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nova geracgao

Diana Elizabeth Rojas Malaga, Marina Siebert, Silvia Liliana Cossio, Delva Pereira Ledo, Ana Carolina Brusius-Facchin, Gabriela
Pasqualim, Carolina Fischinger Moura de Souza, Roberto Giugliani, Ursula Matte

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)

As doengas lisossémicas sdo um grupo heterogéneo de condigbes que apresentam sinais e sintomas clinicos poucos
caracteristicos e que na maioria com sobreposicéo fenotipica e gravidade variavel, o que torna dificil a determinacéo da condicéo
especifica. O diagndstico certeiro deste tipo de doencgas requer uma combinagdo de técnicas bioquimicas e moleculares, em
conjunto com a avaliagao clinica. A analise molecular de mutag@es especificas ndo é uma solugdo, uma vez que, ndo existem
mutacdes comuns nos genes associados a doenga. Neste sentido, o sequenciamento de nova geragdo, oferece uma alta
capacidade de diagnéstico ao permitir definir um espectro mutacional abrangente e com custo-beneficio aceitavel. O objetivo
deste trabalho foi validar a implementag&o de um painel de sequenciamento de nova geracéo para a detecgdo de mutagdes nos
genes GLA, NAGA, GAA e LAMP2 no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Como parte da
validagao inicial foram avaliados 21 controles positivos com genoétipos previamente determinado por sequenciamento pelo método
de Sanger e 02 controles negativos. Os pacientes foram analisados no lon Torrent Personal Genome Machine (Life Technologies)
utilizando os primers Ampliseq customizados desenhados online (https://www.ampliseq.com/browse.action) . A cobertura do painel
inclui todos os exons de cada gene (45 exons; 72 amplicones; 7, 644pb), e 10 nucleotideos upstream e dowstream de cada exon.
Os dados foram analisados na plataforma de bioinformatica lon Torrent Suite e lon Reporter (Life Technologies). As 23 amostras
foram analisados em trés chips de 314, obtendo-se uma cobertura média de 650X. A comparagdo com os dados obtidos por
sequenciamento Sanger demonstrou uma concordancia de 100%. Este painel ir4 oferecer uma estratégia de testagem Unica para
o diagnostico molecular de pacientes com Fabry, Pompe, Schindler e Danon no Brasil. Palavras-chaves: Sequenciamento de nova
geracdo, doencas lisossdmicas, diagnostico. Projeto 15-0165
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