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Por opcéo, este trabalho néo segue as regras do novo acordo ortogréfico.



Agradecimento

Em primeiro lugar quero agradecer toda a ajuda desde o primeiro dia do Professor Miguel
Brito e da Professora Luisa Veiga, que desde o inicio acompanharam e apoiaram todo o trabalho
mostrando sempre disponibilidade e paciéncia para me guiar e ensinar ao longo de todo o processo,

mostrando confianca no meu trabalho ao qual tentei corresponder o melhor que consegui.

Gostaria de agradecer ao Dr. José Silva Nunes pela aquisicdo das amostras, assim como
para o desenvolvimento de todo o processo a que isso obriga. Nao podendo também esquecer o
apoio da Sofia Santos nos dias passados no laboratério, onde a Carolina Verissimo foi uma excelente
colega ndo s6 ao longo deste trabalho como também em todas as aulas e trabalhos de grupo, nédo sé

pelo excelente trabalho mas como também pela boa disposigéo.

Por ultimo, mas certamente nunca em ultimo lugar, quero agradecer aos meus pais por todo o
apoio e por tudo o que fizeram para que conseguisse chegar onde cheguei, sem eles nada seria
possivel.

A todos,

Obrigado por tudo!



Resumo

A obesidade é uma epidemia que tem vindo a afetar cada vez mais o0s paises
industrializados. Esta € uma condicdo clinica com uma componente genética que aos poucos vai

sendo descodificada onde as tecnologias de NGS d&o um grande contributo.

Neste trabalho, sdo analisadas amostras provenientes de 36 pacientes obesos que apartir de
uma amostra de células do epitélio bucal foi efectuada uma extraccdo de DNA e feita uma analise em

NGS com o objectivo de procurar variantes num painel de genes associados a obesidade.

Foram obtidas 183 variantes snv, 2 insercbes e 1 deleccdo, sendo 141 destas
heterozigéticas. Foram identificadas duas mutagdes missense ainda ndo descritas para 0s genes
LRP2 12385A>G e SORCS1 2491A>C. Foram ainda identificadas 2 amostras com mutacdes

possivelmente danosas, segundo a previsdo polyphen, para o gene POMC.

A tecnologia NGS representa assim um equipamento com potencial ndo s6 para auxilio e
confirmagdo de diagndsticos clinicos, como também abre a porta para estratégias de tratamento

personalizaveis.

Abstract

Nowadays obesity is an epidemy that has been affecting industrialized countries. This is a
clinical condition with a genetic component were technological evolution, like NGS, give a grate

contribute towards scientific and medical evolution.

In this project, DNA samples were extracted via mouth epitilial cells from 36 obese patients.
DNA was sequenced and analyzed by NGS with the intent of finding variants in a gene panel
associated with obesity.

The results showed 183 single nucleotide variations, 2 insertions and 1 deletion, 141 of with
were heterozygous. It was identified 2 missense mutations not yet described for the genes LRP2
12385A>G and SORCS1 2491A>C. There were also identified 2 samples that carried a possibly

damaging mutation for the POMC gene, according to polyphen prevision.

NGS technology demonstrates a potential in aiding and confirming a clinical diagnosis,

allowing also the development for a personalized treatment.

Palavras Chave: Obesidade; Obesidade Monogénica; Next-generation Sequencing (NGS)
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1-Enquadramento Tedrico

Actualmente a obesidade ganhou a classificagdo de epidemia, principalmente em paises
industrializados criando um aumento cada vez maior no desenvolvimento de doengas crénicas
que acabam por ter um impacto na saude publica (1). E aceite que actualmente as rotinas diarias
e a urbanizagao levam a um estilo de vida cada vez mais sedentario, onde alimentos com alto

teor cal6rico também d&o o seu contributo para o aumento dos indices de obesidade (2).

Sabe-se no entanto que a obesidade carrega um grande factor genético (2), despertando o
interesse para o estudo de alteragBes genéticas associadas a esta condigdo, e neste ponto, a
evolucao tecnolégica d4 o seu contributo ao criar ferramentas que permitam estudar de forma

mais aprofundada o genoma humano com equipamentos e técnicas cada vez mais sofisticadas.

A tecnologia Next Generation Sequencing (NGS) sdo uma das evolugbes tecnoldgicas que
deu o seu contributo criando plataformas que permitem sequenciar o DNA e realizar
reconhecimento e identificacdo de variantes de genes com implicagdo em diferentes patologias

contribuindo para a medicina de precisdo e consequente abordagem terapéutica (3).

Este trabalho tem assim como objectivo ndo s6 confirmar e detectar variantes genéticas
associadas a obesidade como o de também explorar e compreender a potencialidade que um
equipamento de NGS tem e pode vir a ter para a identicagdo/confirmacéo de condi¢des clinicas

num individuo.

1.1- Obesidade

Obesidade é uma doenga complexa e multifatorial (4), definida pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como uma acumulacéo excessiva e anormal de gordura que representa um risco para
a salde. E uma patologia que se mantem como uma preocupacao a nivel mundial estando associada
ao aumento da prevaléncia de doencas cronicas como por exemplo a Diabetes Mellitus tipo 2,
hipertenséo, doencas cardiovasculares(5) e cancro(6). A sua patogénese € complexa onde fatores
ambientais, socioeconémicos, comportamentais, fisiolégicos, genéticos, epigenéticos, entre outros,

contribuem nédo so para a causa como também para a persisténcia desta doenca (5)(6).

O indice de massa corporal (IMC) mantem-se a metodologia mais utilizada para definir a
obesidade, que apesar de ndo apresentar uma medicdo correta de adiposidade é uma metodologia
simples de ser aplicada (5). De acordo com a OMS, o IMC é calculado a partir do quociente entre o
peso de um individuo (em kg) e a sua altura (em m), sendo que este calculo ndo permite diferenciar o
peso referente & massa muscular, do peso referente a gordura, o que segundo a OMS permite

apenas uma estimativa crude de medicao de gordura.

O intervalo standard para a classificacdo do IMC de um individuo com excesso de peso, recai

1



num valor entre os 25 kg/m2 e 0s 29,9 kg/m2 (25 kg/m2 <IMC = 29,9 kg/mz), sendo que um individuo

que apresente um valor superior a 30 kg/m? (IMC = 30 kg/m?) sera considerado obeso (5)(7).

A obesidade vista como uma doenca permite alterar a perspectiva sobre esta condicao
clinica, sendo possivel apontar a causa ndo apenas ao estilo de vida do individuo, mas também a
uma condigdo fisiologica(5). Factores genéticos herdados de progenitores assim como factores
epigenéticos podem estar na génese da obesidade (8). Apesar de casos de obesidade extrema
estarem directamente ligados a factores genéticos, a partir do resultado de uma mutagdo num gene,
para a maioria da populacdo a obesidade é o resultado da interacdo entre varios genes

complementada com factores ambientais, comportamentais e sociais (8,9).

Apesar da obesidade ser uma patologia com diversas varidveis para o seu desenvolvimento,
actualmete ndo ha duvida que os factores genéticos desempenham um papel importantissimo. No
que toca a genética da obesidade existem dois tipos que se podem desenvolver: Sindrémica e Nao-
Sindromica (10).

Por vezes certos sindromes apresentam alteracdes de genes que levam a obesidade. Este
tipo de situacBes define os casos de obesidade sindromica, tipicamente associados a episodios de
hiperfagia. A obesidade sindromica pode aparecer em duas formas, quer por sindromes pleiotropicos
como é o caso, por exemplo, do sindrome de Cohen, sindrome de Borjeson ou o sindrome de Bardet-
Biedl, quer por rearranjos de cromossomas como no sindrome de Prader-Will. Em ambas as
situagfes a obesidade apresenta-se ndo como uma causa, mas sim como uma das caracteristicas

clinicas destes sindromes (10,11).

Dentro do grupo das alteracdes ndo-sindromicas estdo a obesidade poligénica e a obesidade
monogénica (10). No que toca a obesidade poligénica esta é caracterizada pela interacdo de
variantes em diversos genes, que apesar de serem por vezes variantes comuns e com pouco impacto
quando presentes isoladamente, quando diversas destas variantes estdo presentes, juntas podem
criar uma maior susceptibilidade para desenvolver obesidade (12). A obesidade monogénica por
outro lado é caracterizada pelo desenvolvimento de obesidade provocado por uma variante num
gene, situacdo que apesar de rara, revela a importancia que o equilibrio neuronal e hormonal tém

perante o controlo de apetite e na regulacéo de tecidos adiposos (11).

1.2- Genes comuns da obesidade Monogénica.

No que toca ao factor genético na obesidade monogénica diversas mutacées podem ter
influéncia ndo s6 a um nivel metabdlico mas como também no controlo do apetite, como foi explicado
anteriormente. Diversos genes estdo associados ao desenvolvimento de obesidade, segundo o

GWAS cerca de 127 loci no genoma humano estéo ligados de alguma forma a obesidade (13).

Para este trabalho foi escolhido um painel de 28 genes associados a obesidade. Na tabela 1

estes genes sao resumidamente descritos para um melhor enquadramento do trabalho efectuado.



Tabela 1.2.1 — Genes associados a obesidade utilizados, com referéncia a sua localizagéo, fenétipo e referenciacgao.

Gene Nome Cromoss | Fendtipo/Consequéncia Clinica associada a | Referéncia
oma Obesidade
ADRB 1 Adrenoreceptor- 3 1 10g25.3 Obesidade e alteragBes metabdlicas (10,14)
ADRB2 Adrenoreceptor- 3 2 5032 Obesidade e desregulacao lipidica (10,15)
ADRB3 Adrenoreceptor- 8 3 8pl11.23 Obesidade e diabetes tipo 2 (10,16)
BDNF | Brain-derived neurotrophic | 11p13 Obesidade e hiperfagia (11,17,18)
factor
ETO Fat mass and obesity- 16q12 Obesidade, Indice de massa corporal e (11,13,17,19
associated comportamentos alimentares )
IGF2 Insulin-Like Growth Factor | 11p15.5 Obesidade na infancia (11,20)
2
IGE2R IGF-II receptor gene 6026 Obesidade associada ao metabolismo, (21)
resisténcia a insulina e Diabetes tipo 2
LEP leptin 7q932.1 Obesidade precoce e hiperfagia severa (10,11,18,22
LEPR Leptin receptor 1p31.3 Obesidade precoce e hiperfagia severa (10,11,18)
LRP2 Low-density lipoprotein 2g31.1 Resisténcia a insulina (18)
receptor 2
MC3R Melanocortin 3 receptor | 20q13.2 Obesidade, Desequilibrio metabdlico e (13,23,24)
Homeostasia energética
MC4R Melanocortin 3 receptor 18¢21.31 Obesidade, Obesidade de aparecimento (10,11,13,17
precoce ,18,23,25—
NEGR1 | Neuronal growth regulator 1p31 Risco de obesidade e IMC elevado (11,13,28,29
1 )
Obesidade, Estimulo de consumo de (10,13,18,27
NPY neuropep- tide Y 7p15.3 alimentos e Regulacao metabdlica de )
lipidos
NPY1R neuropep- tide Y 1 4¢32.2 Metabolismo (30)
receptor
NPY2R neuropep- tide Y 2 4932 Hiperfagia (30)
receptor
NTRK2 Neurotrophic tyrosine 9¢21.33 Obesidade hiperfagica (11,31,32)
receptor kinase
PCSK1 Prohormone convertase 1 | 5q15-g21 Obesidade e IMC elevada (11,13,31,32
)
POMC proopiomelanocortin 2p23.3 Obesidade, IMC elevado e hiperfagia (10,11,13,31
:32)
SH2B1 SH2B adaptor protein 1 16p11.2 Obesidade e Hiperfagia (11,13,31,32
)
SIM1 single-minded family 6016.3 Obesidade (10,11,13,17
bHLH transcription factor 1 ,31)




sorcsy | Sortlin related VPS10 domain 10925.1 Obesidade e Complicag6es associadas a (11,33)

containing receptor 1 Diabetes
SLC6A14 solute carrier family Xq23 Obesidade (controlo de apetite) (34)
6member 14

Metabolismo energético, Obesidade,

. . Obesidad i t
UCP1 uncoupling protein 1 4¢g31.1 esidade aparecimento precose & (10,27,35)

Diabetes tipo 2

Obesidade, Obesidade aparecimento

. ) (10,13,27,35
UCP2 uncoupling protein 2 11q13.4 precose, Metabolismo energético, )

Obesidade Diabetes tipo 2

Obesidade(severa e de aparecimento (10,13,27,31
UCP3 uncoupling protein 3 11913.4 precoce) Diabetes tipo 2 ,35)

1.3- Epidemiologia

A obesidade é uma patologia complexa que afecta todos os estratos econdémicos. Segundo a
OMS em 1995 estimava-se 200 milhdes de adultos seriam obesos, sendo que no espaco de 5 anos
esse numero cresceu para uma estimativa de 300 milhdes de individuos adultos o que confere a

obesidade uma classificagc&o de epidemia.

Em 2016 estima-se que cerca de 650 milhdes de adultos seriam obesos (25). Comparando a
1980 os indices de obesidade duplicaram em mais de 70 paises com cerca de 4 milhées de mortes
associadas a um IMC elevado, sendo a obesidade e 0 excesso de peso responsaveis por cerca de
3.4 milhdes de mortes anualmente com estes individuos a perdem cerca de 3.9% da esperanca
média de vida (7,36).

Segundo os dados disponibilizados pelo instituto nacional de estatistica em 2014, 52.8% da
populacdo portuguesa com mais de 18 anos de idade tinha excesso de peso (36.4%) ou obesidade
(16.4%), o que respresenta uma aumento total de 1.9% relativamente aos dados obtidos em
2004/2005 (37).

Segundo um estudo realizado por Carmo et al publicado em 2007, a prevaléncia de excesso
de peso e de obesidade em Portugal € maior para o sexo masculino comparativamente ao feminino,
sendo que a prevaléncia de obesidade e de excesso de peso, segundo este autor, “...é idéntico ao de
Espanha e mais elevado que Holanda, Franca e Suécia.”. Este aumento da obesidade em Portugal
podera ser explicado pelo desenvolvimento do pais, com o aumento da urbanizacao, rotinas, estilo de
vida sedentério e uma alimentacdo menos cuidada, principalmente para grupos etarios mais baixos
onde a falta de capacidades econdmicas levam a uma maior desatencdo nos cuidados alimentares,

onde os niveis de escolaridade também tém uma influéncia (6,38).




1.4- NGS

O DNA e a sua estrutura sempre foi um tema que despertou o interesse da comunidade
cientifica desde a descoberta da sua estrutura tridimensional por parte de Watson e Crick. Desde
entdo esse interesse tem aumentado virando agora o foco para 0 mapeamento de toda a estrutura do
DNA, assim como as suas fungdes.

As técnicas de sequenciacao de DNA tém evoluido ao longo destes anos e tudo teve inicio
nos anos 70 com 12 geracdo de sequenciacdo de DNA. A sequenciacéo por electroforese em gel de
poliacrilamida foi a técnica que definiu o inicio desta geragéo, técnica que sofreu um aperfeicoamento
em 1977 com a técnica de Sanger que conseguiu revolucionar a sequenciagdo de DNA com uma
abordagem que se manteria em utilizacdo durante largos anos, até aos dias de hoje, marcando

posi¢cdo como a principal técnica de sequenciacao até 2005 (39,40).

Os avancgos tecnolégicos continuaram e o aparecimento de técnicas de PCR e tecnologia de
DNA recombinante impulsionaram ainda mais este desenvolvimento tecnolégico, até surgir um dos
primeiros rascunhos para a sequenciagcao automatica com a ABI PRISM da Applied Biosystems (39)

que impulsionou a chegada a 22 geracdo da sequenciagao.

