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RESUMO EXECUTIVO

Intensidade da recomendacaokraca

Indicagdo: Teste diagndstico para investigacao etiologicaat@entes com deficiéncia
intelectual inespecifica, sem restricdes quantixafetaria ou grau de acometimento do

déficit intelectual.

Caracterizacdo da tecnologia: Sequenciamento completo do exoma através de

técnicas de sequenciamento de nova geracao.

Pergunta: Diante dos recentes avancos da biologia moleeularis especificamente
das novas técnicas de sequenciamento de DNA, exaoeglementares tem
despontado para incrementar a investigacdo etaogia deficiéncia intelectual
inespecifica, dentre eles, o sequenciamento compietexoma, € neste contexto que
elaboramos a nossa pergunta: Ha evidéncia cienttfie acuracia diagndstica do

sequenciamento completo do exoma para deficiéntgbectual inespecifica?

Busca e analise de evidéncias cientificaBoram feitas buscas de artigos cientificos
com os descritores relacionados a “deficiéncialéntaal”, “exoma” e “diagnéstico”
nas bases de dados do PubMed, LILACS, CRD, Ther@oehl.ibrary e EMBASE.

Resumo dos resultados dos estudos selecionad8glecionamos e analisamos sete
estudos sobre o tema, de acordo com esses ati@gesjdéncias indiretas a respeito da
acuracia do exoma como teste diagnéstico paratigaedo etioldgica de deficiéncia
intelectual inespecifica, porém ainda ndo € poksieeomenda-lo como teste

diagndstico de primeira linha.
Recomendacdes:

( ) Recomendacéo forte a favor da tecnologia
(X) Recomendacéo fraca a favor da tecnologia
( ) Recomendacéo fraca contra a tecnologia

( ) Recomendacéo forte contra a tecnologia

\Y



ABSTRACT

Intellectual disability, also known as mental rdtdion, is defined by significant
limitations of intellectual functioning and adapitehavior, with onset before 18 years
of age. This clinical condition is characterized ity etiological heterogeneity and its
diagnostic investigation is often complex. Afteceat advances in molecular biology
and particularly after the new technologies of DBEquencing, additional genetic tests
have emerged to improve the diagnosis of nonspedifitellectual disability,
among them the whole exome sequencing (which isnall fraction of the whole
genome). Nowadays chromosomal microarrays are ne@ntded as standard first tier
genetic testing, but after the advent of Next Gatien Sequencing, genomic medicine
has proven to be an important diagnostic tool aafyedor genetically heterogeneous
disorders. In this context, we searched for sdiergvidence of the diagnostic accuracy
of whole exome sequencing used for non-syndrontéllactual disability. We selected
and analyzed seven studies about this subject exmrding to these articles there is
indirect evidence about the accuracy of the exoma diagnostic test for nonspecific
intellectual disability, however we cannot recomihéras a first line diagnostic test.
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CONTEXTO

Uma vez diagnosticados clinicamente, os casos fleiéheia intelectual
inespecifica costumam apresentar uma investigagiogica complexa e onerosa dada
a inespecificidade clinica desta condicdo assocedsua ampla heterogeneidade

etiologica.

Do ponto de vista da investigacdo das causas gaséta deficiéncia
intelectual inespecifica, até meados da décadaddes9exames complementares para
elucidacdo diagnostica estavam restritos a técrdeasitogenética cladssica (como o
cariétipo convencional por bandamento G), apos éata abordagens gendmicas de
melhor resolucdo (como “Chromosomal Microarray’jafo incorporadas como teste
diagnostico para esses pacientes, incrementandaéefi© vezes o sucesso diagnostico
dos casos de deficiéncia intelectual inespecifica.

A partir do langcamento comercial das plataformasselglienciamento de
nova geracdo do DNA, a medicina gendmica tem setratms uma importante
ferramenta diagnostica para condigcbes geneticamieeterogéneas e sobretudo o
sequenciamento completo do exoma assumiu posicadeskaque, inicialmente no
ambito de pesquisa e posteriormente na praticacaliromo teste genético para

investigacdo dos casos de deficiéncia intelectgsgecifica.

E valido ressaltar, que mesmo ap06s 0 uso de todosexames
complementares que estavam disponiveis até endéiog caridtipo, teste molecular
para sindrome do X fragil, testes metabdlicos, dofosomal microarray”, a maioria
dos pacientes com déficit intelectual inespecifaamtinuam sem um diagnostico
estabelecido e seus familiares sem aconselhamentidicp adequado. O exoma surge
entdo para agregar esta investigacdo e diante tdas aificuldades diagnésticas,
mesmo sem ter sua acuracia devidamente avaliadanees sido incorporado como
teste diagnostico pela ANS ou pelo SUS, rapidameste exame ganha espaco na
pratica clinica dos geneticistas, neurologistased@igras, tanto no cenario da saude
suplementar (via judicializagdo ou acordos com aghaias de salude, ou mesmo com 0S
proprios familiares custeando o exame), quanto ister8a Unico de Salde (via

projetos de pesquisa).



Sendo assim, este estudo foi proposto no contegtdemporaneo de
avancos na medicina gendmica e preocupacdo comci@nefa alocativa de recursos
nos sistemas de saude publico e privado, levandoossideracdo a recém publicada
Politica Nacional de Atencéo Integral as Pessoas Roencas Raras, na tentativa de
reunir e analisar evidéncias cientificas do usseguenciamento completo do exoma
em comparagdo aos ensaios por microarranjos paestigacdo diagndstica dos
individuos com deficiéncia intelectual inespecifigipsto que o barateamento das
tecnologias do sequenciamento de nova geracaocmopa utilizacdo clinica das
abordagens diagnésticas gendmicas, entretanto stmasendo foram avaliadas no que

diz respeito a acuracia.



PERGUNTA NO FORMATO PICO

Ha evidéncia cientifica de maior acuracia diageéastio sequenciamento
completo do exoma para deficiéncia intelectualpeeffica em comparacdo ao uso dos

ensaios por mircoarranjos?

P: pacientes com deficiéncia intelectual inespecifica
I: sequenciamento completo do exoma

C: Ensaios por microarranjos (“microarray”)

O: acuracia diagndstica / caso diagnosticado



INTRODUCAO

Deficiéncia intelectual, anteriormente denominadatardo mental,
€ uma condicdo etiologicamente heterogénea e afireate definida por limitac6es
significativas do funcionamento intelectual e donportamento adaptativo (incluindo
autocuidados, atividades praticas e habilidademisdéniciadas durante o periodo de
desenvolvimento neuropsicomotor do individuo (ades 18 anosf. A prevaléncia da
deficiéncia intelectual na populacdo geral varialde 2%, sendo mais alta nos paises
em desenvolvimento e no sexo masculino e mais basgpaises desenvolvidos e no

sexo feminind>.

