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CONTEXTO

Em 28 de abril de 2011, foi publicada a Lei n°® 12.401 que dispde sobre a assisténcia
terapéutica e a incorporacao de tecnologias em satdde no ambito do SUS. Esta lei € um marco
para o SUS, pois define os critérios e prazos para a incorporacao de tecnologias no sistema
publico de saude. Define, ainda, que o Ministério da Saude, assessorado pela Comissdao Nacional
de Incorporacdo de Tecnologias — CONITEC, tem como atribuicdes a incorporacao, exclusao ou
alteracdo de novos medicamentos, produtos e procedimentos, bem como a constituicao ou

alteracdo de protocolo clinico ou de diretriz terapéutica.

Tendo em vista maior agilidade, transparéncia e eficiéncia na andlise dos processos de
incorporacdo de tecnologias, a nova legislacdo fixa o prazo de 180 dias (prorrogaveis por mais
90 dias) para a tomada de decisdo, bem como inclui a analise baseada em evidéncias, levando
em consideragdo aspectos como eficacia, acuracia, efetividade e seguranga da tecnologia, além
da avaliagdo econ6mica comparativa dos beneficios e dos custos em relacdo as tecnologias ja

existentes.

A nova lei estabelece a exigéncia do registro prévio do produto na Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para que este possa ser avaliado para a incorporagéo no SUS.

Para regulamentar a composi¢do, as competéncias e o funcionamento da CONITEC foi
publicado o Decreto n° 7.646 de 21 de dezembro de 2011. A estrutura de funcionamento da

CONITEC é composta por dois foruns: Plendrio e Secretaria-Executiva.

O Plenario é o forum responsavel pela emissdo de recomendag¢des para assessorar o
Ministério da Saude na incorporacdo, exclusdo ou alteragdo das tecnologias, no ambito do SUS,
na constituicdo ou alteracdo de protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas e na atualizacdo da
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), instituida pelo Decreto n°® 7.508, de
28 de junho de 2011. E composto por treze membros, um representante de cada Secretaria do
Ministério da Saude — sendo o indicado pela Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos
Estratégicos (SCTIE) o presidente do Plenario — e um representante de cada uma das seguintes
instituicdes: ANVISA, Agéncia Nacional de Saude Suplementar - ANS, Conselho Nacional de
Saude - CNS, Conselho Nacional de Secretarios de Saude - CONASS, Conselho Nacional de
Secretarias Municipais de Saude - CONASEMS e Conselho Federal de Medicina - CFM.



Cabem a Secretaria-Executiva — exercida pelo Departamento de Gestdo e Incorporagao
de Tecnologias em Saude (DGITS/SCTIE) — a gestdo e a coordenacdo das atividades da CONITEC,
bem como a emissdo deste relatdrio final sobre a tecnologia, que leva em consideracdo as

evidéncias cientificas, a avaliagdo econdmica e o impacto da incorporagao da tecnologia no SUS.

Todas as recomendac¢ées emitidas pelo Plenario sdo submetidas a consulta publica (CP)
pelo prazo de 20 dias, exceto em casos de urgéncia da matéria, quando a CP tera prazo de 10
dias. As contribuicdes e sugestdes da consulta publica sdo organizadas e inseridas ao relatério
final da CONITEC, que, posteriormente, é encaminhado para o Secretario de Ciéncia, Tecnologia
e Insumos Estratégicos para a tomada de decisdo. O Secretdrio da SCTIE pode, ainda, solicitar a

realizacdo de audiéncia publica antes da sua decisao.

Para a garantia da disponibilizacdo das tecnologias incorporadas no SUS, o decreto

estipula um prazo de 180 dias para a efetivacao de sua oferta a populacdo brasileira.
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1. RESUMO EXECUTIVO

Tecnologia: Sequenciamento completo do exoma através de técnicas de sequenciamento de
nova geragao.

Indicagdo: Teste diagndstico para deficiéncia intelectual de causa indeterminada, apds resultado
negativo ou inconclusivo do “chromosomal microarray”.

Demandante: Grupo elaborador do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas de Deficiéncia
Intelectual.

Contexto: Deficiéncia intelectual, anteriormente denominada retardo mental, é uma condicdo
etiologicamente heterogénea e clinicamente definida por limitagdes significativas do
funcionamento intelectual e do comportamento adaptativo, iniciadas durante o periodo de
desenvolvimento neuropsicomotor do individuo. A investigacdo diagndstica da deficiéncia
intelectual costuma ser complexa devido a heterogeneidade etioldgica e a inespecificidade
clinica desta condicdo. Diante dos recentes avancos da biologia molecular e mais
especificamente das novas técnicas de sequenciamento de DNA, varios exames
complementares tem despontado para incrementar a investigacdo etioldgica da deficiéncia
intelectual inespecifica, dentre eles, o sequenciamento completo do exoma.

Pergunta: H34 evidéncia cientifica de acurdcia diagndstica do sequenciamento completo do
exoma para deficiéncia intelectual inespecifica?

Evidéncias cientificas: Foram feitas buscas de artigos cientificos com os descritores relacionados
I”, "

a “deficiéncia intelectua exoma” e “diagndstico” nas bases de dados do PubMed, LILACS,

CRD, The Cochrane Library e EMBASE. Ha evidéncias indiretas da acuracia do uso diagndstico do
exoma para déficit intelectual inespecifico. O rendimento diagndstico do teste variou entre 16%
e 34% nos estudos observacionais localizados.

Estudo econ6mico: Foi desenvolvido estudo de custo-efetividade com um modelo do tipo
arvore de decisdo. O desfecho avaliado foi rendimento diagndstico que é a razdo entre o niumero
de diagndsticos elucidados e o numero total de individuos submetidos ao teste diagndstico. As
premissas utilizadas no modelo foram: um rendimento diagndstico para o teste exoma de 38%,
como descrito nesse parecer técnico cientifico para a revisdo de 2018 e um rendimento
diagndstico para o microarray de 10%. De acordo com o modelo proposto, nenhuma estratégia
foi dominante. A estratégia atualmente disponibilizada pelo SUS (somente microarray) é a que
requer um maior custo por diagndstico positivo (RS 8.000,00 por diagndstico positivo), sendo
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que para as outras estratégias os custos por diagndstico positivo sdo de RS 6.778,28 (exoma
como primeira linha e microarray em segunda linha) e de RS 6.900,45 (microarray seguido de
exoma). As duas estratégias em andlise nos bracos intervengdo sdo mais eficazes, mas mais caras
que a estratégia utilizada atualmente no SUS. As relagdes de custo efetividade incrementais sdo
de RS 6.421,05/diagndstico positivo quando se comparam as estratégias 2 e 3 (oferecer exoma
seguido de microarray versus somente microarray) e de RS 6.578,94/diagndstico positivo
guando se comparam as estratégias 1 e 3 (oferecer microarray seguido de exoma versus
somente microarray).

Avaliacdo de impacto orgamentario: Para que se oferte o teste exoma para individuos sem
diagndstico resolutivo apds a realizagdo do teste microarray, presumindo-se uma manutencgao
da producdo do SUS nos anos de 2017 e 2018 com aumento na producdo desse exame de 56%
ao ano e excluindo-se os custos com a compra dos equipamentos, infraestrutura e treinamento
de pessoal, deve-se fazer um aporte de RS 120.000,00 no primeiro ano e de RS 909.000,00 em
cinco anos. O investimento para que se operasse em capacidade maxima de producdo no setor
publico pressupondo que os oito centros credenciados em doencas raras no pais atualmente
oferecessem os exames seria cerca de 40 milhGes de reais.

Recomendacao inicial da CONITEC: Os membros da Comissdo presentes na 702 reunido
realizada em 30 de agosto de 2018 deliberaram por unanimidade e de forma preliminar pela
ndo incorporacdo do teste de sequenciamento do exoma para investigacdo diagndstica da
etiologia de deficiéncia intelectual de causa indeterminada. A Comissao entendeu que o exame
ndo altera o curso da doenca, é atualmente avaliado na literatura médica por meio de desfecho
intermedidrio como o rendimento diagndstico, faltando subsidios para avaliar o impacto da
incorporacao desse exame em desfechos importantes relacionados a doenga. A matéria sera
encaminhada a consulta publica com recomendacao inicial de ndo incorporacdo da tecnologia
ao SUS.