Com o aparecimento da tecnologia pyrosequencing desenvolvido pela 454 Life Sciences
(Branford, CT, USA) surgiu o inicio da época da NGS (Next Generetion Sequéncing) (40) que permitiu
aos investigadores sequenciar 0 genoma humano de uma forma mais célere e com custos reduzidos
quando comparado com técnica de Sanger (39). Esta geracdo de sequenciacao é caracterizada pela
capacidade de sequenciacdo em paralelo, abordagem que foi idealizada em 1997 pelos quimicos
britAnicos Shankar Balasubramanian e David Klenerman, que em 2006 desenvolveram o Solexa
Genome Analyzer, da empresa Solexa fundados pelos mesmos em 1998 (41). O langamento
comercial deste equipamento despertou o interesse da lllumina que em 2006 adquiriu os direitos

desta técnica de sequenciacéo (39,41).

O principio geral passa pela sequenciacdo fazendo passar o DNA por oligonucledtidos
dispostos num suporte com ranhuras (“corredores”) transparentes com locais de ligacdo para
oligonucledtidos, este suporte tem o nome de flow cell e € aqui que os fragmentos de DNA se vao
ligar. O fragmento original liga-se a oligonucleétidos correspondentes dentro da flow cell que vai servir
de base para a criagdo do cluster (39,41,42).

No que toca a amplificacdo a lllumina® utiliza a flow cell para aplicar uma amplificacdo em
ponte. O processo inicia-se com a amplificacdo dos fragmentos de DNA que se ligaram a flow cell
(figl: A e B), na terminacdo 3’ do fragmento sdo colocadas moléculas capazes de se hibridizarem
com oligonucledtidos presentes na flow cell (fig 1: C). A terminacdo 3’ destes fragmentos ligam-se a
flow cell, criando uma ponte entre dois pontos desta (Fig 1: D) onde de seguida é criada uma
replicagédo deste fragmento (Fig 1: E). A ligagdo no ponto 3’ é quebrada e s&o criados dois fragmentos

(Fig 1: F), eliminando o fragmento inicial (42).
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Fig. 1: llustragdo do processo de sequenciagdo na flow cell por amplificacédo por ponte. A: Ligacédo do fragmento de DNA & flow
cell por oligonucleétidos correspondente; B: Amplificacéo do fragmento de DNA;C: Eliminagdo de fragmento de DNA inicial; D:
Terminagdo 3’ liga a oligonucledtidos correspondente na flow cell criando uma ponte; E: Amplificagéo de fragmento de DNA,; F:

Eliminacéo de fragmento de DNA inicial.

A sequenciacao é feita explorando moléculas fluorescentes ligadas a dNTPs, o que significa
que o fragmento inicial tem que ser eliminado para permitir uma nova hibridagdo de dNTP ao terminal
3’, ou seja, antes de ocorrer a polimerizagdo do novo fragmento a terminacdo com dNTP é clivada,
garantindo que o novo fragmento polimerizado tera na terminagcdo 3’ o nucleétido seguinte onde
novamente é ligado dNTP flourescente. Esta flourescencia apenas acontece excitando a molécula
com o comprimento de onda correcto e cada dNTP tem uma molécula flourescente excitavel com um

comprimento de onda distinto de forma a diferenciar os 4 nucleotidos presentes no DNA (39).

Apéds a identificagcdo do nucleétido, inicia-se um novo ciclo e a sequenciacdo prossegue. A
utilizac@o desta abordagem a sequenciacao permite obter inUmeras leituras do mesmo gene e do
mesmo fragmento o que resulta numa grande quantidade de informacdo sendo benéfico para a

precisdo desta metodologia (39,40).

A segunda geracdo de sequenciacdo apresenta inUmeras possibilidades no mercado actual
através de varias empresas e equipamentos, que apesar de apresentarem diferentes metodologias e
reagentes bioquimicos, maioritariamente apresentam o mesmo planeamento de trabalho baseado
genericamente em 4 passos. 1° - extraccdo de DNA; 2° - preparacdo de bibliotecas, que em certos
casos pode incluir amplificacdo por PCR e adicao de index ou cddigos (como no caso da lllumina®);
3° Preparagdo da analise e amplificagdo das amostras de interesse, por amplificagdo por ponte ou

PCR e 4°- Fase de sequenciagéo (40).

No que diz respeito a segunda geracdo de sequenciagdo a lllumina tem conseguido
assegurar um maior sucesso com 0s equipamentos de sequenciacdo disponiveis no mercado dando
um dos maiores contributos para a evolugdo tecnolégica e ciéntifica nesta area (39). No entanto,
apesar deste facto a evolu¢do continua com a tentativa de rectificar lacunas que ainda existem, onde
factores como diferentes metodologias de sequenciacdo e de preparacdo de bibliotecas distintas
entre diferentes empresas ndo facilita uma evolugdo mais célere. A necessidade de uma maior
automatizacdo ao juntar a fase de sequenciacdo e andlise de dados assim como melhorar a
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capacidade e precisdo de leitura dos equipamentos sdo pontos que necessitam de ser rectificados e

melhorados nesta geracao de sequenciacado (40,43).

A lacuna mais relevante desta geracao é a necessidade de amplificacdo do DNA recorrendo a
técnicas de PCR, surgindo a necessidade de criar uma alternativa com a capacidade de
sequenciacdo a partir de uma Unica molécula sem recorrer a métodos de amplificacdo de DNA,
definindo assim a entrada na 3?2 geragdo de sequenciacdo (39). Esta tendéncia esta a ser seguida e
conseguida explorando a nanotecnologia com a criagdo de nanoporos, area onde a empresa Oxford
Nanopore Technologies estd a conseguir desenvolver. Apesar da fraca qualidade inicial, esta
metodologia pode revolucionar a industria da sequenciacdo de DNA podendo trazer uma nova opcéo

com custos reduzidos e rapidez de andlise a partir de uma molécula (39).

1.4.1 — NGS e Obesidade

A segunda geracao de sequenciagdo e 0s equipamentos de NGS que a caracterizam séo as
metodologias que sao utilizadas actualmente para mapear o genoma humano e a obesidade é uma
patologia que desperta o interesse nesta &rea, principalmente no que toca a formas raras de
obesidade (44). Nesta matéria os equipamentos NGS tém dado e podem dar um contributo
importante principalmente em certas variantes que néo sao detectaveis com facilidade e que podem

ter influencia no desenvolvimento de obesidade (44).

Nesta matéria os equipamentos NGS tém uma capacidade de sequenciacdo que permite
detetar todas as variantes em simultdneo de um painel alargado de genes, 0 que para o caso da
obesidade apresenta-se como uma opg¢do interessante jA que é uma patologia cujas influéncias
genéticas ainda nado estdo totalmente compreendidas o que permite ndo s6 consolidar descobertas
anteriores como também abre a porta para o aparecimento de novas variantes ainda néao

identificadas ou descritas (18,45).

Desta forma, no que toca a genética da obesidade diversos investigadores optam por
equipamentos NGS para detetar variantes em genes associados a obesidade. Trabalhos como os de
Kleinendorst, et al, publicado em Julho de 2018, onde foi utilizado um equipamento NGS para
identificar mutacdes em 52 genes associados a obesidade em 1230 pacientes, numa amostra
maioritariamente de nacionalidade Holandesa foi possivel confirmar o diagnéstico de obesidade
genética em 3.9% dos pacientes, adicionando mais 5.4% pacientes com um possivel diagndéstico. Em
48 pacientes com mutac¢des patogénicas associadas a obesidade, 18 pacientes estavam indicados
para o gene MC4R (46).

Outro exemplo também podera ser o trabalho de Nordang, et al, onde foi estudada a
prevaléncia de variantes em genes associados a obesidade monogénica (LEP, LEPR, MC4R, PCSK1
e POMC) numa populagdo Norueguesa. O estudo foi conduzido em 487 pacientes com obesidade
morbida e 327 controlos. No total foram identificados 4 casos de obesidade monogénica para o gene
MC4R (45).



Estes s&o apenas dois exemplos de estudos que espelham a importancia dos equipamentos
NGS para a clinica e para a investigacdo da obesidade. Como ja foi referido os precedentes
genéticos associados a obesidade é um tema que ainda ndo estd totalmente compreendido e a
utilizacdo de equipamentos NGS permite identificar variantes patogénicas com a capacidade de
identificar a sua relevancia clinica assim como a que fendétipos as variantes obtidas estdo associadas
(18). A constante evolucédo tecnoldgica e descoberta cientifica permite também efectuar uma nova
andlise aos dados obtidos, o que significa que resultados negativos em NGS, podem ser reavaliados

no espaco de um ano, ja que as plataformas de analise estdo em constante actualizacdo (18).



2- Objectivos do Estudo

Este trabalho tem dois objectivos:

1- Caracterizar uma pequena amostra (36 individuos) de portugueses obesos (IMC = 30 kg/m)
procurando variantes em genes que actualmente estdo associados a riscos de desenvolvimento
desta patologia;

2- Comprovar e salientar a importancia das novas tecnologias de sequenciacdo NGS e o
impacto que estas novas metodologias de mapeamento do genoma humano podem ter ndo sé a um
nivel clinico, com confirmacédo e sustentacdo de diagndsticos médicos, mas também a um nivel

cientifico com descoberta de novas variantes e alteracdes até hoje desconhecidas.



3- Metodologia

Foram analisadas amostras provenientes de 36 individuos obesos (consentimento informado
em anexo) com um indice de massa corporal superior a 30 Kg/mz. Todos os participantes s&o

pacientes do Centro Hospitalar de Lisboa Central, EPE (Hospital Curry Cabral).

Para a extraccdo do DNA foi utilizado o kit ExtractMe®, da BLIRT SA® sendo que para a
preparacdo da biblioteca (library) foi utilizado o kit TruSight One® da Illumina, Inc. 2017. A
sequenciacao foi feita com o equipamento NextSeq550 da lllumina, Inc. Para andlise de resultados foi
utilizado o software da Illumina® ( lllumina VarianteStudio 3.0) onde foram aplicados um filtro PASS e

um filtro GQX >= 99 para todas as amostras.

No que toca a metodologia este podera ser dividido em duas partes, uma fase inicial de
extraccdo de DNA a partir das amostras obtidas e uma segunda fase de preparacéo da (Library) para

analise em NGS.

3.1- Extracc&o de DNA:

Para um estudo genético recorrendo a tecnologia de NGS é necessario ter em consideracao a
concentracdo minima de DNA recomendada, ndo sO para viabilizar a analise como também para

adquirir dados fidedignos passiveis de serem analisados.

Ao utilizar o kit TrueSight One® da lllumina, Inc para proceder a preparacdo das bibliotecas
(library), esta referenciado no protocolo que este foi optimizado para um total de 50 ng de DNA, visto
que uma quantidade abaixo deste valor poderé resultar em erros ou perda de fragmentos de DNA ao
longo do processo de lavagem. De forma a minimizar estes riscos, a concentracéo ideal de DNA para

cada amostra seréa de 5 ng/ul. (47)

De forma a reduzir custos e acelarar o processo de aquisicdo de amostras, as mesmas foram
obtidas utilizando manchas de sangue secas (DBSS). Esta primeira tentativa foi feita em linha com
um estudo realizado por Hollegard et al., onde o mesmo tipo de amostras foi utilizado também para
realizar um estudo recorrendo a técnicas de NGS. (48) Para o processo de extraccdo de DNA foi
utilizado o kit ExtractMe®, da BLIRT SA®. Neste passo recorreu-se a extraccao de DNA a partir de
duas amostras (OM1 e OM2) com o objectivo ndo s6 de adaptacdo ao protocolo como também para

verificar a se a concentracdo de DNA obtida estava dentro dos valores minimos requeridos.

Em ambas as amostras ap0s a primeira extracc¢ao o filtro utilizado no passo final foi guardado
e foi feita uma segunda eluicdo, esta opcdo tornar-se-ia relevante mais tarde permitindo um aumento
de concentracdo de amostras com auxilio de filtros de concentracdo de DNA (MicroCon®). Desta
forma, apds a extraccdo de DNA foi feita uma medicdo de concentragdo recorrendo a fluometria

(Qubit®), os resultados obtidos foram os apresentados na tabela 3.1.1:
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Tabela 3.1. 1 - Valores de concentragdo obtidas em 3 medi¢des da primeira eluicdo e obtidas em 1 medicao da segunda

eluicdo das amostras OM1 e OM2.

12 Eluic&o ‘ 22 Eluicao
Qubit®
12 Medigao 22 Medigédo 32 Medicéo Média .
Amostra | (ng/ul) (ng/u) (ng/ul) (ng/ul) Medigao (ng/ul)
OoM1 1,04 0,48 0,45 0,657 2,68
OoM2 0,12 0,11 0,15 0,13 0,12

Ao avaliar as leituras obtidas na primeira extraccédo é possivel concluir que ndo existe uma
concentracdo minima para proceder a andlise da amostra em NGS. A opcdo nesta situacdo seria a
de recorrer a técnica de PCR(48), no entanto, esta op¢do implicaria correr certos riscos como
introducéo de erros e contaminacfes (49). A solugdo passou entdo pela obtencdo de amostras a
partir de células do epitélio bucal com recurso a zaragatoas (50,51). O procedimento de extrac¢édo
sera o mesmo que foi utilizado nas primeiras amostras DBSS recorrendo também ao mesmo kit de
extraccdo (ExtractMe®, da BLIRT SA®) seguindo o protocolo comecando no passo 5 (ver Anexo,

Protocolo de Extrac¢ao).

Mais uma vez, na primeira extraccado foram utilizadas duas amostras (60 e 51) onde os
resultados finais também se mostraram abaixo dos valores minimos recomendados, no entanto, a
utilizacdo de uma zaragatoa apresenta uma vantagem adicional sendo esta a possibilidade de
realizar uma segunda extracgdo assim como uma segunda eluicdo se necessdrio, abrindo a
possibilidade para um processo de concentragdo da amostra. Ao proceder desta forma foram assim

obtidas as concentracdes desejadas, como € possivel verificar na tabela 3.1.2, onde as

concentracdes excedem os 5 ng/ul sugeridos.

Tabela 3.1. 2 - Valores de concentragfes obtidas das amostras 60 e 51.

12 Extraccao
Qubit®
Amostra Medicao (ng/ul)
A51 7,36
A60 6,46

Com os resultados obtidos é assim possivel verificar que os valores estdo dentro das
concentragdes minimas recomendadas para analise em NGS. Ao validar esta possibilidade, o mesmo
procedimento foi aplicado a todas as restantes amostras que apds a primeira extraccdo mostraram

concentracgdes iguais ou inferiores a 5 ng/pl.

Foi assim efectuada uma primeira extraccéo, se se verificasse uma concentracéo inferior a 5
ng/ul, o que se verificou em 13 amostras, era realizada uma segundo eluicdo ao repetir todo o

protocolo a partir do passo 18 (ver Anexo, Protocolo de Extrac¢do) sendo feita de seguida uma
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segunda extraccao repetindo também a eluicdo para esta segunda extrac¢éo. No total foram obtidos

4 eluidos em cada uma destas amostras, que no final foram concentradas para 20 pl no MicroCon®.

Na tabela 3.1.3 estao representados os valores de concentracdo obtidos em cada um destes passos,

assim como as concentragdes finais.

Tabela 3.1. 3- Concentrages obtidas com recurso a QuBit®, de todas as amostras em que foi realizada mais que uma

extracgdo. Todas as extrac¢des foram posteriormente concentradas recorrendo a MicroCon®.