O diagnostico de deficiéncia intelectual é clinsomial; sendo classificada
em leve, moderada, grave e profunda, de acordo cwaweficiente intelectual e do
funcionamento adaptativo dos individBias

Ao contrario do diagndstico clinico da deficiénaidelectual, que muitas
vezes € dado sem muita dificuldade, a investigalpadiagnodstico etioldgico costuma
ser complexa dada a sua heterogeneidade etiol@éra,dos determinantes genéticos,
varios agentes teratogénicos estdo implicados aasas da deficiéncia intelectual,
como alcool etilico, agentes infecciosos, lesfsesugdtivas (como defeitos congénitos
do sistema nervoso central), 0os quais apesar éenssngénitos, ndo necessariamente
sdo geneticamente determinados. Mesmo ao consitEapenas as causas genéticas
de deficiéncia intelectual, € um desafio estabelecediagndstico etiolégico, sobretudo
quando ndo é possivel identificar um quadro sindrénespecific6®®, visto que o
deéficit intelectual pode ser secundario a abermgfi®mossdmicas numéricas ou
estruturais, microdelecbes ou microduplicacdes b@escos cromossémicos),
defeitos génicos (monogénicos ou oligogénicos) @smo resultar da interacdo de
fatores ambientais e genéticos, como acontece cemtenmas doencas complexas de

heranca multifatoridf*®**

Nas condi¢cdes geneticamente determinadas, a defi@iéntelectual pode
ocorrer de forma isolada ou fazer parte de um quadrdromico, ou seja, além do
déficit intelectual, o individuo apresenta outrdeas clinicos que em conjunto

configuram um diagndéstico especifico ou um quadfpico especifico, como por
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exemplo, ocorre na sindrome de Down ou trissomia2tlp que além do déficit
intelectual o paciente apresenta sinais dismorfiaomis que sugerem um diagnéstico
especificd’®> Em ambos os casos, seja deficiéncia intelectdal sindromica ou
sindrdmica, ha um impacto social negativo tant@ g acometidos, quanto para seus
familiares>'**> Esclarecer o diagnéstico para esses individym®senta diminuicéo
da ansiedade para os familiares e cuidadores, ddépossibilidade do estabelecimento
de conduta antecipatéria, informacfes a respeitopagnostico e a oferta de

aconselhamento genético para o propésito e faesirar

Do ponto de vista da investigacdo da etiologia ieméé consenso na
literatura médica para casos de déficit intelectu@d sindrdmico ou inespecifico,
utilizar como teste genético de primeira linha ossagos por microarranjos,
0s chamados “microarrays” ou ainda cariétipo mdiegcusendo incluidos nessa
categoria carray-CGH, ou hibridizagcdo genGmica comparativa, o Sy e a-GH,
ou hibridizacdo genémica erarray9®'®. De fato, esta técnica proporciona uma
cobertura ampliada do genoma, numa resolucao 30 wefes superior ao oferecido
pelo cariotipo convencional. Contudo, a maioria dasos de deficiéncia intelectual
inespecifica continua sem diagndstico etiol6gicd **>19%°21 posto que os
“microarrays” diagnosticam cerca de 10 a 20% dososade déficit intelectual
inespecific®'% frente ao cariétipo convencional (com bandam&jim qual elucida

apenas 3% desses cdSos

A partir de 2005, ap6s o advento do sequenciamdatamova geragao
(Next Generation Sequencipgcorreu o barateamento do sequenciamento do DNA
decorrente da comercializacdo dos sequenciadore§ltidea geracdo(Grafico 1),
que permitem leituras com alto desempenho e geradosd massivos do genoma
humano. Esta nova tecnologia propiciou que o semgm@ento completo do exoma
(regido codificante do genoma humano) despontags®o cteste diagndstico,
extrapolando o contexto de pesquisa, ao qual eststato, devido ao seu alto custo
inicial’®>®. Este método tem sido aplicado cada vez mais &ticgrclinica como
ferramenta diagnostica, sobretudo para os quadnoisos inespecificos, de heranca
monogénica presumida (na qual h4 um Unico gendwdoma doencga), ou com grande
heterogeneidade genética (multiplos genes respeissgelo mesmo quadro clinico),

diante dos quais € dificil estabelecer um Unicoegeandidato para ser testado.



Nessas ocasifes utilizar formas “multiplexadasteftes genéticos, ao invés de testar
varios genes em série, tem se mostrado uma estratggyessante.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Fonte: http://www.genome.gov/images/content/cost

Gréfico 1- Queda de custo por megabase de DNA sequenciada.

Algumas publicacbes sugerem que o0 sequenciamentplem do exoma
deve substituir os ensaios por microarranjos cormestet de primeira linfa
Até o presente momento, estes testes tém sidosigad série, de forma sequencial,
diante da auséncia de mutacdes causais que posskamreeer o diagndstico com 0 uso
do “microarray”, ou seja, quando o resultado ddetes negativo, emprega-se 0
sequenciamento completo do exoma. E valido ressglia os dois exames n&o
necessariamente se sobrepfem, j4 que o exomarapressultados predominantemente
gualitativos e se concentra na andlise das regid@dificantes do genoma, enquanto 0s
ensaios por microarranjos apresentam uma cobeamara ampliada e distribuida em
todo o genoma, e oferecem resultados predominantenggiantitativos. Contudo héa
uma sobreposicdo ainda de magnitude indeterminatae eos dois exames,

como é comum nas novas tecnologias que surgeneaarédicd >
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E vélido ressaltar que apesar da associacdo desakveabordagens
diagnésticas, incluindo ensaios por microarranjosseguenciamento do exoma,
a causa da deficiéncia intelectual inespecificaticoa sem esclarecimento em
60 a 80% dos casbd? Ao considerarmos apenas os casos de déficieaitell grave,
nos quais ha maior chance do achado de um defsitetigo causal, a taxa diagndstica é
de 42% apds o sequenciamento completo do genordeniaa mais sensivel disponivel

no momento, visto que sequencia virtualmente togenrmma humaria

Recentemente no Brasil, a ANS (Agéncia Nacionabdéde Suplementar)
incorporou como método complementar de diagnostiom diretriz de utilizacao,
0 “microarray” para casos de atraso de desenvohtioneeuropsicomotor ou deficiéncia
intelectual, mas este teste genético nao foi imwagp como exame diagnostico de
primeira linha, sendo exigido o caridtipo conveneip além de outros critérios
clinicos®. Tal restricdo ao uso do “microarray” aparentemendio embasada em
evidéncia cientifica vai de encontro ao que estddsedefendido pela literatura