2. A DOENCA

2.1 Aspectos clinicos e epidemiolagicos da deficiéncia intelectual

Deficiéncia intelectual, anteriormente denominada retardo mental, é uma
condicado etiologicamente heterogénea e clinicamente definida por limitacdes significativas do
funcionamento intelectual e do comportamento adaptativo (incluindo autocuidados, atividades
praticas e habilidades sociais) iniciadas durante o periodo de desenvolvimento neuropsicomotor
do individuo (antes dos 18 anos)*®. A prevaléncia da deficiéncia intelectual na populac3o geral
varia de 1 a 2%, sendo mais alta nos paises em desenvolvimento e no sexo masculino e mais

baixa nos paises desenvolvidos e no sexo feminino®’.

O diagndstico de deficiéncia intelectual é clinico-social; sendo classificada em leve,
moderada, grave e profunda, de acordo com o coeficiente intelectual e do funcionamento
adaptativo dos individuos**. No Brasil, conforme dados do Censo Demogréfico 2010°, hd mais
de 45 milhGes de pessoas com pelo menos uma forma de deficiéncia, o que inclui ndo apenas
deficiéncia intelectual, mas também deficiéncia fisica. A prevaléncia de individuos com
deficiéncia intelectual na populacdo brasileira é desconhecida, mas estima-se que, assim como
ocorre em outros paises em desenvolvimento, mais que 2% da nossa populagdo apresente
déficit intelectual®’, no entanto, o Ultimo Censo Demogréfico registrou apenas 2,6 milhdes de

habitantes referidos com deficiéncia intelectual (o que corresponde a 1,4% da popula¢3o)°.

Ao contrdrio do diagnéstico clinico da deficiéncia intelectual, que muitas vezes é
dado sem muita dificuldade, a investigacdao do diagndstico etioldgico costuma ser complexa,
dada a sua heterogeneidade etioldgica. Além dos determinantes genéticos, varios agentes
teratogénicos estdo implicados nas causas da deficiéncia intelectual, como alcool etilico,
agentes infecciosos, lesdes disruptivas (como defeitos congénitos do sistema nervoso central),

0s quais apesar de serem congénitos, ndo necessariamente sdo geneticamente determinados.

Mesmo ao considerarmos apenas as causas genéticas de deficiéncia intelectual, é

um desafio estabelecer um diagndstico etioldgico, sobretudo quando ndo é possivel identificar

10,11,12

um quadro sindrémico especifico , visto que o déficit intelectual pode ser secundario a

aberracbes cromossdmicas numéricas ou estruturais, microdelecbes ou microduplica¢oes
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(desbalangos cromossGmicos), defeitos génicos (monogénicos ou oligogénicos) ou mesmo
resultar da interacdo de fatores ambientais e genéticos, como acontece comumente nas

doencas complexas de heranca multifatorial'®!314,

Nas condi¢Oes geneticamente determinadas, a deficiéncia intelectual pode ocorrer
de forma isolada ou fazer parte de um quadro sindréomico, ou seja, além do déficit intelectual, o
individuo apresenta outros sinais clinicos que em conjunto configuram um diagndstico
especifico ou um quadro clinico especifico, como por exemplo, a sindrome de Down ou trissomia
do 21, que além do déficit intelectual o paciente apresenta sinais dismdrficos faciais que

sugerem um diagndstico especifico,

Em ambos os casos, seja deficiéncia intelectual ndo sindromica ou sindrémica, ha
um impacto social negativo tanto para os acometidos, quanto para seus familiares>'’,

Esclarecer o diagndstico para esses individuos representa diminuicdo da ansiedade para os

familiares e cuidadores, além da possibilidade do estabelecimento de conduta antecipatdria,

informacdes a respeito de progndstico e a oferta de aconselhamento genético para o propdsito

e familiares’.

Do ponto de vista da investigacdo da etiologia genética, é consenso na literatura
médica para casos de déficit intelectual ndo sindrémico ou inespecifico utilizar como teste
genético de primeira linha os ensaios por microarranjos, os chamados “chromosomal
microarrays” ou ainda caridtipo molecular, sendo incluidos nessa categoria o array-CGH, ou
hibridizacdo genémica comparativa, o SNP-array e a-GH, ou hibridiza¢cdo genémica em arrays'*
20 De fato, esta técnica proporciona uma cobertura ampliada do genoma, numa resoluc¢do 30 a
50 vezes superior ao oferecido pelo caridtipo convencional. Contudo, a maioria dos casos de
deficiéncia intelectual inespecifica continua sem diagndstico etioldgico101#1617.21-23 ‘nosto que
os “chromosomal microarrays” diagnosticam cerca de 10 a 20% dos casos de déficit intelectual
inespecifico'®202% frente ao caridtipo convencional (com bandamento G), o qual elucida apenas

3% desses casos'®

A partir de 2005, apdés o advento do sequenciamento de nova geracdo
(Next Generation Sequencing), ocorreu o barateamento do sequenciamento do DNA decorrente
da  comercializagdgo dos sequenciadores de Ultima geracdo  (Grafico 1),
gue permitem leituras com alto desempenho e geram dados massivos do genoma humano. Esta
nova tecnologia propiciou que o sequenciamento completo do exoma (regido codificante do
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genoma humano) despontasse como teste diagndstico, extrapolando o contexto de pesquisa,
ao qual estava restrito, devido ao seu alto custo inicial®®>?°. Este método tem sido aplicado cada
vez mais na pratica clinica como ferramenta diagndstica, sobretudo para os quadros clinicos
inespecificos, de heranga monogénica presumida (na qual ha um uUnico gene envolvido na
doenca), ou com grande heterogeneidade genética (multiplos genes responsaveis pelo mesmo
quadro clinico), diante dos quais é dificil estabelecer um Unico gene candidato para ser testado.
Nessas ocasides utilizar formas “multiplexadas” de testes genéticos, ao invés de testar varios

genes em série, tem se mostrado uma estratégia interessante.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

National Human Genome A
Research Institute

genome.govisequencingcosts

OO A
Xc—f“\“xﬂ>
Sl Sl =

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Grafico 1 - Queda de custo por megabase de DNA sequenciada. Fonte:
http://www.genome.gov/images/content/cost

Algumas publica¢bes sugerem que o sequenciamento completo do exoma deve
substituir os ensaios por microarranjos como teste de primeira linha3. Até o presente momento,
estes testes tém sido usados em série, de forma sequencial, diante da auséncia de mutagdes
causais que possam esclarecer o diagndstico com o uso do “chromosomal microarray”, ou seja,

quando o resultado do teste é negativo, emprega-se o sequenciamento completo do exoma.
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E vélido ressaltar que os dois exames n3o necessariamente se sobrepdem, ja que o
exoma apresenta resultados predominantemente qualitativos e se concentra na andlise das
regides codificantes do genoma, enquanto os ensaios por microarranjos apresentam uma
cobertura mais ampliada e distribuida em todo o genoma, e oferecem resultados
predominantemente quantitativos. Contudo hd uma sobreposicdo ainda de magnitude
indeterminada entre os dois exames, como é comum nas novas tecnologias que surgem na area

médicat®30,

E vélido ressaltar que apesar da associacdo de diversas abordagens diagndsticas,
incluindo ensaios por microarranjos e sequenciamento do exoma, a causa da deficiéncia
intelectual inespecifica continua sem esclarecimento em 60 a 80% dos casos*. Ao
considerarmos apenas os casos de déficit intelectual grave, nos quais hd maior chance do achado
de um defeito genético causal, a taxa diagndstica é de 42% apds o sequenciamento completo
do genoma, a técnica mais sensivel disponivel no momento, visto que sequéncia virtualmente

todo o genoma humano?.

Recentemente no Brasil, a ANS incorporou como método complementar de
diagndstico, com diretriz de utilizagdo, a hibridizacdo genémica em arrays para casos de atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor ou deficiéncia intelectual, mas este teste genético nao foi
incorporado como exame diagndstico de primeira linha, sendo exigido o caridtipo convencional,
além de outros critérios clinicos®.. Tal restricdo ao uso da hibridizacdo gendmica em arrays
aparentemente ndo embasada em evidéncia cientifica vai de encontro ao que esta sendo

defendido pela literatura médical®1417.1820.21

No ambito do SUS (Sistema Unico de Sadde), a Politica Nacional de Ateng3o Integral
as Pessoas com Doencas Raras?, oficializada pela Portaria N2 199, de 30 de janeiro de 2014,
publicada pelo Ministério da Saude, prevé a realizagdao de “chromosomal microarray” para
investigacdo etioldgica de condigGes clinicas que envolvem deficiéncia intelectual. Contudo,
tanto o sistema publico brasileiro, quanto o privado ainda ndo consideram a possibilidade de
utilizar o sequenciamento completo do exoma como exame diagndstico, de forma sistematica.
Este teste vem sendo custeado pelas prdprias familias dos pacientes, sem uma contrapartida

dos sistemas de saude, ou quando ha este tipo de contrapartida, geralmente é via judicializacdo.

