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RESUMO

PINTO, A. L. Diagndstico genético, gestdo e visualizacdo de dados genémicos
de pacientes com sindromes de faléncia medular hereditéria. 2023. 109f. Tese
(doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto; 2023.

As sindromes de faléncia medular hereditaria (SFMHs) compdem um grupo
heterogéneo de doencas ultrarraras caracterizadas por uma ou mais citopenias e
hipoplasia da medula 6ssea. As SFMHs sdo consequéncias de variantes genéticas
germinativas que resultam na diminuicdo prematura de populacdes de células-tronco
hematopoéticas e no aumento da predisposicao a neoplasias. O uso de tecnologias
de sequenciamento genético em larga escala vem acelerando o diagndstico dessas
doencas e inundando os laboratérios de pesquisa com dados gendmicos. Devido ao
alto custo para geracdo da informacdo e a sua relevancia cientifica, urge a
necessidade de uma gestdo de dados mais eficiente. O presente trabalho objetivou
avaliar o perfil genético dos pacientes com suspeita de SFMHs e desenvolveu uma
ferramenta para auxiliar no gerenciamento e na visualizacdo de dados genémicos e
laboratoriais, garantido seguranca, integridade, acessibilidade e reutilizacdo dessas
informacgdes. Primeiramente, foram sequenciados 314 pacientes com suspeitas de
SFMHs por meio painel multigénico para realizacdo do diagndstico genético. Em
seguida, foi modelado um banco de dados relacional para armazenar essas
informacgOes de forma segura e garantir a integridade dos dados. Para facilitar o
acesso aos dados armazenados, desenvolvemos um aplicativo web (BMF DataViz)
como ferramenta de visualizacao interativa das informacdes geradas pelo estudo. A
analise genética identificou variantes em genes associados as SFMHs, em 46,4% dos
pacientes (146). Foram encontradas variantes em genes da biologia dos teldmeros
(81), da biogénese ribossomal (27), de mecanismos de reparo (13) e de outras vias
(25). Quase um terco (31,9%) das variantes priorizadas no estudo ainda ndo haviam
sido descritas nos maiores bancos publicos de variantes genéticas. Esses resultados
revelam como paises com perfis genéticos pouco conhecidos podem contribuir para
ampliar o conhecimento etiol6gico de doencas ultrarraras. O uso da ferramenta de
armazenamento e visualizacdo proposta permitira o acesso a informacdes gendémicas,
laboratoriais e clinicas vindas de uma fonte Unica de dados. Com mais dados
acessiveis sera possivel realizar andlises mais robustas, como treinar algoritmos de
inteligéncia artificial para auxiliar no manejo clinico desses pacientes.

Palavras-chaves: Sindromes de faléncia medular hereditaria. Diagndostico genético.
Gestao e visualizacédo de dados.



ABSTRACT

PINTO, A. L. Genetic diagnosis, management and visualization of genomic data
from patients with inherited bone marrow failure syndromes. 2023. 109p. Thesis
(PhD) - Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeiréo Preto; 2023.

Inherited bone marrow failure syndromes (IBMFS) are a heterogeneous group of ultra-
rare diseases characterized by one or more cytopenias and bone marrow hypoplasia.
IBMFS are the consequence of germline genetic variants that result in a premature
decrease in hematopoietic stem cell populations and an increased predisposition to
neoplasms. The use of large-scale genetic sequencing technologies has accelerated
the diagnosis of these diseases and inundated research laboratories with data from
rare genomes. Given the high cost of generating this information and its scientific
relevance, there is an urgent need for more efficient data management. The aim of this
study was to evaluate the genetic profile of patients with suspected IBMFS and to
develop a tool to support the management of genomic and laboratory data, ensuring
the security, integrity, accessibility and reusability of this information. Firstly, 314
patients with suspected IBMFS were sequenced using a multigenic panel for genetic
diagnosis. Then, a relational database was modeled to store this information securely
and ensure data integrity. To facilitate access to the stored data, we developed a web
application (BMF DataViz) as a tool for visualizing the information generated by the
study. The genetic analysis identified variants in genes associated with IBMFS in
46.4% of the patients (146). Variants were found in genes related to telomere biology
(81), ribosomal biogenesis (27), repair mechanisms (13), and other pathways (25).
Almost a third (31.9%) of the variants prioritized had not previously been described in
the largest public genetic databases. The knowledge generated by the finding of these
novel variants will contribute to the differential diagnosis of other patients with
suspected IBMFS. These results reveal how countries with unknown genetic profiles
can contribute to expanding the etiological knowledge of ultra-rare diseases. The use
of storage and visualization tools proposed will allow access to genetic and laboratory
information from a single source of truth (SSOT). With more accessible data, it will be
possible to perform robust analyses, including training artificial intelligence algorithms
to assist in the clinical management of these patients.

Keywords: Inherited bone marrow failure syndromes. Genetic diagnosis. Data
management and visualization.
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1 INTRODUCAO
1.1 Ferramentas de auxilio ao diagnostico de doencas raras e ultrarraras

Doencas raras (DRs) sdo enfermidades que afetam até 65 a cada 100 mil
habitantes, segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2014). No mundo, as DRs
acometem de 263 a 466 milhdes de pessoas (NGUENGANG WAKAP et al., 2019). As
doencas ultrarraras sdo ainda menos prevalentes, afetando 1 a cada 50 mil
habitantes, segundo o National Institute for Health and Care Excellence (NICE) (NICE,
2004). A legislacao brasileira define como doencas ultrarraras enfermidades cronicas,
debilitantes ou que aumentam o risco de morte, com incidéncia menor que 1:50.000
(BRASIL, 2017).

A prevaléncia global das doengas ultrarraras vem aumentando
exponencialmente em decorréncia do surgimento de ferramentas modernas que
auxiliam no diagnostico (CROOKE, 2021). Ainda assim, estima-se que o tempo médio
para diagnostico dessas doencas € de 4,8 anos e que um terco dos pacientes morrem
nos primeiros 5 anos de vida (LIU et al.,, 2019). A falta de diagndstico atrasa o

tratamento correto e traz sofrimento psicolégico para os pacientes e familiares.

Mais de 70% das doencas raras tem como fator etiolégico alguma alteracéao
genética (NGUENGANG WAKAP et al., 2019). Apesar de ainda ser considerado de
alto custo, o sequenciamento genémico vem se tornando cada vez mais acessivel. Os
testes genéticos podem diminuir a odisseia diagnostica e reduzir gastos

desnecessarios para o0s servi¢cos de saude (LIU et al., 2019).

Atualmente, o sequenciamento de nova geracao (NGS) é amplamente utilizado
no diagndstico genético das DRs. Existem trés estratégias que podem ser realizadas
pelo método de NGS: o sequenciamento do genoma completo (WGS, do inglés,
whole-genome sequencing), o sequenciamento do exoma completo (WES, do inglés,
whole-exome sequencing) e o painel multigénico ou sequenciamento direcionado (TS,

do inglés, targeted sequencing).

A relevancia do diagnostico genético para as DRs nem sempre esta associada
a opcOes terapéuticas. Apos o resultado do teste, os médicos podem continuar
tratando apenas os sintomas das doencas, porém com mais conhecimento sobre

prognéstico daquele paciente (LIU et al., 2019). Além disso, o diagndstico genético



16

pode confortar a familia, elucidando a causa da doenca e auxiliando no planejamento

familiar.

Os algoritmos de inteligéncia artificial (IA) j& se apresentam como potenciais
aliados em diversas areas da saude e podem ser usados no contexto das DRs (HAUG;
DRAZEN, 2023; RAJKOMAR; DEAN; KOHANE, 2019; VISIBELLI et al., 2023). No
entanto, esses algoritmos necessitam de muitos dados para serem treinados e as
doencas raras e ultrarraras tém escassez dessa matéria-prima (COHEN; MELLO,
2019; DECHERCHI et al., 2021). Portanto, é essencial que pesquisadores de DRs
cada vez mais compartilhem dados que auxiliem no desenvolvimento de algoritmos

de IA com alta performance, trazendo beneficios clinicos para os pacientes.

1.2 Diagndstico genético das sindromes de faléncia medular hereditéaria

As sindromes de faléncia medular (SFMs), ou simplesmente faléncias
medulares, compdem um grupo heterogéneo de doencas ultrarraras caracterizadas
por uma ou mais citopenias em decorréncia da insuficiéncia da medula 6ssea. A
incidéncia de todas as SFMs ainda é desconhecida (DOKAL; TUMMALA; VULLIAMY,
2022).

As SFMs estédo associadas a um risco aumentado de desenvolvimento de
neoplasias e altas taxas de mortalidade (YOUNG; CALADO; SCHEINBERG, 2006). O
protétipo das faléncias medulares é a anemia aplastica (AA), definida por pancitopenia
com medula 6ssea hipocelular, na auséncia de infiltrado ou fibrose medular (MARSH
et al., 2009). A AA é classificada como moderada, grave ou muito grave, de acordo
com a celularidade da medula e as contagens do hemograma (BACIGALUPO et al.,

1988). As SFM podem ser hereditarias ou adquiridas (imune ou secundaria).

Estima-se que até 30% das SFMs sdo causadas por alteracdes genéticas
germinativas, grupo que inclui as AA constitucionais (SHIMAMURA; ALTER, 2010).
As causas etiolégicas das principais sindromes de faléncia medular hereditaria
(SFMHSs) séo variantes em genes relacionados a mecanismos de reparo do DNA,
biologia dos teldmeros e biogénese ribossomal, levando a diminuicdo da populagéo
de células-tronco hematopoéticas (CTHs) (DOKAL; VULLIAMY, 2010).

A SFMHs mais frequente € a anemia de Fanconi (AF), com incidéncia de 11,4

casos por milhdo de nascimentos (TSANGARIS et al., 2011). Etiologicamente, a AF é
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um disturbio de instabilidade cromossémica causado por variantes germinativas em,
pelo menos, 21 genes de reparo de DNA da via FA/BRCA (Apéndice A). Atualmente,
o diagndstico laboratorial ainda € feito por meio do DEB teste, método baseado na
exposicdo de células ao diepoxibutano (DEB), um agente indutor de quebra no DNA
(ESMER et al., 2004). Como as células dos pacientes com AF possuem defeitos nos
mecanismos de reparo, observa-se um maior numero de quebras cromossémicas em
comparagao ao controle, o que caracteriza um “DEB positivo”. Além disso, esses
pacientes podem apresentar hipoplasia radial, baixa estatura, microcefalia e manchas
café com leite (AUERBACH, 2009).

A disceratose congénita (DC) € uma AA constitucional causada por variantes
genéticas germinativas responséaveis pela manutencéo e reparo dos teldmeros. A DC
classica é diagnosticada pela presenca da triade mucocutanea (pigmentacao
reticulada da pele, displasia ungueal e leucoplasia oral) e os individuos afetados
apresentam teldmeros muito curtos para a idade (<1° percentil) (CALADO; YOUNG,
2009). Além da AA, pacientes com DC podem desenvolver fibrose pulmonar (FP),
cirrose hepéatica (CH), estenose esofagica, uretral e dos ductos lacrimais (VULLIAMY;
DOKAL, 2006). A forma mais grave da DC é conhecida como sindrome de Hoyeraal-
Hreidarsson (SHH). Na SHH observa-se também retardo no crescimento intrauterino,
microcefalia e hipoplasia cerebelar (DOKAL, 2000). A DC é o prot6tipo de um conjunto
de doencas denominado de telomeropatias ou distirbios da biologia dos teléomeros
(TOWNSLEY; DUMITRIU; YOUNG, 2014). Alteracdes germinativas em pelo menos
15 genes podem causar telomeropatias (Apéndice A). As telomeropatias tém
penetrancia e expressividade variavel e, por isso, a maior parte dos pacientes

desenvolvem apenas fenétipos de AA, FP ou CH.

Variantes patogénicas em pelo menos 20 genes relacionados a biogénese
ribossomal estdo associadas a duas SFMHs, a anemia de Diamond-Blackfan (ADB) e
a sindrome de Diamond-Shwachman (SDS) (Apéndice A). Ambas sédo consideradas
ribossomopatias, mas apresentam diferencas clinicas importantes. Pacientes com
ADB desenvolvem anemia grave em consequéncia de uma hipoplasia na linhagem
eritroide (VLACHOS et al., 2008). Na SDS, os pacientes apresentam insuficiéncia
pancreatica exocrina e neutropenia que eleva os riscos de infec¢des (BOOCOCK et
al., 2002).
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Alteracbes genéticas germinativas em outros 8 genes ja foram associadas a
neutropenia congénita grave (NCG) (Apéndice A). Esses genes nado estdo
relacionados a nenhum processo bioldgico em comum. Pacientes com NCG
tipicamente apresentam infec¢cées graves na infancia, abscessos cutaneos e/ou
pneumonia (WELTE; ZEIDLER, 2009).

A trombocitopenia amegacariocitica congénita (TAC) é um distarbio ainda mais
raro caracterizado pela auséncia ou diminuicAo no numero de precursores
megacariociticos ha medula 6ssea e consequente plaquetopenia (BALLMAIER et al.,
2001). A TAC é causada por variantes patogénicas no gene MPL, que codifica o

receptor da trombopoietina (Apéndice A).

Mais recentemente, foram descobertas outras SFMHs, como a deficiéncia de
GATA2, MECOM, CTLA4, SAMD9 e LIG4 (Apéndice A). GATA2 € um importante fator
de transcricdo que atua na diferenciacdo e autorrenovacdo das CTHs. Variantes
nesse gene causam a sindrome de deficiéncia de GATAZ2, clinicamente caracterizada
por monocitopenia e infeccdo micobacteriana, fungica ou viral (HSU et al., 2013).
Alteracdo no gene MECOM pode causar, além da faléncia medular, manifestacdes
sistémicas como sinostose radioulnar, clinodactilia, perda auditiva e malformacdes
cardiacas e renais (GERMESHAUSEN et al., 2018). Variantes no gene CTLA4 afetam
a regulacdo imunoldgica, causando doencas intestinais, adenopatia, infeccdes e
doencas autoimunes (KUEHN et al., 2014). Mutac8es germinativas nos genes SAMD9
e SAMDOIL estdo associadas a sindrome MIRAGE (um acrdénimo de mielodisplasia,
infeccdo, restricdo de crescimento, hipoplasia adrenal, problemas genitais e
enteropatia) (DAVIDSSON et al., 2018). A sindrome de LIG4 (DNA ligase IV) é uma
imunodeficiéncia primaria, caracterizada por microcefalia, anomalias faciais e
sensibilidade a radiacdo ionizante, causada por variantes no gene LIG4 (ALTMANN,;
GENNERY, 2016).

Os pacientes com SFMHs tém em comum maior chance de evoluirem com
neoplasias como sindrome mielodisplasica, leucemia mieloide aguda, leucemia
linfoide aguda e tumores solidos. Dependendo do gene, o padrdo de heranca pode
ser autossébmico dominante, recessivo, ou recessivo ligado ao X (Apéndice A). O
transplante de medula 6ssea (TMO) ou terapias com horménios sexuais sdo 0s
tratamentos de primeira linha das faléncias medulares hereditarias. O surgimento dos

sintomas nas SFMHs é variavel. Pacientes com ADB ou NCG normalmente
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apresentam desordens hematologicas no periodo neonatal, enquanto na AF e na DC,
as citopenias podem se desenvolver mais tardiamente na infancia ou em qualquer
faixa etaria (DOKAL; TUMMALA; VULLIAMY, 2022; WEGMAN-OSTROSKY;
SAVAGE, 2017; YOUNG, 2018).

Atualmente, as estratégias de WES e painéis multigénicos sdo amplamente
utilizados como ferramenta para o diagndstico genético das SFMHs (BLUTEAU et al.,
2018; GALVEZ et al., 2021; MURAMATSU et al., 2017; TSANGARIS et al., 2011). Os
testes baseados em painéis oferecem alta sensibilidade devido a cobertura uniforme
e profunda, sendo eficazes na deteccdo de variantes genéticas raras, lidando com a
heterogeneidade genética e fenotipica da doenca (LIU et al., 2019). O WES, em geral,
€ usado quando os testes genéticos convencionais ou baseados em painel fornecem
resultados inconclusivos. WES gera mais informacfes genéticas, possibilitando a
identificacdo de variantes em genes até entdo nao associados ao fenotipo (LIU et al.,
2019). No entanto, esse aumento na geracdo de dados acarreta mais complexidade
para andlise e pode nédo trazer beneficios clinicos em comparacdo com o painel
multigénico (OUELLETTE et al., 2018).

