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RESUMO

Introdugao: Prader-Willi (SPW) e Angelman (SA) sdo sindromes clinicamente
distintas, causadas pela perda de expressdo de genes na regido cromossdémica
15911.2-q13, de origem paterna ou materna, respectivamente. Ambas compartilham
0s mesmos métodos diagnosticos. Nossos objetivos foram: a) analisar por PCR
metilagdo-especifica (MSP) pacientes com suspeita clinica de SPW/SA; b) comparar
resultados de diferentes metodologias de diagndstico molecular; ¢) aplicar a técnica
MSP na rotina assistencial de pacientes encaminhados ao Servigo de Genética
Médica/Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA).

Métodos: Foram analisados 123 pacientes com suspeita clinica de SPW (n = 71)
ou SA (n = 52) por MSP. Desses, 79 possuiam analise prévia por hibridagao in situ
fluorescente (FISH) e/ou Southern blot (SB).

Resultados: Foram detectados 21 casos positivos — 15 de SPW (12,19%) e 6 de SA
(4,88%). Nove pacientes tiveram etiologia molecular determinada, sendo sete com
diagnéstico de SPW (quatro dissomias uniparentais — UPD15 materna — e trés delegdes
na regido 15q11-13) e dois com diagndstico de SA (um com UPD15 paterna e um com
delecao na regido 15911-13). Foram observados resultados equivalentes entre MSP
e SB e resultados discrepantes entre MSP e FISH (n = 4). Foram padronizados dois
protocolos de MSP para confirmagéo dos resultados e controle interno de qualidade.

Conclusao: O perfil de detecg¢édo de cada técnica varia de acordo com 0 mecanismo
etiolégico presente. A analise por MSP detecta alteragbes no padrdo de metilacao
geradas por delecdo, UPD e defeitos de imprinting, sem identificar o mecanismo
etioldgico responsavel. Contudo, mostrou ser eficiente para confirmagéo do diagndstico
clinico e screening dos pacientes com suspeita clinica sugestiva de SPW e SA.
Diante de resultados positivos, é importante a identificagdo do mecanismo molecular
subjacente para correlagédo genétipo-fenétipo e determinagéo do risco de recorréncia
familiar, fundamental para o aconselhamento genético.
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ABSTRACT

Introduction: Prader-Willi (PWS) and Angelman (AS) are clinically different syndromes
caused by loss of expression of genes located on the chromosome 15911.2-q13, of
paternal or maternal origin, respectively. Both syndromes have the same diagnostic
methods. The aims of the present study were: a) to perform a molecular analysis of
123 patients with clinical findings suggestive of PWS or AS using methylation-specific
PCR (MSP); b) to compare the results obtained using different molecular diagnostic
methodologies; c) to standardize MSP to be used in the routine care of patients at
Medical Genetics Service/Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA).

Methods: 123 patients with clinical findings suggestive of PWS (n =71) or AS (n = 52)
were analyzed by MSP. 79 had undergone previous laboratory analysis by fluorescence
in situ hybridization (FISH) and/or Southern blot (SB).

Results: MSP detected 21 positive cases — 15 PWS (12,19%) and 6 AS (4,88%).
Molecular etiology was determined in 9 patients only — 7 were diagnosed with PWS
(4 had uniparental disomy — maternal UPD15 — and 3 had deletions at 15911-13) and
2 were diagnosed with AS (1 of paternal UPD15 and 1 deletion at 15q11-13). Comparing
both methodologies, it was possible to observe concordant results between MSP and
SB and discordant results between MSP and FISH (n = 4). We standardized two MSP
methods in order to confirm the results and for internal quality control.

Conclusion: The resulting profile of each technique varies according to the existing
etiological mechanism. The methylation analysis by MSP technique detects changes
on methylation pattern caused by deletion, UPD and imprinting defects, but it does not
identify the responsible etiologic mechanism. Nevertheless, it is effective to confirm
the suggestive clinical diagnosis of PWS/AS and to be used as a screening protocol.
If positive results are observed, it is important to identify the underlying molecular
mechanism to determine genotype-phenotype correlations and the risk of familial
recurrence, which is essential for genetic counseling.