Diante das atuais perspectivas dos testes gendmicos e das potenciais vantagens do

uso do sequenciamento do exoma frente aos ensaios por microarranjos, como exame de
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primeira linha, o presente estudo tem como objetivo buscar as evidéncias disponiveis da
acurdcia diagndstica do sequenciamento completo do exoma em compara¢do aos ensaios por

microarranjos para pacientes com deficiéncia intelectual inespecifica.
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3. ATECNOLOGIA

Tipo: Procedimento

Nome da Tecnologia: Sequenciamento de nova geragao — sequenciamento completo do exoma.

Indicagdo proposta pelo demandante: Diagndstico de deficiéncia intelectual de causa
indeterminada.

Preco: RS 2.500,00 por teste.

Funcionamento da tecnologia: O material genético humano, ou genoma humano, é composto
por DNA, ou acido desoxirribonucleico, como é denominada sua estrutura quimica, organizado
em dupla fita espiralada, distribuido tanto no nucleo celular (DNA nuclear), quanto dentro das
mitocondrias (DNA mitocondrial). O exoma é uma diminuta por¢do do genoma humano (Figura
1), que corresponde ao conjunto de todos os éxons do genoma, isto €, a porc¢ado codificante do
genoma, ou ainda, a regido do DNA que de fato é traduzida em proteinas. Quantitativamente o
exoma responde por menos de 2% do genoma humano, mas é nesta pequena por¢do do DNA
gue se concentra a maioria das mutacGes com potencial patogénico e que sdo responsaveis

pelas doencas determinadas geneticamente?®?’,

Figura 1 - Representacdo esquematica do exoma em comparag¢do com o genoma humano.
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O sequenciamento do DNA, ou melhor, a determinacgdo da sequéncia de suas bases
nitrogenadas (adenina, citosina, guanina ou timina) iniciou com um processo artesanal, descrito
por Sanger?; este método de eletroforese capilar para sequenciamento de DNA foi
automatizado em meados de 1970, o que permitiu seu uso em larga escala e a elucidacdo de
varias condicdes clinicas de base genética,

de maneira que foi e ainda é de grande valia para a medicina®.

A partir de 2005, comecaram a ser comercializadas, sobretudo em contexto de
pesquisa, as novas plataformas de sequenciamento de DNA, providas de uma nova e mais
eficiente tecnologia (sequenciamento de nova geracao -
Next Generation Sequencing) baseadas em sua maioria em clonagem in Vvitro,
suporte sélido de sequenciamento e pirosequenciamento, abandonando a eletroforese em gel
para separacdo de fragmentos e outras etapas laboriosas do processo de sequenciamento pelo

método de Sanger?627:3,

Estas novas plataformas representadas pela 454 FLX da Roche,
Solexa da lllumina, SOLid System da Applied Biosystems, lon Torrent da Life Technologies, dentre
outras, utilizam métodos diferentes do usado no sequenciamento convencional ou de Sanger e
diferem entre si do ponto de vista de tecnologia de sequenciamento, mas possuem
caracteristicas em comum que serdo ressaltadas e em conjunto as colocam em uma categoria

de maior eficiéncia - o sequenciamento de nova geracdo?3.

Apesar de competirem comercialmente e de serem distintos metodologicamente,
os sequenciadores de nova geragao compartilham algumas caracteristicas tecnoldgicas e geram
informagdes massivas a respeito da sequéncia do DNA. Enquanto o sequenciamento pelo
método de Sanger gera informagdes no nivel de centenas de pares de base, o sequenciamento
de nova geragdo é capaz de fornecer leitura de milhares de pares de base em uma Unica reagao
(corrida). Desta forma, com esta nova tecnologia é possivel sequenciar varios genes em paralelo,
0 exoma inteiro, ou todo o genoma em uma Unica corrida; ao passo que com o sequenciamento

por Sanger apenas é possivel obter informacdes de fragmentos de genes?,

Uma descrigao mais detalhada do sequenciamento de nova geragdo esta disponivel

no ANEXO 1.
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4. ANALISE DA EVIDENCIA

Demandante: Grupo elaborador do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Deficiéncia
Intelectual

Este estudo foi proposto em consideracao a recém-publicada Politica Nacional de
Atencdo Integral as Pessoas com Doencas Raras? e elaboracdo de Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para Deficiéncia Intelectual, na tentativa de reunir e analisar evidéncias cientificas
do uso do sequenciamento completo do exoma em comparagdo aos ensaios por microarranjos
(hibridizagdo genémica em arrays) para investigacdo diagndstica dos individuos com deficiéncia

intelectual de causa indeterminada.

4.1 Evidéncia Clinica

Baseando-se na metodologia PICO, determinaram-se os elementos constituintes da

pergunta de pesquisa.

P: pacientes com deficiéncia intelectual de causa indeterminada
I: sequenciamento completo do exoma
C: Hibridizagdo genémica em “arrays” (ou “chromosomal microarray”)

0: acuracia diagndstica / rendimento diagndstico

A partir da determinagdo dos elementos constituintes pela metodologia PICO
elaborou-se a seguinte pergunta de busca: “Ha evidéncia cientifica de maior acuracia diagndstica
do sequenciamento completo do exoma para deficiéncia intelectual de causa indeterminada em

comparacdo ao uso dos ensaios por microarranjos (hibridizacdo genémica em arrays)? ”
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Para compor o corpo da evidéncia cientifica, buscamos estudos originais, contendo
dados primdrios do uso diagndstico do sequenciamento completo do exoma e “chromosomal
microarray” em pacientes com deficiéncia intelectual de causa indeterminada. Consideramos
como desfecho o estabelecimento do diagndstico através deste teste diagndstico,
independentemente do tipo de mutacao encontrada. As buscas foram feitas nas bases de dados
do PubMED, The Cochrane Library, Lilacs, CRD e EMBASE, os descritores usados em cada

plataforma estdao detalhadamente discriminados no Quadro 1.

A busca inicial foi realizada em 15/01/2015 e n3o houve restricdo idiomatica ou
limitacdo no que diz respeito a data de publicacdo do artigo, ou grau da deficiéncia intelectual,

ou idade dos pacientes.

Quadro 1 - Quadro resumo da estratégia de busca usada nas diversas bases de dados, considerar o operador
boleano OR dentro das células e AND entre as células de uma mesma linha. Na ultima coluna esta discriminada
a quantidade de estudos em 15/01/15.

Intellectual disability . .
PubMed-MeSH OR Mental retardation Exome Diagnosis 146
LILACS (BIREME) — DeCS Intellectual disability Exome Diagnosis 0
CRD Intellectual disability Exome Diagnosis
The Cochrane Library Intellectual disability Exome Diagnosis 0
Intellectual Diagnostic
E ORE
EMBASE — Emtree impairment OR Mental xome .xome accuracy OR 339
. Sequencing . .
deficiency Diagnosis

Estratégias de busca: NCBI-PubMed: (“Intellectual Disability” OR “Mental retardation”) AND (“Exome”) AND “Diagnosis”; EMBASE:
(“Intellectual Impairment” OR “Mental deficiency” OR “Developmental disorder” OR “Developmental delay”) AND (“Exome” OR “Whole
Exome Sequencing”) AND (“Diagnostic Accuracy” OR “Diagnosis”); Center for Review and Dissemination (CRD): “Intellectual disability” AND
“exome” AND “diagnosis”; LILASCS: (“Intellectual disability” OR “Developmental delay”) AND “exome” AND “diagnosis”; THE COCHRANE
LIBRARY: (“Intellectual disability OR Developmental disability”) AND (“exome” OR “ Exome sequencing”).

