINDER capaz de
identificar casos subdiagnosticados de AME em banco de dados de genomas, exomas e
painéis. Identificando a delecdo através da posicao c.840, que diferencia SMNI de SMN2. O
SMN FINDER, apresenta o valor preditivo positivo de 96%. Entretanto ainda apresenta
limitagdes, ndo podendo distinguir portadores de pacientes sem a dele¢do em heterozigose e

sem conseguir quantificar o nimero de copias de SMN2.

E importante ressaltar que as publicagdes apresentadas utilizaram a tecnologia do SMP
na plataforma de sequenciamento Illumina, que apresenta em seu pipeline o recurso de analise
de namero de coépias, como o CODE-SEQ (Ceylan et al 2020) mas que também permite a
liberdade dos grupos de pesquisa em estabelecer modelos de analise como no caso de
Lopez-Lopez et al com o recurso em python ou como em Weisburd et a/ com o SMA

FINDER.
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4. JUSTIFICATIVA

A utilizacdo do SMP foi recentemente avaliada de modo isolado ou em painéis de
genes relacionados a doencas neuromusculares contendo os genes SMNI/SMN2. Entretanto,
os estudos ainda sdo poucos e existem diferentes plataformas e metodologias para o
sequenciamento de nova geracdo que necessitam ser testadas, bem como € necessario o
desenvolvimento de pipelines especificos automatizados para a detec¢ao de grandes delegoes
que sdo o tipo mais frequente de variantes patogénicas causadoras de AME.

A utilizagdo do SMP para o diagnostico de AME foi validado na plataforma Illumina,
entretanto a tecnologia que temos disponivel no HCPA ¢ a plataforma Ion Torrent,
tornando-se necessario a padronizacdo da analise dos genes SMNI/SMN2 nesta plataforma,
também utilizada por diversos outros grupos. Apesar de o MLPA e o qPCR serem testes
adequados e viaveis para o diagndstico de AME, o NGS pode ser uma alternativa para
preencher algumas lacunas desses métodos, como a existéncia de fendtipos discordantes do
genotipo predito pelo numero de copias do SMN2 e por detectar variantes de ponto no mesmo
exame.

O governo brasileiro fez uma alteracio na lei n® 8.069, que discorre sobre
aperfeicoamento do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), aumentando o rol de
doencas analisadas. Nesta alteracdo, foi incluida uma 5° etapa de expansdo do programa, a
qual inclui a triagem neonatal para AME no territorio brasileiro. Sendo assim, existe uma
necessidade inadidvel da disponibilizagdo de diferentes técnicas moleculares para o
diagnostico de AME que possam vir a ser utilizadas em contexto de triagem neonatal no
Brasil.

O SMP parece ser uma técnica robusta e que trard mais informag¢des em um Unico
exame ao permitir a identificagcdo de pacientes com AME heterozigotos compostos para
dele¢do comum e variantes de ponto e a identificacdo de variantes genéticas que sabidamente
modificam o fendtipo clinico e justificam grande parte da discordancia entre numero de
copias de SMN2 e fenotipo clinico. Considerando que todas as terapias avangadas aprovadas
para o tratamento de AME (modificadores do SMN2 e terapia génica) tiveram seus melhores
resultados quando aplicadas em individuos pré-sintomaticos e que a triagem neonatal sera a
melhor forma de identificar esses casos antes do inicio dos sintomas e considerando que como

no caso de deteccdo de pacientes por triagem neonatal ndo teremos ainda fendtipo clinico,
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serda fundamental termos informacdes que sejam as mais precisas possivel para predigdo do
fenotipo. Dito de outro modo, pacientes com formas que teriam predicdo de inicio na
adolescéncia ou vida adulta ndo precisariam ser tratados logo ao nascimento, diferente das
formas infantis.