Keywords: Methylation; imprinting; Prader-Willi; Angelman

Asindrome de Prader-Willi (SPW) e a sindrome de
Angelman (SA) sao disturbios genéticos clinicamente
distintos causados pela auséncia de expresséao de
genes de origem paterna e materna, respectivamente,
mapeados na regido cromossémica 15q11-13".
Nessa regido ocorre o silenciamento diferencial de
alguns genes através da metilacdo do DNA durante
a gametogénese devido ao imprinting genémico?.
Delegbes, dissomia uniparental do cromossomo
15 (UPD15), defeitos de imprinting e mutacdes no
gene UBE3A (no caso de SA) sdo 0os mecanismos
mais citados como causa de SPW e SA*4. No
entanto, ambas as sindromes possuem fendtipo
neuroldgico, comportamental e de desenvolvimento
caracteristico, além de anormalidades estruturais e
funcionais tipicas de cada disturbio®.

A SPW ¢é a causa mais frequente de obesidade
infantil relacionada a heranga genética, com incidéncia
estimada em 1 caso para cada 25.000 nascidos vivos,
totalizando cerca de 350.000 a 400.000 individuos
afetados em todo o mundo'57. As principais caracteristicas
clinicas incluem hipotonia muscular, baixa estatura,
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disturbios do sono, atraso no desenvolvimento,
hipogonadismo, hiperfagia e ganho de peso no inicio
dainfancia, que resultam em obesidade mérbida na
maioria dos casos®.

Aincidéncia relatada de SA é de 1 caso a cada
12.000 a 20.000 individuos, dado este que pode
estar subestimado em fungéo de auséncia ou erro
no diagnostico, devido principalmente as dificuldades
de diagnéstico clinico nos primeiros anos de vida.
Os recém-nascidos e as criangas com idade inferior
a trés anos podem expressar fenotipos semelhantes
aoutras sindromes genéticas® Os pacientes com SA
apresentam deficiéncia mental grave, microcefalia,
ataxia de marcha, crises epiléticas, disturbios do
sono, déficit de fala, humor euférico e comportamento
hiperativo*®1°,

O diagnéstico preciso da SPW e da SA é baseado
na combinacao entre caracteristicas clinicas,
moleculares e citogenéticas. Tendo em vista a
presencga de caracteristicas clinicas inespecificas,
principalmente no inicio do desenvolvimento, o
diagnostico genético confirmatério € essencial para
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indicar a intervencgao clinica adequada, auxiliar no
aconselhamento genético e determinar o risco de
recorréncia familiar, que pode variar entre 0 e 50%
conforme a etiologia molecular'“. A existéncia de
diferentes mecanismos genéticos envolvidos no
desenvolvimento das duas sindromes implica na
aplicacéo de diferentes técnicas para identifica-las'.

ASPW e a SA compartilham as mesmas metodologias
de diagnéstico, aplicadas para a detecgao de alteragbes
moleculares e cromossémicas presentes na regiao
15911-13. O diagndstico por técnicas moleculares
detecta as alteragdes genéticas e determina o padrao
de metilacdo de heranga paterna ou materna®'213,
A analise de metilagdo da regido SPW/SA do gene
SNRPN por methylation-specific polymerase chain
reaction (MSP) é a técnica que apresenta maior
sensibilidade e a mais utilizada para a determinagao
do perfil de metilagéo. Ela detecta mais de 99% dos
pacientes com SPW e aproximadamente 80% dos
pacientes com SA'™. Porém, para a identificagéo
especifica da alteragdo genética é necessaria analise
suplementar por meio de outras técnicas, como
hibridacao in situ fluorescente (FISH), Southern blot
(SB) e/ou analise de microssatélites*.

Estudos previamente publicados ja evidenciam as
diferengas entre as técnicas e determinam protocolos
adequados para diagnéstico laboratorial com a
aplicagao de mais de um método para a deteccao
das diferentes alteragdes genéticas que possam
estar presentes. Todavia, em nossa populagao,
ainda nao foi desenvolvido um estudo de avaliagéo
comparativa entre as técnicas mais utilizadas no
diagnostico de SPW e SA.