A busca supracitada também foi feita agregando os termos “chromosomal
microarray analysis”, “chromosomal microarray” e “oligonucleotide array sequence analysis”
(Quadro 2), que seria o comparador, ou referéncia, ou o teste-padrdo, mas essa estratégia de
busca ndo resultou em nenhum artigo cientifico. Como o objetivo é avaliar a melhor evidéncia

disponivel da acurdcia diagndstica do uso do exoma para o diagndstico de deficiéncia intelectual,
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abriu-se mdo da comparacdo direta dessas duas estratégias, o que seria o estudo
metodologicamente ideal, e sim avaliar o que hd disponivel hoje na literatura médica a respeito

do assunto.

Quadro 2 - Quadro resumo da estratégia de busca proposta inicialmente nas diversas bases de dados,

considerar o operador boleano OR dentro das células e AND entre as células de uma mesma linha. Na
ultima coluna estd discriminada a quantidade de estudos em 15/01/15.

Intellectual
PubMed- disability OR Microarray . .
MeSH Mental Exome analysis Diagnosis 0
retardation
Microarray
LILACS Intellectual analysis OR
(BIREME) — . Exome Oligonucleotide Diagnosis 0
disability
DeCS array sequence
analysis
CRD Int_eIIeF’fuaI Exome Chrf)mosomal Diagnosis 0
disability microarray
Microarray
The analysis OR
Intellectual . . . .
Cochrane . Exome Oligonucleotide Diagnosis 0
. disability
Library array sequence
analysis
Intellectual . .
EMBASE - impairment Exome OR Chromosomal Diagnostic
Exome . accuracy OR 0
Emtree OR Mental . microarray . .
. Sequencing Diagnosis
deficiency

Em fevereiro de 2018 foi realizada uma nova busca com os mesmos termos, nas quatro
principais bases de dados (PubMed, EMBASE, LILACS e The Cochrane Library) anteriormente
utilizadas, no sentido de atualizar as evidéncias que embasaram este parecer. Para fins de
sensibilizacdo os descritores relacionados ao diagndstico (“diagnostic accuracy” ou “diagnosis”)
foram excluidos da busca, de maneira que apenas os descritores relacionados ao déficit

IIIII

intelectual (“P”) e ao exoma (“1”) foram considerados. Esta Ultima revisdo datada de 26/02/208
resgatou um total de 4677 artigos, dos quais 1495 estavam em duplicatas e foram eliminados,

de forma que foram filtrados 3182 artigos (4677 — 1495).
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SELECAO DOS ARTIGOS

A busca inicial (até 2015) resultou em 146 artigos cientificos no PubMed, um Unico
artigo na base de dados CRD e 339 estudos oriundos do EMBASE. Nao foram identificados

estudos relacionados ao tema a partir das plataformas LILACS e The Cochrane Library.

Inicialmente foram excluidos pelo titulo e resumo os estudos com abordagem
doenca-especifica ou gene especifica, pois os mesmos se limitam a um diagndstico especifico
(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.), que ndo o de deficiéncia intelectual. Também
foram removidos artigos que fogem do tema, como os que tratam de diagndstico fetal ou pré-

natal, os estudos em modelo animal e os ndo relacionados com deficiéncia intelectual.

Apds este primeiro filtro restaram 47 artigos cientificos provenientes das
plataformas EMBASE e PubMed, dos quais oito estavam duplicados nas duas bases de dados. Os
39 estudos restantes (ANEXO 2) foram lidos na integra e foram eliminados os artigos de opinido,
os que trazem uma reflexdo sobre o tema e os de revisdo descritiva (narrativa), que ndo trazem
dados primdrios; também foram retirados os resumos e as apresentacdes orais. Enfim, restaram

sete artigos, publicados a partir de 2012.

Na ultima revisdo datada de fevereiro de 2018, dentre os 3182 estudos
selecionados, 3154 foram removidos pela leitura do titulo, restando apenas 28 para selecdo pelo
resumo, dos quais 14 foram descartados por serem artigos de opinido ou por se tratarem de
revisdes narrativas (o ANEXO 3 demonstra as causas de exclusdo) e dos 14 selecionados para
leitura na integra do artigo, apenas 7 deles foram selecionados para compor o corpo da
evidéncia (selecdo dos artigos ilustrada no fluxograma 2). Vale aqui ressaltar que os mesmos

critérios de inclusdo e exclusdo supracitados foram respeitados nesta nova busca.
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Fluxograma 1. Selegdo dos artigos oriundos da busca original realizada em 2015.
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Fluxograma 2. Selecdo dos artigos recrutados na busca atualizada em 2018.
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DESCRICAO DOS RESULTADOS

Os resultados para o desfecho rendimento diagnéstico dos artigos selecionados
estdo resumidos na Tabela 1 e descritos abaixo. Entende-se aqui por rendimento diagndstico
como o numero de pacientes com diagndstico esclarecido pelo sequenciamento do exoma

dividido pelo total de pacientes submetidos ao teste.

Rauch et al, 2012%

Rauch e colaboradores conduziram entre o periodo de fevereiro a novembro de
2011 um estudo caso-controle que recrutou 51 criancas, sendo 32 do sexo feminino e 19 do
sexo masculino, provenientes da Alemanha e Suica, com deficiéncia intelectual grave, cujos pais
eram higidos e ndo consanguineos. Todos os casos tinham diagndstico clinico de déficit
intelectual ndo sindrémico e 48 deles apresentaram Q.l. abaixo de 60. Os pacientes ja tinham
sido previamente submetidos a investigacdo diagndstica com caridtipo molecular com resultado
dentro da normalidade. Como controle populacional, foram recrutados 20 trios (caso indice e
seus respectivos pais) de pacientes diabéticos, totalizando 60 controles sem déficit intelectual.
Os pais dos afetados também foram considerados controles familiares e ao todo foram
sequenciados 213 exomas (51 casos + 102 pais dos afetados; 20 controles + 40 pais dos
controles) através do sequenciador HiSeq 2000 com cerca de 90% dos nucleotideos com uma
cobertura de pelo menos 20X. A sensibilidade estimada para deteccdo de cada nucleotideo foi
de 97,5%. Dos 51 casos, 16 pacientes apresentaram mutagdo nova, em genes sabidamente
envolvidos com retardo mental. Entretanto, duas mutacdes foram consideradas benignas e
outras duas também ndo puderam ser implicadas com o diagnéstico de deficiéncia intelectual,
de forma que em 12 dos 51 casos (23,5%) foi encontrada uma mutagdo causal que

provavelmente esta relacionada ao diagndstico de deficiéncia intelectual ndo sindromica.

20



Athanasakis et al, 20133*

Neste estudo, os autores fizeram sequenciamento completo do exoma de nove
pacientes com diagnédstico de deficiéncia intelectual ndo sindrémica de leve a moderada. Esses
nove casos foram selecionados de uma coorte de 236 pacientes com déficit intelectual, dos
guais 57 casos tiveram seu diagndstico elucidado através de SNP Array. Dentre os 179 restantes,
foram considerados critérios de inclusdo para realizacdo do exoma: cariétipo normal, teste
molecular para sindrome do X fragil negativa e auséncia de CNV’s patoldgicas detectadas ao SNP

array.

O sequenciamento do exoma foi realizado através da plataforma lllumina HiScanSQ
com o kit comercial Tru Seq Exome Enrichment de 62Mb e cobertura média de 31 vezes. Dos 9
casos selecionados, trés (33,33%) tiveram seu diagndstico esclarecido (com mutacdes causais

identificadas) apds o uso do exoma.

Hamdam et al, 2014%

Os autores sequenciaram o exoma de 41 individuos (18 do sexo masculino e 23 do
sexo feminino), bem como de seus pais (ndo afetados). Todos os pacientes, recrutados apds
diagnéstico de déficit intelectual moderado ou grave, tinham resultado de hibridizacdo
gendmica comparativa normal e ndo apresentavam sinais clinicos que sugerissem um quadro
sindrémico. Os exomas foram sequenciados através do Illlumina HiSeq2000. Em 12 dos 41
individuos estudados foram encontradas mutag¢des novas em genes sabidamente envolvidos
com deficiéncia intelectual, as quais foram consideradas responsaveis pelo diagndstico de déficit

intelectual (29%).