1.3 Geracdo e gestdo de dados para pesquisa de doencas genéticas raras e

ultrarraras

Assim como em outros setores, as pesquisas biomédicas vém agregando
tecnologias que aumentam a capacidade de mensuracdes dos fenbmenos estudados.
Em geral, essas novas ferramentas trazem um aumento na qualidade e,
principalmente, na quantidade de informacdes geradas pelos pesquisadores (Figura
1). Com isso, surge a necessidade de uma gestédo de dados mais eficiente por parte

dos laboratorios e centros de pesquisa.
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Figura 1 - Volume de dados (em gigabytes) de sequenciamentos genéticos gerados
pelo Laboratorio Translacional de Hematologia.

Aumento de 10.507 vezes no volume de dados de sequenciamento (em gigabytes)

_____________

2015 2016

2017 2018 2019 2021 2022 2023

I
I
= e |

Sanger (sequenciamento pelo método de Sanger) e NGS (sequenciamento de nova geracao)
Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Nos ultimos anos, a academia, a industria, as agéncias de fomento e as editoras
de revistas cientificas vém discutindo e estabelecendo principios para a gestdo de
dados cientificos. O objetivo é tornar os dados cientificos localizaveis, acessiveis,
interoperaveis e reutilizaveis tanto para humanos como para maquinas. Esses
principios ficaram conhecido pelo acrénimo FAIR, do inglés, findable, accessible,
interoperable, and reusable (WILKINSON et al., 2016).

Muitos pesquisadores de doencas raras trabalham com estudos de coorte
prospectiva multicéntrica. Nesse tipo de estudo, séo incluidos individuos de diversos
centros, que podem estar em diferentes regides e que devem ser acompanhando por
anos. A raridade dessas informacdes reforca a necessidade da aplicacdo dos
principios FAIR no contexto das doencgas raras (Rara Diseases Global Open FAIR

implementation Network, 2019).

Durante esses trabalhos, € comum pesquisadores recorrerem a revisao manual
de prontuarios para extrairem de dados clinicos de pacientes (sinais, sintomas,
diagndsticos, historico de doencas, etc.) com auxilio de médico especialista, o que

eleva o custo da coleta. Em seguida, geralmente os dados sdo armazenados em
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tabelas criadas pelo proprio pesquisador (silos de dados). Isso resulta numa
descentralizacdo no armazenamento do dado, tornando-o pouco localizavel. Além
disso, a falta de padronizagao da informacéo nessas tabelas dificulta a reutilizacédo do
dado. Sendo assim, a cada novo projeto, os pesquisadores optam pela recoleta de
informacdes clinicas que, novamente, serdo armazenados em mais uma tabela pouco

localizavel e com a reutilizagdo comprometida.

Ademais, a criacdo desses silos de dados impede o controle de acesso e
compromete a seguranca de informacfes sensiveis dos pacientes. A Lei Geral de
Protecdo de Dados Pessoais (LGPD) diz que é responsabilidade dos centros de
pesquisas manter os dados “em ambiente controlado e seguro, conforme praticas de
seguranca previstas em regulamento especifico e que incluam, sempre que possivel,
a anonimizacao ou pseudonimizacdo dos dados, bem como considerem os devidos

padrdes éticos relacionados a estudos e pesquisas” (BRASIL, 2018).

Para a coleta e armazenamento de dados clinicos, ferramentas como REDCap
(HARRIS et al., 2009), quando bem aplicadas, atendem as demandas dos principios
FAIR e da LGPD. No entanto, armazenar as saidas das analises genbmicas
permitindo buscas mais eficientes e precisas, pode ser um desafio. Cada exoma, por
exemplo, gera uma tabela com 40-50 mil linhas e centenas de colunas. Ao customizar
um banco relacional para atender as demandas de armazenamento de dados
gendmicos estruturados, € possivel realizar buscas e

andlises de forma mais performatica, além de permitir escalabilidade.

1.4 Banco de dados

Dados séo unidades individuais de informacdo. Em outras palavras, dados séao
“fatos conhecidos que podem ser registrados e que possuem significado implicito”
(ELMASRI; NAVATHE, 2019). Existem dados do tipo estruturado (e.g. dados
tabulares); semiestruturado, (e.g. formato XML, do inglés, extensible markup
language); e ndo-estruturado (e.g. imagens, audios e textos). Os dados consumidos
por uma aplicagdo, como um prontuario eletrénico, precisam estar armazenados em

um banco de dados de forma organizada.

Um banco de dados é um conjunto de dados relacionados, caracterizado: (1)
por ser uma representacdo de uma porcao da realidade, também chamada de

minimundo; (2) por ser uma colecao logica de dados com algum significado inerente;
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(3) e por ser projetado, construido e preenchido com valores para um proposito

especifico, com usuarios e aplicacdes predefinidas (ELMASRI; NAVATHE, 2019).

O processo de construgdo de um banco de dados passa pela criacdo dos
modelos conceitual, légico e fisico. O modelo conceitual € a primeira etapa do
processo e nesta é feita a descricdo do contexto de negdcio, hum alto nivel de
abstracdo. Em seguida, desenha-se o modelo l6gico descrevendo as estruturas que
estardo contidas no banco de dados, como os relacionamentos. Por ultimo, o modelo
fisico descreve a estrutura fisica de armazenamento de dados, definindo os tipos de
dados, os tamanhos dos campos, os indices, entre outros aspectos. (MACHADO,
2020).

Existem bancos de dados relacionais e ndo-relacionais, que armazenam dados
estruturados e semiestruturados, respectivamente. Os bancos de dados relacionais
se baseiam num modelo criado por Codd na década de 70 e sdo muito utilizados até
hoje (CODD, 1970). Um banco de dados relacional é composto por varias tabelas
interoperaveis entre si (Figura 2). As linhas das tabelas sédo tuplas (sequéncia de
valores) referentes as observacfes. As colunas sdo os atributos que dao sentido aos
valores das linhas. O estabelecimento de relagcfes entre as tabelas se da por meio de
um identificador Unico, também conhecido como indice ou chave-primaria (PK, do
inglés, primary key). Uma linha de uma tabela pode se relacionar com uma ou mais

linhas de outra tabela.

Figura 2 — Exemplo do conceito de banco de dados relacional

TABELA 1

colunas, atributos ou variaveis

ID paciente Nome Idade
P001 Maria 55 TABELA 3
linhas, observacdes ou tuplas P002 Jodo 12
P003 Ana 29 ID atendimento| D paciente ID médico Data
A001 P0O002 MO0001 02/01/2023
Chave primaria A002 PO001 MO0001 03/01/2023
ou fndice AQC3 PO002 M0002 04/01/2023
TABELA 2 A004 P0O003 MO0003 04/01/2023
ID médico Nome | Especialidade Chave primaria  Chaves estrangeiras
MOO1 Rodrigo Hematologista
MO002 Diego Neurologista
MO03 José Oncologista

Chave primaria

Fonte: Resultados originais da pesquisa.
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A gestao de um banco relacional é feita por um sistema de gerenciamento de
banco de dados (SGBD), que garante as propriedades translacionais, conhecidas pelo
acronimo ACID: atomicidade, consisténcia, isolamento e durabilidade (GRAY, 1981).
Os SGBDs dos bancos de dados relacionais usam linguagem de consulta estruturada
(SQL, do inglés structured query language. Os comandos DDL (do inglés, data
definition language) no SQL sdo usados, por exemplo, parar criar, alterar e apagar
tabelas. Ja os comandos DML (do inglés, data query language) realizam consultas,
inserem, deletam e atualizam dados. Além disso, outras fun¢des do SQL sdo usadas
para controlar acesso, garantir integridade e compartilhar dados (ELMASRI,;
NAVATHE, 2019).

Atualmente, SGBDs como o MySQL Workbench (Oracle) contam com uma
interface grafica bastante amigavel. No entanto, acessar dados por comandos SQL
ainda € uma barreira para os usuarios comuns. Portanto, aplicacfes de visualizacéo
de dados sdo indispensaveis para permitir o acesso a grande quantidade de

informagdes armazenadas em um banco relacional.

1.5 Visualizacédo de dados

A visualizacdo de dados (ou DataViz, do inglés, data visualization) emergiu
como campo de pesquisa nos anos 2000, resultado da fusdo de duas subareas da
Ciéncia de Computacdo: a visualizacdo cientifica (ou SciVis, do inglés, scientific
visualization) e a visualizacdo de informacdo (ou InfoVis, do inglés, information
visualization) (O'DONOGHUE et al., 2018).

As ferramentas de visualizagdo desempenham papéis fundamentais na
exploracdo de dados gerados pelas “Gmicas” (gendmica, transcriptbmica,
epigenémica, entre outras) (WU et al., 2022). Como exemplo, temos os graficos
lollipop e o oncoprint, duas estratégias de visualizagao bastante utilizadas para facilitar
a interpretacdo e comunicacdo de variantes genéticas (Figura 3). Ambas foram
popularizadas pelo portal de visualizagdo e analise de dados gendmicos de cancer, o
cBioPortal (CERAMI et al., 2012; GAO et al., 2013).
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Figura 3 — Exemplo de grafico lollipop e o oncoprint

A — Lollipop plot B — Oncoprint
Gene A
Gene A § Q’\é) §§’ Gene B -

Gene C

Paciente Paciente Paciente Paciente
0 50 100 150 200 250 300 1 2 3 4

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Outro desafio de visualizacdo ocorre quando os pesquisadores sao obrigados
a condensar grande quantidade de dados gendmicos em imagens de dimensdes
reduzidas para a publicacdo. Além de pequenas, as figuras de artigos cientificos sdo
estéticas, o que impossibilita os leitores de explorarem detalhes de seu interesse
(PERKEL, 2018). Os gréficos interativos sdo uma alternativa para melhorar o acesso

a grande quantidade de dados gendmicos gerados pelos estudos.

A visualizacéo interativa compde um conjunto de ferramentas que possibilitam
que o leitor filtre e amplie gréficos, altere a forma como os dados sdo representados
e acesse informacdes subjacentes (OLA; SEDIG, 2018). Os pacotes Ploty e Shiny
sdo, respectivamente, exemplos de ferramentas de geram e compartilham
visualizacdes interativas (CHANG et al., 2023; INC., 2015). Periédicos do grupo
Nature e Cell vém dando cada vez mais espaco as figuras interativas (DUNHAM et
al., 2012; PERKEL, 2018; RAO et al., 2017).

Dessa forma, o presente trabalho visa dar acessar rapido e interativo a grande
quantidade de dados gendmicos, laboratoriais e clinicos dos pacientes com SFMHs,
gerados em anos de pesquisa. Isso facilitard a comunicacdo dos dados, permitira

reanalises mais frequentes e auxiliara na geracéo de hipéteses para novos projetos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Conhecer o perfil genético de pacientes brasileiros com suspeita de sindromes
de faléncia medular hereditaria e desenvolver uma ferramenta que auxilie no
gerenciamento e permita visualizacdo de dados gendmicos e laboratoriais, garantido
seguranca, integridade, acessibilidade e reutilizacdo das informacdes geradas por

esse estudo.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar diagnostico genético de pacientes com suspeita de sindromes de
faléncia medular hereditéaria;

e Modelar banco de dados para gerenciamento de dados gendmicos, clinico e
laboratoriais dos pacientes;

e Implementar ferramenta interativa de visualizacdo dos dados gerados pelo

estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

A Figura 4 resume as etapas do diagndstico genético, da modelagem do banco

de dados e da ferramenta de visualizacdo desenvolvida.

Figura 4 - Figura resumo de material e método

@ Diagnostico
gen ético Coleta de amostras e Preparo das Sequenciamento
. [ ] extragdo de DNA biblictecas
. 9 DI DI OIDIDDT
I | |I 1 MPDOTEBPDDT
MPDIPDPDL LT
¥ oM MIDIVIDIDH
Filtragem das Anotacéo das Chamada de
variantes variantes variantes
rela‘Eé_rio Variantes vef fastq
genético anotadas
Armazenamente de
dados genémicos
Modelagem do estruturados Ferramenta de
banco de dados visualizacao
tabela F tabela A tabela B
E ] H---0<

((((

tabsla C tabela D

Armazenamento de dados
laboratoriais e clinicos

Fonte: Algumas imagens da figura foram criadas pelo biorender.com

3.1 Diagnéstico genético

3.1.1 Casuistica

Foram incluidos no estudo pacientes (N = 314) do sexo feminino (N = 147) e
masculino (N = 167), ndo relacionados, com suspeita de telomeropatias (telémero
curto para idade, uma ou mais citopenias e medula hipocelular ou aplasica), de
ribossomopatias (aplasia pura de série vermelha) e de outras sindromes de faléncias

de medular hereditaria (uma ou mais citopenias e medula hipocelular ou aplasica) com
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ou sem histoérico familiar. Pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo, mas que
apresentaram resposta a imunossupressao, DEB teste positivo e/ou clone HPN

positivo foram excluidos do estudo.

Os pacientes do estudo sdo acompanhados por especialistas em faléncia
medular no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto
(HC-FMRP-USP), no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP de S&o
Paulo (HC-FM-USP), no Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parana
(HC-UFPR), no Hospital Pequeno Principe de Curitiba e na Beneficéncia Portuguesa

de Sao Paulo.

A concordancia em participar da pesquisa se deu por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do HC-FMRP-USP (n° 4.940.397) (Anexo 1). Ap6s o
consentimento do paciente, ou do seu responséavel legal, foram coletados amostras

biolégicas (sangue periférico) e dados clinicos e laboratoriais.

3.1.2 Coletade dados e amostra bioldgica para extracdo de DNA

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram coletados através dos
Sistemas de Informacédo Hospitalar do HC-FMRP-USP ou através do formulario de
envio de amostras de participantes de outros centros.

Foram coletadas amostras de sangue periférico (4 mL) dos pacientes e 0s
leucécitos totais foram isolados para extracdo de DNA. O DNA total foi extraido com
a utilizacdo do kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as
instrucdes do fabricante. A quantificacdo foi feita no Qubit 3.0 (Thermo Fisher
Scientific), as raz6es 260/280 e 260/230 foram observadas no nano-espectrofotbmetro
NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific) e a integridade do DNA foi verificada em gel
de agarose (0,8%). Para o sequenciamento foram utilizadas as amostras de DNA que

apresentaram razfes 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,1, e banda Unica no gel.

3.1.3 Preparo da biblioteca e sequenciamento massivo paralelo

As bibliotecas foram preparadas utilizando o kit de captura SureSelect QXT
Target Enrichment System for lllumina Paired-End Multiplexed Sequencing Library
(Agilent Technologies) customizado com painel de 169 genes (Tabelal).

Para o preparo das bibliotecas, foram utilizados 50 ng de amostra de DNA

gendmico de cada paciente. O DNA das amostras foi fragmentado enzimaticamente
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em sequéncias de 150 pares de bases. Foram adicionados adaptadores as
extremidades dos fragmentos seguido por purificagcdo com beads magnéticas AMPure
XP Beads (Agencourt).

Os fragmentos com os adaptadores foram hibridados a sondas de RNA
complementares aos genes de interesse (biblioteca de enriquecimento por captura
hibrida). As moléculas hibridadas foram capturadas e minimamente amplificadas (10
ciclos). Por fim, uma sequéncia especifica (barcode ou indice) foi adicionada aos
fragmentos amplificados, servindo como identificador Unico para a separacéo in silico
das amostras. As bibliotecas foram quantificadas por fluorimetria no Qubit 3.0 (Thermo
Fisher Scientific), qualificadas por eletroforese capilar automatizada no Fragment
Analyzer (Agilent) e normalizadas para sequenciamento massivo paralelo.