médicg,11,15,16,18,1'9

No ambito do SUS (Sistema Unico de Saude), a PaliNacional de
Atencdo Integral as Pessoas com Doencas Radiiializada pela Portaria N° 199,
de 30 de janeiro de 2014, publicada pelo MinistéaoSaude, prevé a realizagdo de
microarray para investigacao etioldgica de condigdmicas que envolvem deficiéncia
intelectual. Contudo, tanto o sistema publico keasi, quanto o privado ainda nao
consideram a possibilidade de utilizar o sequensmm completo do exoma como
exame diagnostico, de forma sistematica. Este t&stesendo custeado pelas préprias
familias dos pacientes, sem uma contrapartidaidtes s de saude, ou quando ha este

tipo de contrapartida, geralmente € via judicigi@a

Diante das atuais perspectivas dos testes gendneicdss potenciais
vantagens do uso do sequenciamento do exoma faestensaios por microarranjos,
como exame de primeira linha, o presente estudo demo objetivo buscar as
evidéncias disponiveis da acuracia diagnésticaedaesciamento completo do exoma
em comparacao aos ensaios por microarranjos peienpes com deficiéncia intelectual

inespecifica.



DESCRICAO DA TECNOLOGIA

SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO - SEQUENCIAMENTO
COMPLETO DO EXOMA

O material genético humano, ou genoma humano, é@astim por DNA,
ou acido desoxirribonucleico como é denominadaestraitura quimica, organizado em
dupla fita espiralada, distribuido tanto no nudaetular (DNA nuclear), quanto dentro
das mitocondrias (DNA mitocondrial). O exoma € udmainuta porcdo do genoma
humano(Figura 1), que corresponde ao conjunto de todos os éxogemoma, isto é,
a porcao codificante do genoma, ou ainda, a redpadNA que de fato € traduzida em
proteinas. Quantitativamente o exoma responde poosde 2% do genoma humano,
mas é nesta pequena por¢cdo do DNA que se cona@mi@oria das mutacdes com
potencial patogénico e que Ssao responsaveis pelasncas determinadas
geneticamenté?®

DNA

Figura 1- Representacdo esquematica do exoma em comparagioo cgenoma



humano.

O sequenciamento do DNA, ou melhor, a determinat®icequéncia de
suas bases nitrogenadas (adenina, citosina, guamnitiaina) iniciou com um processo
artesanal, descrito por Sarfer este método de eletroforese capilar para
sequenciamento de DNA foi automatizado em meadd®de, o que permitiu seu uso
em larga escala e a elucidagdo de varias condicbeikas de base genética,

de maneira que foi e ainda é de grande valia paredicind”.

A partir de 2005, comegaram a ser comercializestatmetudo em contexto
de pesquisa, as novas plataformas de sequencianembA, providas de uma nova e
mais eficiente tecnologia (sequenciamento de novaeracgo -
Next Generation Sequenc)ndaseadas em sua maioria em clonagemvitro,
suporte solido de sequenciamento e pirosequenctamabandonando a eletroforese
em gel para separacdo de fragmentos e outras elalpasosas do processo de

sequenciamento pelo método de Safigér*

Estas novas plataformas representadas pela 454 HBhX Roche,
Solexa da lllumina, SOLid System da Applied Biesyst lon Torrent da Life
Technologiesdentre outras, utilizam métodos diferentes dalais® sequenciamento
convencional ou de Sanger, e diferem entre si @ldopde vista de tecnologia de
sequenciamento, mas possuem caracteristicas enmtaue serdo ressaltadas e em
conjunto, as colocam em uma categoria de maioiéafiia- 0 sequenciamento de nova

geracad’®

Apesar de competirem comercialmente e de serem intdst
metodologicamente, os sequenciadores de nova geragépartiham algumas
caracteristicas tecnologicas e geram informacOessines a respeito da sequéncia do
DNA. Engquanto o sequenciamento pelo método de $@aga informacdes no nivel de
centenas de pares de base, o sequenciamento degeagio é capaz de fornecer
leitura de milhares de pares de base em uma Ueéc#o (corrida). Desta forma, com
esta nova tecnologia € possivel sequenciar vaeinssgem paralelo, 0 exoma inteiro, ou
todo o genoma em uma unica corrida; ao passo queocgequenciamento por Sanger

apenas é possivel obter informacées de fragmeptgemnks.

Uma descricdo mais detalhada do sequenciamentoowke geracdo esta

disponivel ncAnexo 1



ESTRATEGIA DE BUSCA

Para compor o corpo da evidéncia cientifica bussagsbudos originais,

contendo dados primarios do uso diagndéstico doeseiamento completo do exoma e

“microarray” em pacientes com deficiéncia intelettinespecifica ou ndo sindrémica.

Consideramos como desfecho o estabelecimento dmdtitico através deste teste

diagndstico, independentemente do tipo de mutagéonérada. As buscas foram feitas
nas bases de dados do PubMED, The Cochrane Lilridaigs, CRD e EMBASE, o0s

descritores usados em cada plataforma estdo didatiesmte discriminados no quadro 1.

A Ultima revisédo da busca foi realizada em 15/01526 n&o houve restricao

idiomatica ou limitacdo no que diz respeito a digublicacdo do artigo, ou grau da

deficiéncia intelectual, ou idade dos pacientes.

Quadro 1- Quadro resumo da estratégia de busca usada nasadiEases de dados,

considerar o operador boleano OR dentro das cékriladND entre as

células de uma mesma linha. Na Ultima coluna estérichinada a
guantidade de estudos em 15/01/15.

PubMed-MeSH

Intellectual disability
OR Mental retardation

Exome

Diagnosis

146

LILACS (BIREME) —

Intellectual disability

DeCS Exome Diagnosis 0
CRD Intellectual disability Exome Diagnosis 1
The Cochrane Library Intellectual disability Exome Diagnosis
Intellectual impairment Diagnostic
EMBASE - Emtree OR Mental deficiency ExoSn;e iﬁcliz:ome accuracy OR 339
q 9 Diagnosis

NCBI-PubMed: (“Intellectual Disability” OR “Mental retardatiof’/AND (“Exome’ ) AND “Diagnosis”

EMBASE: (“Intellectual

Sequencing”) AND (“Diagnostic Accuracy” OR “Diagne?.

Impairment” OR “Mental deficiency”)AND (“Exome” OR “Exome

Center for Review and Dissemination (CRD): “Intellectual disability” AND “exome” AND

“diagnosis”
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LILASCS: “Intellectual disability” AND “exome” AND “diagnois”
THE COCHRANE LIBRARY: “Intellectual disability” AND “exome” AND “diagnois”

A busca supracitada também foi feita agregandoeosds “microarray
analysis”, “chromosomal microarray” e “Oligonuclel® array sequence analysis”
(Quadro 2), que seria o comparador, ou referéncia, ou ce-emtirdo, mas essa
estratégia de busca nao resultou em nenhum aiBgtifto e como nosso objetivo é
avaliar a melhor evidéncia disponivel da acura@gribstica do uso do exoma para o
diagnostico de deficiéncia intelectual, abrimos raocomparacdo direta dessas duas
estratégias, 0 que seria 0 estudo metodologicaneedt em detrimento de avaliar o

gue ha disponivel hoje na literatura médica a isge assunto.