Helsmoortel et al, 20142

Neste estudo foram selecionados dez pacientes com déficit intelectual inespecifico
de leve a grave e sem diagndstico molecular confirmado (previamente submetidos ao cariétipo
convencional, SNP-array e teste molecular para sindrome do X fragil). O sequenciamento
completo do exoma foi feito através do HiSeq 2000 (Illumina) com cobertura média de 92X e
trés mutagdes causais distintas foram detectada em 3 individuos estudados (30% dos casos

diagnosticados através do exoma).
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Willemsen et al, 20146

Os autores avaliaram uma série de 253 pacientes com diagndstico de deficiéncia
intelectual sem etiologia definida. O estudo foi dividido em duas fases: a primeira fase,
denominada ”Fase diagndstica”, e uma segunda fase, chamada “Fase de pesquisa relacionada
ao diagndstico”. A primeira fase incluiu avaliacdo clinica e testes genéticos usados
rotineiramente (“chromosomal microarray”, testes metabdlicos, teste molecular para Sindrome
do X fragil). Nesta primeira fase do estudo o diagndstico foi elucidado em 43 individuos (18,4%)
dentre 234 testados. Na segunda fase, apenas 42 trios (caso indice + pais) tiveram seu exoma
sequenciado. Dentre eles, 14 individuos afetados tiveram o diagndstico estabelecido através da

identificacdo de mutagdes novas (33,3%).

Ligt et al, 201272

Os autores avaliaram cem pacientes (53 mulheres e 47 homens) com déficit
intelectual grave (Q.l. abaixo de 50) e seus respectivos pais ndo afetados; todos os pacientes
foram submetidos a avaliacdo genético-clinica e extensiva investigacdo propedéutica
complementar (inclusive com SNP array e testes metabdlicos) e todos permaneceram sem
diagndstico etioldgico. Cada trio teve seu exoma sequenciado através do SOLID 4 System e 79
mutacdes novas foram identificadas, das quais 16 eram sindnimas (sem relevancia clinica) e 63
eram nao-sindnimas. Dentre as 63, apenas 13 foram descritas em genes sabidamente envolvidos
com deficiéncia intelectual e foram consideradas causais. Outras 3 muta¢des novas em genes
candidatos para déficit intelectual foram posteriormente implicadas no diagndstico (a partir de
uma série de 765 casos de déficit intelectual que confirmou os achados dos genes candidatos
em outros pacientes com déficit intelectual). Sendo assim, dos cem casos analisados, o

diagndstico foi dado em 16 % deles pela realizagdao do sequenciamento completo do exoma.

Ligt et al, 2013%°

Neste trabalho os autores sequenciaram o exoma de dez individuos com deficiéncia
intelectual sabidamente com ao menos uma alteragdo do tipo CNV (copy number variation)
detectadas através de SNP-array. Ao todo, os dez individuos possuiam 12 CNVs patolégicas. O

estudo tinha como objetivo investigar o potencial diagndstico do exoma em detectar CNV com
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diferentes algoritmos analiticos. Onze dos 12 CNVs clinicamente relevantes foram detectados
pelo sequenciamento completo do exoma (88,8% das variantes foram identificadas pelo novo

método).

Tabela 1 - 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
0,
2014 41 12 (29,3%)
Helsmoortel, et al 10 3 (30%)
2014
Willemsen, et al
42 14 (33,39
2014 ( %)
Ligt et al, 2012 100 16 (16%)

Obs. O estudo de Ligt et al, 2013 nao foi incluido na tabela pois todos os pacientes que foram
testados por exoma, sabidamente ja apresentaram alteracdao ao “chromosomal microarray”.

Dentre os estudos selecionados apds atualizacdo da busca em 2018, é notério o
aumento do numero amostral, além da maior quantidade de estudos publicados a respeito do
tema. Conforme esperado, ha também um incremento do rendimento diagndstico do exoma
gue nesta amostra é de 38,5% (301/780), o que confirma a tendéncia de aumentar o rendimento
diagndstico do teste a medida que se amplia o conhecimento a respeito de novos genes
relacionados ao fenétipo do déficit intelectual e também na medida em que se aprimora a
interpretagdo das variantes gendmicas identificadas pelo sequenciamento de nova geragao.
Cabe aqui salientar que ha ainda perspectiva de um aumento no rendimento diagndstico ndo
relacionado ao que foi exposto acima, mas ao considerarmos a possibilidade de detecc¢do de

CNVs (“copy number variation”) pelo sequenciamento do exoma.

Entre o corpo da evidéncia atual, destaca-se o estudo observacional prospectivo de
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Yang e colaboradores que compreende uma amostra de 2000 casos consecutivos, dentre os
quais 389 individuos ndo aparentados apresentam déficit intelectual e foram submetidos ao
sequenciamento completo do exoma para fins diagnésticos e foram identificadas variantes

causais em heterozigose, homozigose ou hemizigose em 143 casos.

O estudo realizado por Bowling recrutou um total de 127 pacientes com atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor ou déficit intelectual para sequenciamento do exoma e
identificou variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em 38 casos. Como resultado
adicional interessante este artigo revela ainda que no momento nao ha diferenga significativa
entre o rendimento diagndstico do sequenciamento do exoma e o sequenciamento do genoma
humano. O estudo demonstra também a importancia da reandlise periddica dos casos sem
diagndstico em que foi possivel identificar variantes de significado incerto (VOUS — variant of

unknow significance), visto que este procedimento esclareceu 17 casos adicionais.

Monroe e colaboradores descrevem uma coorte de 86 pacientes com deficiéncia
intelectual, dentre os quais 17 foram randomicamente selecionados e submetidos ao
sequenciamento do exoma; em cinco individuos foram identificadas variantes causais

(rendimento diagndstico de 29,4%).

O estudo prospectivo descrito por Chérot selecionou 216 casos indice, dos quais 33
deles apresentavam déficit intelectual ndo sindrémico e 10 tiveram diagndstico esclarecido apds

o emprego diagndstico do exoma.
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Os rendimentos diagndsticos dos artigos selecionados para compor o corpo da

evidéncia pela busca atualizada em 2018 estdo sumarizados na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 - Resumo dos resultados (desfecho: rendimento diagndstico) dos 7 estudos
selecionados em 2018.

Anazi et al, 2017 129 77 (59,68%)
Bowling, et al
127 29,929
2017 38 (29,92%)
Chérot, et al
1 (o)
2017 33 0(30,30%)
Monroe, et al
17 5(29,41%
2016 ( ‘)
Srivastava, et al
42 14 (33,33%
2014 ( ‘)
Thevenon, et al,
43 14 (32,55%
2016 ( ‘)
Yang et al, 2014 389 143 (36,7%)
Total 780 301 (38,58%)

AVALIAGAO DA QUALIDADE DA EVIDENCIA

De acordo com o método GRADE, a priori, a qualidade do corpo da evidéncia que
embasa este parecer é baixa, por ser composta por estudos observacionais, cujos desfechos ndo
sdo diretamente importantes para os pacientes (desfechos intermediarios). Além da ndo
diretividade do desfecho que avalia as intervengdes diagndsticas em questdo, ha de se
considerar as limitagbes metodoldgicas dos trabalhos, que implicam em alto risco de viés (seja
viés de selegdo, viés de inspecdo ou viés de verificagdo), de acordo com aplicagdo do QUADAS

2, inerentes aos desenhos de estudo dos artigos revisados.

Outra fonte de evidéncia indireta é proveniente do préprio desfecho “rendimento
diagndstico”, posto que o0 mesmo nao necessariamente permite uma comparagao direta entre
a intervengdo e o comparador, ou seja, entre o teste indice e o teste referéncia, diferentemente

da acurdcia diagnéstica, que é a medida preferida para medir o desempenho de intervengdes
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diagnosticas (em termos de desfecho substituto), ou de outras medidas de performance do
teste, como sensibilidade e especificidade. No entanto, vale ressaltar que para testes genéticos
ndo encontramos estudos de acurdcia diagndstica, devido a auséncia do padrdao-ouro como
teste referéncia, isto é, os novos testes genéticos em geral surgem com melhor resolucdo do
que os testes anteriores e ao definirmos um padrdo ouro na construcdo da tabela de
contingéncia 2 x 2, assumimos que o desempenho do teste indice sera subestimado em relacdo
ao teste referéncia, pois os resultados tidos como falsos positivos com o teste indice, na
verdade, sdo verdadeiros positivos, para os quais o teste referéncia ndo acusou este resultado

por limitacdes de resolucdo (sensibilidade).