Amostr | 12 Extraccdo 22 Eluicao 22 Extraccao 22 Eluicdo Média Microcon
as (ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) (ng/u) (ng/ul) (ng/ul)
A52 5,460 3,120 4,290 14,10
Ab54 5,380 3,780 4,580 10,00
A51 1,940 0,810 0,316 0,310 0,844 6,46
AB60 1,070 0,280 1,040 0,404 0,699 7,37
AB2 2,880 0,970 too low 0,900 1,583 4,20
A59 2,840 2,520 0,108 0,220 1,422 4,46
Al2 9,660 1,527 5,594 8,86
A56 0,274 0,402 0,338 1,27
A2 4,780 0,740 0,320 1,947 4,33
AB5 3,420 0,218 0,188 1,275 3,77
A70 2,360 0,204 0,112 0,892 2,96
AB66 4,080 0,100 too low 2,090 2,52
A68 3,780 0,522 0,190 1,497 3,25

medidas 4 vezes no Qubit®.

Antes do inicio da preparacdo da

library as concentracdes de todas as amostras foram
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3.2- Preparacao da Library:

Apds a extraccdo de DNA o seguinte processo passa pela preparacdo da library que
posteriormente sera preparada para analise em NGS. A imagem abaixo representa um esquema
apresentado no protocolo TruSight One® da lllumina, Inc. 2017, que foi o protocolo seguido assim
como a utilizagdo do kit TruSight One® da lllumina, Inc. 2017:

1 Marcacao de DNA Genomico

2 | i!t’:;’:a-'/.'n de DNA marcado

3 Amplificacao do DNA marcadc

4 Lavagem de DNA Amplificado

Segunda Hibridacao

Segunda Captura de Sondas Hibridizadas

e
.

/
\

Fig. 2- Diagrama do protocolo TruSight One® da lllumina, Inc. 2017, utilizada para a preparacao da library.

3.2.1- Marcacgao de DNA Gendémico;

Este primeiro passo comeca por fragmentar o DNA marcando esses fragmentos com
adaptadores de sequenciacdo. Como foi referido anteriormente, para obter a concentragédo
recomendada de DNA é necessério ter 5 ng de DNA em 10 ul de volume total, o que para tal sera

necessario verificar os valores da concentracdo média de DNA obtidos apds a fase de extracgéo.

ApOs o calculo do valor de concentracdo de DNA necessaria é calculado o volume de Tris-
HCL a adicionar de forma a perfazer um volume final de 10 pl. Na tabela 3.2.1.1 estdo representados

os volumes finais e concentraces para a preparacao da library:
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3.2.1. 1- Valores de concentracdes obtidas de todas as amostras em 3 medi¢des com recurso ao QuBIt®.

Volume final (p)

Amostras‘ Média (ng/ul) ‘ DNA (ul) ‘ Tris-Hcl (ul)
A52 15,00 3,33 6,67
A63 4,93 10,15 0,00
A54 12,56 3,98 6,02
A58 34,27 1,46 8,54
A61 10,15 4,93 5,07
A40 13,03 3,84 6,16
A47 8,70 5,75 4,25
Al10 5,49 9,10 0,90
A39 53,60 0,93 9,07
A20 6,90 7,25 2,75
A51 5,29 9,46 0,54
A60 6,69 7,47 2,53
A62 4,41 11,33 0,00
A59 4,24 11,79 0,00
A8 12,03 4,16 5,84
A24 12,45 4,02 5,98
A5 25,77 1,94 8,06
A29 14,13 3,54 6,46
Ad4 9,37 5,33 4,67
Al8 8,04 6,22 3,78
A37 12,63 3,96 6,04
A67 7,15 7,00 3,00
Al2 8,86 5,64 4,36
A64 11,89 4,20 5,80
A69 8,53 5,86 4,14
Al7 3,94 12,69 0,00
A56 8,85 5,65 4,35
A33 12,83 3,90 6,10
A7 28,20 1,77 8,23
A32 15,63 3,20 6,80
A2 4,33 11,54 0,00
A65 3,77 13,25 0,00
A70 2,96 16,89 0,00
A66 2,52 19,82 0,00
A68 3,25 15,40 0,00

10,00
10,15
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
11,33
11,79
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,69
10,00
10,00
10,00
10,00
11,54
13,25
16,89
19,82
15,40
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3.2.2- Limpeza de DNA marcado;

Com os fragmentos de DNA marcados o objectivo passara agora por manter todo o DNA
marcado e remover ao maximo todo o que ndo € DNA marcado. Para esse efeito é utilizado SPB
(Sample Purification Beads) que tem na sua constituicdo esferas magnéticas (47). Estas esferas
magnéticas (MB) contém elementos de reconhecimento para uma posterior ligacdo a um elemento
especifico (52), sendo neste caso o DNA, que apos a hibridacdo com as MB a amostra é colocada
num suporte magnético (DynaMag®) explorando assim as propriedades magnéticas das MB e

separar os fragmentos de DNA dos restantes compostos.

3.2.3-Amplificacédo do DNA marcado;

Com a concentracéo dos fragmentos de DNA é necessério entdo marcar estes fragmentos de
forma a que seja possivel distinguir e identificar as diferentes amostras. Com esse objectivo séo
adicionados dois tipos de adaptadores: um adaptador de sequencia¢do e dois adaptadores index,
um que ira distinguir as diferentes librarys (i5) e outro que ira diferenciar todas as amostras (i7). Foi
de seguida aplicado um programa de 10 ciclos de PCR, onde é feita a amplificacdo dos fragmentos

de DNA adicionando no processo os index.

A tabela 3.2.3.1 abaixo apresentada representa a distribuicdo dos index nas amostras

utilizadas e nas librarys:
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Tabela 3.2.3. 1 - Distribuigdo de index.

Amostras| Indexi7 Seq;l\(lezaa Index i5 Squul\?Zua
A52 N701 TAAGGCGA E502 CTCTCTAT
A63 N702 CGTACTAG E502 CTCTCTAT
A54 N703 AGGCAGAA E502 CTCTCTAT
A58 N704 TCCTGAGC E502 CTCTCTAT
A61 N705 GGACTCCT E502 CTCTCTAT
A40 N706 TAGGCATG E502 CTCTCTAT
A47 N707 CTCTCTAC E502 CTCTCTAT
Al10 N708  CAGAGAGG E502 CTCTCTAT
A39 N709 GCTACGCT E502 CTCTCTAT
A20 N710 CGAGGCTG E502 CTCTCTAT
A51 N711 AAGAGGCA E502 CTCTCTAT
A60 N712 GTAGAGGA E502 CTCTCTAT
A62 N701 TAAGGCGA E503 TATCCTCT
A59 N702 CGTACTAG E503 TATCCTCT

A8 N703 AGGCAGAA E503 TATCCTCT
A24 N704 TCCTGAGC E503 TATCCTCT
A5 N705 GGACTCCT E503 TATCCTCT
A29 N706 TAGGCATG E503 TATCCTCT
A44 N707 CTCTCTAC E503 TATCCTCT
Al18 N708 CAGAGAGG E503 TATCCTCT
A30 N709 GCTACGCT E503 TATCCTCT
A37 N710 CGAGGCTG E503 TATCCTCT
A67 N711 AAGAGGCA E503 TATCCTCT
Al2 N712 GTAGAGGA E503 TATCCTCT
A64 N701 TAAGGCGA E504 AGAGTAGA
A69 N702 CGTACTAG E504 AGAGTAGA
Al7 N703 AGGCAGAA E504 AGAGTAGA
A56 N704 TCCTGAGC E504 AGAGTAGA
A33 N705 GGACTCCT E504  AGAGTAGA
A7 N706 TAGGCATG E504 AGAGTAGA
A32 N707 CTCTCTAC E504  AGAGTAGA
A2 N708 CAGAGAGG E504 AGAGTAGA
A65 N709 GCTACGCT E504  AGAGTAGA
A70 N710 CGAGGCTG E504 AGAGTAGA
A66 N711 AAGAGGCA E504  AGAGTAGA
A68 N712 GTAGAGGA E504 AGAGTAGA

3.2.4- Lavagem de DNA Amplificado;

Ao obter os fragmentos de DNA amplificados e com index associados

apenas o DNA de interesse, para tal sao utilizadas novamente as MB.

€ necessario extrair
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ApOs descartar o sobrenadante € feita uma medicao intermédia de concentracdo de DNA

(Qubit®) e uma medicado de tamanho de fragmentos de DNA recorrendo a TapStation. Os resultados

obtidos séo apresentados na tabela 3.2.4.1 e na tabela 3.2.4.2:

Tabela 3.2.4. 1- Concentracdes de DNA em cada amostra.

QuBIt®
Amostras| 12 Medic¢do (ng/ul) ‘ 22 Medicdo (ng/ul) Média (ng/ul)
A52 39,00 39,00 39,00
A63 68,40 68,40 68,40
A54 71,20 71,20 71,20
A58 73,00 73,00 73,00
A6l 57,00 57,00 57,00
A40 71,40 71,40 71,40
A47 64,60 64,60 64,60
Al10 77,40 77,40 77,40
A39 57,40 57,40 57,40
A20 64,80 64,80 64,80
A51 68,60 68,60 68,60
A60 51,00 51,00 51,00
A62 69,00 71,40 70,20
A59 57,20 60,40 58,80
A8 75,60 73,20 74,40
A24 77,60 70,60 74,10
A5 63,20 64,20 63,70
A29 70,40 67,80 69,10
Ad4 58,60 67,80 63,20
Al8 57,20 56,60 56,90
A30 61,00 60,20 60,60
A37 60,40 62,40 61,40
A67 64,20 61,40 62,80
Al2 69,20 63,80 66,50
A64 64,00 68,40 66,20
A69 64,80 56,60 60,70
Al7 63,80 58,20 61,00
A56 62,60 63,40 63,00
A33 68,00 73,40 70,70
A7 59,60 52,40 56,00
A32 36,40 33,20 34,80
A2 51,40 52,80 52,10
A65 56,40 57,80 57,10
A70 53,80 58,20 56,00
A66 64,40 62,40 63,40
A68 54,40 60,80 57,60

17



Tabela 3.2.4. 2- Concentracéo e tamanho de fragmentos de DNA em cada amostra com recurso a TapStation.

TapeStation

Tamanho Médio
Amostras| Pmol/I [200 bp;1000 bp]
A52 30.600 Erro
A63 23.800 Erro
A54 16.200 Erro
A58 20.400 Erro
A6l 46.900 Erro
A40 33.000 Erro
A47 8.710 Erro
Al10 Erro Erro
A39 23.600 Erro
A20 15.600 Erro
A51 24.400 Erro
A60 29.000 Erro
Ab62 23.800 293
A59 32.000 321
A8 25.400 296
A24 Erro Erro
A5 43.000 300
A29 62.900 323
Ad4 50.500 300
Al18 Erro Erro
A30 51.300 312
A37 Erro Erro
A67 45.800 351
Al12 Erro Erro
Ab4d 37.300 310
A69 52.900 314
Al7 47.700 295
A56 8.710 356
A33 73.700 328
A7 30.000 349
A32 27.400 303
A2 29.000 330
A65 14.800 397
A70 27.900 326
A66 20.000 247
A68 20.700 294
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3.2.5- Hibridacéao de Sondas;

Este passo tem como objectivo juntar 12 amostras criando uma library. Para tal é necessario
ter em consideracdo as concentracdes médias de DNA em cada amostra (consultar tabela 3.2.4.1).
Ao juntar 12 amostras é necessario ter em consideracdo que o protocolo recomenda que de cada

amostra sejam retirado um total de 500 ng de DNA.

As amostras séo distribuidas entre 3 librarys e os volumes correctos de cada amostra séo

adicionados ao tubo eppendorf da library correspondente.

Neste passo sdo ainda adicionados aos fragmentos de DNA de interesse marcadores

especificos que serdo explorados nos passos seguintes por sondas de captura (47).

3.2.6- Captura de Sondas Hibridizadas;

De forma a capturar os fragmentos de interesse sdo adicionadas novas MB que tém a
capacidade de se ligarem a marcadores especificos que foram adicionados a amostra no passo
anterior. S&o de seguida feitas lavagens de forma a eliminar zonas de ligacdo ndo especificas. Ao

terminar este processo o DNA de interesse € eluido das MB ficando assim uma library enriquecida.

3.2.7- Segunda Hibridacéo;

Este passo procura atingir uma maior especificidade, repetindo o passo 3.2.5. a partir apenas

do momento em que sao adicionados os marcadores especificos.

3.2.8- Segunda Captura de Sondas Hibridizadas;

Repeticdo do passo 3.2.6, 0 que permite garantir ndo s6 um maior enriquecimento das

librarys como também uma maior especificidade na captura de regides de interesse.

3.2.9- Limpeza de Library;

Sao utilizados outro tipo e MB sendo que neste caso o0 objectivo sera o de manter apenas o
DNA de interesse e eliminar todo o restante contetdo. O resultado deste processo devera ser uma

library enriquecida onde o DNA presente pertence apenas as regides de interesse.

3.2.10- Amplificagédo de Library Enriquecida,;

Ja com as librarys enriquecidas é realizada uma amplificacdo das mesmas recorrendo a PCR.

3.2.11- Lavagem de Library Amplificada;

Explorando o mesmo principio que foi aplicado no passo 3.2.9, séo utilizadas MB para que
seja possivel remover todos os regentes/compostos ndo desejados. O resultado sera uma biblioteca

enriquecida apenas com DNA de interesse amplificado pronto para analise em NGS.
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3.2.12- Verificacao de Librarys Enriquecidas;

O Objectivo deste Ultimo passo sera o de quantificar as librarys, para esse efeito foram feitas

3 tipos de medi¢des recorrendo a fluorometria (QuBIt®), a TapStation e ao PCR em tempo real.

3.3 — Quantificacéo de Librarys;

A quantificacdo de librarys € um passo importante na sequenciagcdo em NGS onde as
concentracdes de DNA e o tamanho dos fragmentos tém relevancia na qualidade da analise final
(53).

Para este trabalho foram utilizados dois equipamentos, o Qubit® da Thermo Fisher Scientific
Inc. e a Tapstation da Agilent Technologies. Ambos os equipamentos mostraram a capacidade de

obter resultados de concentragdo aproximadas dos valores standard indicados pela marca (53).

O sistema Tapstation, € um equipamento de electroforese automatica com capacidade para
analisar e distinguir amostras com um tamanho entre 200 a 60000 pb, mostrando ser um

equipamento fidveis para quantificagdo em NGS (54).
3.4 - Procedimento;

3.4.1- Sequenciacado em NGS;

Para a sequenciacao foi utilizado o equipamento NextSeg550 da lllumina, Inc. Onde foi

aplicada o seguinte procedimento, como recomendado no protocolo:
e Preparacéo de cartridge e de flow cell:
e Desnaturacéo e diluicdo de librarys, para um volume final de 1.3 ml.
e Concentracao final de librarys é colocada no poco 10 da cartridge.
¢ No equipamento, é selecionada a op¢éo sequence.
e E colocada a flow cell.
e E colocado o recipiente de regentes tampéo e de regentes.

e S&o introduzidos os parametros finais, assim como as referéncias das amostras

de acordo com os index correctos.

e Da-se inicio a sequenciacao.
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4- Resultados

4.1 — Extraccéo

Antes de iniciar a preparacdo das librarys é necessario avaliar as concentracfes de DNA
recolhidas das amostras, tendo em atengdo para a concentragdo de DNA minima recomendada de 5

ng/ul. A tabela 4.1.1 representa as concentracdes obtidas por amostra apds a extraccdo de DNA.

Tabela 4.1. 1- Valores de concentragdes obtidas de todas as amostras em 3 medi¢des com recurso ao QuBit®.

