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RESUMO

A hiperplasia adrenal macronodular bilateral primaria (PBMAH) é um subtipo raro da
Sindrome de Cushing (SC) caracterizado pelo surgimento de macronddulos adrenais
bilaterais com mais de 10 mm de didmetro. Sua variabilidade fenotipica e a presenca de
SC subclinica - auséncia de fenotipo caracteristico de hipercortisolismo - sugerem que a
prevaléncia de PBMAH familiar € subestimada, principalmente devido as dificuldades do
seu diagnostico.

Neste estudo, foi utilizado o Sequenciamento do Genoma Completo (WGS) para investigar
possiveis fatores genéticos em uma familia com PBMAH e negativos para variantes
patogénicas no gene ARMCS5 (principal gene associado a casos familiares da doenca). O
WGS oferece um panorama detalhado de diversos tipos de alteracfes genéticas e embora
represente um maior custo inicial, reduz a necessidade de processamentos subsequentes
com outras técnicas. Isso ndo apenas agiliza o diagnéstico como também minimiza
manipulacdes das amostras, diminuindo os riscos associados.

A andlise dos dados de sequenciamento revelou que a baixa qualidade do material e
limitacbes da técnica de Repli-g comprometeram significativamente a precisdo dos
resultados. Apesar dessas limitacdes, foi realizada uma avaliacdo criteriosa dos dados de
sequenciamento obtidos, utilizando ferramentas de andlise de dados genéticos. Com isso,
foi possivel levantar pontos relevantes de discussdo sobre o presente estudo, incluindo a
escolha de metodologias de bancada, manipulacdo de amostras e verificagdo dos dados
de sequenciamento.

Palavras-chave: Cushing; WGS; Analise de Qualidade; Processamento de Bioinforméatica



ABSTRACT

Primary bilateral macronodular adrenal hyperplasia (PBMAH) is a rare subtype of Cushing's
syndrome (CS) characterized by the emergence of bilateral adrenal macronodules with a
diameter greater than 10 mm. Its phenotypic variability and the presence of subclinical CS -
absence of the characteristic phenotype of hypercortisolism - suggest that the prevalence
of familial PBMAH is underestimated, mainly due to difficulties in its diagnosis.

In this study, Whole Genome Sequencing (WGS) was used to investigate possible genetic
factors in a family with PBMAH and negative for pathogenic variants in the ARMC5 gene
(the main gene associated with familial cases of the disease). WGS provides a detailed
overview of various types of genetic alterations and, although it represents a higher initial
cost, it reduces the need for subsequent processing with other techniques. This not only
speeds up diagnosis but also minimizes sample manipulations, reducing associated risks.
The analysis of the sequencing data revealed that the low quality of the material and
limitations of the Repli-g technique significantly compromised the accuracy of the results.
Despite these limitations, a thorough evaluation of the obtained sequencing data was
performed, using genetic data analysis tools. This enabled the raising of relevant discussion
points about the present study, including the choice of bench methodologies, sample

manipulation, and verification of sequencing data.

Keywords: Cushing; WGS; NGS Quality Analysis; Bioinformatics Processing
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1 INTRODUCAO

A sindrome de Cushing (SC) é uma condi¢do enddcrina rara que surge ap0s a exposicao
prolongada a niveis elevados de cortisol. Apesar da etiologia da doenca néo estar clara,
este desequilibrio hormonal associado ao surgimento da SC pode ser desencadeado por
fatores ambientais, tais como o uso crénico de medicamentos glicocorticoides, assim como
através do surgimento de tumores na glandula adrenal ou na glandula pituitaria. A falta de
aprofundamento na investigacdo da causa raiz com somente o diagnoéstico isolado dos
sintomas decorrentes da doenca contribui para o sub diagndstico, tratamentos menos
eficazes e consequente progressao nao controlada dos sintomas destacando a importancia
de abordagens mais abrangentes na identificacéo e tratamento desta doenca.

Dentre as etiologias desta sindrome, destaca-se a Hiperplasia Adrenal Macronodular
Bilateral Primaria (PBMAH), descrita pela primeira vez em 1964. Esta hiperplasia &
caracterizada pelo surgimento de macronddulos adrenais bilaterais com mais de 10 mm de
didmetro e aumento da secrecao de cortisol. A PBMAH é considerada um subtipo raro da
Sindrome de Cushing presente em menos de 1% dos casos, no entanto, a incidéncia destes
macronddulos é ainda mais subdiagnosticada principalmente pela sua dificuldade de
identificacdo. Geralmente a hiperplasia progride lentamente e ocorre em individuos com
cerca de 40 a 70 anos de idade. Uma hipétese levantada para explicar a lenta progressao
da PBMAH é o aumento da producdo gradual de cortisol durante o surgimento dos
macronddulos devido a falhas na cascata de sinalizacao proteica da via do AMP ciclico
(CAMP).

Acreditava-se que a maioria dos tumores adrenocorticais possuiam apenas um background
esporadico sem uma relacao direta familiar, no entanto, atualmente ha um reconhecimento
crescente na comunidade cientifica de que estas sindromes possuem grande influéncia
genética e alteragbes herdadas em genes especificos também podem desempenhar um
papel em sua patogénese. Um bom exemplo disso é a recente descoberta de variantes em
células de linhagem germinativa em ARMC5 em individuos com PBMAH, desafiando a
antiga crenca de que essa era uma doenca esporadica. Estudos destacam também a
presenca de variantes em outros genes em casos familiares de SC, evidenciando a
importancia da genética na predisposi¢do para essa condigao.

A compreensédo das bases genéticas da Sindrome de Cushing e da PBMAH podem auxiliar

a solucionar casos familiares complexos. A utilizacdo do sequenciamento do genoma
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completo (WGS) é uma peca-chave para aumentar as chances de identificar a etiologia
molecular deste tipo de doenca. Somente uma técnica completa que avalia uma grande
guantidade de tipos de alteracbes em todos os genes de forma simultanea pode ajudar a
solucionar o surgimento de doencgas complexas. Utilizando analises de segregacao familiar
completas, a identificacdo das variantes de riscos hereditarios sdo fundamentais no
aconselhamento genético a portadores assintomaticos. Adicionalmente, entender estas
bases genéticas pode auxiliar no aprimoramento do diagndstico clinico precoce, na
prevencao e no manejo eficaz de complicacdes tardias e no potencial de personalizacao

das estratégias terapéuticas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Analisar 0 genoma de uma familia com PBMAH em busca de variantes em genes

especificos ou em vias metabodlicas envolvidas na patogénese que possam ser

relacionados a condicg&o, no intuito de contribuir para melhor caracterizacao da doenca e a

identificacdo clinica de pacientes de forma mais precoce.

1.1.2 Objetivos especificos

Sequenciamento do genoma de 12 individuos de uma familia com membros afetados
e que sao negativos para variantes no gene ARMCS5;

Avaliacdo da qualidade do material sequenciado;

Avaliacao de parentesco comparado com heredograma entre os membros da familia
para analise de qualidade do procedimento;

Identificacdo de possiveis variantes que segregam entre os membros afetados e
possiveis portadores siléncios;

Tentar identificar ou descartar outros possiveis cofatores genéticos que podem estar
associados a via metabolica em estudo;

Avaliar a correlacdo entre os achados identificados e a possivel diversidade de

penetrancia do fendtipo entre os individuos.

Observacao: Neste estudo foi sequenciado apenas o material genético de sangue periférico

com o intuito de encontrar variantes herdaveis e nao foram avaliadas variantes de origem

somatica em tecido tumoral.



16

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sindrome de Cushing e Hiperplasia Adrenal Macronodular Bilateral Primaria
(PBMAH)

2.1.1 Sindrome de Cushing

A Sindrome de Cushing, caracterizada por um estado hiperadrenocorticotréfico crénico, €
um distarbio endocrino e metabdlico complexo causado primordialmente pela producéo
excessiva de cortisol pelas glandulas adrenais (ZHou et al. 2019).