Entretanto, é vdlido ressaltar que o GRADE é um instrumento desenvolvido
primariamente para avaliar estudos experimentais e ndo estudos observacionais. Além disso,
deve ser destacada a dificuldade em elevar o nivel da qualidade da evidéncia para a avaliagao
de testes diagndsticos que estabelecem a causa de entidades clinicas para as quais ndo hd uma
proposta terapéutica efetiva — nesses casos, o desfecho diretamente importante para o paciente
se confunde com o prdprio valor subjetivo do estabelecimento do diagndstico etioldgico, ou do
impacto do mesmo na vida dos pacientes, seus familiares e cuidadores, pois ndo é razoavel
esperar mudanca na morbimortalidade dos pacientes apds o diagndstico estabelecido. Em
contrapartida, é valido ressaltar que nao se trata de negar a utilidade e a aplicabilidade dos
testes genéticos; mas sim de constatar que a mensuragao da utilidade clinica dos mesmos, em

termos de desfechos finais, ndo é realizada adequadamente.

Quadro 3 - Classificagdo da qualidade da evidéncia para cada pergunta de pesquisa.

PUBLICACAO

IMPRECISAO

CONFUSAO
AUMENTAM A

DESFECHOS

RISCO DE VIES
INCONSISTENCI
EVIDENCIA
INDIRETA
MAGNITUDE
DE EFEITO
GRADIENTE
RESPOSTA
FATORES DE
QUALIDADE

RENDIMENTO GRAVE**
A ALTO -
DIAGNOSTICO DO RISCO* SEM (-1) *FASEM NAO SE
CHROMOSOMAL INCONSISTENCIA IMPRECISAO APLICA

MICROARAY 1)

AUSENTE

*Alto risco de viés para a maioria dos estudos primarios que compdem o corpo da evidéncia, de acordo com aplicagdo de
instrumento de avaliagcdo de risco de viés adaptado do QUADAS 2.

**Evidéncia indireta: o desfecho “rendimento diagndstico” é um desfecho substituto, além de ndo prover comparagao direta
entre a intervengao e o comparador.

***Apesar de estimativas de efeito muito distintas provenientes de diferentes desenhos de estudos primarios, alguns com
tamanho amostral pequeno, atribui-se a diferenga dos rendimentos diagnésticos prioritariamente ao viés de selegado dos artigos.
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Dos sete artigos inicialmente analisados (primeira busca datada de 2015), todos sdo
observacionais, do tipo coorte clinica, série de casos, ou ainda caso-controle diagndéstico, com
alto risco de viés de acordo com o instrumento adaptado do QUADAS 23°. A maioria desses
estudos nao foi desenhada para medir o desempenho do teste, ou a acuracia diagndstica em

termos de sensibilidade e especificidade.

Entretanto, o método GRADE categoriza como de baixa qualidade de evidéncia
todos os estudos diagndésticos que medem apenas acurdcia diagndstica, ou outros desfechos
substitutos relacionados a performance do teste exclusivamente, por ndo serem desfechos
diretamente relevantes ou importantes para os pacientes. Por mais acurado que um diagndstico
seja, o estabelecimento do diagndstico etioldgico por si s6 ndo se traduz em melhorias ou
beneficios para os pacientes. Sendo assim, o impacto desse diagndstico para a populagdo-alvo
em termos de desfechos finais e importantes para os pacientes é que seria a medida de desfecho

ideal, mesmo para mensurar as intervengées diagndsticas.

Em resumo, o corpo de evidéncia deste PTC é considerado de baixa qualidade ja
pelo desfecho escolhido nos trabalhos que o compdem. Além disso, nenhum trabalho citado
aplica o teste diagndstico avaliado (exoma) em paralelo com o teste padrao de referéncia (array-
CGH ou SNP array). Ao contrario, todos os estudos aplicam os testes em série, isto é, o
sequenciamento do exoma sé é realizado nos individuos que apresentaram ensaio por
microarranjos dentro da normalidade — isso ocorre sobretudo porque temporalmente o exoma
surgiu para uso diagndstico posteriormente a hibridizagdo gendmica em arrays, isto é, quando

os estudos foram aplicar o exoma em um determinado grupo de pacientes com déficit

intelectual, tais individuos ja tinham sido testados com a hibridizacdo genémica em arrays.

Este tipo de abordagem, por ndo demonstrar uma comparacao direta entre as duas
técnicas, ndo fornece os dados necessarios para preencher a tabela de contingéncia 2 X 2. Sendo
assim, ndo é possivel calcular os valores de sensibilidade e especificidade para o novo teste. O
Unico artigo®® que aplica 0 exoma em individuos com resultado alterado no teste padrio n3o

descreve a aplicacdo do teste para o grupo que teve o resultado normal.

Outra questdo metodoldgica dificil de ser harmonizada é a variedade de
sequenciadores e plataformas usadas em cada estudo; a resolucdo e a cobertura do

sequenciamento também podem ser fontes de variagcdo inerentes a execu¢do do teste e nem
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sempre sdo devidamente descritas nos artigos. Os algoritmos analiticos igualmente diferem

entre si e potencialmente sao capazes de modificar o resultado final do teste.

Todos os artigos analisados tém um numero amostral relativamente pequeno. O
estudo com maior nimero de pacientes foi conduzido por Ligt e colaboradores (n=100) e
selecionou apenas individuos com deficiéncia intelectual grave. Este estudo foi o que
proporcionalmente diagnosticou o menor nimero de casos (16%). A selecdo de pacientes com
deficiéncia intelectual grave pode gerar um viés de espectro em potencial, uma vez que quanto
mais grave o grau da deficiéncia intelectual, em teoria, maior é a chance de se achar um
determinante genético para esses casos — o que poderia favorecer a tecnologia em estudo.

Entretanto, este foi o estudo com a menor taxa diagndstica.

Em relacdo aos estudos selecionados apds atualizacdo da busca, em 2018, apesar
de ainda tratarmos de desfecho substituto (rendimento diagndstico) e ndo de desfecho final, é
inegavel a melhoria metodolégica da qualidade dos estudos, agora dispomos de estudos
prospectivos, com amostragem consecutiva e com critérios de inclusdo e exclusdo mais bem

delimitados, o que ndo era comum nos artigos publicados anteriormente.

DISCUSSAO

Nenhum estudo demonstrou uma comparag¢dao direta entre os dois testes
diagndsticos, ou seja, a partir dos estudos analisados nao foi possivel comparar integralmente o
teste referéncia (“chromosomal microarray”) — ja incorporado pelo SUS com o novo teste
diagndstico (exoma). Este fato pode ser parcialmente explicado por uma questdo temporal:
guando o exoma surgiu para uso diagndstico, o “chromosomal microarray” ja vinha sendo
amplamente empregado, de maneira que partiram para investigagdo com exoma apenas 0s

pacientes que ainda ndo tinham elucidacdo diagndstica com a hibridizacdo genémica em arrays.

Entretanto, mesmo que houvesse o estudo metodologicamente ideal, desenhado
para avaliar acuracia diagndstica, é importante salientar que diante da auséncia de um padrado
ouro é despropositado calcular a acuracia diagnéstica, visto que os resultados tidos como falso-

positivo podem ser verdadeiros-positivos que ndo foram detectados pela técnica tida como
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padrdo. Apesar dessa limitacdo de ndo ser possivel estimar a magnitude do efeito
comparativamente, através da valoracdo da acurdcia, vale salientar que todos os estudos sdo
favoraveis ao uso diagndstico do exoma para deficiéncia intelectual, considerando o rendimento
diagndstico do exoma (definido pelo nimero de casos diagnosticados pelo sequenciamento do
exoma dividido pelo total de pacientes submetidos ao teste), mas cabe ressaltar que a maioria
desses trabalhos utilizam o exoma diante de um resultado de ensaio por microarranjos normal,
salvo pelo trabalho de De Ligt*° que sugere o uso do exoma como teste de primeira linha para

investigacdo de deficiéncia intelectual.

Uma importante caracteristica favoravel ao exoma é que o dado bruto gerado (a
sequéncia propriamente dita), isto é, o resultado do exame, pode ser revisitado, reanalisado e
reinterpretado a medida que o conhecimento médico evolui. Neste teste ndo hd um desfecho
dicotémico (“positivo ou negativo”), mas sim uma lista de variantes, que podem ndo elucidar o
diagndstico no primeiro momento, mas posteriormente variantes de significado incerto podem

assumir um valor patolégico ou benigno.