Tendo em vista a variedade de metodologias
utilizadas no diagnostico das sindromes de Prader-Willi
e Angelman, foi realizada uma analise comparativa
dos resultados obtidos pelas técnicas de MSP,
FISH e SB, aplicadas para essa finalidade. Assim,
este trabalho teve como objetivo realizar a analise
molecular de um grupo de 123 pacientes com suspeita
clinica de SPW (n = 71) ou SA (n = 52) através da
técnica de MSP.

METODOS

Pacientes e Amostras

A amostra foi composta por 123 pacientes
atendidos no ambulatério de Genética Médica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). Desses,
52 pacientes apresentavam suspeita clinica de SA
e 71 apresentavam sinais clinicos compativeis com
SPW. Além disso, 79 tinham diagndstico laboratorial
prévio através das técnicas de FISH e/ou SB e foram
utilizados para a padronizagdo da metodologia de
MSP. A analise de MSP foi realizada por profissional
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cegado em relagdo aos dados de analise prévios.
O DNA genbmico foi extraido a partir do sangue
total em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
de acordo com o método de precipitagao por sais
descrito por Miller et al.™>. Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, registrado sob o n°® 13-0029.

Conversao do DNA

As amostras de DNA genémico foram tratadas
com bissulfito de soédio para converter as citosinas
nao metiladas em uracilas, pois as citosinas metiladas
sao resistentes a esse tratamento, permanecendo
inalteradas. Na regido cromossémica 15911-13, o
gene SNRPN contém uma ilha CpG com padréo de
metilagcao variavel de acordo com a origem do alelo,
e a maioria dos dinucleotideos CpG nessa regido séo
metilados no cromossomo materno e ndo metilados
no cromossomo paterno’®. Através da modificagdo
com bissulfito de sodio, é possivel a analise do padrao
de metilagdo com base na presenca de citosinas
inalteradas (metiladas) na molécula de DNA apos
o tratamento das amostras. Para a conversao das
amostras de DNA, foram utilizados os kits EpiTect
Bisulfite (Qiagen, Hilden, Alemanha) e Cells-to-CpG
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA)
seguindo as instrugdes dos fabricantes, e foram obtidos
resultados igualmente eficazes com ambos os kits.

Analise de Metilagdao

Ap6s o tratamento do DNA com bissulfito de sddio,
as amostras foram submetidas a reacédo de amplificagéo
com primers especificos para as sequéncias maternas
(metiladas) e paternas (ndao metiladas) da ilha CpG
naregiao 5’ do gene SNRPN. A andlise de metilagéo
foi realizada através da técnica MSP. Os fragmentos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 3%, corado com GelRed, e visualizados
em transiluminador. Para a padronizagao da analise
de metilacdo, foram selecionadas trés amostras
com diagnéstico laboratorial prévio: uma amostra
de paciente com SPW, uma de paciente com SA e
uma de paciente com padrao de metilagdo normal.
Duas técnicas de MSP foram utilizadas neste estudo.
A técnica descrita por Kubota et al.'”, e o método
baseado no estudo de Kosaki et al.’®, ambas utilizando
primers especificos para os alelos paterno e materno
da ilha CpG do gene SNRPN (tabela 1).

RESULTADOS

Na analise de metilagédo pela técnica de MSP
utilizando a sequéncia de primers descrita por
Kubota et al.””, individuos com padrao de metilacao
normal apresentaram dois fragmentos de amplificacéo,
um com 174 pb, proveniente da copia metilada do
gene SNRPN presente no cromossomo materno, e
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outro com 100 pb, proveniente da copia ndo metilada
presente no cromossomo paterno. Pelo padrao
dos fragmentos em gel de agarose (figura 1), é
possivel identificar os pacientes com SPW, os quais
apresentam apenas a banda de 174 pb, proveniente
do cromossomo materno metilado. Ja os pacientes
com SA apresentam apenas a banda de 100 pb,
proveniente do cromossomo paterno ndo metilado.