O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 500 (lllumina) pelos
métodos de “Bridge PCR” e “SBS” (Sequencing-by-Synthesis), utilizando o NextSeq
500/550 High Output Kit v2 para 300 ciclos (lllumina).

Tabela 1 — Painel multigénico desenhado para sindromes de faléncia medular

hereditaria

ABCA3 CDAN1 FANCC JAK2 PHF6 RUVBL1 TERF2IP
ABL1 CDKN2A FANCD2  JAKS3 PIGA RUVBL2 TERT**

ACD CEBPA FANCE KDM6A  PML SAMD9 TET2

ALAS2 CSF3R FANCF KIT POT1 SAMDOL THPO

ASXL1 CTC1 FANCG KMT2A  PRF1 SBDS TINF2

ATM CTLA4 FANCI KRAS PTEN SBF2 TPS53

ATRX Cuxi FANCL LIG4 PTPN11 SETBP1 U2AF1

BCOR CXCR4 FANCM MECOM RAD21 SF3B1 U2AF2

BCORL1 DAXX FAS MPL RAD51 SFTPA2 UBE2T

BLM DCLRE1B FASLG MRE11A RAD51C SFTPB USB1

BRAF DDX11 FBXW7 MYC RBM8A SFTPC VPS45

BRCA1 DDX41 FLT3 MYD88 RECQL4 SH2B3 WAS

BRCA2 DHX36 G6PC3 NAF1 RPL11  SHQ1 WRAP53

BRIP1 DKC1 GATAl NBN RPL15  SLX4** WRN

CALR DNAJC21 GATA2* NHP2 RPL26  SMC1A WT1

CBL DNMT3A GFI1 NOP10 RPL35A SMC3 XRCC2

CBLB EFL1 GNAS NOTCH1 RPL5 SRP72 ZBTB48

CBLC ELANE GRHL2 NPM1 RPS10 SRSF2 ZCCHCS8

CCT2 ERCCA4 HAX1 NRAS RPS17 STAG2 ZRSR2

CCT3 ERCC6L2 HRAS OBFC1 RPS19 STAT3 SNP rs35705950 (MUC5B)
CCT4 ETV6 IDH1 PALB2 RPS24 TCP1 SNP rs2736100 (TERT)
CCT5 EZH1 IDH2 PARN RPS26 TEN1 SNP rs111521887 (TOLLIP)
CCT6A EZH2 IKZF1 PCNA RPS7 TERC SNP rs5743890 (TOLLIP)

CCT7 FANCA IRF1 PDGFRA RTEL1 TERF1 SNP rs5743894 (TOLLIP)
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CCT8 FANCB JAK1 PEG3 RUNX1 TERF2

Nota: *com intron 5, **com promotor

3.1.4 Analise de variantes germinativa

Foram utilizados para analise os arquivos fastq, gerados no sequenciamento,
e o0 arquivo BED referente as regides de interesse. A aplicagdo DRAGEN Enrichment
v.3.10.4 da plataforma BaseSpace (illumina) foi utilizada na configuracdo padrao para
o alinhamento e chamada de variantes. Utilizou-se o genoma de referéncia
GRCh37/hg19 (UCSC hgl9 alt-masked v2).

Os arquivos VCF (do inglés, Variant Call Format) gerados foram anotados
utilizando o wAnnovar (1000G: 2015aug; EXAC: exac03; esp: esp6500siv2; dbSNP:
avsnpl47; cosmic: cosmic81; clinvar: 20170501; gwas: avgwas_20170516; dbNSFP:
dbnsfp33a; gnomad: gnomad_exome, gnomad_genome) (YANG; WANG, 2015).

As variantes germinativas foram filtradas e priorizadas seguindo os critérios:

e Estar em regides exonicas, de splicing ou de RNA nao-codificante;

e Ser ndo-sindbnimas;

e Apresentar frequéncia populacional maxima menor ou igual a 0,01%;

e Ter score CADD (combined annotation dependent depletion) maior ou
igual a 15;

e Ser lida com profundidade maior ou igual a 15;

e Apresentar qualidade da base maior ou igual a 20;

e Ter frequéncia alélica (AF) maior ou igual a 0,2;

e Aparecer em menos de dois registros no COSMIC;

e Estar genes associados a achados laboratoriais e/ou clinico.

As variantes filtradas foram classificadas como patogénica (P), provavelmente
patogénica (LP, do inglés likely pathogenic), de significado incerto (VUS, do inglés,
variant of uncertain significance), provavelmente benigna (LB, do inglés, likely benign)
e benigna (B), seguindo os critérios da ACMG (RICHARDS et al., 2015) e através das
plataformas VarSome (KOPANOS et al., 2019) e Franklin

(https://franklin.genoox.com/).
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3.2 Modelagem e instanciacao do banco de dados

Primeiramente, mapeou-se o processo de aquisicdo de amostras, coleta e
geracdo de dados do Laboratorio Translacional de Hematologia (HC-FMRP-USP). O
diagrama do mapeamento foi elaborado utilizando a aplicacéo Bizagi Modeler (verséo
3.9.0.015). Em seguida, usando um alto nivel de abstracdo, foi estabelecido um
modelo conceitual do banco de dados centrado no paciente. O diagrama desse
modelo também foi elaborado no programa Bizagi Modeler (versao 3.9.0.015). O
modelo l6gico do banco, que apresenta um nivel intermediario de abstracdo, foi
desenhado com a ferramenta online VisualParadigm.

Por fim, elaborou-se o modelo fisico do banco de dados usando o MySQL
Workbench (versdo 8.0.34). Nele, foram estabelecidos os nomes das tabelas e
colunas, os tipos de dados de cada coluna (inteiro, decimal, texto e data), as restricoes
(quais campos permitem dados nulos), as chaves primarias (PK, do inglés, primary
key), as chaves estrangeiras (FK, do inglés, foreign key) e as cardinalidades
(relacionamento entre as linhas das tabelas). Para garantir o estabelecimento de
algumas relacdes foram criadas automaticamente tabelas-pivo.

O banco de dados MySQL foi hospedado num servidor em nuvem Amazon Web
Services (AWS) alocado em Séo Paulo. Para isso foi utilizado o servico de banco de
dados relacional da Amazon (Amazon RDS, do inglés, Amazon Relational Database
Service). Apos instanciacdo do banco algumas tabelas foram povoadas com dados
de arquivos csv, usando o Table Data Import Wizard no MySQL Workbench.

3.3 Aplicacao web para acesso e visualizacdo dos dados

A aplicacdo web para a visualizacdo de dados genéticos e laboratoriais foi
desenvolvida na linguagem de programacédo R, utilizando a versao 4.0.3 (R CORE
TEAM, 2020) e o IDE RStudio/Posit (versdo 2023.06.1) (RSTUDIO TEAM, 2020).

Para conexdao com o banco de dado MySQL, foi usado o pacote RMySQL
(versé@o 0.10.23). No caso de alguns dados laboratoriais que estavam no RedCAP,

fizemos conexao com o banco via API, utilizando a biblioteca redcapAPI(verséo 2.8.0).

Para o desenvolvimento do back-end e o front-end da aplicacdo, foram
utilizados os pacotes Shiny (versao 1.7.2) (CHANG et al., 2023), ShinyDashboardPlus
(versédo 2.0.3) (GRANJON, 2021) e ShinyDashboard (versdo 0.7.2) (CHANG;
BORGES RIBEIRO, 2021).
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Para manipular tabelas e tratamento de dados, foram usadas as bibliotecas tidyR
(versdao 1.2.0) (WICKHAM; VAUGHAN; GIRLICH, 2023), dplyR (versdo 1.1.3)
(WICKHAM et al., 2023), Janitor (versdo 2.1.0) (FIRKE, 2023), StringR (versao 1.4.0)
(GAGOLEWSKI, 2022) e Stringi (versao 1.7.8) (GAGOLEWSKI, 2022).

Para elaboracéo de graficos e tabelas, foram utilizados Ggplot2 (versédo 3.3.6)
(WICKHAM, 2016), Plotly (versdo 4.10.0) (INC., 2015), quantreg (verséo 5.94)
(KOENKER, 2022), MAFtools (versao 2.6.05) (MAYAKONDA et al., 2018), TimeVis
(versao 2.1.0) (ATTALI; ALMENDE B.V., 2022) e DT (versédo 0.23) (XIE; CHENG;
TAN, 2022).

A aplicagéo Shiny foi hospedada no Shiny Server. Para controle de acesso foi
adicionado uma autenticacdo, utilizando o pacote authO (versdo 0.2.3) (FALBEL,
2023).
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4 RESULTADOS
4.1 Métricas do sequenciamento

Mais de 370 mil variantes genéticas foram identificadas com o painel
multigénico. Em média, 945 variantes de um Unico nucleotideo (SNVs) e 165,5
insergdes ou delegdes (indels) foram identificadas por amostra. A cobertura vertical
meédia (profundidade) foi de 349,7 vezes, e 99,3% da regido-alvo foi coberta pelo

menos 15 vezes.

ApGs a aplicagdo dos filtros, foram priorizadas 169 variantes de 146 pacientes
(Apéndice B e C). Mais de dois tercos das variantes foram SNPs (77,5%) e 22,5%
foram indels (Figura 5 - A). A maioria das variantes foi exdnica (89,3%), sendo 72,2%
nao-sindnimas (Figura 5 - B e C). Quanto a patogenicidade, 49,7% foram classificadas
como patogénicas (P) ou provavelmente patogénicas (LP) (Figura 5 - D).

Figura 5 - Perfil das variantes genéticas filtradas

Tipo de variante % Fungao génica
. DEL . exénica
W s I rorra
SNP B spicing
Fungao exdnica 3}0\
. delegao com frameshift
Classificagdo ACMG
. delegdo sem frameshift .
vus
. ganho de parada W
LP
. inser¢@o com frameshift =
P
ndo sinémimo

perda de inicio

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Abreviacao: Insercéo (INS), delecdo (DEL), variante de um Unico nucleotideo (SNV, do inglés, single
nucleotide variant), RNA nado-codificante (hcRNA, em inglés, non-coding RNA), variante patogénica
(P), provavelmente patogénica (LP, do inglés likely pathogenic) e VUS (do inglés, variant of uncertain
significance)
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4.2 Metade dos pacientes tinha alguma variante em genes associados as
SFMHs

Em 46,4% (146) dos pacientes sequenciados foram encontradas variantes
associadas as sindromes de faléncia medular hereditaria. Dos 146 pacientes, 55%
(81) tinham uma ou mais variantes (P, LP e VUS) nos genes associados a
telomeropatias (Figura 6): TERT (27), RTEL1 (16), TINF2 (16), DKC1 (9), TERC (9),
ACD(4), NAF1 (2), PARN (2) , ZCCHCS8 (2), NHP2 (1), NOP10 (1) e POT1 (1)
(Apéndice B, D e E).

Figura 6 - Genes alterados em pacientes com diagndéstico genético de telomeropatias

telomeropatia N=(81) 0 27
[ |
TERT | 33% I
RTEL1 111 20% [
TINF2 19%
DKC1 11%
TERC 11%
ACD 5%
NAF1 20,
PARN 2%
ZCCHCS8 2%
NHP2 1%
NOP10 1%
POT1 1%
Hetero ou homozigoto I Heterozigoto composto

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Na Figura 7 estéo representados os 27 (18%) pacientes com alteracbes em
genes ligados a ribossomopatia: RPS26 (8), RPS19 (7), RPL5 (5), RPL11 (2),
RPL15 (2), RPL35A (1), RPS24 (1) e RPS7 (1) (Apéndice B e E).
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Figura 7 - Genes alterados em pacientes com diagndstico genético de ribossomopatia

ribossomopatia N=(27) 0 8
L I
RPS26 30%
RPS19 26%
RPL5 19%
RPL11 7%
RPL15 7%
RPL35A 4%
RPS24 4%
RPS7 4%
Hetero ou homozigoto [ Heterozigoto composto

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Nove por cento (13) apresentaram alteracdes bialélicas patogénicas nos genes
de reparo associados a anemia de Fanconi (Figura 8): FANCA (3), FANCB (3), BRCA2
(2), FANCE (1), FANCG (1), PALB2 (1), RAD51C (1) e SLX4 (1) (Apéndice B e E).

Figura 8 - Genes alterados em pacientes com diagnéstico genético de anemia de
Fanconi

anemia de Fanconi N=(13) 0 3
L |

FANCB . 23% -
FANCA 23%
BRCA2 ..
PALB2 . 8% -
RADS1C . 8%
SLX4 . 8%

FANCE 8%

FANCG 8%

Hetero ou homozigoto I Heterozigoto composto

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Em 25 pacientes (17%) foram encontradas variantes associadas a outras
SFMHs como deficiéncia de GATAZ2 (6), LIG4 (3), MECOM (3), SAMD9 (5), CTLA4
(1), trombocitopenia amegacariocitica congénita (3) e neutropenia congénita grave (5)

(Figura 9). Encontramos variantes associadas a essas SFMHs nos genes GATAZ2 (6),
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LIG4 (3), MECOM (3), ELANE (3), G6PC3 (1) e GFI1 (1), SAMDS9 (3), SAMDOL (1) e
CTLA4 (1) (Apéndice B e E).

Figura 9 - Genes alterados em pacientes com diagnostico genético de outras SFMHs

Qutras SFMHs (N= 25)

GATA2 24%

Hes ... 1
MECOM . 12%
MPL . 12%

I !

ELANE 12%
SAMDS9 12%
CTLA4 4%
G6PC3 4%

GFI1 4%
SAMDSL 4%
- - == Diagnéstico genético
deficiéncia de deficiénciade deficiéncia de trombocitopenia  neutropenia deficiéncia de CTLA4
GATA2 LIG4 MECOM amegacariocitica congénita SAMD9
congénita grave
Hetero ou homozigoto I Heterozigoto composto

Outras sindromes de faléncia medular hereditaria (SFMHSs): deficiéncia de GATA2, MECOM, CTLA4,
LIG4, SAMDS9 e trombocitopenia amegacariocitica congénita e neutropenia congénita grave.
Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Quase um terco (32%) de todas as alteracdes encontradas no estudo ainda nao
haviam sido descritas nos maiores bancos publicos de variantes genéticas. Nao foram
encontradas variantes associadas as sindromes de faléncia medular hereditaria em

53% (168) dos pacientes sequenciados (Apéndice B).

4.3 Modelagem de banco de dados

O diagrama do processo (Figura 10) mostra os quatro pontos de coleta/registro
de informacdes e seus respectivos responsaveis: (1) consultas ambulatoriais (médico
especialista), (2) processamento das amostras (técnico de laboratério ou
pesquisador), (3) analise do resultado do ensaio (analista de laboratério ou

pesquisador) e (4) interpretacao do resultado do ensaio (médico e pesquisador).
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Figura 10 - Diagrama da modelagem do banco de dados.

. . Suspeita de
paciente & encaminhado do(jn . ] pﬁqent;aceﬁa
ao médico especialista Q‘ par lCIpar a
genética? pesquisa?

188l
e

. A . .
sim /\ sim assinatura do
consultas » > TCLE e coleta de |—,
/ amostras
. néo néo

Dados clinicos
e laboratoriais Paciente nao
do PEP elegivel para

Ambulatério de Faléncias Medulares

Fim da pesquisa

H

processamento e

.
armazenamento
Interpretacao da amostra

S

resultado informagoes
do teste sobre a
amostra
Andlise @‘7
Testes moleculares,
abordagens émicas,
imunofenotipagem, etc

informacoes
sobre os
ensaio

Laboratério Translacional de Hematologia

As etapas 1, 2, 3 e 4 do processo sdo 0s principais pontos de coleta/registro de informagdes.
Nota: PEP (prontuario eletrdnico do paciente)
Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Consideramos o inicio do processo como sendo, 0 momento em que o paciente
€ encaminhado a um centro de referéncia onde sera acompanho por médicos
especialistas na enfermidade rara.