Outro ponto que merece destaque e que certamente incrementa o uso diagndstico
do exoma na investigacdo etioldgica da deficiéncia intelectual, é que este teste tem propiciado
uma ruptura do paradigma da etiologia da deficiéncia intelectual, uma vez que cada vez mais
variantes causais genéticas, do tipo alteracdes de sequéncia, tém sido implicadas como
patogénicas para o desenvolvimento do déficit intelectual, diferentemente do que se acreditava
anteriormente, que as variagGes genéticas estruturais e as alteragGes de nimero de copias (CNV

— copy number variation) teriam maior contribui¢do na causa da deficiéncia intelectual®®3°,

Além do que, o resultado do exoma é potencialmente dindmico e a acurdcia
diagndstica, assim como o rendimento diagndstico, pode aumentar na medida em que o
conhecimento da genética médica se consolida, além do que, gracas a possibilidade da
reinterpretacdo do exame, evita-se uma nova coleta e o custo da realizacdo de um novo

procedimento.

Adicionalmente, deve-se considerar as questOes éticas inerentes a medicina
gendmica e sua aplicabilidade em diferentes cendrios clinicos. Conforme dito anteriormente, o
exoma é apenas uma ferramenta diagndstica e sua utilidade ndo estd restrita aos casos de
deficiéncia intelectual, mas pode ser de grande valia na elucidacdo de qualquer condicdo de
etiologia genética (ndo cromossémica), inclusive para uma doenga que ainda ndo se expressou
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clinicamente, mas para a qual existe a determinagao genética no individuo.

Esses achados, que ndo necessariamente estdo relacionados com o diagndstico
principal (motivo pelo qual o exame foi feito) mas que podem constar no resultado do exame,
chamamos de achados incidentais ou secundarios®. Os achados incidentais dos testes genéticos
sdo fontes de polémica, pois alguns diagndsticos genéticos sao passiveis de uma intervencao
médica terapéutica. No entanto, muitos desses achados secundarios ndo o sdo, e podem
representar um transtorno ao paciente e a seus familiares o simples fato de ter aquela
informac3o precocemente, sem que nada possa ser feito para evitar o curso da doenca®®*,
Sendo assim, a forma de transmitir os achados incidentais dos testes genéticos para os pacientes

e seus familiares ainda estd em ampla discussdo na comunidade cientifica* 4.

Ainda é valido salientar a complementariedade entre o sequenciamento do
exoma e a hibridizacdo gen6mica em arrays, assim como a maioria das novas tecnologias que
surgem no ambito da salide, o exoma ja esta sendo aplicado de forma complementar e ndo
substituta a hibridizacdo gendmica em arrays. O exoma, como técnica de sequenciamento,
diagnostica sobretudo variantes genéticas qualitativas (sequenciais), enquanto a hibridizagao
genOmica em arrays detecta variantes genéticas quantitativas (variagdes do nimero de cépias
ou variantes estruturais cromossomicas). Sendo assim, ressaltamos aqui que n3o se trata de
desqualificar um teste diagnostico em detrimento de outro, mas sim de usa-los de forma

racional e complementar.

Por fim, vale mencionar os beneficios intangiveis do estabelecimento do
diagnostico etioldgico das condigbes determinadas geneticamente, tanto no tocante ao
aconselhamento genético do préprio paciente, como de seus familiares (sendo dificil
mensurar qual o real valor desta informagao para cada individuo e mesmo a quantidade de
pessoas que podem se beneficiar do mesmo diagndéstico etiolégico), quanto na diminui¢ao da
ansiedade da familia em lidar com um quadro clinico de causa desconhecida e em minimizar

a inesgotavel odisseia diagndstica que muitos pacientes com doengas genéticas enfrentam.
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4.2 Estudo econdmico — analise de custo-efetividade

Foi realizada andlise de custo-efetividade comparando-se trés estratégias para investigacao

diagnédstica da etiologia de deficiéncia intelectual inespecifica, a saber: 1. A utilizacdo de

microarray como primeiro teste diagnostico seguido do teste exoma para aqueles que
permanecem sem diagndstico apds o primeiro teste (brago intervengdo); 2. A utilizagcdo do
exoma como primeiro teste diagndstico seguido do microarray para aqueles que continuem sem
diagnéstico (brago intervengdo) e 3. A utilizacdo somente de microarray como teste diagndstico
(estratégia disponivel atualmente no SUS — brago comparador). A perspectiva foi do Sistema
Unico de Salude, com horizonte temporal de um ano que é o tempo suficiente para que se
realizem os exames e sejam emitidos e avaliados os diagndsticos. Os individuos que
permanecem sem diagndstico ao final de cada estratégia sdo referenciados a um especialista
(03.01.01.007-2 - CONSULTA MEDICA EM ATENGAO ESPECIALIZADA, valor da APAC RS 10,00) e
aqueles que obtém um diagndstico sdo referenciados para aconselhamento genético
(03.01.01.022-6 - ACONSELHAMENTO GENETICO, valor da APAC R$ 100,00).

Foi desenvolvido um modelo do tipo arvore de decisdo (Figura 2) no software TreeAge Pro
2018°. O desfecho avaliado foi rendimento diagndstico que é a razdo entre o numero de
diagndsticos elucidados e o nimero total de individuos submetidos ao teste diagndstico. As
premissas utilizadas no modelo foram: um rendimento diagndstico para o teste exoma de 38%,
como descrito nesse parecer técnico cientifico para a revisdo de 2018 e um rendimento

diagnéstico para o microarray de 10%, tendo como referéncia o estudo de Sagoo (2009).
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Figura 2 — Modelo de arvore de decisdo utilizado no estudo de custo-efetividade. Os dois bragos superiores
representam as estratégias para investigacdo de diagndstico etioldégico com a incorporagdo do teste exoma

(bragos intervengdo) e o brago inferior representa a estratégia disponivel atualmente no SUS (brago comparador).
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Utilizou-se também como premissa que todos os individuos que entram na arvore de decisdo
percorrem anteriormente a mesma trajetdria clinica sendo considerados elegiveis para serem
avaliados por teste diagndstico para elucidacdo de deficiéncia intelectual de causa
indeterminada, de acordo com o algoritmo diagndstico proposto no Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas para o Diagnodstico Etioldgico da Deficiéncia Intelectual (Figura 3). De
acordo com o Protocolo o teste microarray estd indicado como exame de primeira linha para
iniciar a investigacdo diagndstica de pacientes com déficit intelectual ou atraso
neuropsicomotor sem fendtipo reconhecivel, juntamente (em paralelo) com o sequenciamento
do exoma, ficando a critério clinico a decisdo de fazer primeiramente um ou outro. Essas
diretrizes estdo simuladas nas estratégias 1 e 3, sendo que na estratégia 2 simula-se que o teste

exoma seria oferecido em primeira linha.
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Figura 3 — Algoritmo para diagndstico etioldgico da deficiéncia intelectual inespecifica. Quadro vermelho
destaca a utilizagdo do microarray como primeira op¢do, juntamente com o exoma.

Os custos computados nas analises foram de RS 2.500,00 para a realiza¢gdo do exoma e de RS
800,00 para a realizacdo do teste microarray, referente ao valor do procedimento 03.01.01.020-
0 - AVALIAGAO CLINICA PARA DIAGNOSTICO DE DOENGCAS RARAS - EIXO I: 2- DEFICIENCIA
INTELECTUAL, que consiste na avaliacdo clinica por médico especialista e investigacdo
laboratorial referente ao eixo de doengas raras genética que cursam com deficiéncia intelectual.

Assumiu-se que os valores dos testes cobririam todas as etapas necessdrias para a elucidagdo
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do diagndstico, como a necessidade de testes confirmatdrios, por exemplo. Uma vez que esse
procedimento admite APAC de continuidade, os valores dos testes foram submetidos a posterior

analise de sensibilidade.

De acordo com o modelo proposto, nenhuma estratégia foi dominante. A estratégia atualmente
disponibilizada pelo SUS (somente microarray) é a que requer um maior custo por diagndstico
positivo (RS 8.000,00 por diagndstico positivo), sendo que para as outras estratégias os custos
por diagndstico positivo sdo de RS 6.778,28 (exoma como primeira linha e microarray em
segunda linha) e de RS 6.900,45 (microarray seguido de exoma). As efetividades e os custos das

estratégias estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Efetividades e custos das estratégias.