De forma semelhante, para os resultados obtidos
pelo MSP com a sequéncia de primers descrita por
Kosaki et al.'8, observamos duas bandas resultantes
da amplificagdo dos alelos materno e paterno em
pacientes com padrédo de metilagdo normal. A presenga
de apenas uma banda de 131 pb, referente ao alelo
materno do gene SNRPN, caracteriza um resultado
positivo para SPW, enquanto a presenga de apenas
uma banda de 164 pb, referente ao alelo paterno,
caracteriza um resultado positivo para SA (figura 2).

SA Normal SPW

150 pb
100 pb

50 pb

150 pb
100 pb
50 pb

Figura 1: Diagndstico molecular das Sindromes de Prader-Willi
e Angelman por MSP de acordo com Kubota et al.".
Produtos de MSP visualizados em gel de agarose 3%
corado com GelRed. Linha 1: paciente com SA, apresenta
apenas uma banda com 100 pb; Linha 2: paciente com
padréao de metilacdo normal, apresenta uma banda com
174 pb e outra com 100 pb; Linha 3: paciente com SPW,
apresenta somente uma banda de 174 pb.

Na primeira etapa de validagdo da metodologia
de MSP, realizamos uma analise comparativa entre
as técnicas a partir dos resultados de 79 pacientes
com diagndstico laboratorial prévio através de FISH

SPW

164pb

] -

Figura 2: Diagndstico molecular das Sindromes de Prader-Willi
e Angelman por MSP de acordo com Kosaki et al.™.
Os produtos das reagdes de MSP foram visualizados
em gel de agarose 3% corado com GelRed. Na parte de
cima a reagéo com o par de primers MET e na parte de
baixo, PCR com o par UNMET. Linha 1: paciente normal,
apresenta amplificagdo com ambos pares de primers; Linha
2: paciente SA, reacdo de MSP amplifica apenas com o
par de primers UNMET, apresenta banda de 164pb; Linha
3: paciente com SPW, reacdo de MSP amplifica apenas
com o par de primers MET, apresenta banda de 131pb.

LIPS

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados para a analise de MSP.

Forward (senso) 5’-3’ Reverse (antisenso) 5’-3’ Referéncia

Materno  TAAATAAGTACGTTTGCGCGGTC AACCTTACCCGCTCCATCGCG
Paterno  GTAGGTTGGTGTGTATGTTTAGGT ACATCAAACATCTCCAACAACCA
Met CGGTCGTAGAGGTAGGTTGGCGC CTCCTCAAACAAATACGTCAAACATCTCCGA
Unmet GTGTGGTTGTAGAGGTAGGTTGGTGT CAACTAACCTTACCCACTCCATCACA

Kubota et al."”
Kubota et al.’”
Kosaki et al."®
Kosaki et al. '®
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(n = 59) e/ou SB (n = 22). Dos 39 pacientes com
suspeita clinica de SPW (tabela 2), dois apresentaram
discordéncia entre os resultados, com resultado
normal para a técnica de FISH, sem delecéo na
regido 15911-13, mas resultado positivo para SPW
na analise de metilacdo por MSP, sugerindo UPD
ou defeito de imprinting. No grupo de pacientes com
suspeita de SA (tabela 3), obtivemos dois resultados
discordantes com MSP positivo e FISH normal,

sugerindo UPD ou defeito de imprinting. Entretanto,
nos dois grupos de pacientes ndo houve discordancia
entre os resultados das técnicas de SB e MSP.

Para os 44 pacientes que ndo apresentavam
diagndstico laboratorial prévio, foi realizada apenas
a analise por MSP, previamente validada na primeira
etapa deste trabalho, obtendo-se sete resultados
positivos adicionais: dois de SA e cinco de SPW
(tabela 4).

Tabela 2: Analise citogenética e molecular de pacientes com suspeita clinica de sindrome de Prader-Willi.