Amostras 12 Medico (ng/ul) ‘ 22 Medicéo (ng/pl) ‘ 32 Medicéo (ng/ul) ‘ Média (ng/pl)
A52 15,70 15,70 13,60 15,00
AB3 4,56 4,44 5,78 4,93
A54 19,00 10,10 8,58 12,56
A58 37,00 34,80 31,00 34,27
A61 8,84 11,30 10,30 10,15
A40 11,50 11,10 16,50 13,03
A47 4,96 13,70 7,44 8,70
A10 4,62 5,92 5,94 5,49
A39 46,60 37,80 76,40 53,60
A20 7,74 7,64 5,32 6,90
A51 5,28 4,94 5,64 5,29
AB0 6,00 7,18 6,90 6,69
AB2 4,20 4,66 4,38 4,41
A59 4,46 4,56 3,70 4,24
A8 10,90 11,80 13,40 12,03
A24 18,40 12,50 6,44 12,45
A5 34,00 26,80 16,50 25,77
A29 17,50 12,70 12,20 14,13
Ad4 7,22 10,90 10,00 9,37
A18 12,40 6,40 5,32 8,04
A30 6,24 7,94 8,32 7,50
A37 16,30 15,30 6,28 12,63
AB7 10,40 5,56 5,48 7,15
Al12 9,66 9,20 7,72 8,86
A64 13,10 12,90 9,68 11,89
AB9 10,30 7,70 7,58 8,53
Al17 5,28 3,22 3,32 3,94
A56 14,80 6,90 4,86 8,85
A33 13,90 12,50 12,10 12,83
A7 34,20 24,40 26,00 28,20
A32 16,20 16,30 14,40 15,63
A2 3,18 4,82 5,00 4,33
AB5 3,12 4,20 4,00 3,77
A70 2,14 3,38 3,36 2,96
A66 1,65 3,18 2,74 2,52
AB8 3,10 3,44 3,20 3,25
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4.2 — Library

No total foram criadas 3 librarys onde foram incluidas, de forma aleatéria, 12 amostras em

cada uma delas. Para esse efeito seria necessario garantir que cada amostra contribuiria com 500 ng

de DNA. Para esse efeito foi aplicado o calculo apresentado no subcapitulo 3.2.5 de onde foi obtido o

volume necessario a ser retirado a cada amostra. A tabela 4.2.1 apresenta o volume total adicionada

de cada amostra, ilustrando também a distribuicdo das amostras pelas respectivas librarys.

Tabela 4.2. 1- Representacao das librarys, concentracdo média de DNA em cada amostra e volume a retirar para perfazer um
total de 500 ng de DNA por library.

QuBIt®
Amostras | Média (ng/pl) | Para 500 ng de massa de DNA (L)
A52 39,00 12,82
A6B3 68,40 7,31
A54 71,20 7,02
A58 73,00 6,85
A61 57,00 8,77
Library 1 A40 71,40 7,00
A47 64,60 7,74
Al10 77,40 6,46
A39 57,40 8,71
A20 64,80 7,72
A51 68,60 7,29
A60 51,00 9,80
A62 70,20 7,12
A59 58,80 8,50
A8 74,40 6,72
A24 74,10 6,75
A5 63,70 7,85
Library 2 A29 69,10 7,24
Ad4 63,20 7,91
Al18 56,90 8,79
A30 60,60 8,25
A37 61,40 8,14
A67 62,80 7,96
Al2 66,50 7,52
A64 66,20 7,55
A69 60,70 8,24
Al7 61,00 8,20
A56 63,00 7,94
A33 70,70 7,07
Library 3 A7 56,00 8,93
A32 34,80 14,37
A2 52,10 9,60
AB5 57,10 8,76
A70 56,00 8,93
A66 63,40 7,89
A68 57,60 8,68
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Ao terminar a preparacdo das librarys é necessario obter dois tipos de medicdes, sendo o

primeiro os valores de concentragdo de DNA, que estéo representados na tabela 4.2.2, e em segundo

lugar o tamanho médio dos fragmentos de DNA obtidos em cada library. No caso do dltimo, é

recomendado um tamanho médio que esteja entre o intervalo de 200 a 1000 pares de bases. Os

resultados obtidos para o tamanho médio dos fragmentos de DNA em cada library é apresentada na

tabela 4.2.3.

Tabela 4.2. 2- Valores referentes a medicéo de concentragdo efectuada em fluorometria:

12 Medigdo (ng/ul) ‘ 22 Medicdo (ng/ul) ‘ 32 Medicdo (ng/ul)

Média (ng/ul)

Library 1
Library 2
Library 3

1,040
0,726
0,504

QuBIt®
0,962 0,890
0,680 0,728
0,472 0,484

0,964
0,711
0,487

Tabela 4.2. 3- Valores referentes as medigdes efetuadas em TapStation, com referencia a concentragédo e tamanho

de fragmentos de interesse. E de salientar que o tamanho ideal recomendado sera de 200 pares de bases (bp) a 1000 bp.

Library 1.1, Library 2.1 e Library 3.1 s&o repeticdes da Library 1, Library 2 e Library 3, respectivamente:

TapeStation

Tamanho Médio

Pe/ul | (Pmol/l) | 1500 bp:1000 bp]
Libraryl |1.190 5.320 345
Library 1.1 | 1.140 5.040 349
Library 2 836 3.530 373
Library 2.1 | 774 3.380 352
Library 3 543 2.400 347
Library 3.1 | 558 2.460 349
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4.3 — Analise Global

No total foram encontradas 186 alterag8es, destas, 183 s&o variagdes de um nucleétido (snv),
duas insercdes e uma deleccao. Relativamente ao genoétipo, 141 alteracdes sdo heterozigoticas e 44

homozigo6ticas, 76% e 24% respectivamente (Gréfico 4.3.1).

Gréfico 4.3. 1- Percentagem de amostras Homozigéticas e Heterdzigéticas.

No que toca a consequéncia foram obtidas 9 tipos de altera¢gbes, sendo de destacar as
variantes missense e sindnimas que ambas representam 87% do total das variacdes encontradas. A
tabela abaixo apresentada apresenta o nimero de variantes encontradas (Tabela 4.3.2), j& o grafico

representa a distribuicdo destas mesmas variantes por percentagem (Figura 4.3.2).

Tabela 4.3. 1- Ndmero de alteragBes encontradas em cada variante.

Consequéncia N° de Alteracdes Encontradas
Downstream Gene Variant 3
Intréo 3
Missense 77
Regido Nao Codificante 2
Sinénimas 85
Splice Donor Variant 1
Variante na Regi&o de Splicing 13
Variante na regido de splicing; Variante sinbnima 1
Variante uptream (Ensemble= Sin6nima) 1
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Downstream Gene Vanant 1 %
Intrdso M@ 2%
Misserse I 1190
Regido Nao Codificantes B 1%

Sinonima I, 6

Splice Dono: Variant B 1%

Variante na Regido de Splicing TN /%
Variante na regido de splicing; Variante sindnima B 1%
Variante uptream (Ensemble= Sindnima) B 1%

Gréfico 4.3. 1- Percentagem de variantes encontradas.

As previsBes polyphen (www.ensembl.org/index.html) sdo uma ferramenta importante cujo

objectivo passa (a partir de um célculo automético) por prever um possivel impacto de uma variante
ndo-sindnima (55). Segundo esta previsdo, tanto a partir do software utilizado como em consulta no
site Ensemble foram obtidas referéncias em 80 alteracBes sendo 77 pertencentes a variacbes
missense, 1 a variacdo Intrdo, 1 a Variante uptream (Ensemble= Silenciosa) e 1 a Downstream do

gene. As previsdes Polyphen encontradas séo apresentadas na Tabela 4.3.2.

Tabela 4.3. 2— Numero total de referéncias Polyphen encontradas.

Informac&o Polyphen Total Encontradas

Benigno 58
Possivelmente Benigno 1
Possivelmente Patogénico 21

Ao analisar os dados obtidos apartir da base de dados 1000 Genome foi possivel constatar
de 50 das variacdes obtidas apresentavam uma incidéncia global abaixo de 1%, o que poderd indicar

a possibilidade de mutacéo (56), havendo 49 heter6zigoticos e um homozigético.

4.4 — Analise por Gene;

Os valores de prevaléncia apresentados tém por base resultados adquiridos apartir de 1000
Genome project. No que toca a significancia clinica associadas ao fenétipo, as mesmas serao

baseadas na informacéo ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) obtida partir da base de dados

NCBI (acedida entre os meses de Julho e Agosto de 2018), quando disponiveis na base de dados, se

esta nao tiver informacao disponivel a significancia clinica estara devidamente referenciada.

4.4.1 ADRB1

Variantes deste gene sdo referentes ao cromossoma 10, todos snv. AlteragBes neste gene

foram encontradas em 19 das amostras analizadas, sendo 3 homozig6ticas e 16 heterozigéticas.
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Uma alteracdo missense foi encontrada, a informagdo da mesma é apresentada na tabela

seguinte (Tabela 4.4.1.1).

Tabela 4.4.1. 1- Alteracdes missense encontradas no gene ADRB1 com informagéo de alteracdo de aminoacido e prevaléncia

global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia N° de
refSNP Missense Aminoacido segundo 1000 segundo 1000 Genome
. . Amostras
Genome Project Project
rs1801253 |1165G>C Gly389Arg 70,17% 68,49% 19

Esta variante missense tem uma previsao polyphen de benigna estando associada ao peso a
nascenc¢a (57) sendo que segundo a base de dados 1000 Genome, nenhuma destas variantes tém

uma prevaléncia global e/ou europeia abaixo de 1%.

4.4.2 ADRB2

Gene com variantes no cromossoma 5 tendo sido obtidas 13 variagbes snv sendo 7

heterdzigodticas e 6 homozigéticas. Das amostras analisadas 23 apresentaram alteragfes neste gene.

A tabela abaixo apresentada revela as variantes missense encontradas (Tabela 4.4.2.1).

Tabela 4.4.2. 1- Alteragdes missense encontradas no gene ADRB2 com informacgéo de alteragdo de aminoacido e prevaléncia

global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, , assim como o nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia NC de
refSNP Missense Aminoacido segundo 1000 segundo 1000 Genome Amostras
Genome Project Project
rs1042713 | 46G>A Gly16Arg 47,56% 38,57% 13
rs1042714 | 79G>C  Glu27GIn 79,57% 59,04% 20
rs1800888 | 491C>T  Thrl64lle 0,4% 1,79% 2
rs3729943 | 659C>G .Ser220Cys 0,98% 0% 1

A excepcdo da variante 659C>G que tem uma previsdo polyphen de possivelmente

patogénica, todas as restantes apresentam uma previsao polyphen de benigno. No que toca as

implicagbes clinicas associadas a estas alteracdes, a tabela 4.4.2.2 indica essas mesmas alteracdes:
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Tabela 4.4.2. 2— Significancia clinica das alteragbes missense obtidas para o gene ADRB2 segundo informacéo obtida pela
base de dados ClinVar, NCBI.

Missense Significancia Clinica
46G>A Risco de obesidade
79G>C Susceptibilidade a Obesidade
491C>T Resposta reduzida a agonista de Adrenoreceptor-Beta-2
659C>G Hipertencao (58)
4.4.3 ADBR3

Gene com variantes no cromossoma 8 tendo sido obtidas 4 variacdes snv sendo todas
heterozigéticas. Das amostras analisadas, 4 apresentaram alteracbes neste gene. Foram obtidas
variantes missense e uma variante na regido de splicing (1205+3A>G) sem identificacdo ou

informacao.
A tabela 4.4.3.1 apresentada revela as altera¢cées missense obtidas:

Tabela 4.4.3.1- AlteragGes missense obtidas no gene ADRB3 com informagdo de alteragdo de aminoacido e prevaléncia
global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia NC de
refSNP Missense Aminoacido segundo 1000 segundo 1000 AMOStras
Genome Project Genome Project
rs374271379 |1033A>G lle345Val 0,06% 0% 1
rs4994 190T>C  Trp64Arg 11,5% 8,15% 4
rs4995 794C>T Thr265Met 0,42% 0% 1

Uma das variantes obtidas (1033A>G) apresenta uma previsédo polyphen de possivelmente
patogénica, sendo as restantes benigno. A significAncia clinica associada a estas variantes é

apresentada na tabela 4.4.3.2.

Tabela 4.4.3.2— Significancia clinica das alteragcdes missense obtidas para o gene ADRB3 segundo informacéo obtida pela
base de dados ClinVar, NCBI.

Missense Significancia Clinica
1033A>G Sem Informacéao disponivel
190T>C Obesidade
794C>T Sem Informacéao disponivel
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4.4.4 BDNF

Gene no cromossoma 11 tendo sido obtidas 3 variacdes snv sendo as 3 heterézigéticas. Das
amostras analisadas, 9 apresentaram alteracfes neste gene. Foram obtidas uma variante
downstream gene para o gene BDNF e duas variantes em regido néo codificante para o gene BDNF-
AS, BDNF, sendo elas 434C>T (rs6265) e 358G>T (rs745707481). A primeira (434C>T) com uma
prevaléncia global de 20.13% e europeia de 19.68% segundo a base de dados 1000 Genome Project
tendo também uma previsédo polyphen de benigno, estando esta associada a anorexia nervosa e
bulimia nervosa. A segunda variante, 358G>T, ndo apresenta informacdo de 1000 Genome Project e
ClinVar.

4.45 FTO;

Gene no cromossoma 16 tendo sido obtidas 3 variagfes snv sendo as 3 heterdzig6ticas. Das
amostras analisadas, 3 apresentaram alteracdes neste gene. Uma variante missense foi obtida,
(rs144743617) 767G>A Ser256Asn, com uma incidéncia global de 0.16% e europeia de 0.4% com
uma previsdo polyphen de benigno, sendo que para este alelo ndo existe informacgédo ClinVar

disponivel.

4.4.6 IGF2R

Gene no cromossoma 6 tendo sido obtidas 27 variagdes snv sendo 20 heterdzig6ticas. Das
amostras analisadas 33 apresentaram alteracdes neste gene. Na tabela 4.4.6.1 apresentada estéo

descritas as alteracdes missense obtidas.

Tabela 4.4.6.1- Alteragdes missense obtidas no gene IGF2R com informagéo de alteracdo de aminoacido e prevaléncia global
e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como 0 numero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
. o Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia NC de
refSNP Missense Aminoacido segundo 10_00 segundo 10_00 AMOStras
Genome Project Genome Project
rs629849 4855A>G Argl619Gly 90,32% 86,38% 28
rs8191754 754C>G  Leu252Val 16,03% 14,81% 7
rs8191842 3320C>T Thr1107Met 2,08% 0,1% 1
rs150809922 | 745C>T  Arg249Trp 0,76% 0% 1
rs77999960 |4511C>T Thrl504lle 0,12% 0,2% 1
rs139109340 |6857G>A Ser2286Asn 0,04% 0% 1
rs148608443 |1063G>A Asp355Asn 0,02% 0,1% 1
rs146110381 |4094A>G Aspl365Gly 0% 0% 1

Segundo a classificacdo polyphen 3 das variagBes obtidas correspondem a variagfes
possivelmente patogénica, sendo elas 754C>G, 3320C>T e 745C>T. As restantes estéo classificadas
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como benignas. No que toca ao fenétipo, nenhuma das variantes indicadas apresentam informacao

ClinVar, sendo que o SNP rs629849 reflete alteracdes associadas a obesidade (59).

4.4.7 LEP

Gene no cromossoma 7 tendo sido obtidas 1 variacdes snv sendo esta heterézig6tica. Das
amostras analisadas 1 apresenta alteracdes neste gene. A variante obtida é missense (rs17151919)
280G>A Val94Met, com uma classificacdo polyphen de benigno com uma prevaléncia global de
2.75% e uma prevaléncia europeia de 0%. Segundo a informacdo da base de dados ClinVar, esta
variante esta associada a deficiéncia ou disfuncao de leptina, obesidade monogénica ndo-sintomatica
e diabetes monogénica.