As manifestacdes clinicas sdo extensas, incluindo caracteristicas fisicas classicas tais
como obesidade central e acimulo de gordura na regido das costas e pescoco, faces em
forma de lua cheia e estrias violaceas (Figura 1 A). As caracteristicas fisicas marcantes
tendem a desaparecer pouco tempo ap0s o tratamento seja ele cirdrgico ou medicamentoso
(Figura 1 B) (NIEs et al. 2002). No entanto, dado o fato do diagndstico clinico geralmente
ser tardio, como por consequente ocorre o surgimento da sindrome metabdlica e algumas
comorbidades necessitam de cuidados por toda a vida (CHARCHAR AND FRAGOSO 2022).
Pacientes com hipercortisolismo subclinico sdo diagnosticados através da presenca de um
conjunto de comorbidades como hipertensdo, diabetes tipo 2 e dislipidemia, além dos
desfechos clinicamente relevantes, principalmente fraturas vertebrais osteoporéticas e
doencas cardiovasculares. Transtornos psiquiatricos sédo relatados, interferindo
diretamente na qualidade de vida e desempenho do individuo. Estes achados, refletem o

papel central do cortisol na homeostase do corpo (BUNEVICIUS et al. 2019).

Figura 1: A -Caracteristicas fisicas SD antes do tratamento; B - Pés-tratamento

Fonte (NIES et al. 2002)



17

Em 2008, diretrizes para a avaliacdo clinica de pacientes com suspeita de Cushing foram
publicadas (Tabela 1), consenso aceito pela Endocrine Society Clinical — EUA (NIEMAN et
al. 2008). Essas diretrizes destacam as caracteristicas clinicas frequentemente observadas
e investigadas durante consultas médicas. As orientagfes estabelecem um consenso sobre
a avaliacdo clinica, mas ndo abrangem testes laboratoriais. A recomendacgdo para exames
de laboratério € dada apos a classificacao inicial dos pacientes. Este enfoque pode fazer
com que individuos com alteracfes subclinicas de cortisol permanecam néo detectados,
correndo o risco de serem diagnosticados apenas na eventualidade do surgimento de

comorbidades aparentes de forma isolada.

Tabela 1: Condi¢des sobrepostas e caracteristicas clinicas da sindrome de Cushing Adaptado

C

Caracteristicas que melhor discriminam a sindrome de Cushing; a maioria ndo tem alta sensibilidade Hipertensdorb

Facil formagdo de hematomas Massa adrenal incidental
Mialgia proximal (ou fraqueza muscular proximal) Osteoporose vertebral*b
Obesidade Sindrome do ovério policistico
Plethora facial Diabetes tipo 2*b

Estrias (especialmente se roxas avermelhadas e com mais de 1 cm de largura) Hipocalemia

Gordura dorsal-cervical (giba de biifalo) Pedras nos rins
Plenitude facial InfecgBes incomuns
Plenitude supraclavicular

Pele fina"b

Edema periférico

Acne

Hirsutismo ou calvicie feminina

Cicatrizagdo pobre da pele

Em criangas, ganho de peso com diminuigdo da velocidade de crescimento

Caracteristicas da sindrome de Cushing na populagdo geral que sdo comuns e/ou menos discriminatérias
Depressdo

Fadiga

Ganho de peso

Dor nas costas

AlteragBes no apetite

Diminuigdo da concentragdo

Diminuigdo da libido

Memodria prejudicada (especialmente memdria de curto prazo)
Insénia

Irritabilidade

Anormalidades menstruais

Em criangas, crescimento lento

Em criangas, virilizagdo genital anormal

Em criancas, baixa estatura

Em criancgas, puberdade precoce ou atrasada

Fonte (NIEMAN et al. 2008)

O comprometimento cardiometabdlico nesses pacientes é frequentemente associado ao
aumento da taxa de complicacBes infecciosas graves e da incidéncia de fraturas
osteoporoticas além de disturbios psiquiatricos, ficando claro o grande impacto psicossocial
e potencialmente fatal que engloba os pacientes com sindrome de Cushing (HACIOGLU et
al. 2024). O diagndstico causal preciso, seguido de uma estratégia terapéutica e iniciada

de forma precoce € capaz de trazer uma melhora significativa e, por vezes, o nao

surgimento de comorbidades graves ao paciente
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2.1.2. Hiperplasia Adrenal Macronodular Bilateral Primaria (PBMAH)

A PBMAH foi descrita pela primeira vez em 1964, como uma forma incomum de hiperplasia
adrenal multinodular bilateral (KIRSCHNER et al. 1964). Esta hiperplasia macronodular € uma
causa adrenal da Sindrome de Cushing, sendo uma doenca altamente heterogénea. Sua
principal caracteristica sdo a presenca dos macronddulos benignos bilaterais — com
didmetro acima de 1 cm — capazes de secretar cortisol em niveis variaveis de forma
autbnoma independentemente do horménio adrenocorticotropico (ACTH) da hipofise
(Bouys et al. 2021).

Historicamente, a PBMAH sé € diagnosticada apos investigagfes clinicos de excesso de
cortisol em pacientes com suspeita de sindrome de Cushing de origem adrenal.
Recentemente, o diagndstico de PBMAH tem sido visto com mais frequéncia de forma
incidental em pacientes com o que chamamos de Incidentalomas Adrenais (IAs) (Figura 2
A) Estima-se que cerca de 15% dos IAs séo bilaterais e uma proporcao consideravel destes
sdo PBMAH (Figura 2 B). Até o presente momento, ndo hé estudos que tragam a frequéncia
populacional precisa desta doenca em incidentalomas bilaterais, mas acredita-se que estes
representam mais de 10% de todos os incidentalomas e pode ser superior a 50% no
subgrupo de pacientes que possuem secrecao autbnoma de cortisol (CAVALCANTE et al.
2022).

Figura 2: A - Incidentalomas Bilaterais; B:- Glandulas pds remogéo cirdrgica contendo em seu interior

diversos macrondédulos

Fonte (NIES et al. 2002).

De forma isolada, os macronédulos sé@o a Unica forma de manifestacéo clinica da PBMAH

gue possui um padrédo de heranca familiar ou de origem esporadica. A caracteristica
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bilateral dos nédulos adrenais e a identificacéo de casos familiares nos apontam fortemente
para uma predisposicdo genética (CAVALCANTE et al. 2022).

Nos casos esporadicos, a PBMAH pode estar ligada a expressao atipica de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs), que ao serem ativados por seus ligantes especificos
provocam uma ativacdo anormal da sintese do cortisol. Uma grande parcela destes
receptores atipicos estimula a via cAMP/PKA, bem como o ACTH nas glandulas
suprarrenais normais (HE et al. 2021).

MutacOes heterozigéticas inativadoras de linhagem germinativa no gene ARMCS5 -
localizado no cromossomo 16 (chr 16p11.2) — associadas a PBMAH familiar foram descritas
pela primeira vez em 2013 (AssIE et al. 2013). Através de um estudo que sequenciou um
material de linhagem somatica proveniente do tecido tumoral de pacientes com variantes
germinativas potencialmente patogénicas no gene ARMCS5, foi possivel comprovar a
existéncia de uma segunda alteracdo genética presente no mesmo gene, resultando na
inativacao bialélica da transcricdo do gene, caracterizando a doengca em concordancia com
a hipotese dos dois fatores de Knudson (DAMJANOVIC et al. 2020).

Segundo estudos atuais, acredita-se que alteragcdes no gene ARMC5 estéo presentes em
cerca de 80% dos pacientes com PBMAH familiar, podemos verificar estas variantes em
55% dos que passam por cirurgia devido ao hipercortisolismo grave, além de
aproximadamente 20-25% em todos os casos de PBMAH de forma geral, inclusive aqueles
gue parecem esporadicos(Bouys et al. 2021).

No momento do diagnostico da PBMAH os pacientes possuem entre 40 e 70 anos de idade
e a prevaléncia é ligeiramente maior em mulheres do qgue em homens. Os aspectos clinicos
apresentados dependem dos niveis de excesso de cortisol e variam desde PBMAH
assintomatico onde o diagndstico é realizado em pacientes com incidentaloma adrenal
bilateral sem sinais especificos de sindrome de Cushing, até pacientes com multiplos
sintomas clinicos devido a SC ja manifestada. Os sinais especificos de excesso de cortisol,
como a face com formato redondo (lua cheia), obesidade troncular, fraqueza muscular,
estrias violaceas e hematomas, estdo presentes em menos de 40% dos pacientes com
PBMAH. Além disso, encontramos também algumas comorbidades inespecificas, como
diabetes mellitus (30—40%), hipertenséo (65-85%) e osteoporose (15—-20%) (CAVALCANTE
et al. 2022).