A primeira etapa de coleta de dados é realizada pelo médico especialista. Nas
primeiras consultas, sdo coletadas a maior parte das informacdes clinicas,
sociodemogréficas e histérico familiar do paciente. Esses dados geralmente sao
registrados em textos narrativos no prontuario, que pode ser fisico ou eletrénico.

Se confirmada a suspeita de doenca genética, o paciente é convidado a entrar
no estudo. Caso aceite, assinara um TCLE. Apés esta autorizacdo, o pesquisador

pode coletar informacdes do prontudrio, que comumente € o documento mais rico e
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mais dificil de se extrair dados de maneira automatizada. Em geral, os pesquisadores
revisam manualmente esses registros e transferem para uma planilha as informacdes
que interessam para o0 seu projeto.

ApOs a assinatura do TCLE, além dos dados clinicos, podem ser coletadas
amostras biologicas, como sangue, swab bucal ou pele do paciente. Essas amostras
sao levadas ao laboratoério, onde sao processadas e os subprodutos (células, DNA,
RNA, proteinas, soro etc.) sdo armazenados. Nesse momento, sdo registradas
informagbes como data da coleta, tipo de amostra, processamento e local de
armazenamento. Este é o segundo ponto de coleta de dados.

A terceira etapa de coleta de dados, ocorre apds as amostras serem
submetidas a ensaios laboratoriais para confirmacéo da hipétese diagnostica. Em
seguida, os resultados obtidos sao qualificados, antes de seguir para intepretacao de
uma equipe multiprofissional. Com o aumento na utilizacdo de testes genéticos
modernos, essa etapa do processo pode ser bastante impactada pelo grande volume
de dados gerados nos ensaios. O ensaio de NGS, por exemplo, gera tabelas com
dezenas de milhares de linhas e centenas de colunas por amostra.

A quarta e Ultima etapa de registro de informacdes, em geral, é realizada por
uma equipe multidisciplinar composta por médicos especialistas, pesquisadores e/ou
analistas de laboratorio. Nessa etapa, € feita a interpretacdo dos resultados obtidos
nos ensaios, cruzando com os achados clinicos do paciente.

Apbés o mapeamento do processo e identificacdo dos pontos de coleta de
dados, foi possivel elaborar o modelo conceitual ou modelo entidade e relacionamento
(Figura 11). O modelo conceitual tem um alto nivel de abstracdo (MACHADO, 2020),
pois 0 objetivo é apenas estabelecer as rela¢des entre as entidades. O paciente € o
ponto central desse modelo, pois a gestdo moderna de dados na saude é centrada no

individuo e ndo nos processos.
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Figura 11 - Modelo conceitual do banco de dados centrado no paciente.

Resultados
Madi atende em T
.| Amostras | para extrair usados em -
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;
apresenta pode coletar
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sintomas prontuario

Informacgoes
sociodemograficas

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Com estabelecimento das entidades e suas relagdes, foi possivel definir a
estrutura das tabelas, a cardinalidade e os atributos (Figura 12). No total, foram
definidos 212 atributos (colunas) distribuidos em 14 tabelas para armazenar
informacdes sociodemogréficas, assistenciais, clinicas, laboratoriais e genéticas dos

pacientes.



Figura 12 - Modelo I6gico do banco de dados com relacionamentos.
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.
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Definidos os nomes das tabelas e as colunas, partimos para o modelo fisico

(Figura 13). Esse modelo se baseou num formato de diagrama amplamente usado, o

ERD (do inglés, entity-relationship diagram). As tabelas e colunas foram nomeadas

em inglés para facilitar o compartilhamento com colaboradores estrangeiros. O cédigo

em SQL para elaboragédo do modelo se encontra no Apéndice F.
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Figura 13 - Modelo fisico do banco de dados

Relacionamentos:
————+ Um para um
+——0O< Um para muitos

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

O modelo fisico do banco de dados apresenta uma arquitetura genérica,
permitindo que o banco seja adaptado para usos mais especificos com a adicdo de
poucas tabelas. Caso o pesquisador queira armazenar parametros hematol6gicos, por
exemplo, uma tabela com dados de hemogramas completos (nimero de hemacias,
leucdcitos, plaguetas, etc) pode ser adicionada. No caso de laboratdrios que
trabalham com doencas metabdlicas, pode ser relevante adicionar uma tabela
contendo dados de enzimas hepaticas (fosfatase, transaminases, albumina, etc.).
Para as pesquisas com doencas respiratorias, pode ser necessaria uma tabela para
os dados de espirometria (capacidade pulmonar total, capacidade vital, volume

residual etc).

Os ganhos com o estabelecimento de um SGBD sao inameros. O MySQL, por
exemplo, cria um ambiente seguro, garante controle de acesso, evita redundancia,
facilita compartilhamento, realiza backups e permite restaura¢gdes do banco de dados
de pesquisas. Aléem disso, o0 SGBD padroniza a entrada dos dados, o que facilita os
processos de ETL (do inglés, extract, transform and load), garantindo mais

reprodutibilidade da pesquisa e permitindo futuras integragdes com outros bancos.



44

4.4 BMF DataViz: ferramenta interativa de visualizacdo de dados genémicos,

clinicos e laboratoriais

Desenvolvemos um aplicativo web interativo que recebeu o nome de BMF
DataViz (do inglés, bone marrow failure data visualization), pois se utiliza de
ferramentas de visualizacdo de dados para facilitar a compreensdo de grande
guantidade de informacéo genética, clinica e laboratorial dos pacientes com faléncia
medular. Com os elementos gréficos utilizados, pode-se resumir grandes quantidades
de informacao do banco de dados, facilitando a gestdo, comunicagao e interpretacao.

O aplicativo conta com sete paginas, abas ou painéis. Na pagina inicial (home)
€ apresentada uma descricdo do projeto em inglés (Figura 14). Na barra lateral
esquerda, encontra-se um menu retratil onde ha opcdes para acessar as demais
paginas. Toda acdo que é realizada na interface do usuario (front-end) é executada

no servidor da aplicacdo (back-end) trazendo novas informacdes.

Figura 14 - Pagina inicial do aplicativo web BMF DataViz.

! Barra lateral
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.| Welcome to the BMF DataViz project
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= Waterfall plot

X Lollipop plot i 1 marrow failure (BMF) through data visualization (DataViz) tools. Samples from patients with suspected BMF E
i i have been sequenced since 2017 through next-generation sequencing (NGS) using a multigene panel.
Y Filtred variants ''1 Currently, platform access is restricted to researchers and collaborators of the Translational Hematology

i | Laboratory at Ribeirao Preto Medical School of University of the Sao Paulo.

All variants

& Telomere plot

22 Patient timeline

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

A pagina waterfall plot apresenta graficos do tipo oncoprint, comumente
utilizados nos trabalhos de analise de variantes em amostras tumorais (Figura 15). O
oncoprint € um mapa de calor que exibe alteragdes genéticas em uma matriz de genes
por amostras/pacientes. Nessa matriz os genes estdo nas linhas e os pacientes em
colunas. As cores podem ser usadas para representar diferentes tipos de alteragoes,

mas nesse caso se refere a presenca de multiplas variantes em um mesmo gene de
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um paciente. Na lateral direita, encontra-se um grafico de barra com frequéncias
relativas das alteracdes por genes. Nessa pagina, ha filtros como listas suspensas
que permitem que o usuario altere o grafico, filtrando por diagnostico etiolégico
(Telomeropathy; Ribosomopathy; Fanconi anaemia; SAMD9; GATA2, MECOM, LIG4
and CTLA4 Deficiencies and CAMT; ICUS) e classificacdo das variantes (disease-

associated; rare variant; somatic).

Figura 15 - P4gina Waterfall plot do aplicativo web BMF DataViz.
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.

A pégina lollipop plot apresenta graficos de “pirulito” a partir da escolha de um
gene e da classificacdo da variante por listas suspensas (Figura 16). O objetivo do
grafico lollipop € permitir que variantes sejam visualizadas juntamente com o0s
dominios proteicos. Dessa forma é possivel correlacionar o dominio alterado com
diferentes fenotipos de doencas. De outra forma, representacdo grafica mostra a
relacdo entre uma variavel categdrica no eixo x (posicao do aminoacido na proteina)

e uma variavel numérica y (quantidade de pacientes com a alteracédo).



Figura 16 - Pagina lollipop plot do aplicativo web BMF DataViz
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DEXDc2
Helicase C 2

Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Na pagina filtered variants temos a lista de centenas de variantes que passaram

pelos critérios de priorizacdo (Figura 17). Esta pagina tem opcdes de filtrar as

variantes por paciente, por interpretacdo da variante, por gene alterado, por

identificador da variante em banco publico (dbSNP), por diagnéstico etiologico e por

ensaio. Apés utilizar a estratégia de filtragem, o usuario pode baixar um arquivo .xIsx

clicando em download e analisar em um leitor de planilha digital, como Microsoft Excel.

Figura 17 - Pagina filtred variants do aplicativo web BMF DataViz
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.
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Na pagina telomere plot encontra-se um grafico de dispersdo (comprimento
telomérico por idade e gene alterado) interativo. Ao passar o cursor sobre qualquer
ponto, surgird uma etiqueta com a descricdo da alteracdo genética (Figura 18). Na
lista suspensa TL method € possivel escolher o método de mensuracdo do telébmero
(Southern blot ou Flow-FISH), com isso as curvas serdo alteradas. Os pontos,
correspondendo a cada paciente, sdo visualizados sobre curvas derivadas da
distribuicdo de comprimento telomérico por idade em individuos saudaveis. As trés
primeiras curvas, de cima para baixo, representam os percentis 99, 90 e 50. As duas
altimas curvas (linhas tracejadas), os percentis 10 e 1. Pacientes com comprimento
telomérico abaixo do percentil 10 ou 1 sédo considerados curtos ou muito curtos para

a idade, respectivamente.
Figura 18 - Pagina telomere plot do aplicativo web BMF DataViz.
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Na pagina patient timeline, o paciente pode ser filtrado pelo registro hospitalar
(Figura 19). Sao apresentados quatro quadros contendo, respectivamente, 0 resumo
do paciente, o comprimento telomérico, a(s) variante(s) genética(s) e uma linha do
tempo do paciente. No primeiro, tem-se uma descricdo resumida do paciente, com
idade ao diagnéstico, diagndstico etiolégico ou clinico, medicamento em uso e outras
observagbes. O segundo apresenta o comprimento telomérico. O terceiro quadro
mostra uma descricdo completa da(s) variante(s) genética(s) associada a clinica. No
altimo temos a linha do tempo com o resumo dos acompanhamentos desse paciente

no ambulatério.
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Figura 19 - Pagina patient timeline do aplicativo web BMF DataViz.
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.

As andlises descritivas apresentadas nos painéis podem ser utilizadas para
caracterizar a coorte de pacientes, monitorar a qualidade das informacdes imputadas
no banco, gerar insights de novos projetos e/ou realizar estudos de viabilidade de

ensaios clinicos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Diagnéstico genético de doencas raras e ultrarraras na populacao

brasileira

O presente trabalho coletou, pela primeira vez, dados genéticos de centenas
de pacientes brasileiros com suspeita de SFMHs. Das variantes encontradas em
nosso estudo, 32% ndo havia sido descrita em bancos publicos. Esses achados
corroboram com um estudo pioneiro que sequenciou 0 genoma de 1.171 brasileiros
idosos higidos (NASLAVSKY et al., 2022). Nessa populacdo miscigenada, foram
descobertas mais de 2 milhGes de variantes que nao estédo reportadas nos grandes
bancos publicos de dados genéticos. O estudo reclassificou a patogenicidade de
quase quatrocentas variantes em genes associados a doencas mendelianas,
demonstrando a utilidade clinica desse tipo de estudo, em paises geneticamente

pouco conhecido, para investigacdo de enfermidades genéticas raras.

Pouco mais da metade (50,3%) das variantes priorizadas em nosso estudo
foram classificadas como VUS. Apesar de considerarem um desafio, muitos médicos
tratam VUS da mesma maneira como manejam 0S pacientes com variantes
patogénicas (KURIAN et al., 2017). A alta taxa de VUS neste trabalho pode se dar por
diferencas étnico-raciais. Alguns estudos mostram que pacientes ndo-brancos tem
maior probabilidade de receber resultados de painel de cancer hereditario com uma
variante de significado incerto (CASWELL-JIN et al., 2018). Esses achados enfatizam
gue a solucao para VUS se resume a obtencéo de mais dados. Estudos funcionais e
dados genéticos em nivel populacional melhoraréo a classificacdo das variantes e
reduzirdo as incertezas (HOFFMAN-ANDREWS, 2017).

Cientes de que baixa representatividade de dados genéticos da populacao
brasileira € um fator limitante para o diagnostico genético de doencas raras,
pesquisadores, financiados pelo Ministério da Saude, vém desenvolvendo projetos
para mudar esse cenario nos proximos anos. Destaco aqui o projeto Genomas Raros
que objetiva sequenciar 8 mil amostras de pacientes com doencas raras
acompanhados em centros de referéncia do sistema publico (COELHO et al., 2022).
Os achados preliminares mostram uma alta taxa de diagnostico de 35,7% (FELIX et

al., 2023).
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5.2 Abordagens para diagnostico genético das SFMH

O painel multigénico (169 genes) utilizado no presente trabalho foi desenhado
em parceria com o Hematology Branch, National Heart, Lung, and Blood Institute
(NHLBI) do National Institutes of Health (NIH). Este painel foi capaz de identificar
variantes (VUS, LP e P) associadas a faléncia medular em 46% dos pacientes (taxa

de diagndstico genético).

Nos ultimos anos, pelo menos, trés grandes estudos sequenciaram juntos 754
pacientes com suspeitas de SFMHs e tiveram taxa de diagndstico genético
semelhante ao nosso trabalho. Um grupo japonés utilizou um painel de 178 genes e
WES e obtiveram uma taxa de diagndstico de 44% (MURAMATSU et al., 2017). Um
estudo francés encontrou variantes candidatas em 48% dos pacientes, por meio do
sequenciamento do exoma total (BLUTEAU et al., 2018). Pesquisadores espanhdis
usaram dois painéis, um contendo 129, e outro, 145 genes, e obtiveram uma taxa de
diagndstico genético de 44% (GALVEZ et al., 2021). E provavel que a estratégia
utilizada em nosso trabalho tenha atingido sensibilidade diagnéstica superior a esses
trés estudos, pois diferente deles, tinhamos como critério de exclusdo pacientes com
diagnéstico laboratorial de anemia de Fanconi (DEB teste positivo), que poderiam

aumentar a porcentagem de casos com alteragdes genéticas.

Nosso estudo sequenciou 314 pacientes brasileiros com suspeita de faléncia
medular hereditaria e encontrou variantes em genes associado as SFMHs em 38
genes. No estudo francés foram avaliados 179 pacientes e 28 genes apresentaram
alteracdes relevantes (BLUTEAU et al., 2018). Dos 371 pacientes japoneses
sequenciados no estudo de Muramatsu et al., foram encontradas variantes em 22
genes (MURAMATSU et al., 2017). O estudo espanhol avaliou 204 pacientes e
encontrou variantes candidatas em 35 genes (GALVEZ et al., 2021).

Comparando o nosso estudo ao espanhol temos em comum 17 genes alterados
(TERC, TERT, DKC1, RTEL1, RPL11, RPL35A, RPL5, RPS26, RPS7, RPS24,
RPS19, ELANE, FANCA, FANCG, FANCB, G6PC3 e MPL) (Figura 20). Em relacao
ao francés, encontramos alteracdo em 14 genes em comum (TERC, TERT, DKC1,
RTEL1, TINF2, PARN, RPL11, RPL35A, RPL5, GATA2, LIG4, MECOM, SAMD9 e
SAMD9L) (Figura 20). Quando comparamos com o trabalho japonés, esse nimero cai
para 9 genes (DKC1, TINF2, RPL5, RPS19, RPS24, BRCA2, FANCA, FANCG e

ELANE) (Figura 20). Os quatro estudos apresentam em comum apenas trés genes
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alterados (DKC1, RPL5 e TINF2) (Figura 20). Estes resultados exemplificam a
heterogeneidade genética das sindromes de faléncia de medular hereditaria entre

diferentes populacdes.