4.4.8 LEPR

Gene no cromossoma 1 tendo sido obtidas 8 variagcdes snv havendo 5 heterézigoéticas. Das
amostras analisadas 33 apresentam alteracdes neste gene. A tabela 4.4.8.1 descreve as alteracdes

missense obtidas.

Tabela 4.4.8.1- Alteragbes missense obtidas no gene LEPROT, LEPR com informacédo de alteracdo de aminoécido e
prevaléncia global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o nimero de amostras em que esta foi

variante foi encontrada.

Prevaléncia Global  Prevaléncia Europeia O
refSNP [ Missense Aminoécido segundo 1000 segundo 1000 AMostras
Genome Project Genome Project
rs1137101 | 668A>G  GIn223Arg 58,43% 46,92% 24
rs1805094 [ 1968G>C Lys656Asn 14,24% 15,11% 12

As variantes obtidas para este gene sdo variantes benignas segundo a classificagdo

polyphen. A significAncia clinica associada a estas variante sdo apresentadas na tabela 4.4.8.2.

Tabela 4.4.8.2— Significancia clinica das altera¢cdes missense obtidas para o gene LEPROT, LEPR segundo informacao obtida
pela base de dados ClinVar, NCBI.

Missense SignificAncia Clinica
668ASG Polimorfismo receptor da leptina, Deficiéncia receptor da leptina, obesidade
monogénica ndo-sintomatica
1968G>C Polimorfismo receptor da leptina, Diabetes monogénica (significancia incerta)
449 LRP2

Gene com variantes no cromossoma 2 tendo sido obtidas 59 variacfes snv, 43 dos quais séo
heter6zigéticos. Das amostras analisadas 33 apresentam alteracBes neste gene. A tabela 4.4.9.1
descreve as alteragc6es missense obtidas:
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Tabela 4.4.9.1- Alteragdes missense obtidas no gene LRP2 com informacé&o de alteracdo de aminoéacido e prevaléncia global

e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o0 nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
. o Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia O
refSNP Missense  Aminoé&cido segundo 1090 segundo 10_00 Amostras
Genome Project Genome Project

infof‘rir;‘géo 12385A>G Asn4129Asp 0% 0% 1
rs138269726 | 6160G>A Asp2054Asn 0,04% 0,20% 1
rs144081819 |10804G>A Ala3602Thr 0,88% 0,10% 1
rs147058423 | 3110G>A Argl037Lys 0,02% 0,10% 2
rs150552608 | 3452C>T Proll5l1Leu 1,52% 0,20% 2
rs17848169 | 7894A>G Asn2632Asp 1,72% 3,97% 1
rs189273089 | 9592G>A GIlu3198Lys 0,04% 0% 2
rs2075252 | 12280A>G Lys4094Glu 77,80% 76,24% 28
rs2228171 8614G>A Ala2872Thr 26,80% 25,94% 15
rs2229263 248A>G  Asn83Ser 30,63% 27,83% 13
rs34291900 | 2006G>A  Gly669Asp 1,50% 3,68% 1
rs34355135 |11092G>A Val3698Met 0,38% 0,60% 1
rs34693334 775G>C Gly259Arg 4,03% 8,05% 2
rs35086590 | 9413G>A Arg3138His 0,34% 0,10% 1
rs371867711 | 13156G>A Gly4386Arg 0% 0% 1
rs41268685 |13250G>A Gly4417Asp 0,58% 1,19% 1
rs4667591 |[12628A>C lle4210Leu 55,59% 79,32% 24
rs79723119 |11996T>G Val3999Gly 0,42% 1,79% 2

Das variantes missense obtidas a variante LRP2 12385A>G Asn4129Asp ndo aparesenta
informacdo apesar de uma previsdo polyphen de possivelmente patogénica. As restantes variantes
com previsdo polyphen de possivelmente patogénica sao as variantes LRP2 6160G>A Asp2054Asn,
LRP2 10804G>A Ala3602Thr, LRP2 2006G>A Gly669Asp, LRP2 13250G>A Gly4417Asp e LRP2

12628A>C lle4210Leu, sendo que as restantes variantes tém uma previsao de benigno.

No que toca a significancia clinica, estas variantes nao apresentam fendétipo directamente
associado a obesidade segundo informacéo da base de dados ClinVar. O SPN rs34291900, tem uma

associacao ao nivel de colesterol HDL (60).
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4.4.10 MC3R

Gene com variantes no cromossoma 20 tendo sido obtidas 2 variacfes snv havendo uma
heterézigética. Das amostras analisadas 5 apresentam alteracdes neste gene. A tabela 4.4.10.1

descreve as alteracfes missense obtidas.

Tabela 4.4.10.1- Alteragcdes missense obtidas no gene MC3R com informagéo de alteragdo de aminoéacido e prevaléncia

global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia O
refSNP Missense Aminoacido segundo 1000 segundo 1000 Amostras
Genome Project Genome Project
rs3827103 | 130G>A  Vald4lle 25,22% 7,65% 5

A variante missense obtida tem uma classificacdo polyphen de benigno, sendo que
relativamente ao fenétipo, existe uma associagéo a susceptibilidade de desenvolver obesidade infantil

e resisténcia a insulina para o SNP rs3827103 do gene MC3R (61).

4.4.11 MC4R

Gene no cromossoma 18 tendo sido obtidas 1 variante snv sendo esta heterézigética. Das
amostras analisadas 2 apresentam alterac6es neste gene. A variante obtida é missense MC4R
(rs2229616) 307G>A Vall03lle, com uma classificagdo polyphen de benigno com uma prevaléncia
global de 1.62% e uma prevaléncia europeia de 0.69%. Segundo a informacdo da base de dados

ClinVar, o fenétipo esta associada ao risco de desenvolver obesidade e diabetes monogénica.

4.4.12 NEGR1

Gene no cromossoma 1 tendo sido obtidas 3 variantes snv havendo 2 heterézigéticas. Das

amostras analisadas 32 apresentam alteracfes neste gene. As variantes obtidas sdo sindnimas.

4.4.13 NPY

Gene no cromossoma 7 tendo sido obtidas 5 variantes snv havendo 3 heterdzigéticas. Das
amostras analisadas 23 apresentam alteracdes neste gene. Foi obtida uma variante missense NPY
(rs16139) 20T>C Leu7Pro numa amostra, com uma previsdo polyphen de possivelmente patogénica
com uma prevaléncia global de 1.70% e uma prevaléncia europeia de 3.97%. Este SNP esti

associado a predisposi¢cédo para desenvolver diabetes tipo 2 (62).

4.4.14 NPY1R

Gene no cromossoma 4 tendo sido obtidas 1 variante snv sendo esta heter6zigotica. Das
amostras analisadas 2 apresentam alteracBes neste gene. Foi obtida uma variante missense NPY1R

(rs5578) 1121A>C Lys374Thr, com uma previsdo polyphen benigno com uma prevaléncia global de
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0.30% e uma prevaléncia europeia de 0.69%. N&o foi encontrada informacdo relativamente ao

fendétipo.

4.4.15 NPY2R

Gene no cromossoma 4 tendo sido obtidas 5 variantes snv havendo 3 heterézigoéticas. Das
amostras analisadas 27 apresentam alteracdes neste gene. Todas as variantes encontradas séo

sinbnimas.

4.4.16 NTRK2

Gene no cromossoma 9 tendo sido obtidas 2 variantes snv ambas heterézig6ticas. Das
amostras analisadas 5 apresentam altera¢gfes neste gene. Uma variante obtida é sindnima, sendo a

segunda uma variante na regido de splicing.

4.4.17 PCSK1

Gene no cromossoma 5 tendo sido obtidas 8 variantes snv havendo 5 heterdzigéticas. Das
amostras analisadas 29 apresentam alteracdes neste gene. A tabela 4.4.17.1 descreve as alteracfes
missense obtidas.

Tabela 4.4.17.1- AlteragGes missense obtidas no gene PCSK1 com informagédo de alteragdo de aminoacido e prevaléncia
global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.

Prevaléncia Global ~ Prevaléncia Europeia NO

refSNP Missense Aminoacido segundo 1000 segundo 1000
. . Amostras
Genome Project Genome Project

rs6232 661A>G Asn221Asp 2,10% 3,28% 2
rs6235 2069G>C Ser690Thr 24,38% 25,94% 13
rs6234 1993C>G GIn665Glu 25,92% 26,04% 5

Todas estas variantes sao benignas segundo a previsao polyphen, no que toca ao fenétipo a

tabela 4.4.17.2 apresenta as consequéncias clinicas associadas a estas variantes.

Tabela 4.4.17.2— SignificAncia clinica das alteragdes missense obtidas para o gene LEPROT, LEPR segundo informagé&o
obtida pela base de dados ClinVar, NCBI.

Missense Significancia Clinica

661A>G indice de massa corporal
2069G>C Obesidade monogénica ndo sintomatica
1993C>G Obesidade monogénica ndo sintomatica
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4.4.18 POMC

Gene com variante no cromossoma 2 onde foi obtidas uma insercdo, heterozigética,
proveniente de uma amostra POMC (rs10654394) 289 297dupAGCAGCGGC
Gly99_ Alal00insSerSerGly, esta variante apresenta uma prevaléncia global de 7.71% e uma
prevaléncia europeia de 4.27%, sendo que ndo se encontrou informacdo polyphen. O fenétipo
associado a esta variante segundo a base de dados ClinVar é de obesidade monogénica nao

sintomatica.

A segunda variante obtida para este gene, € uma variante snv heterozigética POMC
(rs28932472) 706C>G Arg236Gly, proveniente de duas amostras, com uma prevaléncia global de
0.24% e uma prevaléncia europeia de 0.30% sendo esta variante possivelmente patogénica de
acordo com a base de dados polyphen. Esta variante esta associada a susceptibilidade a obesidade

pela base de dados ClinVar.

4.4.19 SH2B1

Gene no cromossoma 16 tendo sido obtidas 4 variantes snv havendo 3 heterézig6ticas. Das
amostras analisadas 13 apresentam alteragfes neste gene. A varante missense obtida em 9
amostras, SH2B1 (rs7498665) 1450A>G Thr484Ala, € uma variante benigna segundo a base de
dados polyphen, com uma prevaléncia global de 26,14% e europeia de 32,9%. O SNP rs7498665

esta associado a obesidade (63).

4.4.20 SIM1

Gene no cromossoma 6 tendo sido obtidas 3 variantes snv todas heterézigoéticas. Das
amostras analisadas 9 apresentam alteragbes neste gene. As alteragcbes missense obtidas séo

apresentadas na tabela 4.4.20.1.

Tabela 4.4.20.1- Alteragdes missense obtidas no gene Sim1 com informagéo de alteragdo de aminoacido e prevaléncia global

e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o numero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
Prevaléncia Global Prevaléncia Europeia NP
refSNP Missense Aminoécido segundo 1000 segundo 1000
. . Amostras
Genome Project Genome Project
rs3734354 | 1054C>A Pro352Thr 17,81% 14,71% 6
rs3734355 |1112C>T Ala371Val 17,85% 14,71% 5

Todas estas alteragcdes sdo benignas segundo a classificacdo polyphen, no que toca &a
consequéncia clinica associada ao fenétipo, esta apresenta associacdo a obesidade e tendéncia para
IMC elevado (64—-66).
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4.4.21 SORCS1

Gene no cromossoma 10 tendo sido obtidas 6 variantes snv todas heterézigéticas. Das
amostras analisadas 17 apresentam alteracBes neste gene. Foi obtida uma variante missense
proveniente de uma amostra, SORCS1 2491A>C Thr831Pro, esta variante ndo apresenta informacao,

a excepcao de ser uma alteragdo possivelmente patogénica segundo a previsédo polyphen.

4.4.22 UCP1

Gene no cromossoma 4 tendo sido obtidas 4 variantes snv todas heterdzigéticas. Das
amostras analisadas 6 apresentam alteracdes neste gene. Duas alteracdes missense foram obtidas,

estando estas representadas na tabela 4.4.22.1.

Tabela 4.4.22.1— Alterag6es missense obtidas no gene UCP1 com informacgdo de alteragcdo de aminoéacido e prevaléncia

global e na europa segundo a base de dados 1000 Genome, assim como o nimero de amostras em que esta foi variante foi

encontrada.
Prevaléncia Global  Prevaléncia Europeia NO
refSNP Missense Aminoacido segundo 1000 segundo 1000
) ) Amostras
Genome Project Genome Project
rs2270565 685A>T Met229Leu 7,21% 7,85% 2
rs45539933 | 190G>A  Ala64Thr 8,59% 7,65% 2

Ambas as variantes sdo benignas segundo a previsdo polyphen. N&o foi encontrada

informacéo na base de dados ClinVar relativamente a consequéncia clinica.

4.4.23 UCP2

Gene no cromossoma 11 tendo sido obtidas 2 variantes snv sendo uma heterdzigotica. Das
amostras analisadas 12 apresentam alteracdes neste gene. Foi obtida uma variante missense, UCP2
(rs660339) 164C>T Ala55Va, € uma variante benigna segundo a previsdo polyphen, com uma
prevaléncia global de 41,61% e europeia de 40,46%. Polimorfismo do gene UCP2 (rs660339) esta

associado a susceptibilidade de desenvolver obesidade na populacéo sul-europeia (67).

4.4.24 UCP3

Gene no cromossoma 11 tendo sido obtidas 5 variantes snv 4 destas heterézigéticas. Das
amostras analisadas 20 apresentam alteragBes neste gene. Das variantes obtidas uma missense foi
obtida, presente numa amostra, UCP3 (rs143786748) 211A>C Thr71Pro com uma prevaléncia global

e europeia de 0%. Esta variante missense € benigna segundo a previséo polyphen.

Neste gene, foi ainda obtida uma variante splice donor (824+1G>A) no intrdo 6-7 presente
numa amostra. A prevaléncia global desta variante € de 3.29%, com uma prevaléncia europeia de

0.3%, sendo que esta variante ndo apresenta informacéo ClinVar.
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4.5 — Distribuicdo de Genes (Impacto dos genes nas amostras
analisadas)

Dos genes analisados foram as variantes no gene LRP2 que teve um maior impacto,
representando 31,7% do total de variantes obtidas, contrastando com os genes BDNF, IGF2, LEP,
MC4R e NPY1R que preenchem respectivamente 0,5% dos genes analisados. O gréafico 4.5.1 ilustra

0 impacto de varia¢cfes obtidas em cada gene nas amostras analisadas.
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Gréfico 4.5.1- Percentagem na distribuicdo de variagdes obtidas em cada gene.

No que toca ao impacto das variantes nos genes em cada amostra para um total de 34
amostras os genes IGF2R, LEPR e LRP2 apresentam variantes em 33 amostras, o que significa que
cada gene tem uma variacdo presente em 97,1% das amostras analisadas. J& o gene LEP apenas
apresenta variantes numa Unica amostra. Os dois gréaficos abaixo apresentados ilustram esta mesma
situagdo para todos os genes, onde o Grafico A representa 0 nimero de amostras em que foram
obtidas variantes de um determinado gene, onde o Grafico B ilustra a percentagem desse mesmo

valor para um total de 34 amostras.
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Gréfico 4.5.2— Gréfico A: Numero de amostras em que foram obtidas variantes de cada gene analisado. Grafico B:

Percentagem do nimero de amostras em que foram obtidas variantes de cada gene analisado, para um total de 34 amostras.

Em média cada amostra apresenta 12 genes com variantes alteradas, considerando um
desvio padrdo de 3.1, sendo que sera de salientar que ndo foram obtidos resultados em duas
amostras (A58 e A59). O gréafico 4.5.3 apresentado ilustra 0 nimero de genes com Vvariantes

alteradas em cada amostra.
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Gréfico 4.5.3— NUmero de genes com variantes alteradas em cada amostra.