A prevaléncia da PBMAH é baixa por ser uma doenga subdiagnosticada, porém, possui
importancia clinica significativa devido as suas peculiaridades patoldgicas e de diagndstico

dificil. Além disso, sua definicdo se mantém controversa, contudo, a maioria dos autores
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possui como concordancia que o diagnostico de PBMAH deve ser baseado na presenca de
possivel secrecédo auténoma de cortisol (SCA) ou SCA devido a hiperplasia adrenal bilateral
associada a presenca de um ou mais IAs maiores que 1 cm em cada glandula adrenal
(ARAUJO-CASTRO AND MARAZUELA 2022).

Um fato interessante a respeito dos IAs é que de 3—-5% da populacdo em geral pode abriga-
los e 9-15% destes séo bilaterais. Os IAs bilaterais podem estar associados a possiveis
SCA em até 40% dos casos. Por estes motivos, a prevaléncia real de PBMAH é maior do
gue a relatada em séries de pacientes com Sindrome de Cushing. Contudo, existem poucos
dados sobre aspectos cinicos, hormonais e radiolégicos desta doenca que podem diferir
daquelas apresentadas por outras lesdes adrenais que ndo atendem aos critérios PBMAH
e por este motivo, alguns autores vém desenvolvendo estudos para propor uma unificagéo
da classificagdo atual deste disturbio, bem como seus achados (BENGOA-ROJANO et al.
2022).

Atualmente existe uma crescente preocupacdo sobre pacientes diagnosticados com IAs
sem causa esclarecida que sdo submetidos a adrenalectomia por disturbios adrenais
benignos. Questdes como insuficiéncia cardiaca e respiratéria, devem ser consideradas
dado o risco de aumento da taxa de complicacBes pds-operatérias além dos altos custos
de hospitalizacdo e impacto na vida destes pacientes (SUNG et al. 2022).

A prevaléncia de PBMAH familiar pode estar subestimada e a patogénese da doenca ainda
nao foi totalmente elucidada. Embora pareca simples, o mecanismo por trds dessa condicao
€ complexo. Para estes tipos de hiperplasia, a classificacdo adequada das doencas ainda
precisa ser estabelecida, um melhor entendimento do seu mecanismo molecular pode

auxiliar nas decisdes terapéuticas e orientar novas alternativas médicas.

2.2 Fisiopatologia e Implica¢fes Clinicas da PBMAH

2.2.1. Glandulas Adrenais

As glandulas suprarrenais, também conhecidas como adrenais, sdo duas pequenas
glandulas enddcrinas localizadas cranio-medialmente aos rins, medindo aproximadamente
5 cm. O cortex adrenal (Figura 3), derivado do tecido mesodérmico € composto por trés
zonas denominadas: Zona Glomerular, Zona Fasciculada e Zona Reticular, cada uma delas
possui funcéo na regulacao fisioldgica, além de sintetizarem esteroéides vitais chamados de

Glicocorticoides.
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Os Glucocorticoides estdo sob o controle do ACTH que, além de ser necessario para a
esteroidogénese também € crucial para a diferenciacdo e crescimento do cortex adrenal

(BORNSTEIN et al. 2008).

Figura 3: Glandula Adrenal e suas zonas ampliadas.
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Fonte: https://www.sanarmed.com/resumo-sobre-glandulas-adrenais-anatomia-histologia-hormonios-e-

doencas.

Os hormonios sintetizados pelas suprarrenais sao cruciais para a regulacado da resposta
adaptativa do corpo ao estresse, para o equilibrio hidrico e eletrolitico do organismo e para
o controle da pressao arterial. A integridade da zona do cértex adrenal € interrompida em

varios disturbios adrenais, levando a deficiéncia ou ao excesso de cortisol.

2.2.2 Mecanismos Fisiopatoldgicos

Na PBMAH, os macronddulos adrenais funcionam independentemente do controle
hipofisario, levando a uma producdo desregulada de cortisol. Esta autonomia é
frequentemente associada a alteracdes genéticas nos nédulos, que podem afetar
receptores ou vias de sinalizagdo celular. Os tumores adrenais benignos cobrem um
espectro de lesées com morfologia distinta e secre¢do de esteroides.

A classificacdo atual € empirica, além de algumas muta¢cdes condutoras, a fisiopatologia

esta em constante estudo para um melhor entendimento (STRATAKIS AND Bolkos 2007).

2.2.3 LesBes Adrenocorticais
Tumores e Hiperplasias adrenocorticais sao lesdes tipicamente benignas que retinem um

vasto espectro de doencas, dentre elas a PBMAH. Estes tumores podem secretar tanto
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cortisol quanto aldosterona, onde os produtores de cortisol s@o 0s responsaveis pelo
hipercortisolismo com sindrome de Cushing evidente, e o subclinico que atualmente tem
sido referido como excesso leve de cortisol autdnomo (STRATAKIS 2008).

Nem todos os tumores necessariamente secretam os esteroides citados, porém na maioria
das vezes sao capazes de produzir pequenas quantidades de precursores destes que sao
detectaveis apenas através de exames especificos como por exemplo a espectrofotometria
de massa que nao é realizada comumente.

Quando os niveis dos esterdides ndo sdo detectaveis nos exames convencionais, 0s
tumores sdo chamados de “ndo funcionais”. Tanto tumores nao funcionais, quanto os que
alteram de forma discreta os niveis de cortisol representam até 5% de prevaléncia,
frequentemente vistos de forma incidental em exames de imagem, principalmente
Tomografia Computadorizada e Ressonancia Magnética. As caracteristicas macroscopicas
das glandulas adrenais na PBMAH sao muito parecidas com o observado nos Adenomas
Adrenais: ricos em gordura, tamanho aumentado, nédulos amarelados e ndo pigmentados

maiores que 1cm de diametro (FAILLOT et al. 2021).

2.2.4 Incidentalomas adrenais
Incidentaloma Adrenal (IA) refere-se a uma massa adrenal assintomatica identificada em
exames de imagem que sao solicitados por motivos diversos e geralmente ndo séo devido

a suspeita de doenca adrenal (Figura 4).

Figura 4 Resumo grafico descoberta da PBMAH através dos incidentalomas
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De acordo com uma pesquisa recente sobre incidentalomas adrenais, observou-se que o
IA € um diagnostico enddcrino comum, podendo ser encontrado em aproximadamente 2%
da populacao geral. A ocorréncia de IA em individuos com menos de 40 anos € considerada
rara, no entanto, sua prevaléncia aumenta significativamente com a idade, afetando mais
de 7% das pessoas acima de 70 anos. Dos casos de IAs cerca de 2% dos pacientes pode
desenvolver cancer adrenocortical (SHERLOCK et al. 2020).

Relatorios do National Institutes of Health (NIH) sugerem que até 20% dos pacientes com
incidentaloma adrenal apresentam alguma forma de disfungdo hormonal subclinica e
podem representar uma populacdo com maior risco de disturbios metabdlicos e doencas
cardiovasculares (GRUMBACH et al. 2003).

As causas dos IAs sao diversas e tem grande variabilidade, englobando desde lesdes
benignas ou malignas que podem ser originarias do cértex ou da medula adrenal, bem
como, de origens extra-adrenais. Esses IAs frequentemente sdo adenomas adrenocorticais
benignos e ndo funcionais, porém € possivel que haja a necessidade de tratamento para
alguns casos, como por exemplo para: feocromocitoma, adenomas produtores de
horménio, carcinoma adrenocortical ou metastase (LOMTE et al. 2016).

Devido ao aumento nos relatos de casos de pacientes portadores de IAs, a investigacéo do
hipercortisolismo subclinico tem despertado interesse crescente podendo chegar a 30%
dos achados esporadicos em exames de imagem nos chamando atencéao pois, afetam uma
porcao significativa de pessoas (FAILLOT et al. 2021).

Em artigo recente da sociedade europeia de endocrinologia foram introduzidas as diretrizes
interdisciplinares internacionais atualizadas sobre os IAs. Além de recomendacdes
especificas para o acompanhamento e manejo de pacientes com incidentalomas bilaterais

(FASSNACHT et al. 2023).

2.3 Aspectos Moleculares da PBMAH

2.3.1 Via cAMP/PKA

A via cAMP/PKA tem sido objeto de intensa investigacdo no campo da genética em relagcéo
a disturbios adrenais, e tem aberto caminho para o entendimento sobre os mecanismos
moleculares subjacentes a tumorigénese adrenocortical benigna. Nos tecidos enddécrinos,
o AMP ciclico (cCAMP) possui uma funcdo crucial na regulagdo do metabolismo celular,
crescimento, diferenciagao e apoptose (ARAUJO-CASTRO AND MARAZUELA 2022).

A adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico - AMPc ou cAMP - atua como um segundo

mensageiro intracelular universal se ligando as subunidades reguladoras da PKA (PRKAR)
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desencadeando uma alteracéo conformacional reversivel. Como resultado deste processo,
temos a liberacdo das subunidades cataliticas (PRKAC), que sdo essenciais para a
fosforilacdo de uma variedade de proteinas, desempenhando um papel chave na
transmissao de sinalizacgao intracelular (BEUSCHLEIN et al. 2014).

A proteina quinase A (PKA) como efetor primario desta via, € responsavel pela fosforilagcao
de substratos, incluindo alvos tanto no citosol quanto no ndcleo, com énfase particular nos
fatores de transcricdo da familia CREB/ATF2. A ativacao via CAMP (Figura 5) € fundamental
para promover a ampliacdo da fungéo e replicacéo celular em diversos tipos de células
enddcrinas, incluindo as adrenocorticais. A PKA desempenha um papel essencial na
facilitacdo das acdes de hormdnios, neurotransmissores e outras moléculas de sinalizacéo
gue interagem com os receptores acoplados a proteina G (GPCRs), influenciando assim os

niveis intracelulares de cAMP (Bouys et al. 2021).

Figura 5: Ativacdo da via CAMP.
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Nas condig¢@es fisiologicas, as células adrenocorticais sdo predominantemente reguladas
pelo hormbnio adrenocorticotrépico (ACTH), que exerce sua funcdo através da interacéo
com o receptor de melanocortina 2 (MC2R), um receptor acoplado a proteina G (GPCR)
amplamente expresso na superficie dessas células.

Colaborando com estes dados, uma série de estudos in vitro com modelos animais e
analises de disturbios genéticos humanos sublinham a importancia da via cCAMP/PKA na

patogénese da hiperplasia adrenal e do hipercortisolismo (BEUSCHLEIN et al. 2014).

2.3.2 Aspectos Genéticos da PBMAH

A genética da PBMAH é complexa e envolve tanto alteracbes somaticas quanto
germinativas explicada pela hipétese de dois fatores. Alguns autores ja relataram variantes
relacionadas a tipos raros de tumores produtores de cortisol em genes como TP53 e
CTNNB1 (Assie et al. 2014). Em estudos moleculares envolvendo pacientes com
adenomas adrenais foram observadas alteracbes no cromossomo 9, incluindo o gene
NR5AL, fundamental para a diferenciacéo esteroidogénica (SHERLOCK et al. 2020).
Quando apresentada de forma sindrémica a PBMAH pode possuir caracteristicas clinicas
de doencas que ocorrem por alteracbes em genes supressores de tumor como 0 MEN1,
APC e FH. Nestes contextos é possivel observar a PBMAH associada ao cancer de células
renais, cujas principais manifestacées sao leiomiomas, leiomiossarcomas e cancer renal,
com massas adrenais presentes em menos de 8% dos casos e apenas 15% deles
apresentando envolvimento bilateral (Bouys et al. 2021).

O gene ARMCS5 tem sido fortemente associado a casos familiares da PBMAH. Alteractes
neste gene podem estar presentes em cerca de 80% dos individuos estudados. Em um
estudo onde houve avaliacdo genética de pacientes e de seus tumores, foi observado o
acontecimento de dois eventos no gene ARMCS5, um primeiro germinativo e um segundo
na linhagem somaética, resultando na inativacéo bialélica do gene, corroborando com a
teoria de dois fatores de Knudson. Este gene, ainda ndao possui sua funcéo totalmente
esclarecida, mas suspeita-se que faz possui um papel importante na via CAMP/PKA (ASSIE
et al. 2013).

Variantes germinativas do gene PDE11A, que codifica uma fosfodiesterase e atua como
regulador negativo da via cAMP/PKA, foram observadas com maior frequéncia nos
pacientes em comparacdo a populacdo em geral. Algumas dessas variantes mostraram in-
vitro uma diminuicdo da atividade enzimatica (TATSI et al. 2020). Devido a esta observacéo,

levanta-se a suspeita de que a hiperatividade da via cAMP/PKA possivelmente
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desempenhe um papel fundamental em muitos casos de tumores adrenais, inclusive na
PBMAH.

Um método eficaz para orientar a investigacao e a filtragem genética da PBMAH envolve a
analise dos mecanismos genéticos presentes na SC, assim como nos tumores
adrenocorticais e hipofisarios. Estas condigcbes compartiiham vias de sinalizacdo e
mecanismos patoldgicos similares. Por exemplo, o Complexo de Carney, que pode resultar
de mutacdes nos genes PRKAR1A - responsavel pela codificacdo da subunidade
reguladora alfa tipo 1 da proteina quinase A - ou PRKACB - que codifica a subunidade
catalitica beta da mesma proteina. Ambos os genes séo integrantes da via CAMP, a qual
desempenha um papel regulatério crucial nas células enddcrinas (CHANG et al. 2020).
Estudos recentes tém explorado também alteracdo da expressao de miRNAs (MicroRNAS)
circulantes como biomarcadores potenciais em varias condicdes. Os miRNAs sédo
moléculas de RNA pequenas e ndo codificantes contendo em média cerca de 16 a 24
nucleotideos, fundamentais na regulacéo pés-transcricional da expressao génica, podendo
influenciar mais de 50% dos genes codificadores de proteinas nos seres humanos (O'BRIEN
et al. 2018). Estes RNAs podem ser de origem intergénica com o seu préprio loci pre-
mMiRNAs de cerca de 60 a 90 nucleotideos no qual sera responséavel pela formacéo dos
hairpins, assim como também podem se originar de regifes intrénicas ou regifes das
extremidades nédo codificantes (UTRsS) de genes (MARCINKOWSKA et al. 2011; HAcKL et al.
2012; JUANCHICH et al. 2016).

Um estudo especifico comparou a expressdo de miRNA em pacientes com PBMAH com
agqueles com adenomas adrenocorticais ndo funcionantes (NFA) e produtores de cortisol
(CPA), revelando diferencas significativas entre os fenétipos de PBMAH e adenoma. Trés
mMiRNAs circulantes foram capazes de diferenciar PBMAH de adenomas (HARA et al. 2022).
Futuramente, o perfil de miRNA circulante pode auxiliar na identificacdo de subtipos de
PBMAMH, influenciando a escolha de abordagens cirurgicas adrenais. Além disso, extensas
analises com foco nesses alvos potenciais poderiam ajudar na elucidacdo de vias
epigenéticas especificas que tem interferéncia direta na patologia da SC e seus diferentes
subtipos (VETRIVEL et al. 2022).

A avaliagéo genética através de WGS poderia auxiliar no diagnostico da PBMAH e fornecer
informacdes cruciais para 0 manejo terapéutico, além de direcionar abordagens como o

aconselhamento genético em pacientes e familiares portadores de variantes.
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2.4 WGS, Processamento e Anélise de Dados

2.4.1 Sequenciamento do Genoma Completo — WGS

O WGS é uma estratégia que oferece vantagens potenciais em relacdo as abordagens
cldssicas nas quais 0s genes sdo analisados individualmente, muitas vezes durante um
longo periodo e com custos altos (MARSHALL et al. 2020). Uma das principais vantagens do
WGS é sua capacidade de analisar simultaneamente uma ampla gama de alteracGes
genéticas, incluindo variantes estruturais (SVs), altera¢cdes no niumero de copias (CNVs) e
outros tipos de eventos ndo detectaveis pelos outros métodos de sequenciamento ou
técnicas complementares como citogenética e CGH-Array. Esta abordagem também
supera outras limitacdes técnicas de outros métodos de NGS baseados em enriquecimento,
promovendo uma cobertura uniforme, cobertura em toda extensdo do gene incluindo as
regides exonicas, intronicas e intergénicas, menores chances de achados falso positivos e
falsos negativos, confirmacdo de paternidade, assim como também um aumento de
sensibilidade para a deteccédo de alterac6es complexas. (AUSTIN-TSE et al. 2022).