Paciente Sexo FISH Southern blot MPCR
1 M NR? Normal, biparental Normal®
2 M NR UPD15 materna® SPW
3 M NR UPD15 materna SPW
4 F del (15) (q11-913) NR SPW
5 M NR Normal, biparental Normal
6 F NR UPD15 materna SPW
7 M NR Normal, biparental Normal
8 F NR UPD15 materna SPW
9 M NR Normal, biparental Normal
10 M NR Normal, biparental Normal
11 M NR Normal, biparental Normal
12 F del (15) (q11-q13) NR SPW
13 M Normal, sem delecao NR Normal
14 F Normal, sem delecao NR Normal
15 F Normal, sem delecao NR Normal
16 M Normal, sem delecao NR SPW
17 F Normal, sem delecao NR Normal
18 M Normal, sem delecao NR Normal
19 M Normal, sem delecao NR Normal
20 M Normal, sem delecao NR SPW
21 F Normal, sem delecao NR Normal
22 M Normal, sem delecao NR Normal
23 M Normal, sem delecao NR Normal
24 M Normal, sem delecao NR Normal
25 F Normal, sem delecao NR Normal
26 M Normal, sem delecao NR Normal
27 M Normal, sem delecao NR Normal
28 M Normal, sem delecao NR Normal
29 F Normal, sem delecao NR Normal
30 F Normal, sem delecao NR Normal
31 M Normal, sem delecao NR Normal
32 M Normal, sem delecao NR Normal
33 F Normal, sem delecao NR Normal
34 M Normal, sem delecao NR Normal
35 F del (15) (q11-13q) NR SPW
36 M Normal, sem delecao NR Normal
37 M Normal, sem delecao NR Normal
38 M Normal, sem delecao NR Normal
39 F NR SPW SPW

aNR: Nao realizado; °Normal: Padrdo de metilagdo normal na regido promotora do gene SNRPN; cUPD15 materna: Dissomia uniparental
materna do cromossomo 15.
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Tabela 3: Andlise citogenética e molecular de pacientes com suspeita clinica de sindrome de Angelman.

Paciente Sexo FISH Southern blot -PCR
1 F NR? Normal, biparental Normal®
2 M NR Normal, biparental Normal
3 M NR UPD15 paterna® SA
4 F NR Normal, biparental Normal
5 F NR Normal, biparental Normal
6 F NR Normal, biparental Normal
7 F NR Normal, biparental Normal
8 F Normal, sem delegéo Normal, biparental Normal
9 F NR Normal, biparental Normal
10 F Normal, sem delegéo Normal, biparental Normal
11 M Normal, sem delegao NR Normal
12 F NR Normal, biparental Normal
13 F Normal, sem delegao NR Normal
14 F Normal, sem delegéo NR Normal
15 M Normal, sem delecao NR Normal
16 F Normal, sem delegéo NR Normal
17 F Normal, sem delecéao NR Normal
18 M Normal, sem delegéo NR Normal
19 M Normal, sem delegéo NR Normal
20 M Normal, sem delegao NR Normal
21 M del (15) (g11-q13) NR SA
22 M Normal, sem delecéo NR Normal
23 F Normal, sem delegéo NR Normal
24 F Normal, sem delecéo NR Normal
25 M Normal, sem delegao NR Normal
26 F Normal, sem delecéao NR Normal
27 M Normal, sem delegéo NR Normal
28 F Normal, sem delecéao NR Normal
29 F Normal, sem delegao NR Normal
30 M Normal, sem delegéo NR Normal
31 M Normal, sem delecao NR Normal
32 F Normal, sem delegéo NR Normal
33 M Normal, sem delegéo NR Normal
34 F Normal, sem delegéo NR Normal
35 F Normal, sem delegéo NR Normal
36 M Normal, sem delegao NR SA
37 M Normal, sem delegéo NR Normal
38 M Normal, sem delegao NR Normal
39 F Normal, sem delegéo NR SA
40 M Normal, sem delecéo NR Normal

aNR: Nao realizado; ®°Normal: Padrdo de metilagdo normal na regido promotora do gene SNRPN; cUPD15 materna: Dissomia uniparental
paterna do cromossomo 15.

Tabela 4: Analise por MSP de pacientes com suspeita
clinica de SPW ou SA sem diagnostico prévio.