Desta forma, consideramos que o presente estudo trara acréscimos a literatura ao
realizar a verificagdo do sequenciamento de nova geragdo com a Plataforma lon Torrent S5
para diagndstico de AME e estado de portador, bem como para detectar variantes

modificadoras do fendtipo clinico.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo de acurdcia do painel customizado através da técnica de
Sequenciamento Massivo Paralelo (SMP) para o diagnéstico de doentes e portadores de

AME.

5.2 Objetivos Especificos

e Realizar verificagdo do painel customizado através da técnica de Sequenciamento
Massivo Paralelo (SMP) para o diagnostico de doentes (homozigotos) da delecao
comum no Exon 7 do gene SMNI

e Realizar verificagdo do painel customizado através da técnica de Sequenciamento
Massivo Paralelo (SMP) para o diagnostico de portadores (heterozigotos) da delecio
comum no Exon 7 do gene SMNI.

e Realizar verificagdo do painel customizado através da técnica de Sequenciamento
Massivo Paralelo (SMP) para o diagndstico de heterozigotos compostos que tenham a
delecao comum e variante de ponto de ponto no SMNI.

e Avaliar a frequéncia de alteracdes intragénicas do SMNI/SMN2 que sabidamente

atuam como modificadoras de fenotipo na amostra testada.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo teve como objetivo principal a verificagdo de painel customizado para
a analise de CNVs com a metodologia de SMP. Iremos rever aqui novamente os objetivos

especificos e tecer consideracdes sobre os resultados que foram obtidos.

Realizar verificagdo da técnica de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) para o

diagnéstico de doentes (homozigotos) da dele¢cido comum no Exon 7 do gene SMNI.

O painel customizado de 4 genes apresentou acuracia diagndstica adequada para esta

finalidade.

Realizar verificagdo da técnica de Sequenciamento de Nova Gera¢do (NGS) para o

diagnéstico de portadores (heterozigotos) da dele¢do comum no Exon 7 do gene SMNI.

O painel customizado de 4 genes apresentou acuracia diagnostica alta, porém ndo

adequada para exames moleculares para esta finalidade.

Realizar verificagcdo da técnica de Sequenciamento de Nova Gerag¢do (NGS) para o
diagnostico de heterozigotos compostos que tenham a dele¢do comum e variante de ponto de

ponto no SMNI.

O painel customizado de 4 genes nao apresentou acurdcia diagnostica adequada para
identificar a delecdo comum no SMNI, entretanto o método foi capaz de detectar as variantes

de nucleotideo tnico nos dois pacientes em que a presenca de tais variantes era conhecida.

Avaliar a frequéncia de alteragoes intragénicas do SMN1/SMN2 que sabidamente

atuam como modificadoras de fendtipo na amostra testada.

Na amostra avaliada ndo foram encontrados pacientes com alteragdes intragénicas do
SMNI1/SMN2 que sabidamente atuam como modificadoras de fenotipo. As regides foram

cobertas pelo painel, sendo a qualidade de sequenciamento adequada.
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Concluimos que o painel customizado € valido no contexto de triagem diagnostica
para AME, dada a acurécia perfeita para a detec¢do de doentes. Isso ¢ especialmente relevante
no contexto de triagem neonatal em que a triagem deve detectar apenas os casos afetados e
ndo os portadores. Entretanto, ndo podemos dizer que o teste pode ser considerado como uma
ferramenta diagnostica confirmatoria, pois ndo conseguiu discriminar na mesma eficiéncia
portadores de pacientes sem a delecao em heterozigose. Destacamos que o SMP segue como
sendo um método acurado para tais diagnodsticos, considerando o sucesso de tais andlises por
outros grupos com uma estratégia parecida, porém desenvolvidas a partir de grandes painéis
de genes, exomas e genomas, com custo elevado. Nao consideramos que a baixa acuracia
tenha ocorrido devido a diferengas nas plataformas utilizadas, uma vez que recentemente foi
lancado o painel comercial CarrierSeq (que avalia 418 genes incluindo SMNI e SMN2), que ¢

capaz de realizar tais andlises em equipamentos lon Torrent.