Quadro 2- Quadro resumo da estratégia de busca propostalinante nas diversas
bases de dados, considerar o operador boleano @O0 d#as células e
AND entre as células de uma mesma linha. Na dUltcoluna esta

discriminada a quantidade de estudos em 15/01/15.

Intellectual
PubMed- disability OR Microarray . .
MeSH Mental =l analysis DIEes e

retardation

Microarray

LILACS analysis OR
(BIREME) Int_ellegt.ual Exome Oligonucleotide| Diagnosis 0

disability
— DeCS array sequence|

analysis

CRD Intellectual Exome Chromosomal | Diagnosis 0

disability microarray

Microarray
The analysis OR
Cochrane Ir(]jtzgiﬁtltj al Exome Oligonucleotide | Diagnosis 0
Library y array sequence
analysis

Intellectual Diagnostic

EMBASE - | impairment 2 CUIOIR Chromosomal accuracy
Exome . 0

Emtree OR Mental SN microarray OR

deficiency q 9 Diagnosis
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SELECAO DOS ARTIGOS

A busca inicial resultou em 146 artigos cientifico® PubMed,
um Unico artigo na base de dados CRD e 339 estoidimsdos do EMBASE. Nao
foram identificados estudos, relacionados ao temaartir das plataformas LILACS e

The Cochrane Library.

Inicialmente foram excluidos pelo titulo e resunaocattigo os estudos com
abordagem doenca-especifica ou gene especifica,ggoimesmos se limitam a um
diagnéstico especifico(Fluxograma 1), que ndo o de deficiéncia intelectual
inespecifica. Também foram removidos artigos qgerfo do tema como os que tratam
de diagndstico fetal ou pré-natal, os estudos emetncanimal e os nao relacionados

com deficiéncia intelectual.

Apés este primeiro filtro restaram 47 artigos digeds provenientes das
plataformas EMBASE e PubMed, dos quais oito estasaplicados nas duas bases de
dados. Os 39 estudos restar{tasexo 2)foram lidos na integra e foram eliminados os
artigos de opinido, que trazem uma reflexdo sobten@ e os de revisdo descritiva,
que nao trazem dados primarios; também foram detiras resumos e as apresentacdes

orais. Enfim, ficamos com sete artigos publicadparar de 2012.

CRD LILACS PUBMED The (_i(x:hrane EMBASE
1 estudo 0 146 estudos l'b(r]arv 339 estudos
[j

Removidos artigos
duplicados

[ 39 estudos ] ]

Removidos artigos de
opinido, apresentagao

oral e resumos

[ 7 estudos ]

Fluxograma 1- Fluxograma demonstrando a selecdo dos artigos.
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DESCRICAO DOS RESULTADOS

Os resultados dos artigos selecionados estdo régsinma tabela 1 e

descritos abaixo.
Rauch et al, 201%°

Rauch e colaboradores conduziram entre o periodeveeeiro a novembro
de 2011 um estudo caso-controle, que recrutouifhgas, sendo 32 do sexo feminino
e 19 do sexo masculino, provenientes da Alemarhaiga com deficiéncia intelectual
grave, cujos pais eram pais higidos e nédo consamgsii Todos 0s casos tinham
diagndstico clinico de déficit intelectual ndo sirdico e 48 deles apresentaram Q.I.
abaixo de 60; os pacientes ja tinham sido previsnenbmetidos a investigacao
diagnéstica com cariétipo molecular com resultadentad da normalidade.
Como controle populacional, foram recrutados 28st(caso indice e seus respectivos
pais) de pacientes diabéticos, totalizando 60 otm®r sem déficit intelectual.
Os pais dos afetados também foram consideradogotmmtfamiliar e ao todo,
foram sequenciados 213 exomas (51 casos + 102dpaisfetados; 20 controles +
40 pais dos controles) através do sequenciadorgH2ZB@0 com cerca de 90% dos
nucleotideos com uma cobertura de pelo menos 20Xemsibilidade estimada para
deteccdo de cada nucleotideo foi de 97,5%. DosaSas¢ 16 pacientes apresentaram
mutagao nova, em genes sabidamente envolvidos eamo mental. Entretanto duas
mutacdes foram consideradas benignas e outras tdmalsem ndo puderam ser
implicadas com o diagnostico de deficiéncia intielalc de forma que em 12 dos
51 casos (23,5%) foi encontrada uma mutacdo cagsal provavelmente esta

relacionada ao diagnostico de deficiéncia intelatéo sindrémica.

Athanasakis et al, 201%

Neste estudo, os autores fizeram sequenciamentpletmndo exoma de
nove pacientes com diagnostico de deficiencia antehl ndo sindrémica
de leve a moderada. Esses nove casos foram s@do®nde uma coorte de
236 pacientes com déficit intelectual, dos quaiscigos tiveram seu diagnostico
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elucidado através de SNP Array, dentre os 179mestaforam considerados critérios
de inclusdo para realizacdo do exoma, cariGtipmmabrteste molecular para sindrome
do X fragil negativa e auséncia de CNV’s patolégiaietectadas ao SNP array.
O sequenciamento do exoma foi realizado atravéglataforma Illumina HiScanSQ

com o kit comercial Tru Seq Exome Enrichment de B2Mcobertura média de 31
vezes. Dos 9 casos selecionados, trés (33,33%pativeeu diagndstico esclarecido

(com mutacgOes causais identificadas) apds o usxana.

Hamdam et al, 2014’

Os autores sequenciaram o exoma de 41 individ@dqkexo masculino e
23 do sexo feminino), bem como de seus pais (nétadds). Todos 0s pacientes,
recrutados apos diagnostico de déficit intelectnatierado ou grave, tinham resultado
de hibridizacdo genémica comparativa normal e mesantavam sinais clinicos que
sugerissem um quadro sindrbmico. Os exomas foraqueseiados através do
lllumina HiSeq2000. Em 12 dos 41 individuos estadafibram encontradas mutacdes
novas em genes sabidamente envolvidos com defigi@énielectual, as quais foram

consideradas responsaveis pelo diagndstico datdéfalectual (29%).