No que toca a previsao polyphen, o gréafico 4.5.4 representa o0 nUmero de variantes com uma
classificagdo polyphen de possivelmente patogénica, distribuidas pelas amostras afectadas,
representando assim polimorfismos em genes que possam explicar uma maior susceptibilidade para

desenvolver obesidade:
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Grafico 4.5.4— Numero de polimorfismos em genes, por amostra, com risco elevado associado a previsdes polyphen de

possivelmente benigno e possivelmente danoso.

A tabela 4.5.1, representa 0s genes que apresentavam um polimorfismo possivelmente
danoso segundo a previsdo polyphen representando a amostra em que esse polimorfismo foi

identificado, assim como o SNP de referéncia.

Tabela 4.5.1- Representacdo de amostras onde foram identificados polimorfismos possivelmente danosos segundo a
classificacdo polyphen, onde é representado o gene onde desse polimorfismos assim como o SNP.
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Amostra Gene refSNP

LRP2 rs4667591
A2
POMC rs28932472
A5 LRP2 rs4667591
A7 LRP2 rs4667591
A8 LRP2 rs4667591
Al10 LRP2 rs4667591
Al12 LRP2 rs4667591
Al7 LRP2 rs4667591
A20 LRP2 rs4667591
LRP2 rs34291900
A24 IGF2R rs8191754
LRP2 rs4667591
A29 LRP2 rs4667591
IGF2R rs8191754
A30 LRP2 rs4667591
LRP2 12385A>G Asn4129Asp
A32 ADRB3 rs374271379
IGF2R rs8191754
ADRB2 rs3729943
A33
LRP2 rs4667591
POMC rs28932472
A37 LRP2 rs4667591
NPY rs16139
A39 LRP2 rs4667591
A40 LRP2 rs4667591
Ad4 LRP2 rs4667591
IGF2R rs8191754
IGF2R rs8191842
A47
IGF2R rs150809922
LRP2 rs144081819
A51 IGF2R rs8191754
IGF2R rs8191754
A52
LRP2 rs4667591
LRP2 rs41268685
A54 LRP2 rs4667591
A60 LRP2 rs4667591
A61 LRP2 rs4667591
A62 LRP2 rs4667591
A64 IGF2R rs8191754
A65 LRP2 rs138269726
A66 LRP2 rs4667591
A67 LRP2 rs4667591
A70 LRP2 rs4667591

SORCS1 2491A>C Thr831Pro




5- Discussao de resultados

Das 36 amostras analisadas obtiveram-se resultados em 34 visto ter ocorrido um erro de
leitura e analise no NGS nas amostras A58 e A59. Dos resultados obtidos foram identificadas 183
variacdes de nucleétidos, duas insercées e uma deleccédo, destas alteracdes 141 sdo heterozigoticas.
Das mutacdes obtidas duas mutacdes missense nao estdo descritas, sendo elas a LRP2 12385A>G e
SORCS1 2491A>C.

Explorando a base de dados ClinVar, e quando necessario, por falta de informacédo com
pesquisa de publicacbes de artigos ciéntificos, € possivel obter informacdo relativamente a
consequéncia clinica associado a uma variante de um gene. Sendo o objectivo procurar alteracdes
associadas a obesidade, a tabela abaixo apresentada indica a significancia clinica das variantes
obtidas que apresentavam essa informacdo e o nimero total de amostras em que estas variantes
estavam presentes, assim como o0 numero de amostras em que foram identificadas variantes

possivelmente patogénicas.

Tabela 5.1- Numero total de amostras onde foram identificadas variantes cuja consequéncia clinica esté associada a patologia

indicada em todas as amostras, e nimero de amostras que mostravam variantes possivelmente patogénica.

Significancia Clinica N° total de N° de amostras com variantes
Amostras possivelmente patogénicas.
Influéncia no IMC 8 0
Susceptibilidade a Obesidade 21 2
Obesidade 6 0
Anorexia nervosa e Bulimia nervosa 5 0
Deficiéncia ou Disfuncéo de Leptina 25 0
Obesidade Monogénica nao-sintomatica 28 0
Diabetes Monogénica 12 0
Polimorfismo Receptor da Leptina 29 0
Hipertenséo Arterial 1 1
Obesidade infantil e Resisténcia a insulina 5 0
Predisposi¢céo para desenvolver diabetes tipo 2 1 1
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Em média 12 amostras apresentam alteragBes com significancia clinica conhecida relevante

para a obesidade, o que representa cerca de 35.3% do total de amostras analisadas. Polimorfismo no

receptor da leptina, Obesidade monogénica ndo-sintomatica e susceptibilidade a obesidade séo trés

consequéncias clinicas que tém um impacto nas amostras analisadas entre os 60% e 0s 85%.

Ter-se-a de se considerar no entanto que diversos genes poderdo ter variantes associadas a

estas consequéncias clinicas e que nem todos os polimorfismos representam alterac6es de risco,

muitas delas sendo benignas. A tabela 5.2 tenta ilustrar essa mesma situagdo onde é possivel

verificar que variantes em diferentes genes contribuem para a mesma condicao clinica, sendo que a

grande maioria representam uma alteragcdo benigna segundo a previséo polyphen.

Tabela 5.2— Genes com variantes cuja consequéncia clinica estd associada a obesidade e nimero de amostras com essas

variantes nesses genes.

o . . Previsé@o N° de
Significancia Clinica Genes SNP
polyphen Amostras
PCSK1 rs6232 (661A>G) Benigno 2
Influéncia no IMC rs3734354 (1054C>A) 6
SIM1 Benigno
rs3734355 (1112C>T) 5
rs1042714 (79G>C) 20
ADBR2 Benigno
rs1042713 (46G>A) 13
Susceptibilidade a
Obesidade IGF2R rs629849 (4855A>G) Benigno 28
Possivelmente
POMC rs28932472 (706C>G) o 2
patogénica
UCP2 rs660339 (164C>T) Benigno 12
ADBR3 rs4994 (190T>C) Benigno 4
Obesidade MC4R rs2229616 (307G>A) Benigna 2
SH2B1 rs7498665 (1450A>G) Benigno 9
Anorexia nervosa e Bulimia )
BDNF rs6265 (434C>T) Benigno 5

nervosa

(continua na pagina seguinte)
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(Continuacéo de tabela 5.2)

o . . Previséo N° de
Significancia Clinica Genes SNP
polyphen Amostras
Deficiéncia ou Disfuncéo LEP rs17151919 (280G>A) Benigno 1
de Leptina LEPR rs1137101 (668A>G) Benigno 24
LEP rs17151919 (280G>A) Benigno 1
LEPR rs1137101 (668A>G) Benigno 24
Obesidade Monogénica rs6235 (2069G>C) 18
~ - Benigno
nao-sintomatica
PCSK1 rs6234 (1993C>G)
rs10654394
Sem
POMC (289_297dupAGCAGCGGC ) ~ 1
_ informacao
Gly99_Alal00insSerSerGly)
LEP rs17151919 (280G>A) Benigno 1
Diabetes Monogénica LEPR rs1805094 (1968G>C) Benigno 12
MC4R 307G>A (rs2229616) Benigno 2
Polimorfismo Receptor rs1137101 (668A>G) _
) LEPR Benigno 29
da Leptina rs1805094 (1968G>C)

) . ) rs3729943 (659C>G) Possivelmente
Hipertenséo Arterial ADRB2 patogénica 1
Obesidade infantil e .

o ) rs3827103 (130G>A) Benigno
Resisténcia a insulina MC3R 5
Predisposicéo para
desenvolver diabetes i
rs16139 (20T>C) Possivelmente
tipo 2 NPY patogénica 1
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A excepcdo do gene ADRB2 todos os restantes genes apresentados na tabela anterior tém
uma incidéncia inferior a 5% do total de variantes obtidas (consultar grafico 4.4), o que significa que
variantes destes genes, que no seu total representam cerca de 20% do total de variantes obtidas
apresentam mutacdes em cerca de metade das amostras analisadas. Sendo que os genes ADRB2 e

LEPR, para este caso, em média tém presenca em cerca de 60% do total de amostras analisadas.

A interacdo de varios tipos de variantes de diversos genes associados a uma patologia

podera ser indicativa de uma maior probabilidade de manifestacao de uma doenca (68).

Existem no entanto diversas variaveis que contribuem para a manifestacdo de uma patologia,
desde a interagdo entre diferentes genes, como ja foi referido, até a factores ambientais
(68).Dependendo do local onde se d4 a mutacdo, esta poderd ou ndo representar uma alteracdo
patologica para o ser humano, desta forma, € sempre importante distinguir uma mutacdo que levara a

uma alteragdo de fenétipo com consequéncias patoldgicas de uma variante benigna (49).

A distingdo entre ambas pode ser feita analisando a frequéncia com que uma mutagéo
aparece na populagéo, aceitando-se que uma mutacdo com uma frequéncia acima de 1% seria
contabilizada como um polimorfismo que se desenvolveu naturalmente com consequéncia neutra ou
benéfica (56). Em contraste, mutacdes com uma prevaléncia abaixo de 1% seriam mutacdes raras,

que poderao representar fenotipos patoldgicos (56).

Explorando os resultados obtidos com a base de dados 1000 Genome Project, dos genes
analisados foram obtidas 57 variantes snv, uma insercdo e uma delec¢éo, todas heterézig6ticas com
uma prevaléncia europeia < 1%. A tabela 5.4 relne mutacdes obtidas distribuidas por nimero de

amostras.
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Tabela 5.3- Discricdo de mutagBes com uma frequéncia Europeia <1% organizada por gene, com

Europeia, fenétipo e previsao polyphen.

referéncia a frequéncia

Prevaléncia
N° de ~ Europeia segundo - Previsé@o
Amostras Gene Mutagdo 1000 Genome Fenotipo Polyphen
Project
1 ADRB2 659C>G 0% Hipertenséo Possivelmente
patogénica
~ Possivelmente
0,
1 ADRB3 1033A>G 0,0% Sem Informacéo patogénica
794C>T 0,0% Sem Informacao Benigno
1 FTO 767G>A 0,4% Sem Informagéo Benigno
4094A>G 0,0% Sem Informagé&o Benigno
1063G>A 0,1% Sem Informacéo Benigno
6857G>A 0,0% Sem Informagé&o Benigno
5 IGF2R 4511C>T 0,20% Sem Informacéo Benigno
. Possivelmente
0,
745C>T 0,0% Sem Informagéo patogénica
3320C>T 0,1% Sem Informacéo Possivelmente
patogénica
Deficiéncia ou disfuncéo
de leptina, Obesidade
1 LEP 280G>A 0,0% monogénica nao- Benigno
sintomatica e Diabetes
monogénica
12385A>G Sem Informacéo Sem Informacéo Posswe!m_ente
patogénica
6160G>A 0,20% Sem relevancia Possivelmente
patogénica
10804G>A 0,10% Sem relevancia Possivelmente
patogénica
3110G>A 0,10% Sem relevancia Benigno
13 LRP2 9592G>A 0,0% Sem relevancia Benigno
11092G>A 0,60% Sem relevancia Benigno
9413G>A 0,10% Sem relevancia Benigno
13156G>A 0% Sem relevancia Benigno
3452C>T 0,20% Sem relevancia Benigno
2 MC4R 307G>A 0,69% Obesidade e Diabetes Benigno
monogénica
2 NPY1R 1121A>C 0,69% Sem Informagéo Benigno
5 POMC 706C>G 0.30% Susceptlpnldade a Posswe!m_ente
obesidade patogénica
1 SORCS1 2491A>C Sem Informacao Sem Informacéo Posswe!m_ente
patogénica
1 UCP3 211A>C 0,0% Sem Informacgéo Benigno
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No que toca a tabela 5.3, 3 genes apresentaram variantes cuja significancia clinica esta
associada a obesidade, sendo estes os genes LEP 280G>A, MC4R 307G>A e POMC 706C>G, o que
indica que duas amostras (A47 e A48) para o gene MC4R e uma amostra (A10) para o gene LEP tém
uma mutacdo associada a obesidade, apesar de que esta podera representar uma mutacdo benigna
segundo a previsdo polyphen. No entanto, duas amostras (A2 e A33) para 0 gene POMC, estdo em
risco de obesidade, tendo uma mutacdo para a condicdo clinica indicada na tabela anterior. A
mutagdo no gene POMC 706C>G é o Unico que podera ser possivelmente patogénica segundo a
previsdo polyphen. Das previsdes polyphen obtidas 41.4% séo previsdes de mutagdes possivelmente
patogénicas apesar de que apenas uma destas mutacdes apresenta informacédo clinvar associado a
obesidade (gene POMC), as restantes ndo apresentam informacdo ou esta ndo esta associada a

obesidade.
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6- Concluséao

Relativamente a obesidade e aos resultados obtidos foi possivel identificar duas mutacdes
ainda ndo descritas no gene LRP2 (12385A>G) para uma amostra e no gene SORCS1 (2491A>C)
também para uma amostra. Foi possivel identificar também uma mutacdo no gene POMC que
representa um risco para desenvolver obesidade em duas das amostras analisadas. Para terminar,
foram identificados polimorfismos que apesar de ja se encontrarem identificados ndo foi possivel

identificar um fendtipo especifico.

Estes resultados permitem ndo sO constatar que a obesidade tem de facto genes cuja
mutacao cria uma predisposicdo para desenvolver obesidade (45) como também consegue explorar o
potencial dos equipamentos NGS na sequenciagdo do genoma humano, o que nos leva para o

segundo objectivo deste trabalho.

A capacidade de sequénciar todo o genoma de 34 amostras em simultdneo e identificar
mutacdes num painel de genes defenido pelos objectivos de um estudo € um contributo importante
para a evolugdo e crescimento ciéntifico e tecnolégico que permite ndo s6 cimentar descobertas feitas
por outros trabalhos como também descobrir novas alteragdes, onde a utilizacdo de um software em
constante actualizacdo permite analisar os genes existente, havendo a possibilidade de fazer uma
nova analise num espaco de 6-12 meses, permitindo uma constante reavaliagdo dos resultados (18),
mostrando também a capacidade de permitir decifrar mutagdes genéticas menos comuns e raras,

como acontece em certos casos de obesidade monogénica (32,69).

Para além dos contributos tecnolégicos e cientificos dos equipamentos NGS, estes também
permitem dar um apoio e um auxilio extremamente importante na confirmacdo de diagnosticos
clinicos. Trabalhos como o de Kleinendorst et al., mostram que equipamentos NGS tém a capacidade
para dar um enorme contributo na confirmacdo de diagnosticos, como no caso da obesidade,
permitindo ndo sé distinguir casos de obesidade que implicam uma abordagem terapéutica mais
complexa, como os de obesidade monogénica, de casos mais comuns. Isto permite ndo sé confirmar
as suspeitas de um diagnéstico de forma mas célere, o que permite actuar de uma forma preventiva,

como também pode abrir a porta a terapias personalizadas (18,31).

Em suma, os equipamentos NGS representam o futuro da sequenciacdo genética, onde a
evolucao tecnoldgica contribui para o crescimento da ciéncia, auxiliando ndo sé no diagnéstico mas
também na caracterizacdo de uma populacdo, abrindo a possibilidade para novas abordagem
terapéuticas e principalmente no acompanhamento precose na evolucdo de patologias como a

obesidade.
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Anexos

Consentimento Informado

Vem-se, por este meio, propor a sua participacdo num projeto intitulado “Estudo da obesidade monogénica com
recurso a tecnologia de ponta — Next Generation Sequencing” centralizado no Grupo de Investigagdo de
Genética e Metabolismo da Escola Superior de Tecnologia da Salde de Lisboa (ESTeSL) do Instituto
Politécnico de Lisboa (IPL). Este projeto, financiado pelo IPL, pretende avaliar a possivel influéncia de alguns

genes no desenvolvimento de obesidade.