Suspeita
clinica

Sexo

Resultado MSP

SPW

Masculino =13
Feminino =19
Total = 32

2 SPW 11 Normal
3 SPW 16 Normal
5 SPW 27 Normal

SA

Masculino =6
Feminino =6
Total = 12

O SA 6 Normal
2 SA 4 Normal
2 SA 10 Normal

76

Do total de pacientes com resultados positivos para
SPW ou SA (n=21), apenas em nove foi determinada
a etiologia molecular, sendo sete com diagnéstico
de SPW (dos quais quatro tinham UPD15 materna
e trés tinham delecdo na regiao 15911-13) e dois
com diagnéstico de SA (um com UPD15 paterna e
um com delecdo na regido 15911-13).

Do total de 123 pacientes analisados, a distribuigao
por sexo no grupo de pacientes com suspeita clinica
de SPW foi de 38 (30,89%) individuos do sexo
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masculino e 33 (26,83%) do sexo feminino. No grupo
de pacientes com suspeita de SA, 24 (19,5%) eram
do sexo masculino e 28 (22,76%) eram do sexo
feminino.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

As sindromes de Angelman e Prader-Willi séo
causadas pela perda funcional de genes na regiao
cromossémica 15q11-13. Na SA, a maioria dos casos
(70-75%) estao relacionados a presenca de uma
delecao de novo naregiao 15911-13 do cromossomo
materno; o segundo mecanismo mais frequente
sdo as mutagdes no gene UBE3A, responsaveis
por aproximadamente 10% dos casos; 3-7% dos
casos derivam de dissomia uniparental paterna
do cromossomo 15; e 2-3% dos defeitos estéo
no centro de imprinting. Na SPW, observa-se que
75-85% dos casos séo relacionados com delegdes de
novo na regido 15q11-13 do cromossomo paterno;
20-25% apresentam dissomia uniparental materna
do cromossomo 15; e aproximadamente 1% dos
casos possuem defeitos no centro de imprinting™.
Entretanto, cerca de 10% dos individuos com fenétipo
caracteristico de SAtém o disturbio como resultado
de um mecanismo genético ainda nao identificado,
nao sendo passiveis de diagndstico pelos métodos
convencionais utilizados. Da mesma forma, em
cerca de 1% dos pacientes com SPW o diagnéstico
clinico ndo é confirmado por meio de testes genéticos
moleculares' 920,

O diagnéstico laboratorial tem como desafio a
complexa base genética dessas sindromes, envolvendo
mecanismos diferentes que, para serem identificados,
muitas vezes, precisam da aplicagao de mais de
um meétodo para a obtengdo de um resultado mais
preciso. A analise de metilagdo do DNA, através
de SB ou MSP, é geralmente o primeiro método
realizado no processo de diagndstico molecular
da SA e da SPW, por ter maior perfil de detecgéo
de pacientes afetados quando comparada a outras
metodologias?' Apresenga de um padrao de metilagao
normal descarta, na grande maioria dos casos, a
presenca da SPW, pois 99% dos pacientes com
essa sindrome apresentam alteragédo no padrao de
metilagdo??23, Ja na SA, somente cerca de 70-75%
dos casos apresentam alteracdo na metilagao e,
assim, sdo passiveis de detecgado pelas técnicas
de analise de metilagao.

Para os pacientes com quadro clinico sugestivo
de SA que apresentam padrao de metilagdo normal,
recomenda-se a realizagdo da pesquisa de mutagdes
no gene UBE3A*. Em estudos prévios, Molfetta etal.?* e
Abaied et al.? relatam casos de pacientes com SAcom
mutagbes novas no gene UBE3A que n&o apresentam
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alteragdes nos resultados de estudos citogenéticos
e de metilagdo. O gene UBE3A é composto por
16 éxons e codifica uma proteina ubiquitina-ligase
envolvida no processo de ubiquitinagéo de proteinas,
marcando as proteinas destinadas a degradagao’®2.
Esse gene sofre imprinting em tecido especifico, e
sua expressao no cérebro é dependente do alelo de
origem materna, sendo transcricionalmente inativo no
alelo paterno?®. Nos demais tecidos, o gene UBE3A
tem transcricado bialélica?’.