Figura 20 - Diagrama de Venn com o0s genes alterados em diferentes estudos
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.

O painel multigénico utilizado no presente trabalho foi desenhado a partir de
dados disponiveis em estudos americanos e europeus. Hoje, entendemos que esse
painel é bastante amplo e que poderia ser reduzido. A analise de Pareto mostra que
80% dos pacientes que tiverem o diagndstico genético apresentavam alteracdo em
apenas 16 genes (9,4% do painel) (Figura 21). Painéis grandes para um pequeno
grupo de doencas ultrarraras tem custo elevado, gera grande quantidade de dados
irrelevantes, dificultando o uso numa rotina clinica. A reducédo do numero dos alvos
desse painel diminuiria custos, facilitaria analise e encurtaria o tempo de resposta para

o paciente (TAT, do inglés turnaround time).
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Figura 21 - Grafico de Pareto dos genes com alteracdes relevantes pelo numero de
pacientes.
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Fonte: Resultados originais da pesquisa.

Outras abordagens vém surgindo para auxiliar os clinicos na tomada de decisdo
na falta do diagndstico genético. Recentemente, publicamos, em parceria com
pesquisadores do NHLBI-NIH um algoritmo de aprendizado de maquina (um subtipo
de inteligéncia artificial) capaz de auxiliar no diagnéstico diferencial de faléncias
medulares, na auséncia de testes genéticos (GUTIERREZ-RODRIGUES et al., 2023).
O algoritmo utiliza 25 variaveis (laboratoriais e clinicas) para prever a probabilidade
de o paciente ter faléncia medular hereditaria, com a acuracia de 92%. Na pratica
clinica, o algoritmo pode dar suporte a decisdes terapéuticas, evitando tratamentos
inadequados a espera do diagnéstico genético (GUTIERREZ-RODRIGUES et al.,
2023).

No entanto, no contexto das doencgas ultrarraras, devemos usar os algoritmos de
aprendizado de maquina (AM) com bastante parciménia e criticidade. Algoritmos de
AM treinados em conjuntos pequenos de amostras tendem a apresentar desempenho
instavel (SCHAEFER et al., 2020). Conjuntos de dados de doencas raras geralmente
apresentam bastante ruido nos rotulos das amostras, afetado negativamente os
modelos e/ou restringindo 0 seu uso ao contexto em que as amostras foram treinadas
(sobreajuste) (BANERJEE et al., 2023).
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5.3 Como a gestao e compartilhamento de dados pode promover o avanco do
conhecimento de doencas raras

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) vem
incentivando, ha alguns anos, o compartilhamento de dados de pesquisas financiadas
pela agéncia. Desde 2017, todos os projetos submetidos a FAPESP devem contar
com um Plano de Gestéo de Dados (PGD), objetivando tornar publicos os bancos de
dados gerados pelos pesquisadores (FAPESP, 2017).

Apesar dessa iniciativa, a cultura da gestdo de dados na academia ainda é
pouco difundida. Em laboratorios biomédicos, € comum vermos pesquisadores que,
ao concluirem seus trabalhos, disponibilizam os dados de pacientes em planilhas
digitais, sem controle de acesso, sem garantia de integridade e sem padréo. Essa
pratica corriqueira fere ndo apenas os principios FAIR (do inglés, findable, accessible,
interoperable, and reusable), como também néo esta de acordo com o tratamento de
dados sensiveis da LGPD (BRASIL, 2018; WILKINSON et al., 2016).

No contexto das doencas raras (DRs), a falta de compartihamento e
padronizacao dos dados € ainda mais prejudicial, pois o nimero reduzido de pacientes
dificulta conclusGes significativas de estudos, diminuindo a chance de
desenvolvimento de novos tratamentos (DOS SANTOS VIEIRA et al., 2022; MITANI;
HANEUSE, 2020). Quando o tamanho da amostra € pequeno, os famigerados valores
de P ficam vulneraveis a minimas variagdes/desvios. Por falta de pacientes, cerca de
um terco de ensaios clinicos com DRs foram descontinuados nos ultimos anos (REES
et al., 2019). Isso dificulta a entrada de novas terapias de doencas consideradas oOrfas.

Iniciativas internacionais tentam solucionar o problema da escassez e da
fragmentacdo dos dados de DRs, com padronizagcdo e compartihamento. A Rare
Diseases Global Open FAIR Implementation (RDs GO FAIR) objetiva acelerar
mudancas culturais entre os pesquisadores que trabalham com DRs e discutir o
estabelecimento de padrées e ferramentas que auxiliem na implementacdo dos
principios FAIR (RDS GO FAIR, 2019).

O consorcio Solve-RD baseou-se nos principios FAIR para criar a maior rede
de compartilhamento de dados de doencgas raras. Apoiado pela Unido Europeia, o
Solve-DR retine mais de 300 médicos, cientistas e representantes de pacientes de 51
centros de 15 paises (ZUREK et al., 2021). A principal missdo do consorcio é
encontrar a causa molecular de diversas DRs (sem diagnostico) por meio do

compartilhamento massivo de dados genémicos e fenotipicos (ZUREK et al., 2021).
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O Solve-DR pode ser exemplo para o0 mundo de como a partilha de dados e de
conhecimentos especializados pode promover avancos na compreensao sobre a

etiologia de varias doengas raras.

5.4 Aplicacdo web interativa de visualizacdo de dados gendmicos,
laboratoriais e clinicos de pacientes com SFMHs
A forma como visualizamos dados cientificos praticamente ndo mudou nas
dltimas décadas. E comum vermos dados biomédicos (com alto custo de coleta)
serem apresentados com métodos inadequados ou pouco eficientes (O'DONOGHUE
et al., 2018). A plataforma BMF DataViz ¢ um exemplo de solucdo moderna para
melhorar 0 acesso, a visualizagao e a maneira como interpretamos dados gendémicos,

laboratorios e clinicos nos diais atuais.

A ideia da visualizacdo de dados ndo € impressionar o leitor com imagens
complexas. Em geral, simples gréficos de dispersdo, de linhas, de barras,
histogramas, boxplots e mapas de calor resolvem a maioria das necessidades de
visualizacdo de dados, quando o objetivo é resumir e auxiliar na identificacdo de

padrdes ou tendéncias (WU et al., 2022).

Atualmente, inexistem plataformas de acesso publico para visualizacdo de dados
gendmicos, laboratoriais ou clinicos de pacientes com SFMHs. No Brasil ndo temos
nenhum repositério multicéntrico de SFMHs. A plataforma BMF DataViz visa
preencher essa lacuna, dando acesso, inicialmente, a pesquisadores e colaboradores
do nosso grupo de pesquisa (HC-FMRP-USP). Uma vez que os dados forem
publicados em periédicos, estes poderdo ser disponibilizados numa futura verséo

publica da plataforma.

No que se refere a interatividade, todos os painéis da plataforma BMF DataViz
contém listas suspensas para filtro, botbes para download e/ou gréaficos responsivos.
Assim, o usuario pode personalizar sua visualizacdo ou baixar arquivos para
responder outras perguntas. Pesquisadores discutem que esse tipo de abordagem
pode melhorar, inclusive, a reprodutibilidade de estudos (PERKEL, 2018).
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CONCLUSOES E SUGESTOES
PARA TRABALHOS FUTUROS
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6 CONCLUSOES

A ferramenta diagnéstica utilizada trouxe resultados conclusivos para quase
metade dos pacientes e permitiu a descobertas de dezenas de novas variantes,
ampliando o conhecimento genético das SFMHs e mostrando a importancia da
realizacdo de mais estudos com doencas ultrarraras em populacao
miscigenada e sub-representada em bancos de dados gendémicos;

A utilizacdo do modelo aqui proposto tornara os dados gerados pelo nosso
grupo de pesquisa mais localizaveis, acessiveis, interoperaveis e reutilizaveis,
criando uma fonte Unica de dados, facilitando o com controle de qualidade e
permitindo o armazenamento escalavel;

A plataforma BMF DataViz dar acessar rapido a dados gendémicos, laboratoriais
e clinicos dos pacientes com SFMHs gerados em anos de pesquisas,
possibilitando reinterpretagéo, facilitando a comunicagéo e geragao de insights

para novos projetos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar testes funcionais nas variantes nao-descritas;
e Estabelecer um conjunto minimos de dados para as SFMHS;
e Criar um repositério nacional de dados clinicos, laboratoriais e genémicos de

pacientes com SFMHSs.
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APENDICE A - Genes associados a Sindrome de Faléncia de Medula Ossea

hereditaria

SFMO Gene padréo de heranca

anemia de Fanconi FANCA AR
FANCC AR
BRCA2 (FANCD1) AR
FANCD2 AR
FANCE AR
FANCF AR
FANCG (XRCC9) AR
FANCI AR
BRIP1 (FANCJ) AR
FANCL AR
FANCM AR
PALB2 (FANCN) AR
RAD51C (FANCO) AR
SLX4 (FANCP) AR
ERCC4 (FANCQ, XPF) AR
RAD51 (FANCR) AR
BRCA1 (FANCS) AR
UBE2T (FANCT) AR
XRCC2 (FANCU) AR
MAD2L2 (REV7) AR
FANCB XLR

Telomeropatia DKC1 XLR
TINF2 AD
TERT AD e AR
TERC AD
RTEL1 AD e AR
ACD AR
CTC1 AR
NOP10 AR
NHP2 AR
PARN AR e AD
WRAP53 AR
NAF1 AD
ZCCHC8 AD
POT1 AD
TPP1 AR
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SFMO Gene padrdo de heranca
Ribosomopatia RPS19 AD
RPL11 AD
RPS26 AD
RPS10 AD
RPL35A AD
RPS24 AD
RPS17 AD
RPL5 AD
RPL15 AD
RPL17 AD
RPL19 AD
RPL26 AD
RPL31 AD
RPS7 AD
RPS19 AD
RPS20 AD
RPS28 AD
RPS29 AD
GATA1 XLR
SBDS AR
deficiéncia GATA2 GATA2 AD
neutropenia congénita grave ELANE (ELA2) AD
HAX1 AR
G6PC3 AR
GFI1 AR
WAS XLR
JAGN1 AR
CSF3R AR
TCIRG1 AD
deficiéncia MECOM MECOM AD
deficiéncia SAMD9 SAMDIL AD
SAMD9 AD
deficiéncia CTLA4 CTLA4 AD
deficiéncia LIG4 LIG4 AR
trombocitopenia amegacariocitica  MPL AR
congénita

Abreviacdes: AD (autossémico dominante), AR (autossdmico recessivo) e XLR

(recessiva ligada ao X)
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APENDICE B - Tabela de diagndstico e alteracdes genéticas dos pacientes com suspeita de Sindrome de Faléncia de Medula Ossea

hereditaria

D Sexo Teldmero Diagn_éstico Variante Fun_(;éo Fungéo GT dbSNP Freq. Class. Freq.  Bancos
genético génica exoOnica Max. pop ACMG alélica publicos
PO01 M curto telomeropatia DKC1:NM_001142463:exon11:c.C1058T:p.A353V exonica gier‘%mimo 1/1 rs121912288 0 LP 1 sim
P002 M curto telomeropatia  TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H exdnica gﬁ%mimo 0/1 rs121918544 P 0,449 sim
PO03 M curto telomeropatia  DKC1:NM_001142463:exon4:c.A196G:p.T66A exonica gﬁ%mimo 1/1 rs121912297 P 1 sim
delegédo
P004 M curto telomeropatia  TINF2:NM_001099274:exon6:c.851_852del:p.T284Sfs*7 exonica com 0/1 LP 0,503 néo
frameshift
PO05 M curto telomeropatia TERT:NM_001193376:exon11:c.C2722T:p.R908C exonica gﬁ%mimo 0/1 VUS 0,518 sim
PO06 F curto telomeropatia  RTEL1:NM_001283010:exon31:c.A2588G:p.Y863C exdnica gﬁ%mimo o1 0,0000298 VUS 0,471 sim
P006 F curto telomeropatia RTEL1:NM_001283009:exon34:c.T3730C:p.C1244R exonica 2; %mimo 0/1 rs587777037 5,809E-05 VUS 0,431 sim
P007 M normal telomeropatia  NAF1:NM_001128931:exon3:c.T587G:p.1196S exdnica gi?l%mimo 0/1 VUS 0,451 néo
pPo08 F curto telomeropatia TERT:NM_001193376:exon2:c.C1072T:p.R358W exonica giarl%mimo 1/1 VUS 0,995 sim
PO09 F curto telomeropatia  TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H exdnica gi"’r‘%mimo 0/1 rs121918544 P 0,467 sim
delegédo
P010 M curto telomeropatia  TERT:NM_001193376:exon3:c.1714delA:p.R572Gfs*22 exonica com 0/1 LP 0,412 né&o
frameshift
PO11 M curto telomeropatia  TERT:NM_001193376:exon11:c.C2722T:p.R908C exdnica gii%mimo 0/1 VUS 0,699 sim
P012 M curto telomeropatia  TERT:NM_001193376:exon5:c.C2086T:p.R696C exonica giarl%mimo 1/1 VUS 1 néo
P013 M curto telomeropatia TERT:NM_001193376:ex0on10:c.G2594A:p.R865H exonica giarll%mimo 0/1 rs121918666 0,0002 LP 0,494 sim
PO14 F curto telomeropatia  RTEL1:NM_001283009:exon34:c.T3730C:p.C1244R exdnica ;‘fr‘]%mimo 0/1 rs587777037 5,809E-05 VUS 0,5 sim
P0O15 F curto telomeropatia TERT:NM_001193376:exon10:c.G2594A:p.R865H exdnica giar‘%mimo 0/1 rs121918666 0,0002 LP 0,466 sim
P016 M curto telomeropatia DKC1:NM_001142463:exonl11:c.C1058T:p.A353V exonica gﬁ%mimo 1/1 rs121912288 0 LP 0,993 sim
PO17 F curto telomeropatia  TINF2:NM_001099274:ex0n6:¢c.T869G:p.F290C exdnica gi%%mimo 0/1 LP 0,481 né&o
P0O18 F curto telomeropatia  TERT:NM_001193376:exon14:c.C3045G:p.F1015L exonica nao 0/1 VUS 0,468 néao

sindbmimo



P019

P020

P021

P022

P023

P024

P024

P025

P026
P027

P028

P029

P030

P030

PO31

P032

P033

P033

P034

P035

P036

PO37

< £ £ ™

T

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H
TERT:NM_001193376:exon10:c.G2594A:p.R865H
TERT:NM_001193376:ex0n6:¢c.T2218C:p.C740R
TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H
TINF2:NM_001099274:exon6:c.C844T:p.R282C
NHP2:NM_001034833:exon2:c.G190A:p.V64M

NAF1:NM_138386:exon8:c.A1478C:p.Y493S

DKC1:NM_001142463:exon2:c.40_42del:p.K17del

TERC:NR_001566::r.110g>c
TINF2:NM_001099274:ex0n6:c.C844T:p.R282C

RTEL1:NM_001283009:exon34:¢c.3775_3776del:p.A1259Lfs*2

POT1:NM_001042594:exon7:c.C44T:p.P15L

RTEL1:NM_001283010:exon31:c.A2588G:p.Y863C
RTEL1:NM_001283009:exon34:c.3775_3776del:p.A1259Lfs*2

DKC1:NM_001142463:exon11:c.C1058T:p.A353V
RTEL1:NM_001283010:exon11:c.G302A:p.R101H
RTEL1:NM_001283010:exon31:c.A2588G:p.Y863C

RTEL1:NM_001283009:exon34:¢c.T3730C:p.C1244R
TINF2:NM_001099274:exon6:c.839delA:p.K280Rfs*37

DKC1:NM_001142463:exon11:c.C1058T:p.A353V
ZCCHC8:NM_001350935:exon1:c.G100A:p.D34N