A sua colaboracdo implicara a colheita de uma pequena amostra de sangue capilar, de onde serd extraido o acido
desoxirribonucleico (ADN) a ser analisado num equipamento com tecnologia de ponta especifico para o efeito, a

Next Generation Sequencing (NGS).

A sua participacdo € voluntéria e todos os seus dados e resultados do estudo serdo confidenciais (apenas com

conhecimento do préprio e da equipa de investigagao).

ALGUMAS INFORMACOES:

O que é a obesidade monogénica?

A obesidade esta descrita pela Organizacdo Mundial de Salde como uma acumula¢do excessiva de gordura.
Além de fatores associados ao estilo de vida, existem fatores genéticos envolvidos na génese da obesidade. Nos
casos de obesidade monogénica, existem alteragdes num gene especifico que vao conferir uma predisposi¢do

para um aumento da gordura corporal.
O que vamos procurar e porque é necessaria uma amostra de sangue?

O objetivo do estudo consiste na avaliagdo de genes que podem conferir risco de obesidade. Para tal, €
necessario uma pequena amostra de sangue que, sendo de fécil obtencéo (através de picada de um dedo), € um
excelente fluido bioldgico para colheita de ADN. De forma a avaliar a existéncia ou a auséncia de genes
alterados (no ADN), vai ser utilizado um equipamento laboratorial cujo nome é Next Generation Sequencing
(NGS). Este equipamento permite analisar todo o genoma humano de uma forma mais rapida e mais eficaz,

comparativamente a métodos mais tradicionais.
O que podemos encontrar?

Neste estudo, todo o genoma presente na amostra de ADN serd analisado de forma a encontrar alteracdes
associadas ao risco de obesidade. No entanto, considerando as capacidades do equipamento a ser utilizado, existe

a possibilidade de serem encontrados genes alterados que poderdo estar associados a outro tipo de patologias que
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ndo a obesidade. Estas alteracfes podem ser relevantes para a sua salide podendo, em certos casos, serem

passiveis de uma atuacao preventiva.

Eu
nascido(a) a / / com Cartdo de Cidaddo/BI n° , declaro que fui

devidamente informado(a) acerca do projeto intitulado “Estudo da obesidade monogénica com recurso a
tecnologia de ponta — “Next Generation Sequencing” a ser realizado pelo Grupo de Investigacdo em Genética e
Metabolismo da ESTeSL-IPL e que me foi explicado todo o procedimento, assim como as analises que serao

efetuadas ao meu ADN.

Igualmente, declaro que:

|:| li a informag&o sobre o estudo e compreendo que € necessaria a doagdo de uma amostra de sangue que sera
analisada, no laboratério de investigacdo da ESTeSL-IPL, para estudo genetico com o objetivo de
identificar genes que poderéo contribuir para o desenvolvimento de obesidade;

|:| reconhe¢o que a doacdo de sangue é totalmente voluntaria e que sou livre de participar neste projeto,
sabendo que em qualquer altura posso interromper a minha participacdo sem a obrigatoriedade de a
justificar e que tenho o direito de negar que a minha amostra seja analisada, mesmo depois da doacdo;

|:| percebo que a minha aceitagdo/negacdo em participar neste estudo ndo afeta o meu plano terapéutico atual
ou futuro sabendo, ainda, que ndo receberei quaisquer compensacfes materiais pela participacéo;

|:| compreendo que apesar do método de anélise utilizado no estudo permitir analisar todo o genoma, o alvo
deste estudo ndo contempla a anélise de toda a informacdo genética, tendo apenas como foco 0s genes
associados a obesidade monogénica (LEP, LEPR, POMC, MC4R) e, eventualmente, outros genes
associados a obesidade (PCSK1, NPY, SIM1, BDNF, NTRK2, FTO, SORCS1, IGF2, ADRB1, ADRB?2,
ADRB3, UCP1, UCP2, UCP3, MC1R, MC2R, MC3R, SLC6A14, NEGR1, TUB, SH2B1, MRAP2, KSR2,
LRP2, TBX15, NEGR1, SDCCAGS8, FANCL, TMEM18, LRP1B, TFAP2B, NCR3, AlF1, VEGFA, PRL,
MSRA, MTCH2, BDNF, ITPR2-SSPN, HOXC13, PRKD1, NRXN3, SH2B1, MAF, NPC1);

|:| tenho conhecimento de que, com este método, é possivel encontrar outras alteracdes genéticas, para além
daquelas incluidas no objetivo deste estudo e que essas alteracfes podem estar relacionadas com um maior
risco para o desenvolvimento de outras patologias;

|:| aceito participar no estudo, consentindo doar uma amostra de sangue para estudo genético relacionado a
obesidade e doengas associadas.

No final do estudo, ap6s ser terminada a analise genética, pretendo que:

a) nada me seja transmitido, independentemente dos resultados;

b) me seja transmitido a existéncia/auséncia de genes que conferem risco de obesidade;

c) me seja transmitido a existéncia/auséncia de genes que conferem risco de obesidade e
de outros que poderdo representar um fator de risco patolégico.
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Data: /12018

Assinatura do participante:

O médico: José Silva Nunes Assinatura;
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Protocolo de Extraccao:

Protocolo extracdo de DNA - Traducédo

- Colocar tampao de eluicdo(Elution Buffer) a 80 °C. (sera utilizado no ponto 18). Ter em atencéo que

serdo utilizados 50 pl por amostra.

1. Transferir 200-1000 pl de amostra para um Eppendorf esterilizado de 1.5-2 ml;

Adicionar o mesmo volume de solugdo tampao (Buffer) RBC Lyses (p.ex.: se adicionados 200

pl de amostra, adicionar de seguida 200 ul de Buffer RBC Lyses);

2. Misturar solucgéo;

3. Centrifugar durante 4 min. A 8.6K x g0;
4. Descartar sobrenadante;

5. Adicionar 375 pl de BL Lysis Buffer;

Ao isolar apartir de plasma, linfécitos ou fluidos corporais, misturar invertendo o tubo;

6. Adicionar 6 pl de proteinase K;

Colocar no vortex;

7. Incubar a 55°C durante 10 min;

Caso ndo haja suspensao total do pellet, estender o periodo de incubacéo, colocando no

vortex a cada 1-2 min;

8. Adicionar 400 ul de BB Buffer e misturar;
9. Colocar no vortex por 15-20 segundos;
10. Transferir Lysate?? Para uma minicoluna de purificacao inserida num tubo colector;

Centrifugar durante 1 min a 11-15k x g;

11. Transferir a miniculuna de purificacéo para um novo tubo colector;

Nota: antigo tubo colector é descartado;

12. Adicionar 600 pl de BW1 Buffer e centrifugar durante 30 segundos a 11-15k x g.
13. Descartar solucao filtrada e reutilizar o tubo colector;

14. Adicionar 400 pul de BW2 Buffer e centrifugar durante 30 segundos a 11-15k x g;
15. Descartar solucao filtrada e reutilizar tubo colector;
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16. Centrifugar durante 1-2 min a 15-21k x g;
17. Descartar tubo colector e solucgéo filtrada;

Transferir minicoluna de purificacdo para um tubo Eppendorf esterilizado de 1.5 mi;

Nota: Identificar numero de amostra;

18. Adicionar 20 pl de Elution Buffer, pré-aquecido a 80°C, directamente sobre a membrana da
minicoluna de purificacao;

19. Incubar durante 10 min a temperatura ambiente;
20. Centrifugar durante 1 min a 11-15k x g;
21. Remover a minicoluna;

Conteudo com DNA isolado;
Para um curto espaco de tempo armazenar a +4°C;

Para um longo espaco de tempo armazenar a -20°C;

Protocolo preparacéo de Library para NGS:
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Protocolo TruSight One - Traducao

Esquema do Protocolo;

Tagment Genomic DNA
- Parar apenas quando Reagents: SPB, ST, TD, TDE1

recomendado;

9 Clean Up Tagmented DNA
Reagents: RSB, SPB

Amplify Tagmented DNA

Reagents: Index 1, Index 2, NLM

Optional Overnight Incubation

Clean Up Amplified DNA
Reagents: RSB, SPB

Safe Stopping Point

Hybridize Probes
Reagents: EHB, TOO, RSB

Optional Ovarmight Incubation

Capture Hybridized Probes
Reagents: EE1, ET2, EWS, HP3, SMB

Safe Stopping Point

Perform Second Hybridization
Reagents: EHB, TOO, RSB

Overnight Incubation

Perform Second Capture
Reagents: EE1, ET2, EWS, HP3, SMB

Clean Up Captured Library
Reagents: RSB, SPB

Safe Stopping Point

Amplify Enriched Library
Reagents: EPM, NEM, PPC

Safe Stopping Point

Clean Up Amplified Enriched Library
Reagents: RSB, SPB

Check Enriched Library
1- Marcar DNA genémico (gDNA)

(1.1) Preparagéo:
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Iltem Armazenamento Instrucoes Consumiveis:
gDNA -25°C a-15°C Colocar em gelo; - SPB
- ST
Misturar; -TD
- TDE1
Centrifugar brevemente; - GDNA (50 ng por
amostra)
- PCR - grade water
TD -25°Ca-15°C Colocar em gelo; - tris-HCI, 10 mM, pH 8.5
- Microplacas 96 pocos
Misturar; (2) _
- Selos adesivos ‘B’
Centrifugar brevemente;
TDE1 -25°C a-15°C Colocar em gelo;
Misturar;
Centrifugar brevemente;
Manter em gelo;
SPB 2°C a8°C Colocar 30 minutos a temperatura
ambiente;
Manter & temperatura ambiente;
ST 15°C a 30°C Verificar precipitacdo, se existente,
colocar no vortex até particulas
ficarem suspensas;
- Pré-aquecer sistema de aquecimento de microplacas a 58°C;
(1.2) Procedimento:

- Quantificar e Normalizar gDNA:

* Quantificar gDNA utilizando métodos fluorométricos, como QuantiFluor ou
Qubit;

* Normalizar gDNA em Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 para 10 ng/ul;

* Quantificar gDNA normalizado usando o mesmo método de quantificagao

fluorométrica utilizada inicialmente;
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* Diluir gDNA normalizado em Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 para um volume final

de 10 pl a 5ng/ul (total de 50 ng);
- Marcar DNA:

*Adicionar os seguintes items por ordem a cada um dos pocos da microplaca:
1) gDNA normalizado (10ul);

2) TD (25ul);

3) TDEL (5pl);

4) PCR-grade water (10ul);
*Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;
* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Colocar no sistema de aquecimento de microplacas a 58 °C, com tampa

fechada, durante 10 minutos;

* Adicionar 15 pl de ST a cada poco;
* Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Encubar a temperatura ambiente, durante 4 minutos;

Consumiveis:
2- Lavagem de DNA marcado.

- RSB;
- SPB;
(2.1) Sobre Reagentes: - Etanol 80% (EtOH), acabado de preparar;
- Placas de PCR 96 pocos 0.3 ml (96-well Hard-
- Vortex SPB antes de utilizar; Shell 0.3 ml PCR plate);

- Microseal 'B' adhesive seals;

- Vortex SPB frequentemente para garantir que estdo precipitados estdo uniformemente
distribuidos;

- Aspirar e dispensar lentamente SPB devido a viscosidade da solugéo;

(2.2) Preparacéo:

- Preparar os seguintes consumiveis:
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Iltem Armazenamento InstrucBes

RSB 2°C a 8°C Manter 30 minutos a temperatura
ambiente

SPB 2°C a 8°C Manter 30 minutos a temperatura
ambiente

- Preparar EtOH 80%;

(2.3) Procedimento:

- Adicionar 65 pl SPB a cada poco;

- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

- Incubar a temperatura ambiente, durante 8 minutos;

- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Colocar em suporte magnético e aguardar até liquido estar limpo (= 2 minutos)

- Remover e descartar todo o sobrenadante em cada poco;

- Lavar duas vezes da seguinte forma:
* Adicionar 200 pul de EtOH 80% a cada poco.

* Incubar no suporte magnético, durante 30 segundos.

* Remover e descartar todo o sobrenadante em cada poco.

- Utilizar pipeta de 20 pl para remover EtOH residual em cada poco;

- Secar ao ar no suporte magnético, durante 10 minutos;

- Remover de suporte magnético;

- Adicionar 22.5 ul de RSB a cada poc¢o;

- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

- Incubar a temperatura ambiente, durante 2 minutos;

- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Colocar em suporte magnético e aguardar até liquido estar limpo (= 2 minutos)

- Transferir 20 pl de sobrenadante para um poco correspondente de uma nova placa de

PCR;

3- Amplificar DNA marcado.

Consumiveis:

- Adaptadores Index 1 (i7);

- Adaptadores Index 2 (i5);

- NML;

- Tubos 1.7 ml (1 por cada tubo de
adaptador index);

- Microseal 'A' film;

- Microseal 'B' adhesive seal,

- OPCIONAL: TruSeq Index Plate
Fixture Kit;




(3.1) Preparacéo

Iltem Armazenamento InstrucBes

Adaptadores | -25°C a -15°C - Remover apenas adaptadores a

de Index serem utilizados.

(i7 e i5) - Colocar a temperatura
ambiente, durante 20 minutos.
- Colocar no vortex cada tubo.
- Centrifugar brevemente
utilizando um tubo Eppendorf de
1.7 ml.

NLM -25°C a -15°C Colocar no gelo

- Guardar o seguinte programa NLM AMP no termociclador:
* Escolher opgdo de pré-aquecimento de tampa e colocar a 100°C
*72°C por 3 minutos
* 98°C por 30 segundos
* 10 ciclos de : a) 98°C por 10 segundos
b) 60°C por 30 segundos
¢) 72°C por 30 segundos
* 72°C por 5 minutos
* Manter a 10°C

(3.2) Procedimento:
- Organizar Adaptador Index 1 (i7) para ser colocado em cada coluna;

- Organizar Adaptador Index 2 (i5) para ser colocado em cada linha;

7, A Columns 1-12: Index 1 (i7) adapters (orange caps)

B Rows A—H: Index 2 (i5) adapters (white caps)
C 96-well PCR plate

- Adicionar 5 pl de adaptador index 1 (i7) em cada coluna;

- Substituir a tampa em cada tubo de adaptador index 1 (i7);
- Adicionar 5 pl de adaptador index 2 (i5) em cada linha;

- Substituir a tampa em cada tubo de adaptador index 2 (i5);

- Adicionar 20 pl de NLM a cada poco. (O volume total em cada poco sera de 50 ul);
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- Agitar a 1200 rpm, durante 1 minuto;

- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Colocar no termociclador previamente programado e correr o programa NLM AMP;

SAFE STOPPING POINT

(Se interromper, selar a placa e armazenar entre 2°C a 8°C até 2 dias. Em alternativa,

4- Limpar DNA amplificado

(4.1) Sobre Reagentes

deixar no termociclador durante a noite)

Consumiveis:

- RSB;

- SPB;

- Etanol 80% (EtOH), acabado de preparar;

- Placa PCR 96 pocos 0.3 ml; (96-well Hard-Shell
0.3 ml PCR plate);

- Vortex SPB antes de utilizar; - 96-well midi plate;

- Microseal 'B' adhesive seals;

- Vortex SPB frequentemente para garantir que estado precipitados estdo uniformemente

distribuidos;

- Aspirar e dispensar lentamente SPB devido a viscosidade da solugéo;

(4.2) Preparacéo:

Iltem Armazenamento Instrucdes

RSB 2°C a 8°C Colocar a temperatura
ambiente durante 30
minutos;

SPB 2°C a 8°C Colocar a temperatura
ambiente durante 30
minutos;

- Preparar Etanol 80% (EtOH);

