.h’ Snfnichfcisdo Ige|10'“lxO

diagnéstico WITH SCIENCE ON YOUR SIDE

Sequenciamento Completo do Exoma (WES)

Metodologia

O Sequenciamento Completo do Exoma (WES, do inglés: Whole Exome Seguencing) é uma abordagem baseada no
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS, do inglés: Next Generation Sequencing) utilizada para identificar variantes
genéticas ligadas a um distdrbio/doenca. Essa metodologia analisa as partes do DNA de um individuo denominadas
éxons; estas regides fornecem instrugdes para a producdo de proteinas. Uma vez que a maioria das variantes que
causam doencas estdo presentes nos éxons, acredita-se que o WES seja uma técnica eficiente para identificar
variantes causativas que podem levar a uma determinada doenca.

O sequenciamento completo do exoma é realizado utilizando-se DNA extraido do sangue, saliva ou tecido do(a)
paciente. A partir de DNA fragmentado, aproximadamente 45Mb do genoma, que correspondem a 99% da Sequéncia
Codificante Consenso, s@o enriquecidos com sondas desenhadas para o genoma humano e otimizadas para a
cobertura de todos os genes clinicamente relevante (Nextera DNA Flex Pre-Enrichment Library Prep, llumina). A biblioteca
gerada é sequenciada na plataforma NovaSeq 6000 (llumina). Os dados de sequenciamento séo processados pelo pipeline
de bioinformdtica interno da Igenomix (v1.0). Em resumo, os dados brutos sdo primeiro demultiplexados, os barcodes
moleculares sdo vinculados a ID da amostra, e os adaptadores e leituras de baixa qualidade sGo eliminados. Apés essa
etapa, as leituras provenientes sGo mapeadas com base na sequéncia referéncia do genoma humano. Leituras
duplicadas s@o removidas antes da chamada e anotagdo das variantes. Métricas de qualidade sGo observadas para
cada amostra, de acordo com os seguintes valores de corte: Q30 >80%, profundidade média de cobertura > 100x e
porcentagem de bases com cobertura acima de 20x >95%. Amostras com parémetros eventualmente abaixo dos valores
de corte sdo novamente sequenciadas.
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A interpretagdo das variantes é realizada por profissionais qualificados. Todas as variantes com frequéncia alélica
inferior a 1% em bancos de dados populacionais (EXAC, 1000G, gnomAD) séo avaliadas. S&o priorizadas variantes
presentes nas regides codificantes ou em sitios de splice conservados, variantes intrénicas e em UTRs. Uma
combinagdo de critérios de biologia molecular, fungéo génica, padrdo de heranga da doenga (OMIM), informagdes
de bancos de dados de doencgas (HGMD, ClinVar, ClinGen) e pesquisa bibliogrdfica (PubMed) é utilizada para
correlacionar o fenétipo clinico com variantes genéticas. Além de SNVs e pequenos Indels, as variagées de nimero de
coépias (CNVs, do inglés: Copy Number Variation) séo detectadas a partir dos dados de sequenciamento, utilizando a
ferramenta ExomeDepth (v1.1.16) (PMID: 22942019). Este algoritmo detecta CNVs raras com base na comparagéo das
profundidades de leitura dos dados do teste com um conjunto de dados de referéncia. Esta andlise permite
identificar CNVs > 500Kb com mais de 95% de sensibilidade e CNVs com ao menos 15 éxons com mais de 80% de
sensibilidade.

A patogenicidade das variantes é determinada utilizando as recomendagdes do American College of Medical
Genetics (ACMG) (PMID: 25741868). Observe que a classificagdo das variantes pode mudar com o tempo. Para