TERT:NM_001193376:exon6:c.G2146A:p.A716T

exobnica

exonica

exobnica

exobnica

exonica

exobnica

exobnica

exonica

ncRNA

exobnica

exobnica

exonica

exonica

exobnica

exobnica

exonica

exonica

exobnica

exonica

exonica

exodnica

exbnica

nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
nao
sinébmimo
nao
sinbmimo
nao
sinébmimo
nao
sindbmimo
nao
sinbmimo
delecao
sem
frameshift

nao
sinbmimo
delegao
com
frameshift
nao
sinbmimo
néao
sindbmimo
delecao
com
frameshift
nao
sinbmimo
nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
néao
sinbmimo
delecao
com
frameshift
nao
sindbmimo
nao
sindbmimo
nao
sinbmimo

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

11

0/1

0/1

0/1

0/1

1/1

0/1

0/1

rs121918544

rs121918666

rs121918544

rs121918545

rs79031130

rs143001503

rs782201995

rs121918545

rs121912288

rs113684274

rs587777037

rs121912288

rs387907249

0,0002

0,0011

0,01

0,001

0,0000298

0
0,0011
0,0000298

5,809E-05

0

1,149E-05

LP

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

LP

VUS

VUS

LP

LP

VUS

VUS

VUS

LP

VUS

LP

77

0,45
0,453
0,461

0,5
0,469
0,468

0,491

0,383

0,452
0,449

0,548

0,449

0,489

0,44

0,5
0,472

0,5

0,421

0,939
0,486

0,461

sim

sim

nao

sim

sim

sim

sim

sim

nao

sim

nao

sim

sim

sim

sim

sim

sim

nao

sim

sim

sim



P038

P039
P040
P040
P041
P042

P043

P043
P044
P045

P046

P047

P048

P049

P050

PO51

PO51

P052

P053

P054
PO55
PO56

PO57

PO57

L £ £ £ £ 1 2 L £ L

Z M

Tn

< £ £ £ £ <

< T

curto

curto
curto
curto
curto

curto

curto

curto
curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto
curto

curto

curto

curto

telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

TERT:NM_001193376:exon9:c.G2578A:p.D860N

PARN:NM_001242992:exon11:c.C695T:p.A232V
TERC:NR_001566::n.94C>T
TERT:NM_001193376:exon7:c.G2329A:p.V777M
TERC:NR_001566::n.110_113delGACT
TERT:NM_001193376:exon6:c.C2154A:p.D718E

TERT:NM_001193376:exon11:c.C2722T:p.R908C

TERT:NM_198253:exon11:c.T2780G:p.L927R
TERC:NR_001566::n.110_113delGACT
DKC1:NM_001142463:exon11:c.C1151A:p.P384Q

TERT:NM_001193376:exon3:c.G1730A:p.R577Q
DKC1:NM_001142463:exon3:c.T113C:p.I138T

ACD:NM_001082486:exon3:c.G535C:p.G179R

TINF2:NM_001099274:exon6:c.848_849insGCCC:p.T284Pfs*9

DKC1:NM_001142463:exonl:c.C5T:p.A2V
TERT:NM_001193376:exon11:c.G2659C:p.A887P
RTEL1:NM_001283009:exon8:c.T619C:p.C207R
TERT:NM_001193376:exon4:c.G1885A:p.G629R
TERT:NM_001193376:exon3:c.G1730A:p.R577Q

TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H
TERC:NR_001566::r.260_261insgcg
TERT:NM_001193376:exon4:c.C1891T:p.R631W

TERT:NM_001193376:exon2:c.G1492A:p.G498R

RTEL1:NM_001283009:exon5:¢.403_404del:p.V137Afs*12

exobnica
exonica
ncRNA

exonica
ncRNA

exobnica
exonica
exonica
ncRNA

exonica
exonica
exonica

exonica

exobnica

exonica
exonica
exonica
exodnica
exonica
exonica
ncRNA

exonica

exobnica

exbnica

nao
sinbmimo
nao
sinébmimo

nao
sinbmimo

nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
néao
sinébmimo

néao
sinébmimo
nao
sinbmimo
nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
insercéo
com
frameshift
nao
sinbmimo
nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
néao
sinbmimo
nao
sinbmimo
néao
sindbmimo

nao
sindbmimo
nao
sinbmimo
delecao
com
frameshift

1/1

0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

0/1

0/1
0/1
11

0/1

11

1/1

0/1

11

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1
0/1

0/1

0/1

rs199422270

rs199422270

rs28936072

rs121912303

rs121918544

1,792E-05

9,013E-06

1,792E-05

8,955E-06

VUS

VUS
VUS
VUS
LP

VUS

VUS

VUS
LP
VUS

VUS

LP

VUS

LP

VUS

LP

VUS

VUS

LP

VUS

LP

78

0,989

0,464
0,452
0,463
0,592
0,466

0,477

0,466
0,426

0,533

0,997

0,451

0,933
0,454
0,517

0,46
0,449

0,487
0,45
0,477

0,56

0,482

sim

nao

sim

sim

nao

sim

nao

sim

nao

sim

sim

sim

nao

sim

nao

nao

sim

sim

sim

sim

sim

sim

nao



P058

P059

P060

P0O61

P062

P063

P064
P065

P066

PO67
PO67

P068

P069

PO70

P070

PO71

PO71

PO72

PO73

PO74

PO75

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

TINF2:NM_001099274:exon6:c.C844T:p.R282C

ACD:NM_001082486:exon2:c.C364T:p.Q122X
ACD:NM_001082486:exon12:c.1622_1625del:p.P541Lfs*35

TERT:NM_001193376:exon3:c.G1610A:p.R537H

TERT:NM_001193376:exon2:c.G1492A:p.G498R

RTEL1:NM_001283009:exon34:¢.3775_3776del:p.A1259Lfs*2

TERC:NR_001566::n.314_315del
TERC:NR_001566::n.36C>T

RTEL1:NM_001283010:exon33:¢.2887_2890del:p.Q964Gfs*57

TERC:NR_001566::n.94C>T
TERT:NM_198253:exon11:c.C2701T:p.R901IW

RTEL1:NM_001283010:exon33:c.2887_2890del:p.Q964Gfs*57

TINF2:NM_001099274:exon6:c.849dupC:p.T284Hfs*8
TERT:NM_001193376:ex0n3:c.T1639G:p.W547G
RTEL1:NM_001283010:exon29:c.2209_2211del:p.H737del

NOP10:NM_018648:exon2:c.C100T:p.R34W
RTEL1:NM_001283010:exon29:¢c.C2251T:p.R751X
RTEL1:NM_001283009:exon5:¢.C438G:p.1146M

TERT:NM_198253:exon11:c.C2701T:p.R901IW
ZCCHC8:NM_001350935:exon6:¢c.602_604del:p.E201del

TERT:NM_001193376:exon10:c.G2605A:p.D869N

exobnica

exonica

exonica

exobnica

exobnica

exonica

ncRNA
ncRNA

exonica

ncRNA

exobnica

exobnica

exobnica

exonica

exonica

exonica

exobnica

exonica

exonica

exbnica

exodnica

nao
sinbmimo
ganho de
parada
delecao
com
frameshift
nao
sinébmimo
nao
sinbmimo
delegao
com
frameshift

delecao
com
frameshift

nao
sinbmimo
delegédo
com
frameshift
insercao
com
frameshift
nao
sinbmimo
delecao
sem
frameshift
néao
sindbmimo
ganho de
parada
nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
delecao
sem
frameshift
nao
sinbmimo

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

rs121918545

1s772312742

rs199422304

rs199422315

rs121908092

rs398123017

rs199422304

rs552902860

0,0002

3,249E-05

0,0001

0,0086

LP

VUS

VUS

VUS

LP

VUS
VUS

LP

VUS
VUS

LP

LP

VUS

VUS

LP

VUS

VUS

VUS

VUS
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0,504

0,468

0,3

0,473

0,414

0,41

0,438
0,54

0,509

0,53
0,5

0,435

0,454

0,462

0,432

0,469
0,487
0,548

0,384

0,382

0,469

sim

sim

sim

sim

sim

nao

nao

sim

nao

nao

sim

sim

sim

nao

sim

sim

nao

sim

sim

nao



P0O76

P076

PO77

P0O78
P0O79
P080

PO81

P082

P083

P084
P085
P086

P087

P088

P089

P090

PO91

P092

P093

P094

P095
P096

P097

< Z T m

Tn

curto

curto

curto

curto

curto

curto

curto

telomeropatia
telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia
telomeropatia

telomeropatia

telomeropatia

ribosomopatia

ribosomopatia

ribosomopatia
ribosomopatia

ribosomopatia
ribosomopatia

ribosomopatia
ribosomopatia
ribosomopatia
ribosomopatia
ribosomopatia
ribosomopatia

ribosomopatia

ribosomopatia

ribosomopatia

ribosomopatia

PARN:NM_001242992:exon16:c.A964T:p.S322C
RTEL1:NM_001283010:exon23:c.G1382A:p.R461Q
ACD:NM_001082486:exon5:c.G706A:p.D236N

RTEL1:NM_001283010:exon11:c.G302A:p.R101H
TERC:NR_001566::n.110_113del
TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H

TINF2:NM_001099274:exon6:c.G845A:p.R282H

RPL5:NM_000969:exon3:c.166_169del:p.N57Efs*12

RPS26:NM_001029:exon2:c.7_8insAG:p.K4Rfs*42

RPS19:NM_001022:exon4:c.C280T:p.R94X
RPL11:NM_000975::¢c.397-2A>G
RPS19:NM_001022:exon4:c.G185A:p.R62Q

RPS19:NM_001022:exon3:c.G167C:p.R56P

RPL15:NM_001253380:exon1:c.T56G:p.M19R
RPL5:NM_000969:exon3:c.166_169del:p.N57Efs*12
RPL11:NM_000975::c.507+2T>C
RPS26:NM_001029:exon2:c.6_9del:p.K4Efs*40
RPL15:NM_001253380:exon2:c.C274A:p.L92I
RPS19:NM_001022:exon2:c.G3T:p.M1?

RPS24:NM_001026:exon4:c.C308G:p.S103X

RPS19:NM_001022:exon4:c.C184T:p.R62W
RPS26:NM_001029::¢c.312+1G>T

RPS26:NM_001029:exon2:c.6_9del:p.K4Efs*40

exobnica
exonica
exobnica
exobnica
ncRNA

exobnica

exonica

exonica

exonica
exonica
splicing
exonica
exodnica
exonica
exonica
splicing
exodnica
exonica
exonica
exonica

exbnica

splicing

exbnica

nao
sinbmimo
nao
sindbmimo
nao
sinébmimo
nao
sinbmimo

nao
sindbmimo
nao
sindbmimo
delecao
com
frameshift
insercéo
com
frameshift
ganho de
parada

nao
sindbmimo
néao
sindbmimo
nao
sinbmimo
delegédo
com
frameshift

delecao
com
frameshift
nao
sindbmimo
perda de
inicio
ganho de
parada
nao
sindbmimo

delecédo
com
frameshift

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1
0/1

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1
0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1
0/1

0/1

rs138984302

rs35640778

rs113684274
rs199422270
rs121918544

rs121918544

rs61762293

rs146413350

rs138938035

rs104894711

0,0092
0,0185
2,978E-05

0,0011

0,001

VUS

VUS

VUS

VUS
LP

LP

LP
LP

VUS

VUS

LP

VUS

LP

LP
LP

80

0,421
0,455
0,462

0,5
0,489
0,48

0,485

0,482

0,443

0,498
0,429
0,482

0,457

0,47
0,485
0,483

0,531

0,511
0,429
0,458
0,471

0,44

0,44

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

nao

nao

sim

nao

sim

nao

nao

nao

sim

sim

nao

sim

nao

nao



P098

P099

P100
P101

P102

P103
P104

P105

P106

P107

P108

P109

P109

P110

P111

P112

P113

P113
P114
P115
P115
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Abreviac¢des: M (masculino), F (feminino), FegMaxPop (frequéncia méaxima da variante em diferentes populacdes).
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APENDICE C - Genes alterados em pacientes (N = 146) com diagnéstico genético de sindrome de faléncia medular hereditaria

0 27
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SAMDSL 1%
Sy e M B Diagndstico genético
telomeropatia ribossomopatia anemia de ,Q?’ F OSSP

Fanconi FvE $é?§'
@ ¥

Abreviacdes: NCG (neutropenia congénita grave), SAMD9 (deficiéncia de SAMD9), MECOM (deficiéncia de MECOM), CTLA4
(deficiéncia de CTLA4), GATAZ2 (deficiéncia de GATA2) e LIG4 (deficiéncia de LIG4)
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APENDICE D — Comprimento teloméricos de paciente com diagndstico genético de telomeropatia

Comprimento telomérico x Idade x Gene

Southern Blot B ACD ® NHP2 POT1 MW TERT
12 -
Gene @ DKC1 @ NOP10 RTEL1 @ TINF2
- A NAF1 PARN A TERC A ZCCHCS8
10 1
99%
9.
< s{m
O
s}
‘g 7 - ., 90%
O
[0}
g o PY A o 50%
£ 54 oz A m .
= g B - ]
S [ A o
£ @ ”
g+ g™ ® - 4. . 10%
o o © @ o = A ®
o® ® a - -
31 O g ® ) - A A m A
o ° &
2.
14 1%
0 . . . , . . . . ;
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

idade (anos)



92

APENDICE E — Gréaficos de lollipops dos dez genes com mais variantes
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APENDICE F — Codigo em SQL do modelo fisico

-- MySQL Script generated by MySQL Workbench

Sat Nov 11 19:52:45 2023
-— Model: New Model Version: 1.0
-- MySQL Workbench Forward Engineering
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SET @QOLD UNIQUE CHECKS=QRUNIQUE CHECKS, UNIQUE CHECKS=0;
SET QOLD FOREIGN KEY CHECKS=Q@FOREIGN KEY CHECKS,

SET

FOREIGN KEY CHECKS=0;
@OLD_SQL MODE=@@SQL_MODE,

SQL_MODE='ONLY FULL GROUP_BY,STRICT TRANS TABLES,NO ZERO IN DATE,NO ZERO DA
TE, ERROR_FOR DIVISION BY ZERO,NO ENGINE SUBSTITUTION';

CREATE SCHEMA IF NOT EXISTS
utf8 unicode ci ;
USE "bmf db" ;

‘bmf_db°

-- Table "mydb . timestamps’

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db’. timestamps’
‘create time’ TIMESTAMP NULL DEFAULT CURRENT TIMESTAMP,

‘update time’ TIMESTAMP NULL);

USE "bmf db" ;

DEFAULT CHARACTER SET utf8

COLLATE

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db'. clinicalEvolution  (

*IdfollowUp  INT NOT NULL AUTO INCREMENT,

‘DatefollowUp' DATE NULL,

*IdMd® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,

*SymptomSignl® INT NULL DEFAULT NULL,

‘SymptomSign2' VARCHAR (45) CHARACTER SET
NULL DEFAULT NULL,

‘SymptomSign3" VARCHAR (45) CHARACTER SET
NULL DEFAULT NULL,

‘SymptomSign4® VARCHAR (45) CHARACTER SET
NULL DEFAULT NULL,

‘SymptomSign5° VARCHAR (45) CHARACTER SET
NULL DEFAULT NULL,

‘DxHypothesisl® INT NULL DEFAULT NULL,

‘DxHypothesis2® INT NULL DEFAULT NULL,

‘DxHypothesis3® INT NULL DEFAULT NULL,

‘FinalDx' INT NULL DEFAULT NULL,

'utf8’

'utf8’

'utf8’

'utf8’

COLLATE 'utf8 unicode ci'
COLLATE 'utf8 unicode ci'
COLLATE 'utf8 unicode ci'
COLLATE 'utf8 unicode ci'
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"Cid® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
‘DeathDate” DATE NULL DEFAULT NULL,
"Tx~ VARCHAR (45) NULL,

"DateTx  VARCHAR (45) NULL,
"ResponseTx  VARCHAR(45) NULL,
"Bmt® VARCHAR (45) NULL,

‘DateBmt "~ VARCHAR (45) NULL,

"Death” VARCHAR (45) NULL,
"DateDeath”™ VARCHAR(45) NULL,
"CauseDeath”™ VARCHAR (45) NULL,
PRIMARY KEY ( IdfollowUp'))

ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 bin;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db'. patientInfo’ (

"IdPatient” VARCHAR(10) NOT NULL,
‘IdPatientOther” VARCHAR (15) CHARACTER SET 'utf8' NULL DEFAULT NULL,
"NamePatient®™ VARCHAR(45) NULL,
"NumberPatient ™ VARCHAR (45) NULL,
"Sex” VARCHAR(15) CHARACTER SET 'utf8' NULL DEFAULT NULL,
‘DobPatient”™ DATE NULL DEFAULT NULL,
"CityBornPatient”™ VARCHAR(15) CHARACTER SET 'utf8' NULL DEFAULT NULL,
"StateBornPatient® VARCHAR(15) CHARACTER SET 'utf8' NULL DEFAULT NULL,
"IdHosp  VARCHAR(15) CHARACTER SET 'utf8' NULL DEFAULT NULL,
"IdMd® VARCHAR(45) NULL,
‘clinicalEvolution IdfollowUp INT NOT NULL,
PRIMARY KEY (' IdPatient’, “clinicalEvolution IdfollowUp'),
INDEX "fk patientInfo clinicalEvolutionl idx’®
(‘clinicalEvolution IdfollowUp' ASC) VISIBLE,
CONSTRAINT "fk patientInfo clinicalEvolutionl’
FOREIGN KEY ('clinicalEvolution IdfollowUp')
REFERENCES “bmf db'. clinicalEvolution® ( IdfollowUp")
ON DELETE NO ACTION
ON UPDATE NO ACTION)

ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 bin;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db'. sample’ (

"IdSample” VARCHAR(20) NOT NULL,

"IdPatient”™ VARCHAR(10) NULL,

"IdSampleOther”® VARCHAR (45) NULL,

"AgeSample” VARCHAR (45) NULL,

‘DateSample” VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"SourceSample’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"IdDna” VARCHAR(45) NULL,

*IdRna’ VARCHAR (45) NULL,

“IdCell’ VARCHAR (45) NULL,

"IdFib° VARCHAR(45) NULL,

"idPlasm® VARCHAR (45) NULL,

"study has patientInfo study IdStudy’ INT NULL,
‘study has patientInfo patientInfo IdPatient® INT NULL,
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‘patientInfo IdPatient’™ VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY (' IdSample’, ‘patientInfo IdPatient’),

INDEX "fk sample patientInfol idx" ( patientInfo IdPatient’ ASC) VISIBLE)
ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\cellSample\ (
"IdCell” INT NOT NULL,
"IdSample” VARCHAR (20) NOT NULL,
"DataProcCell” DATE NULL DEFAULT NULL,
"TypeCell”™ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
‘QuantCell” INT NULL,
"StorageCell” VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"sample IdSample’ VARCHAR(20) NOT NULL,
‘sample patientInfo IdPatient’ VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY ( IdCell’, ‘sample IdSample’, 'sample patientInfo IdPatient’,
"IdSample’),
INDEX "fk _cellSample samplel idx® ("sample IdSample’ ASC,

"sample patientInfo IdPatient™ ASC) VISIBLE,
CONSTRAINT "fk cellSample samplel"

FOREIGN KEY (' sample IdSample’ , ‘sample patientInfo IdPatient’)
REFERENCES "bmf db". sample’ (' IdSample’ , "patientInfo IdPatient’)
ON DELETE NO ACTION
ON UPDATE NO ACTION)

ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\dnaSample\ (
"IdDna” VARCHAR (20) NOT NULL,
"IdSample” VARCHAR(20) NOT NULL,
‘DataProcDna’ DATE NULL DEFAULT NULL,
"KitExtraction® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"QuantNano ™ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
\Rati0260_230\ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
\Rati0260_280\ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
‘QuantFluor® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
‘Integrity” VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"StorageDna’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"IdPatient”™ INT NULL,
‘patientInfo IdPatient’ INT NULL,
‘sample IdSample’ VARCHAR(20) NOT NULL,
"sample patientInfo IdPatient’ VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY ( Idbna’, “sample IdSample’, “sample patientInfo IdPatient’,
"IdSample’),
INDEX "fk dnaSample samplel idx’ ("sample IdSample’® ASC,

‘sample patientInfo IdPatient® ASC) VISIBLE,
CONSTRAINT "fk dnaSample samplel’
FOREIGN KEY ( sample IdSample” , “sample patientInfo IdPatient’)
REFERENCES "bmf db'. sample” ( IdSample’ , ‘patientInfo IdPatient’)
ON DELETE NO ACTION
ON UPDATE NO ACTION)
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ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf$
COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\fibSample\ (
"IdFib° INT NOT NULL,
"IdSample” VARCHAR (20) NULL DEFAULT NULL,
‘DataProcFibro” DATE NULL DEFAULT NULL,
‘QuantFibro® INT NULL DEFAULT NULL,
"StorageFibro® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"IdDna’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"IdRna’ VARCHAR (45) NULL,
\Sample_IdSample\ VARCHAR (20) NOT NULL,
‘sample patientInfo IdPatient’ VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY ( IdFib’, ‘sample IdSample’, "sample patientInfo IdPatient’),
UNIQUE INDEX "IdFib UNIQUE" ( IdFib" ASC) VISIBLE,
INDEX “fk fibSample samplel idx’ ("sample IdSample’ ASC,

"sample patientInfo IdPatient’ ASC) VISIBLE,
CONSTRAINT "fk fibSample samplel’

FOREIGN KEY ( sample IdSample” , “sample patientInfo IdPatient’)
REFERENCES “bmf db’'. sample’ ( IdSample’ , "patientInfo IdPatient’)
ON DELETE NO ACTION
ON UPDATE NO ACTION)

ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 unicode ci;

-— Table "bmf db". hospitalInfo’

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\hospitalInfO\ (
"IdHosp  VARCHAR(10) NOT NULL,
"NameHosp®~ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"CityHosp® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"StateHosp® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"AddressHosp® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
PRIMARY KEY ( IdHosp'))

ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 unicode ci;

-— Table "bmf db". 'physicianInfo’

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\physicianInfO\ (
"IdMd® VARCHAR(10) NOT NULL,
"NumberMd® VARCHAR (45) NULL,
"NameMd®™ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"EmailMd’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"TelMd®™ VARCHAR(45) NULL DEFAULT NULL,
"IdHosp ™ INT NULL DEFAULT NULL,
PRIMARY KEY ( IdMd))

ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8mb3;
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CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db'. plasmSample’ (
"IdPlasm™ INT NOT NULL,
"IdSample” VARCHAR (20) NULL DEFAULT NULL,
‘DataProcPlasm’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"StoragePlasm’® VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"ExtractSample’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"sample IdSample’ INT NOT NULL,
"sample patientInfo IdPatient’ VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY ("IdPlasm’, "sample IdSample’,
"sample patientInfo IdPatient’),
INDEX "fk plasmSample samplel idx’ ("sample IdSample’ ASC,

"sample patientInfo IdPatient’ ASC) VISIBLE)
ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\study\ (
"IdStudy” INT UNSIGNED NOT NULL,
"Title ™ VARCHAR(100) NULL,
"RespResearcherl” VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"RespResearcher?2” VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"RespResearcher3” VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
‘EcaNumber ™ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
‘IdPatient® VARCHAR(10) NULL,
\patientInfo_IdPatient\ VARCHAR (10) NOT NULL,
PRIMARY KEY ( IdStudy , "patientInfo IdPatient’),
INDEX "fk study patientInfol idx" ( 'patientInfo IdPatient’ ASC) VISIBLE)

ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\flowFish\ (

"ffId® INT NOT NULL,

"IdSample” VARCHAR (20) NULL DEFAULT NULL,

‘IdPatient’® VARCHAR(10) NULL,

‘DateTelFf" DATE NULL DEFAULT NULL,

"TrfExpectedFf" DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,

"TrfObserved®™ DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,

‘SampleAgeFf' DECIMAL (2,2) NULL DEFAULT NULL,

‘ValorAgeFf' DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,

‘DpNumberFf ™ DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,

"TrfPercentile’ VARCHAR(10) NULL DEFAULT NULL,

‘method”™ VARCHAR (45) NULL,

‘cellSample IdCell® INT NOT NULL,

‘cellSample sample IdSample’ VARCHAR(20) NOT NULL,

‘cellSample sample patientInfo IdPatient® VARCHAR(10) NOT NULL,

\CellSampleildSample\ VARCHAR (20) NOT NULL,

PRIMARY KEY (" ffId’, “cellSample IdCell’, ‘cellSample sample IdSample’,
‘cellSample sample patientInfo IdPatient’, “cellSample IdSample’),



99

INDEX "fk flowFish cellSamplel idx’ ("cellSample IdCell" ASC,
‘cellsample sample IdSample’ ASC, “cellSample sample patientInfo IdPatient’
ASC, ‘cellSample IdSample’ ASC) VISIBLE,

CONSTRAINT "fk flowFish cellSamplel"

FOREIGN KEY (‘cellSample IdCell" , ‘cellSample sample IdSample’ ,
‘cellSsample sample patientInfo IdPatient’ , “cellSample IdSample’)

REFERENCES "bmf db". cellSample’ ("IdCell” ’ "sample IdSample’ ’
"sample patientInfo IdPatient’ , "IdSample’)

ON DELETE NO ACTION

ON UPDATE NO ACTION)
ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf$
COLLATE = utf8 unicode ci;

"IdRna’ INT NOT NULL AUTO INCREMENT,
"IdSample” INT NULL DEFAULT NULL,
"DataProcRna’ DATE NULL DEFAULT NULL,
"KitExtraction  VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"QuantNano®~ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"Ratio260 230" VARCHAR(45) NULL DEFAULT NULL,
"Ratio260 280" VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"QuantFluor ™ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"Integrity’ VARCHAR(45) NULL DEFAULT NULL,
"StorageRna’ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
PRIMARY KEY ( IdRna’),
UNIQUE INDEX "IdRna UNIQUE ' ( IdRna  ASC) VISIBLE)

ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db'. shouthernBlot  (
"sbId® INT NOT NULL,
‘IdPatient’® VARCHAR(10) NULL,
"IdSample” VARCHAR (20) NULL DEFAULT NULL,
‘DateTel” DATE NULL DEFAULT NULL,
"TrfExpect” DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
"TrfObserved®™ DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
‘SampleAge” DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
‘ValorAge®™ DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
‘DpNumber® DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
"TrfPercentile’ VARCHAR(10) NULL DEFAULT NULL,
‘method’ VARCHAR (45) NULL,
‘dnaSample_Iana‘ VARCHAR (20) NOT NULL,
"dnaSample sample IdSample’ VARCHAR(20) NOT NULL,
"dnaSample sample patientInfo IdPatient’™ VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY (*sbIid", “dnaSample IdDna’, "dnaSample sample IdSample’,
“dnaSample sample patientInfo IdPatient’),

INDEX "fk shouthernBlot dnaSamplel idx’ ("dnaSample IdDna’ ASC,
"dnaSample sample IdSample” ASC, "dnaSample sample patientInfo IdPatient’

ASC) VISIBLE,
CONSTRAINT " fk shouthernBlot dnaSamplel"
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FOREIGN KEY ("dnaSample IdDna’ , "dnaSample sample IdSample’ ,
‘dnaSample sample patientInfo IdPatient’)
REFERENCES "bmf db". dnaSample"” (*IdDna’ , "sample IdSample’ ,

"sample patientInfo IdPatient’)
ON DELETE NO ACTION
ON UPDATE NO ACTION)
ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 unicode ci;

"IdTelFf" INT NOT NULL,
"IdSample” INT NULL DEFAULT NULL,
"DateTelSb" DATE NULL DEFAULT NULL,
"TrfExpected” DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
"TrfObserved®™ DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
"AgeSampleSb° DECIMAL (2,2) NULL DEFAULT NULL,
‘ValorAgeSb® DECIMAL(2,2) NULL DEFAULT NULL,
"DpNumbeSb® DECIMAL (2,2) NULL DEFAULT NULL,
"TrfPercentileSb ™ VARCHAR(10) NULL DEFAULT NULL,
“dnaSample IdDna’ INT NOT NULL,
PRIMARY KEY (' IdTelFf'),
INDEX “fk telSb dnaSamplel idx" ("dnaSample IdDna  ASC) VISIBLE)
ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 unicode ci;

Table “bmf db’. patientInfo has physicianInfo’

CREATE TABLE IF NOT EXISTS "bmf db'. patientInfo has physicianInfo’ (
\patientlnfo_IdPatient\ VARCHAR (10) NOT NULL,

‘physicianInfo IdMd® VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY ( patientInfo IdPatient’, 'physicianInfo IdMd'),

INDEX "fk patientInfo has physicianInfo physicianInfol idx"
("physicianInfo IdMd® ASC) VISIBLE,
INDEX "fk patientInfo has physicianInfo patientInfol idx"

("patientInfo IdPatient’ ASC) VISIBLE)
ENGINE = InnoDB

DEFAULT CHARACTER SET = utf8

COLLATE = utf8 bin;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db". hospitalInfo has physicianInfo’ (

“hospitalInfo IdHosp  VARCHAR(10) NOT NULL,

‘physicianInfo IdMd® VARCHAR(10) NOT NULL,

PRIMARY KEY ( hospitalInfo IdHosp , "physicianInfo IdMd'),

INDEX "fk hospitallInfo has physicianInfo physicianInfol idx’
("physicianInfo IdMd® ASC) VISIBLE,

INDEX "fk hospitalInfo has physicianInfo hospitalInfol idx"
(“hospitalInfo IdHosp ASC) VISIBLE,

UNIQUE INDEX “hospitallnfo IdHosp UNIQUE" ( hospitalInfo IdHosp® ASC)
VISIBLE)



ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf$
COLLATE = utf8 unicode ci;

CREATE TABLE IF NOT EXISTS “bmf db'. variantFiltred  (

"IdPatient® VARCHAR(10) NOT NULL,

"IdSample” VARCHAR (20) NOT NULL,

‘Panel” INT NOT NULL,

"Gene.refGene ' VARCHAR(45) NULL DEFAULT NULL,
"ExonicFunc.refGene’ VARCHAR (20) NULL DEFAULT NULL,
"AAChange.refGene” VARCHAR (200) NULL DEFAULT NULL,
‘etiological_diagnosis‘ VARCHAR (45) NULL DEFAULT NULL,
"Variant Interpretation” VARCHAR(50) NULL DEFAULT NULL,
"dbSNP® VARCHAR (50) NULL DEFAULT NULL,

\PopMax_AF\ DECIMAL(19,9) NULL DEFAULT NULL,
\gnomAD_exome_ALL\ DECIMAL(19,9) NULL DEFAULT NULL,
\ClinVar_ID\ VARCHAR (50) NULL DEFAULT NULL,
\ClinVar_SIG\ VARCHAR (45) NULL,

\ClinVar_DIS\ VARCHAR (45) NULL,

\COSMIC_ID\ VARCHAR (45) NULL,

\COSMIC_DIS\ VARCHAR (45) NULL,

\CADD_phred\ VARCHAR (45) NULL,

"ACMG class_1' VARCHAR(20) NULL,

"ACMG class 2° VARCHAR (20) NULL,

"ACMG class 3° VARCHAR(20) NULL,

"Chr® VARCHAR(5) NULL,

‘Start’ INT NULL,

"End’ INT NULL,

"Ref’ VARCHAR(100) NULL,

"Alt® VARCHAR(100) NULL,

"Func.refGene ™ VARCHAR(45) NULL,

‘AF VARCHAR (45) NULL,

‘AD' VARCHAR (45) NULL,

"DP° INT NULL,

“dnaSample IdDna’ VARCHAR(20) NOT NULL,
"dnaSample sample IdSample’ VARCHAR(20) NOT NULL,

‘dnaSample sample patientInfo IdPatient® VARCHAR(10) NOT NULL,
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PRIMARY KEY (*IdPatient, ‘"IdSample”, “Panel’, "dnaSample IdDna’,
‘dnaSample sample IdSample’, "dnaSample sample patientInfo IdPatient’),