Helsmoortel et al, 2013

Neste estudo foram selecionados dez pacientes it dntelectual
inespecifico de leve a grave e sem diagndstico culale confirmado (previamente
submetidos ao cariétipo convencional, SNP-arragséetmolecular para sindrome do
X fragil). O sequenciamento completo do exoma faitof através do
HiSeq 2000 (lllumina) com cobertura média de 92Kés mutacbes causais distintas
foram detectada em 3 individuos estudados (30%cdsss diagnosticados através do

exoma).

Willemsen et al, 2014*

Os autores avaliaram uma série de 253 pacientes diagnostico de
deficiéncia intelectual sem etiologia definida. 6tuelo foi dividido em duas fases:
A primeira fase denominada "Fase diagnéstica” e uwegunda fase chamada
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“Fase de pesquisa relacionada ao diagnéstico”irAgira fase incluiu avaliagéo clinica
e testes genéticos usados rotineiramente (micsgarrestes metabdlicos,

teste molecular para Sindrome do X fragil). Nestagira fase do estudo o diagnéstico
foi elucidado em 43 individuos (18,4%) dentre 2®&$tddos. Na segunda fase,
apenas 42 trios (caso indice + pais) tiveram seamaxsequenciado, dentre eles,
14 individuos afetados tiveram o diagndstico edtaino através da identificagdo de

mutacdes novas (33,3%).

Ligt et al, 2017°

Os autores avaliaram cem pacientes (53 mulher@shemens) com déficit
intelectual grave (Q.l. abaixo de 50) e seus rdsmec pais nao afetados;
todos os pacientes foram submetidos a avaliacacétigerclinica e extensiva
investigacdo propedéutica complementar (inclusiveam cSNP array e testes
metabdlicos) e todos permaneceram sem diagnésticldgico. Cada trio teve seu
exoma sequenciado através do SOLID 4 System e 7facies novas foram
identificadas, das quais 16 eram sinbnimas (seevagtia clinica) e 63 eram néo-
sinbnimas. Dentre as 63, apenas 13 foram desemtagenes sabidamente envolvidos
com deficiéncia intelectual e foram consideradasais. Outras 3 mutagdes novas em
genes candidatos para déficit intelectual foram tggmsmente implicadas no
diagndstico (a partir de uma série de 765 casa$etieit intelectual que confirmou os
achados dos genes candidatos em outros paciemegéfizit intelectual). Sendo assim,
dos cem casos analisados, o diagndéstico foi dad6efd deles pela da realizacdo do

sequenciamento completo do exoma.

Ligt et al, 2013

Neste trabalho o autor sequenciou o exoma de déwidnos com
deficiéncia intelectual sabidamente com ao menos wteragcdo do tipo CNV
(copy number variation) detectadas através de SNR-aAo todo, os dez individuos
possuiam 12 CNVs patoldgicas. O estudo tinha cobjetivo investigar o potencial

diagnéstico do exoma em detectar CNV com difererdagoritmos analiticos.
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Onze dos 12 CNVs clinicamente relevantes foramctides pelo sequenciamento
completo do exoma (88,8% das variantes foram ifiesdias pelo novo método).

Tabela - Resumo dos resultados dos artigos analisados.

Rauch et al, 2012 51 12 (23,5%)
Athanasakis, et al
! 0,
2013 9 3 (33,3%)
Hamdam, et al 2014 41 12 (29,3%)
Helsmoortel, et al
! 0,
2014 10 3 (30%)
Willemsen, et al 2014 42 14 (33,3%)
Ligt et al, 2012 100 16 (16%)

Obs. O estudo de Ligt et al, 2013 n&o foi incluido aiaeia pois todos os pacientes que foram testados
por exoma, sabidamente ja apresentaram alteragé@ocemarray.
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AVALIACAO DA QUALIDADE DA EVIDENCIA

Dos sete artigos analisados, todos sdo observésiaiaatipo coorte clinica,
série de casos, ou ainda caso-controle, com baiédgde de evidéncia de acordo com
o GRADFE®, A maioria desses estudos n&o foi desenhada padia mdesempenho do
teste, ou a acuracia diagnostica em termos de bidetmie e especificidade.
Nenhum trabalho citado aplica o teste diagnost@diado (exoma) em paralelo com o
teste padrdo de referéncia (array-CGH ou SNP arfay)contrario, todos os estudos
aplicam os testes em série, isto €, 0 sequenciamntexoma sé é realizado nos
individuos que apresentaram ensaio por microasadgntro da normalidade. Este
tipo de abordagem nao fornece os dados necesgaaies preencher a tabela de
contingéncia 2 X 2, sendo assim, ndo é possivellealos valores de sensibilidade e
especificidade para o novo teste. O Unico attigme aplica o exoma em individuos
com resultado alterado no teste padréo, ndo desereyplicacdo do teste para o grupo

que teve o resultado normal.

Outra questdo metodoldgica dificil de ser harmatdazé a variedade de
sequenciadores e plataformas usadas em cada estudsplucdo e a cobertura do
sequenciamento também podem ser fontes de vaiiagétes a execucao do teste e
nem sempre sao devidamente descritas nos artigoglgOritmos analiticos igualmente

diferem entre si e potencialmente séo capazes dédicao o resultado final do teste.

Todos os artigos analisados tém um ndamero amoséiativamente
pequeno, ao considerarmos uma condicdo clinicandoe rara (prevaléncia maior que
1% na populacdo geral), ao contrario da maioria dasdicbes determinadas
geneticamente. O estudo com maior niumero de pasidont conduzido por Ligt e
colaboradores (n=100) e selecionou apenas indigidimm deficiéncia intelectual
grave, este estudo foi 0 que proporcionalmentendisticou 0 menor nimero de casos
(16%). A selecdo de pacientes com deficiéncia eotahl grave pode gerar um viés
amostral em potencial, uma vez que quanto maiegrayrau da deficiéncia intelectual,
em teoria, maior é a chance de se achar um detanteigenético para esses casos — 0
gue poderia favorecer a tecnologia em estudo, tanteeeste foi 0 estudo com a menor

taxa diagnéstica.
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Diante dessas falhas metodoldgicas dos artigoscqugdem o corpo da
evidéncia deste estudo secundario, consideramos givel das evidéncias encontradas

é baixo.
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DISCUSSAO

Como nenhum estudo demonstrou uma comparacdo Oaefi® oS
dois testes diagnosticos, ou seja, a partir dosdest analisados néo foi possivel
comparar integralmente o teste padrdo (“microajragm o novo teste diagndstico
(exoma), parcialmente este fato pode ser explipadama questao temporal, quando o
exoma surgiu para uso diagnoéstico, o “microarrag®” vinha sendo amplamente
empregado, de maneira que partiram para invesbgam@ exoma apenas 0s pacientes
que ainda nado tinham elucidagdo diagnéstica comrmigrtarray”’, entdo € prudente
ressaltar que a evidéncia existente a favor do disgndstico do exoma para
investigacao de déficit intelectual é indireta,we gliminui a forca da recomendacéo a

favor da nova tecnologia.