Com a crescente producdo de dados de NGS surgiram também questbes quanto a
padronizacdo de métricas para que estes sejam confiaveis. A estimativa de profundidade e
cobertura corretas sdo um ponto de partida recomendado ao avaliar os limiares em torno
de um ensaio NGS especifico levando em consideracdo erros de sequenciamento, bem
como erros especificos do ensaio. Para cobertura a recomendacao da lllumina para WGS
humano com finalidade de sequenciamento de variantes relacionadas ao risco hereditario
€ de 30x a 50x (dependendo da aplicacdo e do modelo estatistico). Ja para a avaliagédo de
profundidade € importante considerar fatores especificos do ensaio e a finalidade do
estudo, j4 que diferentes tipos de eventos possuem sensibilidades diferentes de acordo
com a profundidade. N&o somente a cobertura influencia na sensibilidade de detecgao de
variantes, mas também a qualidade da amostra, qualidade dos reagentes, método de

preparo da biblioteca, qualidade e contaminacdo do ambiente (PETRACKOVA et al. 2019).

2.4.2 Processamento e Analise dos Resultados

A medida que o WGS foi amadurecendo e sendo cada vez mais utilizado, ganhamos uma
melhor compreenséo de suas capacidades para o diagndéstico de doencgas. O potencial de
identificacdo dos diferentes tipos de variantes detectaveis por WGS depende diretamente
de quais ferramentas de chamada de variantes foram utilizados e da qualidade e

conhecimento de quem construiu o pipeline ndo existindo normas reguladoras de boas
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praticas que abordem a definicdo e o desempenho de ferramentas de bioinformatica (YANG
et al. 2023).
Dessa forma é importante que laboratorios de diagnéstico passem a utilizar apenas os
pipelines recomendados e mais atualizados o possivel de acordo com as boas praticas do
GATK (https://gatk.broadinstitute.org/), e se possivel, utilizar pipelines referéncia aprovados
no desafio da FDA no PrecisionFDA Truth Challenge V2 (OLsON et al. 2022) como a
ferramenta DRAGEN da Illumina.
Adicionalmente, ndo basta ter uma boa andlise primaria e secundaria, é importante ter uma
grande quantidade de bancos de dados atualizados, cruzamento e normalizagdo das
anotacoes, pipelines rapidos e eficientes, além de facilidade na filtragem das variantes
permitindo analise terciaria mais sensivel e com maior capacidade de diagnéstico.
Ressaltando a importancia do uso de ferramentas consolidadas como a EmedGene.
Além disso, os responséaveis pela andlise e deteccao de variantes também devem conhecer
as regras publicadas pelo Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica
(ACMG)(RICHARDS et al. 2015) e posteriormente dada continuacdo pela ClinGen
(https://clinicalgenome.org/docs/variant-curation-standard-operating-procedure-version-3/).
As normas da ACMG/CIlinGen foram desenvolvidas para dar orientacbes na curadoria e
interpretacdo de variantes, e suas diretrizes tém sido revisado continuamente, visando
orientar profissionais e padronizar os critérios de interpretacédo. Além disso, a ACMG possui
recomendacdes para testes genéticos e suas aplicacdes. Além disso, 0s responsaveis pela
andlise e detec¢éo de variantes também devem conhecer as regras publicadas pelo Colégio
Americano de Genética Médica e Genbmica (ACMG)(RicHARDS et al. 2015) e
posteriormente dada continuacdo pela ClinGen (https://clinicalgenome.org/docs/variant-
curation-standard-operating-procedure-version-3/). com técnicas de anotacdo e analise
atualizadas. A orientacdo mais recente sobre a selecdo de metodologias para analises
familiares informa que o sequenciamento de Genoma ou Exoma deve ser considerado na
avaliacdo diagnéstica clinica de um individuo fenotipicamente afetado quando:
a. Os dados do fenoétipo ou da historia familiar implicam fortemente uma etiologia
genética, mas o fendtipo ndo corresponde a uma doenca especifica para a qual um
teste genético direcionado a um gene especifico esteja disponivel numa base clinica;
b. Um paciente apresenta um disturbio genético definido que demonstra um alto grau
de heterogeneidade genética, tornando a analise WES ou WGS de multiplos genes

simultaneamente uma abordagem mais pratica;
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c. Um paciente apresenta um provavel disturbio genético, mas os testes genéticos
especificos disponiveis para esse fenétipo ndo conseguiram chegar a um
diagnéstico;
d. Um feto com uma provavel doenca genética em que testes genéticos especificos,
incluindo testes de sequenciacdo direcionados, disponiveis para esse fenétipo ndo
conseguiram chegar a um diagnéstico.
Tais diretrizes sdo um recurso educacional para auxilio a profissionais e laboratérios com
o intuito ajuda-los a fornecer informacfes seguras e de qualidade as equipes de saude e
pacientes (DIRECTORS 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Todo o procedimento de bancada e sequenciamento foi executado nas instalacfes da
Section on Genetics & Endocrinology (SEGEN) — National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland — o qual possuia acesso as amostras, equipamentos e materiais necessarios para
a realizagdo do sequenciamento. As amostras de DNA utilizadas para a construgdo da
biblioteca estavam criopreservadas previamente extraidas. Apés o sequenciamento do
material genético, os dados foram enviados em HDs via transportadora até o endereco de
destino em Recife — PE.

A autorizacdo financeira para o projeto foi realizada através do Intramural Grant Z01-
HD008920-01 do Eunice Kennedy Shriver National Institute for Child Health & Human
Development (NICHD) através da Divisdo de Pesquisa Intramural (DIR) sob coordenacéo
do Dr. Constantine A. Stratakis, M.D., D(Med) Sc.laboratorio Molecular Genetics Laboratory
— MGL/NICHD/NIH (National Institutes of Health -9000 Rockville Pike, Bethesda, Maryland
20892).

3.1 Amostras, extracao e quantificacéo

De acordo com o heredograma (Figura 6), as amostras utilizadas para este estudo foram
as de numeracdo em vermelho: 2, 5, 9, 10, 13, 15, 19, 20, 22 e 28. A amostra 28
corresponde ao membro afetado sequenciado, prima do primeiro caso estudado na familia
- caso index, individuo 4, sexo feminino (Nies et al. 2002), e negativa para variantes no
gene ARMCS.

Figura 6 Heredograma
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A explicacéo sobre o heredograma esta descrita na Tabela 2. A amostra da paciente 4

(caso index) ja estava esgotada no momento deste estudo, portanto ndo foi sequenciada.

Tabela 2 Heredograma — descri¢do da correlac@o entre parentesco e membros afetados

Amostra I::g(e)l:::adata Ic:::gﬁ:;tico Sequenciado Parentesco Sexo Biologico
2 51 - Sim Primo Masculino
< 54 50 Nao Prima Feminino
5 45 - Sim Primo Masculino
9 53 - Sim Prima Feminino
10 35 B Sim Prima de segundo grau Feminino
13 31 - Sim Prima de segundo grau Feminino
15 26 - Sim Primo de segundo grau Masculino
19 32 - Sim Prima de segundo grau Feminino
20 29 - Sim Prima de segundo grau Feminino
22 8 - Sim Prima de segundo grau Feminino
28 57 38 Sim Paciente Feminino

Fonte: Autora

O DNA das amostras de sangue periférico dos pacientes foi extraido manualmente pelo
meétodo de coluna com o kit comercial da Qiagen conforme protocolo oficial do fornecedor.
O material extraido foi quantificado utilizando os equipamentos Nanodrop e Qubit,e os
dados de quantificacido das amostras podem ser consultados na aba “Quantificacées” no

Anexo 1.

3.2 Repli-G

Devido a escassez do material, foi necesséario amplificar o DNA utilizando a técnica Repli-
G que consiste em amplificacdo isotérmica do material chamada de Multiple Displacement
Amplification (MDA), envolvendo uma ligagdo de exametros aleatérios ao DNA

desnaturado. O protocolo foi seguido de acordo com as especificacbes do fornecedor.

3.3 Fragmentacdo do DNA genémico

Para que o DNA seja sequenciado dentro da metodologia WGS, utilizando a plataforma
lllumina, o material genético precisa ser previamente preparado através de uma série de
etapas. A Figura 7 demonstra de forma resumida o protocolo utilizado com o kit lllumina®

TruSeq® DNA PCR-Free e preparado de acordo com as especificagdes do fornecedor.
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Figura 7 Fluxo de trabalho do preparo de biblioteca Illlumina® TruSeq® DNA PCR-Free.

STOPPOINT STOPPOINT STORPOINT

Fonte lllumina® TruSeq® DNA PCR-Free.

O DNA proveniente da etapa de Repli-G foi fragmentado pelo método mecéanico utilizando
o ultrassonicador Covaris que funciona através da transmissdo de energia acustica em
frequéncias ultrassonicas (>400KHz) e comprimentos de onda muito curtos (~3mm), sendo

exclusivamente capaz de cortar o DNA de forma homogénea em cerca de 350pb.