verificar se hd alguma alteracdo na classificagdo das variantes relatadas, entre em contato com a Igenomix.
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As categorias de variantes estabelecidas pela ACMG sdo as seguintes: Patogénica, Provavelmente Patogénica,
Variante de Significado Incerto (VUS, do inglés: Variant of Unknown Significance), Provavelmente Benigna e Benigna.
Apenas variantes patogénicas, provavelmente patogénicas e de significado incerto (VUS) relacionados & indicagéo
clinica do paciente serdo relatadas neste teste genético. De acordo com as diretrizes do ACMG para relatar achados
secunddrios no sequenciamento de exomas clinicos (PMID: 34012068), variantes patogénicas e provavelmente
patogénicas nos seguintes genes sdo relatadas se o consentimento for indicado no Formuldrio de Requisi¢do de
Teste: ACTA2, ACTCI, ACVRLI, APC, APOB, ATP7B, BMPRIA, BRCAI, BRCA2, BTD, CACNAIS, CASQ2, COL3AIl, DSC2,
DSG2, DSP, ENG, FBNI, FLNC, GAA, GLA, HFE, HNFIA, KCNH2, KCNQI, LDLR, LMNA, MAX, MEN1, MLH1, MSH2, MSHe6,
MUTYH, MYBPC3, MYHTI, MYH7, MYL2, MYL3, NF2, OTC, PALB2, PCSK9, PKP2, PMS2, PRKAG2, PTEN, RBI, RET, RPE6S,
RYRI, RYR2, SCN5A, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD3, SMAD4, STK1i, TGFBRI, TGFBR2, TMEMI27, TMEM43, TNNI3,
TNNT2, TP53, TPMI, TRDN, TSCI, TSC2, TTN, VHL e WTI.

Aplicagdes

O WES é utilizado no diagnéstico ou avaliagdo de uma doenca/disturbio genético em que os resultados de um teste
genético podem influenciar o manejo médico e os resultados clinicos de um paciente ou uma familia direta ou
indiretamente. Com o advento da tecnologia, o sequenciamento tornou-se um processo rotineiro no diagnédstico
clinico. Em situagdes em que a apresentagdo clinica ndo é clara e a condigdo em questdo é desconhecida, o
sequenciamento e a andlise de um pequeno nimero de genes por vezes é um processo caro e demorado. Isso pode
atrasar ainda mais o diagnédstico, o que pode ter impacto na qualidade de vida do paciente.

O WES é uma solugdo de diagnéstico com melhor custo-beneficio, que permite o sequenciamento de dados de
~24.000 genes a partir de uma simples coleta de sangue, saliva ou outras amostras biolégicas (sob consulta). O
WES examina uma gama mais ampla de genes e variantes, o que é vdlido especialmente para diagnosticar doencas
genéticas associadas a um grande conjunto de genes ou cujas caracteristicas clinicas e o conhecimento cientifico
atual ndo permitem direcionar a andlise para um conjunto de genes especifico.

Limitacoes

As sondas utilizadas para este teste sGo projetadas para detectar genes conhecidos no genoma humano. Portanto,
este teste é incapaz de detectar genes ndo contemplados na sequéncia de referéncia GRCh37 disponibilizada pelo
NCBI ou sequéncias de genoma ndo-humano, incluindo sequéncias virais ou DNA ndo nuclear. Além disso, devido as
limitagdes das tecnologias de NGS, as seguintes variantes ndo podem ser prontamente detectadas: regides
homopoliméricas, variantes em regides de pseudogenes, fusdes génicas, translocacdes balanceadas, inversdes,
alteragdes de ploidia, dissomia uniparental e regides de repeticdo expandidas. Além disso, variantes presentes fora
dos éxons (regido ndo codificadora) podem ser perdidas; essas variantes podem afetar a atividade génica e a
producdo de proteinas, o que pode levar a disturbios genéticos. Essa técnica ndo cobre a extensdo completa do
exoma (a porcentagem de bases com cobertura acima de 20x é de aproximadamente 97%) Certos detalhes sobre
as variantes, como mosaicismo, fases ou ambiguidade de mapeamento também podem ndo ser determinados com
precisdo. Limitacdes analiticas podem ocorrer devido das informagdes clinicas fornecidas. Sdo necessdrias
informagdes clinicas precisas e minuciosas do(s) paciente(s) e familiares, pois informagées incompletas podem levar
a resultados falso-positivos ou falso-negativos.
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