Entretanto, apesar de ndo ser possivel estimar gnitmde do efeito,
através da valoracdo da acuracia, vale saliengataplos os estudos séao favoraveis ao
uso diagnostico do exoma para deficiéncia inteddaa maioria deles o utilizam diante
de um resultado de ensaio por microarranjos normealyo pelo trabalho de
De Ligt 2013 que sugere o uso do exoma como tespegicheira linha para investigacao

de deficiéncia intelectual.

Uma importante caracteristica favoravel ao exomgué o dado bruto
gerado (a sequéncia propriamente dita), isto ésaltado do exame pode ser revisitado,
reanalisado e reinterpretado a medida que o cankatd médico evolui. Neste teste
ndo ha um desfecho dicotdmico (“positivo ou negdjivmas sim uma lista de
variantes, que podem ndo elucidar o diagnéstico praneiro momento,
mas posteriormente variantes de significado ingestiern assumir um valor patologico
ou benigno. O resultado do exoma € potencialman@ardco e a acuracia diagndéstica
pode aumentar na medida em que o conhecimento rddicgge médica se consolida,
além do que, gracas a possibilidade da reinteg#tetdo exame, evita-se uma nova
coleta e o custo da realizacdo de um novo procedane

Outro ponto que deve ser considerado antes decseporar este teste,
diz respeito as questbes éticas inerentes a madigeanémica. Conforme dito

anteriormente, 0 exoma € apenas uma ferramentadditica e sua utilidade néo esta

19



restrita aos casos de deficiéncia intelectual, poaie ser de grande valia na elucidacao
de qualquer condicdo de etiologia genética (ndanaessdmica), inclusive para uma
doenca que ainda ndo se expressou clinicamenteparas qual existe a determinacao
genética no individuo. Esses achados que nao reieessnte estao relacionados com o
diagnéstico principal (motivo pelo qual o exame fiito), mas que podem constar no
resultado do exame chamamos de achados incidentai®cundarids Os achados
incidentais dos testes genéticos sédo fontes dempmEé pois alguns diagnosticos
genéticos sao passiveis de uma intervencdo méeliapéutica, no entanto, muitos
desses achados secundarios ndo o sado, e podeserggraim transtorno ao paciente e
a seus familiares o simples fato de ter aquelanmdgdo precocemente, sem que nada
possa ser feito para evitar o curso da do@fit4" Sendo assim, a forma de transmitir
0s achados incidentais dos testes genéticos paacantes e seus familiares ainda esta
em ampla discuss&o na comunidade cientffitd**3

Esta nova tecnologia representa ndo somente untagesn em termos de
acuracia diagnostica para deficiéncia intelectuahs uma verdadeira quebra de
paradigma para a genética meédica, a medida que itpertastar paralela e
qualitativamente véarios genes de um mesmo individugue € particularmente Gtil nos
casos em que ndo ha um achado clinico que evoquealiagmostico especifico,
como ocorre na deficiéncia intelectual inespecifieafim, trata-se de um Unico exame
disponivel para distintas condicfes clinicas que tevolucionado as perspectivas
médico-diagndsticas ao redor do mundo.

Quanto ao uso do exoma no inicio ou no fim da itgasdo diagnostica,
se ele deve ser usado antes ou depois dos ens@iasigroarranjos, se devemos
assumi-lo como teste diagnéstico de primeira liffzeia os casos de deficiéncia
intelectual inespecifica, sdo questdes ainda emicalmeesmo levando em consideracao
a melhor evidéncia disponivel no momento. Sugeriomosestudo de acuracia e em
seguida de custo-efetividade que realize os dommes (exoma e ensaio por
microarranjos) nos mesmos individuos, paralelamentendependentemente dos
resultados e calcule os custos dos dois procedisgnara que seja possivel estabelecer
em que ordem devem ser aplicados. E importanteaaeskaltar a importancia de se
realizar estudos de microcusteio de ambos os td&gadsticos no cenario nacional,
uma vez que ndo ha dados referentes aos cust@s gesesedimentos em nosso pais e
os raros estudos internacionais nao refletem aanesdidade. Apesar do exoma e dos

ensaios por microarranjos ja estarem disponivel ecommente no Brasil, temos
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apenas o preco final praticado ao consumidor, osgb&amente ndo corresponde aos

custos dos exames.
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RECOMENDACAO

Diante da complexidade da investigacao etiologacdeficiéncia intelectual
inespecifica, do efeito deletério da auséncia dgrdistico para familiares e cuidadores,
da possibilidade de oferecer aconselhamento gengéica os familiares interessados
apos o estabelecimento do diagnostico (considerada externalidade positiva
intangivel) e ainda considerando as evidéncias odigpis no momento e o
barateamento desta nova tecnologia propiciado gefaenciamento de nova geracao,
recomendamos 0 uso diagndstico do exoma para @wdiai intelectual inespecifica

(nivel da recomendacéo fraca).

22



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Tassé M. Whast’'s in a Name? Intellectual and dewedmtal disabilities.
Abr. 2013;v.51, n.2,p.113-6.

2. Shalock R, et al. The renaming of mental retardatigonderstanding the change to
the term intellectual disability. Intellectual axdévelopmental disabilities. Abr. 2007;
v.45, n.2,p.116-24.

3. Tassé M, et al. AAIDD Proposed Recommendationd@@-11 and the Condition
Previously Known as Mental Retardation. Intellettaad developmental disabilities.
Abr, 2013;v.51, n.2,p.127-31.

4. Salvador-Carulla L. Intellectual developmental diwys: towards a new name,

definition and framework for “mental retardationéhectual disability” in ICD-11.

5. Papazoglou, 2014. To ID or Not to ID? Changes imas€ification Rates of
Intellectual Disability Using DSM-5.

6. Greenspan, 2014. Intellectual disability as a dieprof reasoning and judgement:
the gradual move away from intelligence quotienkiogs.

7. Kaufman L, Ayub M, Vincent JB. The genetic basisnoh-syndromic intellectual
disability: a review. J Neurodevelop Disord (2020)82-209.

8. Rauch A, Hoyer J, Guth S, et al. Diagnostic yield/arious genetic approaches in
patients with unexplained developmental delay ontaleretardation. Am J Med Genet
A 2006; 2063-74

9. Helsmoortel C, Vanderweyer G, Ordoukhanian P, VameuWNerburgh F,

Van der Aa N, Kooy RF. Challenges and opportunitiesthe investigation of

unexplained intellectual disability using familydesl whole-exome sequencing.
Clin Genet 2014.