(4.3) Procedimento:
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- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Transferir 50 ul de sobrenadante para um poco correspondente numa nova placa (midi

plate);
- Adicionar 90 ul de SPB a cada poco;
- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;
- Incubar a temperatura ambiente, durante 10 minutos;
- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
- Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);
- Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco;
- Lavar 2 vezes da seguinte forma:
* Adicionar 200 ul de EtOH 80% a cada poco;
* Incuba em suporte magnético, durante 30 segundos;
* Remover e descartar todo o sobrenadante em cada poco;
- Usar pipeta de 20 pl para remover EtOH residual em cada pocgo;
- Secar a temperatura ambiente no suporte magnético, durante 10 minutos;
- Adicionar 27.5 ul de RSB a cada poc¢o;
- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;
- Incubar a temperatura ambiente, durante 2 minutos;
- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
- Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

- Transferir 25 pl de sobrenadante para um poco correspondente de uma nova placa de
PCR;

- Quantificar a biblioteca utilizando método fluorométrico, como QuantiFluor ou Qubit;

- OPCIONAL: Correr 1 pl da biblioteca num bioanalizador Agilent Technologies 2100
utilizando um chip DNA 1000.
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(Ao interromper, selar a placa e armazenar a temperatura entre -25°C a -15°C, até 14 dias)

5- Hibridag&o de Sondas

(5.1) Sobre Reagentes:

SAFE STOPPING POINT

Consumiveis:

- EHB;

- TOO ou TOE;
- RSB;

- Placa PCR 96 pogos 0.3 ml; (96-well Hard-Shell 0.3 ml PCR

plate);

- Microseal 'B' adhesive seal;
- [Optional] Amicon Ultra-0.5 centrifugal filter unit (0.5 ml, 30
kDa) (1 per pooled sample)

- Antes de utilizar EHB, usar vortex para suspender a

solucao;

- Certificar que néo existem cristais ou nebulosidades;

- Utilizar vortex até solucdo estar homogénia;

(5.2) Preparagéo:

- Preparar os seguintes consumiveis:

Iltem Armazenamento Instrucbes

TOO ou TOE -25°C a -15°C Colocar a temperatura ambiente

EHB -25°C a -15°C Colocar a temperatura ambiente

RSB 2°C a 8°C Manter a temperatura ambiente,
durante 30 minutos

- Guardar o seguinte programa (NRC HYB) no termociclador:

* Seleccionar pré-aquecimento de tampa a 100°C;

* 95°C, por 10 minutos;

* 94°C, por 1 minuto;

* 92°C, po 1 minuto;

* 90°C, por 1 minuto;

65




* 88°C, por 1 minuto;
* 86°C, por 1 minuto;
* 84°C, por 1 minuto;
* 82°C, por 1 minuto;
* 80°C, por 1 minuto;
* 78°C, por 1 minuto;
*76°C, por 1 minuto;
* 74°C, por 1 minuto;
*72°C, por 1 minuto;
* 70°C, por 1 minuto;
* 68°C, por 1 minuto;
*66°C, por 1 minuto;
* 64°C, por 1 minuto;
*62°C, por 1 minuto;
* 60°C, por 1 minuto;
* Manter a 58°C,;

(5.3) Biblioteca (Pool Libraries):

(5.4) Procedimento:

- Adicionar os seguintes items, pela ordem apresentada, a cada po¢o de uma nova placa
de PCR;

* Biblioteca de DNA (40 pl);
* EHB (50 pl);
* TOO ou TOE (10 pl);

- Agitar a 1200 rpm, durante 1 minuto;

- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
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- Colocar no termociclador pré-programado e correr o programa NRC HYB. (cada pogo

contem 100 pl);

- Manter a 58°C ao longo de pelo menos 90 minutos até 24 horas;

6- Captura de Sondas Hibridizadas

(6.1) sobre Reagentes:

- EWS pode estar turvo ao atingir temperatura

Ambiente;

- Vortex EWS antes de utilizar;

Consumiveis:

- EEL;

-ET2;

- EWS;

- HP3;

- SMB;

- 96-well Hard-Shell 0.3 ml
PCR plate

- 96-well midi plate

- 1.7 ml microcentrifuge tube

- Microseal 'B' adhesive seals

- Certificar que é utilizado SMB (tubo de 2 ml) e ndo SPB (tubo de 15 ml);

- Inverter e colocar no vortex mistura de SMB antes de utilizar;

- Discard elution premix after use.

(6.2) Preparacéo:

Item

Armazenamento

Instrucbes

EE1

-25°C a -15°C

- Colocar a temperatura ambiente;

- Apébs utilizar colocar em
condicdes de armazenamento

ideias;

EWS

-25°C a -15°C

- Colocar a temperatura ambiente;

- Apébs utilizar colocar em
condicdes de armazenamento

ideias;

HP3

-25°C a -15°C

- Colocar a temperatura ambiente;

- Apébs utilizar colocar em
condicdes de armazenamento

ideias;
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ET2 2°C a 8°C - Manter a temperatura ambiente;
- ApOs utilizar colocar em
condicdes de armazenamento
ideias;

SMB 2°C a 8°C - Manter a temperatura ambiente

durante 30 minutos;

- ApOs utilizar colocar em
condicbes de armazenamento

ideias;

- Pré-aquecer sistema de aquecimento de midi plate a 50°C;

(6.3) Procedimento:

- 12 Ligacéo:

* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Transferir todos os volumes para 0s poc¢os correspondentes de uma nova

placa midi plate;

* Adicionar 250 ul de SMB a cada po¢o;

* Agitar a 1200 rpm, durante 5 minutos;

* Incubar a temperatura ambiente, durante 25 minutos;

* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

* Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco;

* Remover de suporte magnatico;

- 12 Lavagem: Efectuar 2 lavagens da seguinte forma, respeitando a ordem:

1) Adicionar 200 pl de EWS a cada pogo;

2) Agitar a 1800 rpm, durante 4 minutos;

3) Pipetar para suspender bead pellet (Pipette to resuspend the bead pellet

further.);
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4) Colocar no sistema de microaquecimento a 50°C com tampa fechada,

durante 30 minutos;
5) Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);
6) Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco;
7) Remover de suporte magnético;
- 12 Eluicéo

* Criar reagente de eluicdo combinando os seguintes items: EE1 (28.5 pl) e

HP3 (1.5 ul). Colocar no vortex;

* Adicionar 23.5 pl de reagente de eluicdo a cada poco;

* Agitar a 1800 rpm, durante 2 minutos;

* Incubar a temperatura ambiente, durante 2 minutos;

* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

* Transferir 21 pl de sobrenadante para um poco correspondente de uma

nova placa de PCR;
* Adicionar 4 pl de ET2 a cada poco;
* Agitar a 1200 rpm, durante 1 minuto;

* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

SAFE STOPPING POINT

(Ao interromper, selar a placa e armazenar a temperatura entre -25°C a -15°C, até 7 dias)

Consumiveis:

7- Segunda Hibridag&o: - EHB;
- TOO ou TOE;
(7.1) Sobre Reagentes: - RSB;

- Microseal 'B' adhesive seals;

- Antes de utilizar EHB, usar vortex para suspender a
solucao;
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- Certificar que néo existem cristais ou nebulosidades;

- Utilizar vortex até solucdo estar homogénia;

(7.2) Preparacéo:

ltem Armazenamento InstrucBes

TOO ou TOE -25°C a -15°C Colocar a temperatura
ambiente;

EHB -25°C a -15°C Colocar a temperatura
ambiente;

RSB 2°C a 8°C Manter a temperatura
ambiente, durante 30
minutos;

(7.3) Procedimento:
- Adicionar os seguintes reagentes por ordem a cada pogo com amostra;
* RSB (15 pI);
* EHB (50 pl);
* TOO ou TOE (10 pi);
- Agitar a 1200 rpm, durante 1 minuto;
- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Colocar no termociclador e correr o programa NRC HYB previamente guardado. (cada

poco contem 100 pl);

- Manter a 58°C entre 14.5 horas a 24 horas;

Consumiveis:

- EE1;
-ET2;
8- Segunda Captura CEWS:

- HP3;

(8.1) Sobre Reagentes: - SMB:

- 96-well midi plate (2);

- EWS pode estar turvo ao atingir temperatura - 1.7 ml microcentrifuge tube;
- Microseal 'B' adhesive seals;

Ambiente;
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- Vortex EWS antes de utilizar;

- Inverter SMB antes de utilizar;

- Discard elution premix after use.

(8.2) Preparacéo:

Item

Armazenamento

InstrucBes

EE1

-25°C a -15°C

- Colocar a temperatura ambiente;

- ApOs utilizar colocar em
condicbes de armazenamento

ideias;

EWS

-25°C a -15°C

- Colocar a temperatura ambiente;

- ApOs utilizar colocar em
condicbes de armazenamento

ideias;

HP3

-25°C a -15°C

- Colocar a temperatura ambiente;

- ApO6s utilizar colocar em
condicbes de armazenamento

ideias;

ET2

2°C a 8°C

- Manter a temperatura ambiente;

- ApO6s utilizar colocar em
condicbes de armazenamento

ideias;

SMB

2°C a 8°C

- Manter a temperatura ambiente

durante 30 minutos;

- Apé6s utilizar colocar em
condicbes de armazenamento

ideias;

- Pré-aquecer sistema de aquecimento de midi plate a 50°C;

(8.3) Procedimento:
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- 22 Ligacao:
* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Transferir todos os volumes para 0s poc¢os correspondentes de uma nova

placa midi plate;
* Adicionar 250 ul de SMB a cada poco;
* Agitar a 1200 rpm, durante 5 minutos;
* Incubar a temperatura ambiente, durante 25 minutos;
* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
* Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);
* Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco;
* Remover de suporte magnatico;
- 22 Lavagem: Efectuar 2 lavagens da seguinte forma, respeitando a ordem:
1) Adicionar 200 pl de EWS a cada pogo;
2) Agitar a 1800 rpm, durante 4 minutos;

3) Pipetar para suspender bead pellet (Pipette to resuspend the bead pellet
further.);

4) Colocar no sistema de microaquecimento a 50°C com tampa fechada,

durante 30 minutos;
5) Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);
6) Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco;
7) Remover de suporte magnético;
- 22 Eluicéo

* Criar solugéo de eluicdo combinando os seguintes reagentes: EE1 (28.5 pl)

e HP3 (1.5 pl). Colocar no vortex;
* Adicionar 23.5 pul de reagente de eluicdo a cada poco;
* Agitar a 1800 rpm, durante 2 minutos;

* Incubar a temperatura ambiente, durante 2 minutos;
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* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

* Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

* Transferir 21 pl de sobrenadante para um poc¢o correspondente de uma

nova midi plate;

* Adicionar 4 pl de ET2 a cada poco. (volume total por poco na nova midi

plate é de 25 pl);
* Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

* Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

9- Lavagem de Biblioteca Capturada

(9.1) Sobre Reagentes:

- Vortex SPB antes de utilizar;

Consumiveis:

- RSB;

- SPB;

- Etanol 80% (EtOH), acabado de
preparar;

- Placas de PCR 96 pocos 0.3 ml
(96-well Hard-Shell 0.3 ml PCR
plate);

- Microseal 'B' adhesive seals;

- Vortex SPB frequentemente para garantir homoge trerorooe;

- Aspirar e dispensar SBP lentamente devido & viscosidade da solugéo;

(9.2) Preparacéo:

Item Armazenamento InstrucBes

RSB 2°C a 8°C Manter a temperatura ambiente, durante 30
minutos;

SPB 2°C a 8°C Manter a temperatura ambiente, durante 30
minutos;

- Preparar EtOH 80%;

(9.3) Procedimento:

- Adicionar 45 pl de SPB a cada poco. (Volume total por pogo sera de 70 pl);

- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

- Incubar a temperatura ambiente, durante 10 minutos;
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- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
- Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);
- Remover e descartar todo 0 sobrenadante de todos os pocos;
- Lavar 2 vezes da seguinte forma:
* Adicionar 200 ul de EtOH 80% a cada poco;
* Incubar no suporte magnético, durante 30 segundos;
* Remover e descartar todo o sobrenadante de todos 0s pogos;
- Utilizar pipeta de 20 pl para remover residuos de EtOH de cada po¢o;
- Secar a temperatura ambiente no suporte magnético, durante 10 minutos;
- Adicionar 27.5 ul de RSB a cada poco;
- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;
- Incubar a temperatura ambiente, durante 2 minutos;
- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
- Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

- Transferir 25 pl de sobrenadante para um poco correspondente de uma nova placa de
PCR;

SAFE STOPPING POINT

_ . Consumiveis:
(Ao interromper, selar a placa e armazenar a tempe

- NEM;

10- Amplificar biblioteca - PPC;

Microseal 'A’ film;

- Microseal 'B' adhesive seals;

(10.1) Preparacao:

ltem Armazenamento Instrucdes

NEM -25°C a -15°C Colocar em gelo;

PPC -25°C a -15°C Colocar em gelo;
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- Guardar o seguinte programa (NEM AMP10) no termociclador:

* Seleccionar opgédo de pré-aquecimento de tampa, a temperatura de 100°C;

* 98°C, durante 30 segundos;

* 10 ciclos da seguinte sequéncia:
a) 98°C, durante 10 segundos;
b) 60°C, durante 30 segundos;
c) 72°C, durante 30 segundos;

* 72°C, durante 5 minutos;

* Manter a 10°C;

(10.2) Procedimento:

- Adicionar 5 pl de PPC a cada poc¢o;

- Adicionar 20 pl de NEM a cada poco. (Volume total por pogo € de 50 pl);

- Aplicar o selo e agitar a 1200 rpm, durante 1 minuto;
- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Colocar no termociclador e correr o programa NEM AMP10;

SAFE STOPPING POINT

(Ao interromper, selar a placa e armazenar a temperatura entre 2°C

10-Limpar Biblioteca enriquecida e amplificada

(10.1) Sobre Reagentes:

- Vortex SPB antes de utilizar;

Consumiveis:

- RSB;

- SPB;

- Etanol 80% (EtOH), acabado de
preparatr;

- Placas de PCR 96 poc¢os 0.3 ml
(96-well Hard-Shell 0.3 ml PCR
plate);

- 96-well midi plate;

- Microseal 'B' adhesive seals;

- Vortex SPB frequentemente para garantir homogeneidade;

- Aspirar e dispensar SBP lentamente devido a viscosidade da solugéo;

(10.2) Preparacao:
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Item Armazenamento Instrucoes

RSB 2°C a 8°C Manter & temperatura ambiente, durante 30
minutos;

SPB 2°C a 8°C Manter a temperatura ambiente, durante 30
minutos;

- Preparar EtOH 80%;

(10.3) Procedimento:

- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Transferir 50 pl para um pogo correspondente de uma nova midi plate;

- Adicionar 90 pl de SPB a cada poco;

- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

- Incubar a temperatura ambiente, durante 10 minutos;

- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;

- Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

- Remover e descartar todo o sobrenadante de cada poco;

- Lavar 2 vezes da seguinte forma:

* Adicionar 200 pl de EtOH 80% a cada poco;

* Incubar no suporte magnético, durante 30 segundos;

* Remover e descartar todo o sobrenadante de todos 0s pocos;

- Utilizar pipeta de 20 pl para remover residuos de EtOH de cada poco;

- Secar a temperatura ambiente no suporte magnético, durante 10 minutos;

- Adicionar 32.5 ul de RSB a cada poc¢o;

- Agitar a 1800 rpm, durante 1 minuto;

- Incubar a temperatura ambiente, durante 2 minutos;
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- Centrifugar a 280xg, durante 1 minuto;
- Colocar num suporte magnético e aguardar até liquido limpar (= 2 minutos);

- Transferir 30 pl de sobrenadante para um poco correspondente de uma nova placa de
PCR;

SAFE STOPPING POINT

(Ao interromper, selar a placa e armazenar a temperatura entre -25°C a -15°C, até 7 dias)
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