Ou seja, nossos resultados mostram que para diferenciacdo de portadores da delecao
comum e controles e para quantificacido do ntiimero de copias de SMN2 € necessaria a
constru¢ao de um painel robusto com a presenca de mais genes controles, especialmente por
ser uma regido com grande homologia e em que apenas poucos nucleotideos diferem o exon 7
do SMNI do exon 7 do SMN2. Atualmente os custos relacionados ao sequenciamento de
grandes painéis de genes, exomas e genomas sao ainda muito elevados para o uso no contexto
de triagem neonatal, mas ¢ provavel que tais pregos reduzam ou que a deteccdo de mais
doengas em um mesmo teste compensam o custo, € que no futuro o SMP seja uma das formas

de diagnostico e diagndstico em triagem neonatal da AME.
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9. PERSPECTIVAS

A partir das revisdes e analises dos genes modificadores que foram incluidos no painel
customizado, optamos por modificar a finalidade do uso de SMP na AME, movendo nosso
foco de estudos diagnoésticos para estudos progndsticos. Nossos proximos projetos nesta
tematica serdo direcionados para um melhor entendimento dos genes modificadores da doenga
no Brasil e na constru¢ao de escores preditores do fendtipo mais acurados do a informacao

exclusiva do ntimero de copias do gene SMN2.
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10. ANEXOS E/OU APENDICES

Section & Topic No Item Reported
on page #
TITLE OR
ABSTRACT
1 Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one measure of 45
accuracy
(such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC)
ABSTRACT
2 | Structured summary of study design, methods, results, and conclusions 45
(for specific guidance, see STARD for Abstracts)
INTRODUCTION
3 | Scientific and clinical background, including the intended use and clinical role of : 46
the index test
4 : Study objectives and hypotheses 47
METHODS
Study design 5 : Whether data collection was planned before the index test and reference 48
standard
were performed (prospective study) or after (retrospective study)
Participants 6 : Eligibility criteria 48
7 | On what basis potentially eligible participants were identified 48
(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry)
8 : Where and when potentially eligible participants were identified (setting, 48
location and dates)
9 : Whether participants formed a consecutive, random or convenience series 49
Test methods 10 | Index test, in sufficient detail to allow replication 49
a
10 : Reference standard, in sufficient detail to allow replication 49
b
11 : Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist) 49
12 | Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories 50
a of the index test, distinguishing pre-specified from exploratory
12 : Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories 50
b : of the reference standard, distinguishing pre-specified from exploratory
13 : Whether clinical information and reference standard results were available 49
a | tothe performers/readers of the index test
13 : Whether clinical information and index test results were available 50
b : tothe assessors of the reference standard
Analysis 14 : Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy 50
15 : How indeterminate index test or reference standard results were handled 52
16 : How missing data on the index test and reference standard were handled 51
17 : Any analyses of variability in diagnostic accuracy, distinguishing pre-specified 49
from exploratory
18 : Intended sample size and how it was determined 49
RESULTS
Participants 19 : Flow of participants, using a diagram NA
20 : Baseline demographic and clinical characteristics of participants 52
21 : Distribution of severity of disease in those with the target condition 52
a




21 : Distribution of alternative diagnoses in those without the target condition NA
b
22 : Time interval and any clinical interventions between index test and reference NA
standard
Test results 23 | Cross tabulation of the index test results (or their distribution) NA
by the results of the reference standard
24 | Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95% confidence 52
intervals)
25 : Any adverse events from performing the index test or the reference standard NA
DISCUSSION
26 : Study limitations, including sources of potential bias, statistical uncertainty, and : 55
generalisability
27 : Implications for practice, including the intended use and clinical role of the 56
index test
OTHER
INFORMATION
28 : Registration number and name of registry 43
29 | Where the full study protocol can be accessed 43
30 : Sources of funding and other support; role of funders 44
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