10. Rosell6 M, Martinez M, Monfort S, Mayo S, Oltra Srellana C. Phenotype
profiing of patients with intellectual disabilityand copy number variations.

European Journal of Paediatric Neurology 2014.

23



11. Coutton C, Dietrich K, Satre V, Vieville G, MambthrF, David M, et al.
Array—CGH in children with mild intellectual disdiby: a population-based study.
2014. Eur J Pediatr.

12. Topper S, Ober C, Das S. Exome sequencing and ehetigs of intellectual
disability. Clin Genet. 2011;80:117-26.

13. Einfeld SL, Ellis LA, Emerson E. Comorbidity of altectual disability and mental
disorder in children and adolescents: a systematitew. J Intellect Dev Disabil.
2011;36:137-43.

14. Willemsen MH, Kleefstra T. Making headway with gBoediagnostics of
intellectual disabilities. Clin Genet. 2014;85:100.-

15. Moeschler JB. Comprehensive Evaluation of the CWiith Intellectual Disability
or Global Developmental Delays. Pediatrics. Sed2@dl 134,n. 3.

16. Miller. Consensus Statement: Chromosomal Microansaya First-Tier Clinical
Diagnostic Test for Individuals with Development8lisabilities or Congenital
Anomalies. 2010.

17. Flore. Updates in the Genetic Evaluation of theldhiith Global Developmental
delay or Intellectual Disability. 2012.

18. Sagoo. Array CGH in patients with learning disapilfmental retardation) and
congenital anomalies: updated systematic reviewmaath-analysis of 19 studies and
13,926 subjects. 20009.

19. Rauch. Range of genetic mutations associated withre non-syndromic sporadic

intellectual disability: an exome sequencing stuBA2.

20. Ligt J, et al. Diagnostic Exome Sequencing in Pesswith Severe Intellectual
Disability. The New England Journal of Med. 2012

21. Carvill GL, Mefford HC. Microdeletion syndromes. ent Opinion in Genetics &
Development. 2013; 23:232-9.

22. Hamdam FF, et al. Excess of De Novo Deleteriousaliains in Genes Associated
with Glutamatergic Systems in Nonsyndromic Intdllat Disability. The American
Journal of Human Genetics. 2011:88:306-16.

24



23. Robinson. Whole exome sequencing for finding deonowtations in sporadic
mental retardation. 2010.

24. Vissers, et al. Ade novo paradigm for mental retardation. Nature Genetics
2010;42:1109-112.

25. Gilissen C, et al. Genome sequencing identifiesomzguses of severe intellectual
disability. Nature. 2014;vol 511:344-7.

26. Ku CS, et al. Exome sequencing: Dual Role as advesty and Diagnostic Tool.
Ann Neurol. 2012;71:5-14.

27. Polychronakos C, Ku CS. Exome diagnostics: alreadnreality? J Med Genet
2013;48:579.

28. Majewski J, et al., 2012. What can exome sequendmdor you? J Med Genet
2011;48:580-9.

29. Desai AN, Jere A. Next-generation sequencing rdadyhe clinics? Clin Genet.
2012;81:503-10.

30. Nelen. Genome and exome sequencing in the climiociaged genomic approaches

with a high diagnostic yield. 2012.

31. Ligt J, et al. Detection of Clinically Relevant Goplumber Variants with Whole-
Exome Sequencing. Human Mutation. 2013;34:1439-48.

32. Agéncia Nacional de Saude Suplementar (Brasil). d@d’rocedimentos e Eventos
em Saude: RN 338/2013 / Agéncia Nacional de Sauge®entar (Brasil).

33. Ministério da Saude. Politica Nacional de Atencétedral as Pessoas com
Doencas Raras. Portaria N° 199, de 30 de janeig®tié.

34. Bick D, Dimmock D. Whole exome and whole genomeuseging. Curr Opin
Pediatr. 2011;23:594-600.

35. Metzker M. Sequencing technologies - the next gemer. Nature Genetics.
2010;vol 11:31-46.

25



36. Athanasakis E, et al. Next Generation Sequencinjjansyndromic Intellectual
Disability: From a Negative Molecular Karyotype @#oaPossible Causative Mutation
Detection. Am J Genet Part A 2013;164A:170-6.

37. Hamdam, et al. De Novo Mutations in Moderate oreBeuntellectual Disability.
PLoS Genet. 2014;10(10).

38. Grading of Recommendations Assesment, DevelopnmehEsaluation - GRADE.

www.gradeworkinggroup.org

39. Townsend A, et al “I want to know what’s in Pand®r8ox: Comparing
Stakeholder Perspectives on Incidental Findings Ghinical Whole Genomic
Sequencing”. Am J Med Get. Part A 2012;158A:2519-25

40. Biesecker LG. Incidental Variants Are Critical f@enomics. The Am J Hum
Genet. 2013;92:648-51.

41. Christenhusz GM, Devriendt K, Peeters H, Vans Es$th Diedrickx K.
The Communication of Secondary Variatns: Interviawth Parents whose Children
have Undergone Array-CGH Testing. Clin Genet. 286¢):207-16

42. Green RC, et al. ACMG Recommendations for Repomihgpcidental Findings in
Clinical Exome and Genome Sequencing. Genet Me®8;2617):565-74.

43. Burke W, et al. Recommendations for retourning geicoincidental findings?
We need to talk! Genet Med. 2013;15(11):854-9.

26



ANEXO 1

DESCRICAO DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO E DA TE CNICA
DE “MICROARRAY”

O sequenciamento completo do exoma, como o0s daestss de DNA,
pode ser realizado a partir de sangue periféricod® outra amostra biolégica que
contenha células nucleadas), do qual se extrai & @&hdmico; a partir do DNA total,
capturam-se 0s éxons das amostras (preparac¢abligdéeion). Em seguida a captura dos
éxons, as bibliotecas sdo sequenciadas em aparethext-Generation”.

As sequéncias geradd§eads”) sdo alinhadas com o genoma de referéncia e as
alteracbes candidatas s&o identificadas e filradasvés de ferramentas de
bioinformética. Um quadro esquematico com as fasegienciais de todo o processo

esta exposto a segi@uadro abaixo).

Ap6s a amostra ser submetida ao sequenciamentooda geracao,
os dados produzidos sdo da ordem de gigabasesopidac(reacdo). Geralmente,
as sequéncias sao curtas e ha necessidastdtdaresde analise com grande poder de
processamento. A qualidade dos dados obtidos sécélinente averiguada com
ferramentas de bioinformatica. As sequéncias gerpdl equipamento séo filtradas de
acordo com escores de qualidade e aquelas corms ninferiores ao estipulado sao
removidas. As amostras sdo entdo alinhadas ao gedemeferéncia com algoritmos
de alto desempenho e os arquivos resultantes sawrtidos para o formatos mais

acessiveis para simplificar as analises subsemiente

Diferentes algoritmos analiticos dependendo do ioadie doenca estudado

podem ser usados, considerando tanto os dadosogligianto as sequéncias geradas.