Neste estudo, de amostra composta por pacientes
com suspeita clinica sugestiva de SPW ou SA, o MSP
identificou 21 pacientes com padrao de metilagéo
alterado. Entre eles, 15 casos apresentaram padrao
de metilagdo compativel com SPW, representando
21,13% dos pacientes com suspeita desta sindrome
(n=71). No grupo de pacientes com clinica sugestiva
de SA (n=52), apenas 6 (11,54%) foram identificados
com metilagao alterada no MSP. Resultado semelhante
foi evidenciado por estudo realizado por Teng et al.',
em que de 108 pacientes com suspeita de SPW,
26 (24%) apresentaram padrdo de metilagéo
alterado; e de 20 pacientes com suspeita de SA,
apenas 2 (10%) mostraram metilagéo alterada para
SA. Aanalise de metilagdo através do MSP fornece
informacgéao diferencial entre as herancgas paterna,
materna e biparental (normal) de /oci especificos da
regido cromossémica 15g11-13, os quais possuem
padrédo de metilagdo dependente da origem parental
do alelo. Essa informacgéo é suficiente para a
confirmagao do diagndstico clinico, mas nao para
a correlacao gendtipo-fendtipo, a determinagéo do
risco de recorréncia e o aconselhamento genético,
pois essa técnica detecta casos de delecéo, UPD e
defeitos de imprinting, mas nao faz distingéo entre
estes diferentes mecanismos moleculares' 8,

A partir de resultados positivos para SPW ou
SA por MSP, faz-se necessaria a identificagao
do mecanismo molecular subjacente através de
estudos genéticos adicionais, uma vez que o perfil
de detecgao de cada técnica varia de acordo com o
mecanismo etioldgico presente. Sendo assim, para
identificacao de delegdes na regido cromossémica
15911-13, pode ser realizado FISH ou analise
de microssatélites. A andlise de microssatélites é
capaz de identificar a presenga de dele¢des e UPD
materna (SPW) ou paterna (SA), diferentemente do
FISH, que detecta apenas delegdes?. No presente
estudo, entre 0s 21 casos em que a suspeita clinica
foi confirmada pelos métodos avaliados, nove tiveram
a identificagdo do mecanismo molecular, sendo dois
casos de SA e sete de SPW. No primeiro caso de
SA, foi detectada por FISH uma delecao na regido
cromossOmica 15q11-13; ja no segundo caso, a
determinacéo da etiologia molecular foi através do
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SB, que identificou a presenga de UPD15 paterna.
Dos sete pacientes com diagnostico confirmado de
SPW e com identificagdo do mecanismo molecular,
trés possuem uma delecao que foi detectada por FISH
e quatro apresentam UPD15 materna diagnosticada
através de SB. Em situagdes em que os resultados
das metodologias anteriores n&o identificam o
mecanismo responsavel, € indicada a analise do
centro de imprinting para a pesquisa de delegdes e
mutag¢des nessa regido. Em cerca de 10-15% dos
casos, o defeito de imprinting é causado por uma
microdelecdo no centro de imprinting, e este tipo
de alteragéo é associado a um risco de recorréncia
de 50%".

Na comparacgao entre as metodologias analisadas
neste estudo, foi possivel observar resultados
equivalentes entre MSP e SB, e resultados
discrepantes entre MSP e FISH. A FISH é aplicada
no diagnostico de SPW e SA causada por delegao
da regido 15q11-q13. Isso justifica a discrepancia
entre resultados positivos para SPW (n = 2) e para
SA(n = 2) identificados por meio de MSP, porém com
resultado de FISH normal, ou seja, sem a presenca
de delecdo. A analise de metilagédo realizada por
meio da técnica de SB, assim como o MSP, detecta
alteracdes no padrao de metilagdo geradas por
delecdo, UPD e defeitos de imprinting, mas sem
identificar o mecanismo etiolégico responsavel.
Entretanto, dependendo da sonda utilizada, o SB
pode identificar casos de UPD. Porém, essa técnica
possui algumas desvantagens quando comparada
com o MSP: além do custo elevado, ela exige maior
tempo para sua execugao e requer uma concentragao
muito maior de DNA'S,

Este estudo demonstra diferencas entre os
meétodos usados no diagndstico genético molecular
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