3.4 Reparo das extremidades, adenilacao e selecdo do tamanho da biblioteca
Apés a fragmentacdo sdo utilizados reagentes para a reparacdo e adenilagdo das
extremidades. O material desta fase € purificado para remocao dos fragmentos de tamanho

inespecifico e outros vestigios de reagentes das etapas anteriores.

3.5 Ligacao do DNA aos adaptadores e purificacao

Neste passo ocorre a ligacdo dos adaptadores do duplo index as extremidades do
fragmento de DNA seguida de uma purificacdo, preparando os fragmentos para
hibridizacao na flow cell. Os indexes sao pequenas sequéncias Unicas de DNA que deverao
ser atribuidos individualmente para cada preparo de biblioteca, permitindo a diferenciacdo

dos fragmentos de DNA oriundos de cada amostra.

3.6 Checagem e controle de qualidade da biblioteca

Com a biblioteca purificada € realizada uma qualificacdo e verificagcdo dos tamanhos de
fragmentos em um equipamento de eletroforese digital como o Tapestation ou similar. O
fragmento médio observado deve estar em torno de 470pb.

A etapa seguinte consiste na quantificacdo por Qubit DNA High sensitivity e normalizacao
da quantidade de DNA de cada preparo de maneira precisa para que a formacéo do pool.
Apoés o pooling é realizada a conversao da quantidade em ng para nM utilizando a formula

descrita abaixo:
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Mol =— 1 108
Tynpp * 660

Concentracdo em Molar = Ci[Concentragcdo em ng/pl do pool] / (660 g/mol X Tmpb
[Tamanho médio da biblioteca em pb]) x 10°

Apos a formacdo do pool de bibliotecas, foram realizadas diluicbes seriadas para a
concentracdo e volume desejavel para carregamento no equipamento. Ao final da
desnaturacdo, as amostras estdo prontas para serem carregadas no cartucho de
sequenciamento de acordo com o procedimento recomendado no manual do fabricante

[llumina.

3.7 Sequenciamento no Sistema NovaSeq 6000

Os fragmentos indexados com adaptadores e normalizados foram carregados em um
NovaSeq 6000 resultando em um conjunto de leituras curtas conhecidas como reads. Ao
final do processo de sequenciamento o equipamento demultiplexa as amostras de acordo

com as sequéncias dos indexes e gera arquivos individuais por preparo de biblioteca.

3.8 Processamento de dados e analise de bioinforméatica

Os dados demultiplexados foram processados e analisados na plataforma Emedgene

. Os arquivos do tipo fastq foram alinhados contra o0 genoma de referéncia GRCh37(hg19)
utilizando o pipeline da lllumina Dragen 3.6.3. As versdes de softwares e/ou bancos de

dados utilizados pela plataforma de analise terciaria foram as descritas na Tabela 3:



Annotation
DANN:
Nov 14 2014
GERP:
May 22 2011
REVEL:
30_03_2022
SnpEFF:
43T
SpliceAl:
121
dbNSFP:
293
dbscSNV:
11

Emedgene Resources
ACMG Tags Model
05.4
Auto-Analysis Model:
9.2.12-src, tier VO
Emedgene DB
3

Emedgene Knowledgebase:

zoidberg65
Emedgene pipeline
5.29.49
Phenocompare Model:
32.04

Input data

Tabela 3: Versdes Emedgene

Organization Local Databases
Manually curated variants:
#iffileDate=2023-12-20
Population Databases
DECIPHER:
9.30 (Overlapping: input = 70%, db = 70%)
DGV:
2016-05-15 (Overlapping: input = 70%, db = 70%)
EXAC:
03.1
GnomAD Exomes
2.1.0
GnomAD Genomes:
2.1.0
GnomAD STR:
20220425
GnomAD SV:
2.1 (Overlapping: input = 70%, db = 70%)
Great Middle East:
20210218
MITOMAP Polymorphisms:
20210526
Thousand Genomes:
20150218_2
Thousand Genomes SV:
2016-05-15_v2 (Overlapping: input = 70%, db =
70%)
ThousandGenomeSTRANNotation:
20220425

Knowledgebase Sources
CGD:
04/05/2023
ClinGen_HI:
16/11/2023
DECIPHER_HI:
3
EMEDGENE:
16/11/2023
Gnomad_constraint:
2.1
HGNC:
16/11/2023
HPO:
16/11/2023
OMIM:
16/11/2023
Orphanet:

2.8
Uniprot:
08/11/2023

Human genome reference version:

GRCh37 (hs37d5)
Reference
GRCh37

Fonte Software Emedgene
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Input Data

ADT45_02.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_05.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_09.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_10.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_13.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_15.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_19.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_20.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_22.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
ADT45_28.dragen.cnv.vcf.gz:

DragenCNV 3.6, DragenCNVEmedgenizer V1.0.2
Dragen.hard-filtered.vcf.gz:

Dragen 3.6.3, DragenEmedgenizer V1.0.0

O processamento dos dados até a andlise de variantes contempla as seguintes etapas:

a. Andlise Primaria:

Esta fase envolve o processamento dos dados brutos do sequenciamento, capturados

pelo equipamento. A finalidade é produzir leituras de sequenciamento demultiplexados

e sem adaptadores resultando no arquivo FASTQ e avaliar a qualidade dessas leituras

com o arquivo FastQC considerando como métrica genérica de qualidade o Q30;

b. Anéalise Secundaria

Essa etapa consiste no alinhamento das leituras com o genoma de referéncia, seguido

pela chamada de variantes. O formato de entrada € o FASTQ e de saida os resultados

arquivos BAM, SAM e VCFs para diferentes tipos de chamadas de variantes;

c. Andlise Terciaria

Foca na interpretacdo dos dados, buscando a relagdo entre as variantes genéticas e

bancos de dados populacionais, clinicos e de predicdo de dano. Inicia-se com a

anotacao de variantes, que adiciona informacdes biologicas as variantes identificadas.

Segue-se a filtragem, selecdo e visualizacdo de variantes, utilizando critérios como

frequéncia populacional e impacto funcional previsto. Softwares comerciais auxiliam

nessa interpretacao, facilitando o uso por profissionais da area medica e da pesquisa.
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3.9 Analise dos dados e variantes obtidos

Para esta etapa foi utilizado o software Emedgene — Illumina, ferramenta baseada em
inteligéncia artificial (IA), para automacao e interpretacdo de dados de sequenciamento
utilizado tanto para uso clinico quanto para pesquisa cientifica.

Para determinacéo de cobertura e qualidade esperada para a analise de dados, foi seguido
como padrao o documento de best practices de WGS para doencas germinativas de 2020
(MARSHALL et al. 2020). Juntamente com uma andlise de parentesco entre as amostras,
variantes de nucleotideo unico (SNVs), insercdes/delecdes (indels), variantes de numero
de cépias (CNVs), variantes de DNA mitocondrial (mtDNA), variantes estruturais (SVs) e
repeticées em tandem curtas (STRs) se baseando nas regras da ACMG/ClinGen (RICHARDS
et al. 2015).

Além disso, para a filtragem de variantes, foi inserido também uma lista de doencas e genes
(Anexo 1 abas: Genes e Sintomas - HPOSs) relacionados as vias metabdlicas investigadas
elou correlacionadas com a clinica tanto para o diagndstico diferencial e de fendtipos
similares, através de uma curadoria manual de artigos atuais e revisdes de literatura,
bancos de dados como Human Phenotype Ontology (HPO - https://hpo.jax.org/), ClinGen
Gene-Disease Validity (https://clinicalgenome.org/), Human Gene Mutation Database
(HGMD - https://lwww.hgmd.cf.ac.uk/), KEGG PATHWAY Database, String (https://string-
db.org/) e IntAct (https://www.ebi.ac.uk/intact/).


https://string-db.org/
https://string-db.org/
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4 RESULTADOS
A anadlise de dados do sequenciamento revelou a presenca de pequenas delecdes e
duplicacdes falso-positivas (FP), especialmente nas regifes de repeticdo. Este fenbmeno
€ comum quando se usa a técnica de amplificacdo Repli-g em amostras de DNA de baixa
guantidade e qualidade. Tais achados sao erros, frequentes em reacdes de PCR e ocorrem
principalmente em regides com cinco ou mais bases repetidas. Estas variantes apresentam
uma carga mutacional geralmente inferior a 20%, significando que menos do que esta
guantidade das leituras do sequenciamento exibem tais alteragées, sendo um padrao
observado em multiplos individuos.
Devido a baixa cobertura de algumas regides juntamente com a baixa qualidade e escassez
do DNA dos pacientes, estes achados alterados chegaram a atingir frequéncias muito
superiores. Por este motivo, foi possivel diferenciar falsos positivos de verdadeiros positivos
(VP) apenas com base em uma analise comparativa da seguinte forma:

1. comparacdao entre os individuos da mesma rotina;

2. frequéncia na populacéo geral;

3. associagéo de fendtipo x genotipo.