Como padréo-ouro para a investigacdo da etiologreética dos casos de
deficiéncia intelectual, temos 0s ensaios por raitemjos, esta técnica de “microarray”
consiste em uma colecdo de moléculas de DNA dedfiiaa marcadas com um
fluoréforo e fixas em um substrato solido - lamoa chip de DNA - sobre a qual é
depositada a amostra de DNA a ser testada paracquea uma reacao de hibridacéo.
Como as sequéncias das moléculas de DNA fixasmiadé(sondas) sdo conhecidas e
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representativas de todo o genoma, apdés a hibridéc¢Bmta a analise do chip por

softwares especificos que identifica perdas e/mhagm de material genético, sendo

assim, esta técnica realizada de maneira autordatiganterpretada por profissional

especializado tem grande empregabilidade clinicager@tica médica pois permite

detectar desbalan¢cos cromossdmicos como microdsleedmicroduplicagbes numa

resolucao superior ao cariotipo convencional.

Quadro- Fases basicas representativas do processo desiguento de nova geracao.

Extracdo do DNA genémico a partir de
amostras de sangue periférico

Realizada através da técnica fenol-cloroférmio,s kde
extracao ou similar

Purificagdo do DNA gen6mico

Através de kits comerciais de purificacdo o DNAako¢
otimizado para 50ng de DNA gendmico total. A taa
absorbancia 260/280nm que mede a pureza da andested
estar entre 1.8 € 2.0

Tagmentacéo do DNA genémico

L

O DNA gendmico purificado é fragmentado e, de foima

simultanea, sdo adicionadas sequéncias adaptataga¥ ao
mesmo. Ambas as reacbes sdo catalisadas pela e
Nexteratransposoma. Sao adicionados 20ul de [
gendmico (2.5ng/ul) a 25ul de tampao TD e 5ul dzinea
TD (enzima de tagmentagdo do DNA). A reacao é freaids.
para um termociclador onde é submetida a incubagifC
durante cinco minutos.

Purificacdo do DNA genémicotagmentado

O DNA tagmentado é novamente purificado e a pagio é
realizada através de esferas magnéticas com kitercais.

Amplificacdo por PCR

O objetivo desta etapa é amplificar o DNA tagmentad
purificado através de um programa de PCR em
termociclador. A reacao de PCR ira inserir indexasloe
adaptadores comuns, necessarios para a geracéistiesce
sequenciamento das amostras, que serao transfpecasim
termociclador e submetidas ao seguinte progrg
incubagbes por 72°C por trés minutos e 98°C por
segundos, seguidos de 10 ciclos de 98°C por 10ndegu

60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e agéolb

final a 72°C por cinco minutos.

nzima
DNA

um

ima:
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Purificagdo do produto de PCR

Séo utilizadas novamente as esferas magnéticagsdeAk
esferas irdo purificar a biblioteca de DNA, alémremover
fragmentos muito pequenos da populacéo total déaulals.

Primeira Hibridacdo

Este processo permite que as regides que queraptsar e
enriquecer (exoma) se liguem as sondas de capfaa
realiza-la, sado utilizados 500ng de cada bibliot
quantificada e sao formados “pools”. Até 12 bildiss
podem fazer parte do pool com um Unico indexador.

eca
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Continuacéo

Primeira Lavagem

Nesta fase sdo utlizadas esferas magnéticas
estreptavidina para capturar as sondas contendegi®es
enriquecidas de interesse. Trés etapas de puéficagio
remover os ligantes inespecificos das esferas.bfotgca
enriquecida é entdo eluida das esferas e preppeadaumal
segunda hibridacéo.

com

Segunda Hibridag&o

Nesta etapa ocorre a captura da biblioteca de DNAla@
pelas sondas especificas para as regifes de sg€p®ma)
A segunda hibridacdo assegura que as reg
correspondentes aos exons sejam enriquecidas cAasard
transferida para um termociclador e submetida agrpma:
incubagéo a 95°C por 10 minutos, seguido de 1®&<ide
93°C por um minuto (com decréscimo de 2°C por Lielg
58°C “overnight”.

Segunda Lavagem

Esta etapa também utiliza esferas magnéticas
estreptavidina para capturar sondas contendo aéesg
enriquecidas de interesse (exoma). Trés etapaarifieggio
irdo remover os ligantes inespecificos das esfradas ag
etapas sao idénticas as descritas na etapa de ifr
Lavagem.

Amplificacdo por PCR

O objetivo desta etapa € utilizar a PCR para aioatifa
biblioteca enriquecida de DNA. A biblioteca ampuléda serd
utilizada nas reacdes de sequenciamento.

Validacdo da Biblioteca Enriquecida

O objetivo desta etapa é realizar o controle ddidpde e a
guantificacéo da biblioteca de DNA. Para que datsita
qualidade sejam obtidos nas plataformas de seqmanto
lllumina é necessario que se atinja uma densiddeia de
clusters em cada linha da flowcell. Isto requer U
qguantificacdo precisa das bibliotecas de DNA. Axma
etapa é o experimento de gPCR que sera realizadmdats
comerciais e primers especificos. As bibliote
quantificadas serdo diluidas a uma concentraca@parhra
a etapa de clusterizacéo.

Clusterizacéo e Sequenciamento de Nova
Geracao

Durante a clusterizacdo um volume de 10ul de DNAdmo

ides

com

me

ma

(2nM) é combinado com 10ul de NaOH 0.1N e incubado

durante cinco minutos, esta etapa desnatura as fim
seguida 20ul de DNA desnaturado é transferido paréubo
contendo tampao de hibridagéo (HT1). O DNA desaaime
entédo diluido com HT1 para um volume final de 10G9u
cinco concentracdes diferentes. Sédo transferidaepaa
amostra DNA + HT1 e da biblioteca controle para tifbos.
As amostras sdo submetidas a clusterizagdo e sgtapa de
clusterizacdo as amostras sao sequenciadas em
sequenciador de nova geracdo. As amostras
multiplexadas para que possam ser submetidas
sequenciamento na mesma “lane”. O sequenciarmy
geralmente é realizado em 2x100pb, com coberturénmai
de 100 x (mais de 95% dos SNPs séo identificados esia
taxa de cobertura).
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ANEXO 2

RELACAO DE ARTIGOS SELECIONADOS APOS EXCLUSAO DOS
TRABALHOS REDUNDANTES
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Obs: Os artigos selecionados para compor o corpo dieeia estdo marcados com realce.
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