INDEX “fk variantFiltred dnaSamplel idx’ (*dnaSample IdDna’ ASC,
"dnaSample sample IdSample”  ASC, "dnaSample sample patientInfo IdPatient’

ASC) VISIBLE,
CONSTRAINT "fk variantFiltred dnaSamplel’

FOREIGN KEY (*dnaSample IdDna’ ’ "dnaSample sample IdSample’

"dnaSample sample patientInfo IdPatient’)
REFERENCES "bmf db’. dnaSample"” ("IdDna’ ,
"sample patientInfo IdPatient’)
ON DELETE NO ACTION
ON UPDATE NO ACTION)
ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 unicode ci;

Table "bmf db". allVariants’

"sample IdSample’

4



CREATE TABLE IF NOT EXISTS \bmf_db\.\allVariants\
‘IdPatient® VARCHAR(10) NOT NULL,
"IdSample” VARCHAR (20) NOT NULL,
"Panel” INT NOT NULL,
"Chr® VARCHAR(5) NULL,
‘Start® INT NULL,
"End’ INT NULL,
"Ref’” VARCHAR(100) NULL,
"Alt® VARCHAR(100) NULL,
"Gene.refGene ' VARCHAR(45) NULL DEFAULT NULL,
"Func.refGene’ VARCHAR(10) NULL DEFAULT NULL,
"ExonicFunc.refGene’ VARCHAR (20)
"AAChange.refGene” VARCHAR (200)
"dbSNP® VARCHAR (50) NULL DEFAULT NULL,
"allele count®™ INT NULL,
\PopMaX_AF\ DECIMAL (19, 9) NULL DEFAULT NULL,
\ClinVar_ID\ VARCHAR (50) NULL DEFAULT NULL,
\ClinVar_SIG\ VARCHAR (45) NULL,
\ClinVar_DIS\ VARCHAR (45) NULL,
\COSMIC_DIS\ VARCHAR (45) NULL,
\COSMIC_ID\ VARCHAR (45) NULL,
\CADD_phred\ VARCHAR (45) NULL,

‘AF' DECIMAL (19,9) NULL,
‘AD' DECIMAL (19,9) NULL,
‘DP’ INT NULL,
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(

NULL DEFAULT NULL,
NULL DEFAULT NULL,

‘gnomAD exome ALL® DECIMAL(19,9) NULL DEFAULT NULL,

‘gnomAD genome ALL" DECIMAL(19,9) NULL,
‘gnomAD genome AMR® DECIMAL(19,9) NULL,
\XlOOOG_ALL\ DECIMAL (19,9) NULL,
\XlOOOG_AMR\ DECIMAL (19,9) NULL,
\EXAC_Freq\ DECIMAL (19, 9) NULL,
\EXAC_AMR\ DECIMAL (19, 9) NULL,
\ESP65OOSi_ALL\ DECIMAL (19,9) NULL,
\SIFT_pred\ VARCHAR (45) NULL,
"Polyphen2 HDIV pred’ VARCHAR(45) NULL,
\LRT_pred\ VARCHAR (45) NULL,
"MutationTaster pred’ VARCHAR(45) NULL,
"MutationAssessor pred’ VARCHAR(45) NULL,
\FATHMM_pred\ VARCHAR (45) NULL,
\PROVEAN_pred\ VARCHAR (45) NULL,
‘MetaSVM pred’ VARCHAR(45) NULL,
‘MetalR pred’ VARCHAR (45) NULL,
\M.CAP_pred\ VARCHAR (45) NULL,
\DANN_Score\ VARCHAR (45) NULL,

"DANN rankscore’ VARCHAR(45) NULL,
“fathmm.MKL coding pred® VARCHAR(45) NULL,
\dnaSample_Iana\ VARCHAR (20) NOT NULL,

"dnaSample sample IdSample’ VARCHAR(20) NOT NULL,
"dnaSample sample patientInfo IdPatient® VARCHAR(10) NOT NULL,

“dnaSample IdSample® VARCHAR(20) NOT NULL,
PRIMARY KEY (*IdPatient’, “Panel’,
“dnaSample sample IdSample’,

‘dnaSample IdSample’),

INDEX “fk allvVariants dnaSamplel idx"
"dnaSample sample IdSample”  ASC,
ASC, ‘dnaSample IdSample’ ASC) VISIBLE,

CONSTRAINT "fk allVariants dnaSamplel’

FOREIGN KEY (*dnaSample IdDna , “dna
"dnaSample sample patientInfo IdPatient’ ,

REFERENCES "bmf db'. dnaSample’ ("IdDna’
‘sample patientInfo IdPatient’ , “IdSample’)

"IdSample’,
"dnaSample sample patientInfo IdPatient’,

“dnaSample IdDna’,

(*dnaSample IdDna’ ASC,

"dnaSample sample patientInfo IdPatient’

Sample sample IdSample’

4

‘dnaSample IdSample’)

, ‘sample IdSample’ ,
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ON DELETE NO ACTION

ON UPDATE NO ACTION)
ENGINE = InnoDB
DEFAULT CHARACTER SET = utf8
COLLATE = utf8 unicode ci;

SET SQL MODE=@OLD SQL MODE;
SET FOREIGN KEY CHECKS=QOLD FOREIGN KEY CHECKS;
SET UNIQUE CHECKS=@OLD UNIQUE CHECKS;
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ANEXO 1 - Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em humanos

@ ~ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE W
CEP MEDICINA DE RIBEIRAO
HCHP -FARP. 1S PRETO DA USP -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Correlagao entre gendtipo, compriments telomérico @ fendtipo nas telomeropatias

Pesquisador: Rodrigo do Tocanting Calado De Saloma Rodrigues

Area Temdtica:

Versdo: 3

CAAE: 93617018.0.0000.5440

Instituicdo Propoenente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preta da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 4 840 397

Apresantacac do Projeto:
Conforme documento “PE_INFORMACOES BASICAS 1813826 _E2 pdf:

Justificativa da Emenda:
EMENDA SOLICITADA PARA ADEQUACAD ADQ CEP DE INSTITUICAD COPARTICIPANTE.

Resumo:

Teldmeros s3o estruluras nucleoproleicas localizadas nas extremidades dos cromossomos lineares cuja
funcao & manter a integridade gendmica. Mulactes em genes da telomerase ou em genes envolvidos na
homeostase telomérnca levam ao encurlamento excessive dos teldmeros, levando a senescéncia caelular
e/ou apoplose. Em humanos, a disfungio telomérica traduz-se no desenvolvimento de doencas envalvendo
diferentes drgaos,

como anemia aplastica (AA), disceralose congénita (DC), fibrose pulmonar idiopatica (FPI), cirrose hepatica
@ maior suscetibilidade ao cancer. Colelivamenta, estas anfermidades ocasionadas pelo encurtamento
lelomérico excessivo 530 chamadas lelomeropatias. Como a apresentacdo clinica é pleomarfica e a base
genélica, diversa, envolvendo diversos genes e diferentes padrdes de heranga, a correlacdo gendlipo-
gendlipo & flundamenltal para a compreensdo das vias celulares e moleculares de desenvolvimento de
doenca, assim como para determinar a relacio antre gendtipo

Enderego:  CAMPUS UNNERSITARID

Bairra: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: EP Municipio: RIBEIRAD FRETO
Telefone: [16)3602.2228 Fax: (18)3833-1144 E-mail:  cep@ihop.Lsp b
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ﬁ) ~ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE Wﬂp
CER MEDICINA DE RIBEIRAO
HCHP -FARP. 5P PRETO DA USP -

Connuacdo oo Pareoer: 4.540.2587

@ resposla s terapéuticas disponivels. O primeire objetivo deste projeto & identificar mutacdes em um painel
de genes envolvidos na manutencao telomérica por sequenciamento de nova geracdo (NGS) em pacientes
com diferentes manifestacdes de lelomeropatias a fim de correlacionar o gendlipo, comprimenio telomérico,
fendlipo & resposta ao tratamento. Adicionalmente, a expressao das Rec( helicases @ TERRA (Telomeric-
Repeat-Conlaining RMA), que pode contribuir como mecanismo molecular fisiopatoldgico, serd avaliada em
amostras de pacientes com doendcas dos leldmenss para identificar polencials moduladores da regulacio da
replicagdo, reparo de dano ao DNA, integridade/manutencio telomérica e atividade da lelomerase. As
possivels alleragies nas vias das Rec() helicases @ TERRA, desencadeadas por vanagies gendlicas ou
epiganéticas, serdo avaliadas pela primeira vez para elucidagdo da agao destes componentas nas
lelomeropatias. Este projelo tem o potencial de elucidar as bases genéticas e moleculares envolvidas nas
doengas dos teldmeros, sua relagao com a resposla ao lratamento e evolucdo clinica dos pacientes,
contribuindo para o entendimento de mecanismos de doencas e descoberta de novos alvos terapéuticos.

Objetivo da Pesquisa:
Conforme documento "PB_INFORMACOES BASICAS 1813826 _E2 pdi™:

Objetiva Primario:

O presente estudo pretende identificar possivels mutagbes nos genes associados 4z lelomeropatias pela
metodologia de Next-Generalion Sequencing — NGS e targeting sequencing, bam como avaliar o perfil de
exprassio ranscricional (mRMA) de genes da familla RecQ helicase & de TERRA am células
mononucleares do sangue perifiérico de pacientes que apresentem leldmeros curtos com ou sem mutacies
na telomerase. Adicionalmente, o perfil de express3o destas helicases serd relacionado com a intensidade
do quadro clinlco de faléncia medular @ os transcritos de TERRA com o comprimento dos leldmeres @ o
prognastico dos pacientes com telomeropatias.

Objetiva Secundaria:

+ Daterminar o comprimanio telomérico des pacientes desle estudo pelo método do Flow-FISH;

« Implementar a metodologia de NGS para um estudo genélico dos pacientas com elomeropalias;

* Avaliar a expressdo transcricional dos genes da familia RecQ helicase (RECQL1, BLM, WRN, RECOL4 &
RECOLS) em PBMCs dos pacientes alocados no esludo;

+ Comelacionar os nivels da expressio dos genes da familia RecQL helicases com a instabilidade

Enderega: CAMPUS UNINVERSITARIO

Bairre: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: 5P Misiicipia: RIBEIRAD PRETO
Telebome: [15)3602-2228 Fax: [18)3833-1144 E-mail: cephop.usp b
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ConBnuacds do Parecer: 4.540.387

ielomérica;

* Correlacionar os niveis da expressdo dos genes da familia RecOL helicases quanto ao desanvolvimento de
Af e fibrose pulmonar idiopatica ou familiar;

= Avaliar os niveis de expressdo de TERRA nos pacientes do presenie estudo;

= Correlacionar os niveis de express3o de TERRA com o comprimento lelomérico dos pacientes & o
prognastico da doenca.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Conforme documento "PE_INFORMACOES BASICAS 1813826_E2 pdi™

Riscos:

Os riscos ou desconfortos da pesquisa 530 minimos & est3o relacionados & colela da amostra de sangue,
de pele, ao astogue temporano dessas amosiras & de informacies. Ma coleta de sangue, o desconforo que
vocé pode senlir & apenas da picada da agulha e um potencial hematoma (vermelhldio) que possa se
formar no lecal da picada (cerca de 10% dos casos). Ma “bidpsia por punch®, o procedimento é realizado
com aneslesia

local & & necessario a sulura (dar um ponta). O desconfono que vock pode sentir & minimo @ somante am
decorréncla do furo que se faz, como um beliscao. Infeccdo no local da colela (de sangue e de pele)
acontece muito raramente, pois o matenal ulilizado em ambos 0% procedimentos @ esténl e o local da picada
ou da biopsia & bem higienizado.

Beneficios:

Ao identificar mutagdes em um painel de genes envolvidos na manutencdo telomérica por sequenciameanto
de nova geracio (NGS) em paclentes com diferentes manifestactes de telomeropatias pode-se
correlacionar o gendlipo, comprimento telomérico, fendtipo e resposta ao tratamento. Além dissa, a
axprassio das RecO halicases e TERRA (Telomeric-Repeat-Containing RMA), podem contribuir com o
antendimeanto do mecanismo

malecular fisiopatologico,em amostras de pacientes com doencas dos leldmeros para identificar potenciais
moduladores da regulacio da replicacio, reparo de dano ao DNA, integridade/manutensdo leloménca e
alividade da telomerase. As possivels alleracies nas vias das RecQ helicases @ TERRA, desencadeadas
por variaghes genéticas ou epigendlicas, serdo avaliadas pela primeira vez para elucidacao da acdo destes
componantes nas telomeropatias.

Enderegn: CAMPUS UNNERSITARID

Baifre: MONTE ALEGRE CEP: 14 [(48-300
UF: 5P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Teleforne: [16)3602-2228 Fax: [18)38331144 E-mail: cep@horp.usp b
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Comentarios e Consideractes sobre a Pesquisa:
Conforme documento “PBE_INFORMACOES_BASICAS_1813826_EZ2 pdf™

Justificativa da Emenda:
EMENDA SOLICITADA PARA ADEQUACAD AD CEP DE INSTITUIGAD COPARTICIPANTE.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termos da emenda foram devidamente apresentados ac CEP.

Recomendagdes:

Mia ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto & & (uz da Resolucio CNS 466/2012, o CEP analisou e aprovou a EMENDA submetida
am 23/08/2021, bem como o Projeto de Pesquisa versdo 3 de 23 de agosto de 2021 e o Termo de
Congentimento Livre & Esclarecido para Guarda de Material Bioldgico versdo 3 de 23 de agoslo de 2021,

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

_'I‘tn Docurmanto Arquivo Postagam Aulor Situacio
Informacoes Basicas| PE_INFORMAGCOES BASICAS 181382] 23/08/2021 Acailn
do Projeta 6 _E2.pdl _ 14:03: 46 _
Outros FORMENCAMINHAMENTO. pdl 23/0&8/2021 |Rodrige do Tocanting]| Acelio
14:01:15 | Calado D Saloma
Redrigues
Culros CARTAEMEMNDAZ PDF 230812021 |Rodrigo do Tocantins]| Aceils
14:00:35 | Calado De Saloma
Redrigues
Projeto Detalhada ! | ProjetoRTCCEPversacd. pdf 23/08/2021 |Redrigo do Tocantins| Aceilo
Brochura 14:00:13 | Calado D Saloma
Investigador Redrigues
TCLE / Termos de TGLE_PAEIENTE_LAE_R‘-I'G_VS.de 230812021 |Redrigo do Tocanlins| Aceilo
Assantimenta / 13:5%:15 | Calado De Saloma
Justificativa de Redrigues
Auséncia

Enderego:  CAMPUS UNIVERSITARID

Bairne: MONTE ALEGRE CEF: 14 045-900
UF: 3P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Telefone: [16)3602.22258 Fax: (18)3833-1144 E-mail: copfbop usp be
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Oultros Solic_criac_blor POF 21/05/2021 |Rodrigo do Tocanting| Aceilo
11:36:20 |Calado De Saloma
Rodrigues
Cronograma CronogramaEMENDA docx 08042021 | Rodrigo do Tocanting] Aceilo
09:26:32 | Calado De Saloma
Redrigues
Outros RelalonoCEP2021. docx DB/04/2021 |Rodrigo do Tocanting]  Aceilo
09:15:31 | Calado De Saloma
Rodrigues
Declaracdo de CARTAEMENDA pdf 06/04/2021 |Rodrigo do Tocantins| Aceilo
concordancia 091500 |Calado De Saloma
Rodrigues
Folha de Rosto Folharasto. POF 1406/2018 |Roedrigo do Tocanting] Aceailo
(08:54:22 |Calado De Saloma
Redrigues

Situagio do Parecer:
Apravado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

MNao

Endereco:

UF: 3F
Telefone:

[1B}3602-2228

RIBEIRAD PRETO, 30 de Agosto de 2021

Assinado por:

MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
{Coordenador(a))

CAMPLUS LMNERSITARID
Bairra: MONTE ALEGRE

CEP:
cipio: RIBEIRAD PRETO
Fax: (18)3633-1144

14 045-900

E-mail: cephap.usp b
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