A opcao pelo uso da técnica de Repli-g na tentativa de aumentar a quantidade do DNA para
0 sequenciamento, ndo atingiu o objetivo esperado para que a cobertura desejada fosse
atingida. Foi possivel observar entre as amostras uma média de 12.6x de cobertura vertical,
sendo a variacao de 8.9x (ADT45_23) para a menor e 18.4x (ADT45_22) para a mais bem
coberta (Tabela 4). Nota-se também que a amostra com menor cobertura média néao foi
necessariamente a com menor cobertura longitudinal. A amostra ADT45_13 possui apenas
8,4% do genoma coberto a 10x e 0,9% coberta a 20x, com um total de variantes de apenas
1.898.490. Adicionalmente, entre o total de 7.251.001 variantes compartilhadas, as regides
de 3.249.376 variantes ndo estavam cobertas neste paciente (Tabela 4).

Apesar de algumas amostras atingirem um padrédo razoavel de cobertura vertical (>15x),
nao houve uma mesma correspondéncia com as meétricas horizontais. Nenhuma das
amostras atingiu um valor préximo a métrica minima estipulada para este dado (290% de
20x), onde a amostra de maior qualidade ficou com apenas 11.8% (ADT45_22) do material
sequenciado com pelos menos 20 reads (Tabela 4). Métricas como fastQC, MultiQC,
uniformidade e sumarizacdo de tipo de variantes nao foram disponibilizadas pela

ferramenta.



Amostra

ADT45_10
ADT45_13
ADT45_15
ADT45_02
ADT45_05
ADT45_19
ADT45_20
ADT45_22
ADT45_23
ADT45_09
ADT45_08
ADT45_28

cobertura

Média de

10,4
14
13,9
13,1
13
15,2
12,5
18,4
8,9
9,4
9,4
13,3

Tabela 4: Média de cobertura

%>10x

10
8,4
48,2
54,6
56,3
50,1
13,8
50,2
37,5
15,1
41,3
49,5

94520x Taxa de

erro%
0,9 85,7
0,9 89,8
8,6 53,9
11 50
11,2 48,2
9,4 55,4
1,5 81,8
11,8 49,1
5,5 66,2
1,2 82,5
6,1 63,2
9 50,2

Fonte Autora

Variantes
identificadas
1.966.786
1.898.490
2.402.263
2.412.394
2.415.094
2.399.902
2.039.947
2.396.591
2.247.887
2.113.615
2.310.539
2.378.151

Variantes sem
cobertura*

2.879.533
3.249.376
707.413
576.693
511.984
687.806
2.534.090
743.317
1.204.740
2.149.091
939.570
659.025
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Observando o BAM foi possivel notar um exemplo de discrepancia de cobertura, onde uma

regido de tamanho inferior a cinco mil bases possui uma cobertura entre 13 até 5200 reads,

0 que nao é normal em um sequenciamento de genoma completo. Dada caracteristica

deste dado e a presenca desta regido em todas as amostras, ndo € possivel identificar a

origem de tais regifes tdo enriquecidas (Figura 8).

Figura 8: Visualizag¢&o dos dados no IGV - discrepéncia de cobertura
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Fonte — IGV (Autora)
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Durante a visualiza¢éo do dado no IGV, também foi possivel identificar clusters de dimeros

de primers presentes principalmente nas amostras mais escassas e fragmentadas (Figuras

9 e 10).
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Figura 9: Visualizacéo dos dados no IGV — Dimeros de Primers
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Fonte — IGV (Autora)

Figura 10: Visualizagdo dos dados no IGV — Dimeros de Primers
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Fonte — IGV (Autora)

Por se tratar de amostras antigas que foram utilizadas para diversos experimentos
anteriores, também foi feita uma andlise manual para verificacdo de uma possivel
contaminacdo das amostras. Como é possivel notar nas duas imagens de exemplo abaixo
(Figuras 11 e 12), existe um padréo de contaminacao intermitente entre diversas amostras
e ndo somente atribuida a um unico agente contaminante. Dado ao fato de que estas
amostras foram manipuladas por diversos pesquisadores e estudantes no passado, pode-
se levar em consideracdo que esta contaminacao pode ter acontecido anteriormente a este
estudo, durante o processamento, 0 armazenamento ou até mesmo devido a ma

higienizagdo do ambiente, equipamentos e EPIs.
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Figura 11: Visualizagdo dos dados no IGV — Evidéncias de contaminac¢édo das amostras

Fonte — IGV (Autora)

Figura 12: Visualizagdo dos dados no IGV — Evidéncias de contaminac@o das amostras

BB

Fonte — IGV (Autora)

Devido a baixa cobertura de sequenciamento e a alta complexidade da contaminagéo
identificada n&o foi possivel mensurar quantas amostras estavam de fato contaminadas e
a taxa de contaminacéao entre elas.

Em relacdo as métricas genes especificos, pelo fato da plataforma Emedgene néo ter
aprovado as amostras nas métricas de qualidade e pedigree, ndo gerou métricas de
cobertura para os genes. Dessa forma, como um exemplo de verificagdo manual da
gualidade do gene ARMCS5, nota-se auséncia de cobertura em varias regibes do gene,
assim como também uma possivel contaminacdo de um amplicon de PCR em um dos
éexons do gene (Figura 13).
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Figura 13: Visualizagdo no IGV do gene ARMCS5 e sua cobertura em 3 amostras
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Fonte — IGV/Emedgene (Autora)

Adicionalmente foi realizado o teste de identidade (parentesco) de amostras para avaliar a
concordancia dos gendétipos entre os familiares (estrutura ortogonal e/ou familiar) em
relacdo ao heredograma. Através dos dados da ferramenta, foi possivel extrair trés
informacdes importantes:

1. a % de similaridade genotipica entre cada parente;

2. 0 nimero de variantes néo idénticas entre eles;

3. se 0 dado encontrado estaria ou n&o de acordo com o heredograma.

E importante notar que individuos que deveriam compartilhar 50% da carga genética por
se tratar de relativos proximos como as amostras ADT45 10 e ADT45_13, mostraram um
namero negativo de -15.9%, significando auséncia completa de compartilhamento genético
e auséncia de cobertura em regides distintas. Nao somente estas amostras falharam, mas

varios outros individuos demonstraram resultados equivalentes (Anexo 1: aba Pedigree).
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5 DISCUSSAO

Através da analise dos dados deste sequenciamento, é possivel afirmar que a qualidade
do material ndo era a ideal para a realizacdo deste estudo considerando as boas praticas
de sequenciamento por WGS.

Conforme ilustrado na Tabela 4, identificamos uma significativa discrepancia entre as
coberturas vertical e horizontal, assim como também a relacdo entre a as métricas
horizontais de 10x e 20x. Isso provavelmente se da pelo fato da baixa qualidade das
amostras e o uso do Repli-g gerando regides sem leituras comparadas a regides
extremamente enriquecidas. Além disso, a presenca do alinhamento de dimeros de primers
reforca a comprovacao de que a quantidade reduzida de material genémico impactou no
funcionamento da técnica Repli-g

Ademais, a alta taxa de erro no sequenciamento, atribuida a baixa qualidade das amostras
e excesso de adaptadores reduzindo a diversidade de sequenciamento, juntamente com
falhas inerentes a técnica de Repli-g, contribuiu significativamente para um dos problemas
de qualidade encontrados na analise dos dados. Questbes como regides sem cobertura
adequada, baixa uniformidade, e um perfil de contaminagédo evidente nos resultados,
possuem impacto direto na precisao dos resultados obtidos, especialmente no que se refere
a porcentagem de similaridade genotipica entre os membros da familia estudada.

E importante notar que o dado de parentesco de grande parte da familia correspondeu com
o heredograma disponibilizado previamente, porém existem discrepancias que sao
importantes a serem levantadas como no caso das irmas ADT45 10 e ADT45_13. O dado
genético referente a estas amostras acusa ndo existir parentesco entre elas assim como
também entre os dados sequenciados de suas tias. Vale ressaltar que estas duas amostras
obtiveram ndo sé os piores resultados de cobertura como também a pior taxa de erro de
chamada de variante, corroborando com a suspeita de contaminagdo com outras amostras
gue nao as deste estudo, reduzindo assim a similaridade do material genético em
comparacao aos outros membros, visto que este tipo de contaminacgao simula uma diluicdo
do material genético original do individuo. Isso ndo acontece apenas para estas amostras,
mas também para outros individuos como os ADT45_08 e ADT45 09 em que apesar de
serem irmaos e esperava-se encontrar 50% de similaridade foi identificado apenas 19.9%.
Em consulta a documentacdo da ferramenta Emedgene, foi visto que € utilizado um

segundo instrumento de analise chamado Peddy para a realizacao da analise de pedigree
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(PEDERSEN AND QUINLAN 2017). Apesar da lllumina ndo deixar claro quais parametros foram
utilizados nesta ferramenta, pode se levantar algumas hipoteses:
. A qualidade das amostras inviabilizou o sequenciamento gerando erros de
leitura e auséncia de dados reais;
. As amostras nao pertencem aos individuos supostos (possivel troca e/ou
contaminacao cruzada com outro material genético que ndo da presente familia);
. Os individuos podem ser adotados e nunca foram informados pelos seus
respectivos pais, além de néo ter sido informado em nenhuma documentagéo

enviada junto com as amostras.

As principais amostras deste estudo para a busca de variantes candidatas a PBMAH eram
as amostras referentes a paciente afetada ADT45 28 e as irmas mencionadas
anteriormente ADT45 10 e ADT45 13 por serem descendentes diretos de um membro
afetado. A baixa qualidade do sequenciamento destes e todos os demais pacientes
impossibilitou uma analise de dados confiavel e consequentemente a sua filtragem.

A compreenséao dos genes e das vias de sinaliza¢ao envolvidos na PBMAH, bem como em
condicdes correlatas - que afetam os mesmos 6rgaos - e HPOs possui um importante papel
na orientacao para a filtragem das variantes genéticas potenciais. Entretanto, a relevancia
desses aspectos genéticos s6 pode comecar a ser avaliada nas amostras se os dados
passaram por métricas de qualidade confiaveis. Notamos que é crucial a adocao de praticas
rigorosas de qualidade e rastreabilidade em toda a pesquisa. Assim como ja ocorre no
diagndstico clinico, onde a precisdo e a confiabilidade sdo fundamentais, na pesquisa
cientifica, a garantia de qualidade desde a coleta até a analise das amostras também é
essencial. Isso previne problemas como perda de material, desperdicio de insumos,
contaminacdes e outros fatores que podem comprometer os estudos e levar a resultados
imprecisos. A pesquisa cientifica estabelece as bases para os avancos futuros e suas
aplicacfes, impactando diretamente a populacdo que se beneficiard das descobertas e
diretrizes desenvolvidas. Dito isto, € de grande ganho a todos a implementacao de passos
gue visam a garantia da obtencdo de dados com qualidade e confiabilidade.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores genéticos possuem um importante papel no aconselhamento genético de
familias e sdo fundamentais para a caracterizacdo precisa da doenca, bem como o
aprimoramento das diretrizes de tratamento.

Embora a Sindrome de Cushing apresente caracteristicas fisicas marcantes, ela
permanece subdiagnosticada. O aprofundamento no conhecimento sobre a SC é essencial
para o diagnostico de suas outras condicbes como a PBMAH, ajudando desde sua
descoberta precoce até a prevencao de complicacoes.

A divulgacéo ampla da doenca, incluindo seus sintomas e caracteristicas laboratoriais, tem
o potencial de melhorar significativamente a qualidade de vida da populacdo. A deteccao
precoce e o tratamento adequado podem reduzir comorbidades e impactar positivamente
0s custos de saude, além de promover um envelhecimento saudavel e independente para
0S pacientes.

Além disso, o esclarecimento sobre seus sinais clinicos nos traz a possibilidade de
identificacdo de novos pacientes, permitindo 0 acesso a uma maior quantidade de amostras
para estudos moleculares robustos. O subdiagnéstico da doenca representa uma
dificuldade na identificacdo e acesso a amostras clinicas de individuos com segregacéao
comprovada da doenca entre os membros da familia. O conjunto de amostras utilizadas no
presente estudo, representa uma destas raras familias onde observamos a segregacéo da
doenca entre seus membros, por este motivo, este material vem sendo utilizado ao longo
dos anos até sua completa escassez.

E importante mencionar que os obstaculos enfrentados durante esta pesquisa refletem
desafios comuns que podem ser encontrados tanto em laboratérios clinicos e na
investigacdo de outras doencas, quanto na pesquisa cientifica.

A realizacdo deste estudo com a técnica de genoma trouxe alguns levantamentos
extremamente importantes a serem ndo soO discutidos no laboratério em questdo, mas
também na comunidade cientifica. A quantidade de recursos, tempo e esforco gastos,
assim como as pessoas envolvidas na utilizacdo dessas amostras na tentativa de identificar
genes candidatos a PBMAH, superou em muito os gastos atuais do uso da técnica de
genoma nesta familia. Levando em consideracdo que outras técnicas de PCR e de captura
para regides especificas ndo possuem todas as informagdes necessarias para definir
parentesco entre as amostras, ndo é possivel mensurar 0s custos possiveis erros de
pesquisa com amostras trocadas ou até mesmo sem parentesco— ado¢des néo informadas

— com familias afetadas. A afirmacao de que todos os membros eram parentes sem testes
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de paternidade pode ndo sO ter de impedir a identificagcdo dos agentes responsaveis
segregando entre os familiares como também direcionar gastos de recursos para estudos
mais assertivos.

Esta pesquisa ressalta a vulnerabilidade intrinseca das amostras e reagentes a
contaminag¢ao, mesmo sob rigorosas condi¢cdes de qualidade laboratorial. A contaminagao
observada neste estudo ilustra como até pequenas falhas no manuseio ou armazenamento
podem comprometer significativamente a integridade dos dados. Esta observacdo chama
a atencéo para a necessidade de protocolos mais robustos e vigilancia constante durante
todas as fases do processo de sequenciamento. O impacto da contaminagéo nos resultados
foi evidente, pois afetou a confiabilidade das andlises genéticas, levando a possiveis erros
de interpretacéo relacionados a similaridade genotipica e a identificacdo de variantes.

A experiencia com este estudo ressalta a importancia de explorar tecnologias atuais para o
sequenciamento de genoma completo para pesquisas futuras. A ado¢do de uma Unica
técnica, ainda que mais custosa, que proporciona uma gama diversificada de resultados —
desde a chamada de SNVs e MNVs, até a deteccao de SVs, CNVs e STRs, e avaliacdes
gualitativas indiretas como a determinacéo de paternidade, coeficiente de contaminagéo e
a confiabilidade global dos dados — n&o s6 previne a manipulacdes das amostras e
reduzindo o risco de contaminacdo, mas também a geracdo de dados que podem ser
reutilizados em analises futuras com a evolucdo dos pipelines e do conhecimento do

genoma humano.
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Totais de producao

Producéao bibliografica

Capitulos de livros publicados..........ccveeiieiiiiiiiii e
Trabalhos publicados em anais de eventos............cccceeeeeeeiiieeeeeeeeeecieeeeeeieans
Apresentagoes de trabalnos (CONGreSS0)......uuuvurriiiiiiiiiieeeeiiee e
Apresentacdes de trabalhos (OUutra)...........c.ccooeviviiiiiiiiiccccce e,

PR W

Producéao técnica

Eventos

Participagdes em eventos (CONGIESS0).....uuuuuuurrrrrriiiiiaeaaaaaeaaaaaaeirereeeees
Participacfes em eventos (SIMPOSIO).......ccccovveeiiiiiiivieiiicee e
Organizagao de evento (CONGIrESS0)......ccuuiiiiuuumrrrrriiiiirerreeeeeaeaeaeaeeaaaaans
Organizacao de evento (OULIOS).......uuiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

e



ANEXO A - Planilha PBMAH - Defesa

Anexo A — Documento em formato excel contendo:

Lista de Genes

Lista de miRNAs

Lista de HPOs

Materiais e Equipamentos

Quantificacdo das amostras

Links para download dos protocolos de bancada utilizados
Versdes Emedgene

Pedigree
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