Custo
incremental Efetividade = Custo-efetividade Custo-
em relagdo a incremental incremental (R$ efetividade (R$
Estratégias Custo total estratégia 3 Efetividade = em relagdo por um por um
(RS por ‘a diagnéstico diagnéstico
diagndstico estratégia 3 positivo a mais) positivo)
positivo)
1. Microarray 3.050 2.250 0,442 0,342 6.578,94 6.900,45
depois exoma
2. Exoma depois 2.996 2.196 0,442 0,342 6.421,05 6.778,28
microarray
3 Microarray 800 - 01 - - 8.000,00
somente

As duas estratégias em andlise nos bragos intervenc¢do sdao mais eficazes, mas mais caras que a
estratégia utilizada atualmente no SUS. As relagbes de custo efetividade incrementais sdo de RS
6.421,05/diagnédstico positivo quando se comparam as estratégias 2 e 3 (oferecer exoma
seguido de microarray versus somente microarray) e de RS 6.578,94/diagndstico positivo
quando se comparam as estratégias 1 e 3 (oferecer microarray seguido de exoma versus

somente microarray).

A principal limitagdo do modelo é o desfecho utilizado que é o rendimento diagndstico ao invés
da acurdcia diagndstica, que é o desfecho mais empregado quando se comparam dois testes
diagndsticos. A utilizagdo do rendimento diagndstico advém da inexisténcia de estudos nos
quais se avalie acuracia diagndstica, havendo somente estudos de caso-controle considerados

de baixa qualidade metodoldgica.
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Conduziu-se também andlise de sensibilidade deterministica variando os seguintes parametros
utilizados no modelo: rendimento diagndstico do teste exoma, rendimento diagndstico do teste
microarray, custos dos dois testes. O rendimento diagndstico do teste exoma, como
demonstrado nesse parecer, aumentou de 20% para 38% entre as revisdes da literatura
conduzidas em 2015 e depois em 2018 e por isso acredita-se que esse rendimento pode ainda
aumentar mais no futuro (a projecdo foi de 38% a 50%). Hoje ha novos testes com a tecnologia
do microarray, com alta performance, e por isso variou-se também o rendimento diagndstico
desse teste (a projecdo foi de 10% a 20%). Os custos dos testes também estdo sujeitos a
variacdes, e as faixas de RS 800,00 a RS 5.000,00 e de RS 800,00 a RS 2.400,00 foram utilizadas

como custos possiveis para o exoma e microarray, respectivamente.

Observou-se que a varidvel que mais impacta os resultados do modelo é o valor do exoma

guando se comparam ambos os bracos intervencdo (estratégias 1 e 2) com o braco comparador

(Figuras 4 e 5).
Diagrama de tornado - RCEI
Microarray/Exoma vs. Microarray
- p_exoma (0,38 to 0,50)
p_microarray (0,10 to 0,20)
¢_microarray (800,00 to 2.400,00)
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Figura 4 - Andlise de sensibilidade deterministica da analise de custo-efetividade entre as estratégias de
diagndstico 1 e 3. O custo do exoma tem um grande impacto na razdo de custo-efetividade incremental.
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Figura 5 — Andlise de sensibilidade deterministica da andlise de custo-efetividade entre as estratégias de
diagndstico 2 e 3. O custo do exoma tem um grande impacto na razdo de custo-efetividade incremental.

Em nenhuma simulacdo avaliada as estratégias em andlise sdo dominantes, mesmo com a
reducdo do custo do teste exoma até R$800,00, que é valor da APAC referente ao procedimento
de investigacdo diagndstica em deficiéncia intelectual inespecifica. Quando se comparam as
estratégias 1 e 3, ou a realizacdo de microarray depois exoma versus a realizacdo somente de
microarray a razdo de custo-efetividade incremental varia entre RS 2.105,26 até RS 13.157,90
por diagnostico positivo a mais, quando o custo do teste é variado entre RS 800,00 e RS 5.000,00
(Figura 4). Os outros parametros pouco afetam a razdo de custo-efetividade, mas um aumento
na efetividade do teste exoma causa pequena reduc¢do de RS 6.578,94 para RS 5.000,00 por

diagnéstico positivo a mais.

Quando se comparam as estratégias 2 e 3, ou a realizacao de exoma depois microarray versus a
realizacdo somente de microarray a razdo de custo-efetividade incremental varia entre RS
1.450,29 até RS 13.731,00 por diagndstico positivo a mais, quando o custo do teste é variado
entre RS 800,00 e RS 5.000,00 (Figura 5). Os outros pardmetros pouco afetam a razdo de custo-
efetividade, mas uma diminui¢do no custo do microarray e um aumento na efetividade do teste
exoma causam reducdes de RS 6.421,05 para RS 4.643,27 e RS 4.666,67 por diagndstico positivo

a mais, respectivamente.
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4.3 Andlise de Impacto Orgamentario

A prevaléncia de deficiéncia intelectual no Brasil esta estimada em 1% da populagdo, sendo que
parte desse quantitativo ndo consegue um diagndstico da etiologia da doenca. Se consideramos
gue a populacdo brasileira em 2018 é de 208,7 milhdes de habitantes, segundo o IBGE,
obteriamos uma estimativa de individuos elegiveis para se submeterem a testes diagndsticos
para investigacdo da etiologia de deficiéncia intelectual ndo especifica entre 1 e 2 milhdes.
Entretanto, a utilizacdo de informacdes epidemioldgicas para se projetar o impacto
orcamentdrio de uma possivel incorporacdo do teste exoma para investigacdo etioldgica de
deficiéncia intelectual inespecifica, geraria dados superestimados uma vez que a capacidade do
Sistema Unico de Salude para realizar esses exames é atualmente o fator determinante e
limitante do quantitativo de exames que podem ser realizados para essa finalidade. Dessa
forma, para o calculo da populagao elegivel partiu-se do registro da producdo em doencgas raras
no SUS para os anos de 2016, 2017 e 2018. Mais especificamente do registro do nimero de
individuos submetidos ao teste de microarray (registro pelo procedimento - 02.02.10.010-3 -
IDENTIFICACAO DE ALTERACAO CROMOSSONICA SUBMICROSCOPICA POR ARRAY-CGH) para
investigacdo etioldgica de deficiéncia intelectual. Partindo-se do nimero de individuos que
realizaram o procedimento de microarray e permaneceram sem um diagndstico conclusivo
obtém-se o quantitativo de elegiveis para se submeterem ao teste exoma. De acordo com a
revisdo da literatura apresentada nesse parecer, a porcentagem de resolu¢do do diagndstico
etioldgico por microarray é de 10% e dessa forma, 90% desses individuos seriam elegiveis para

se submeterem ao teste de exoma.

A projec¢do de impacto orgamentdrio foi conduzida na perspectiva do SUS e para os préoximos
cinco anos. Considerou-se também que a capacidade de um centro brasileiro publico hoje seria
a de realizagdo de 192 exames exoma por més (96 a cada quinze dias) e que atualmente ha 8
centros credenciados para o atendimento em doengas raras no pais, totalizando uma
capacidade instalada de 1.536 exames més caso os equipamentos funcionassem em periodo

integral por 7 dias na semana.

O quantitativo de individuos que se submeteram ao teste de microarray foi de 25 em 2017 e 19
no primeiro semestre de 2018, ndo havendo registros para 2016. Partindo do pressuposto que
no segundo semestre de 2018 a produgdo sera a mesma do primeiro semestre, obtém-se um
guantitativo de 39 testes realizados nesse ano. Ha entdo entre 2017 e 2018 um aumento de 56%
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no nimero de individuos que foram submetidos ao exame de microarray para investigacao da

etiologia de deficiéncia intelectual inespecifica.

Partindo-se do pressuposto que o sistema manteria esses incrementos anuais na producdo para
os cinco anos subsequentes obtém-se os quantitativos de 53, 67, 81, 95 e 109 testes de
microarray que seriam realizados nos anos de 2019 a 2023, respectivamente. Aplicando-se ainda
uma taxa de resolutividade diagndstica de 10% obtém-se a populagdo elegivel para se submeter

ao teste exoma nos préximos cinco anos.

Tabela 4 — Individuos elegiveis para se submeterem ao teste exoma

Numero de individuos Numero de elegiveis
Ano submetidos ao teste de | para se submeterem ao
microarray exoma
2019 53 48
2020 67 60
2021 81 73
2022 95 85
2023 109 98

Considerando o valor sugerido para o exoma de RS 2.500,00 por pessoa, ja incluindo os testes
necessarios para a confirmacao de diagndstico, obtém-se a projecdo de impacto orcamentario

para a incorporacdo do teste exoma ao SUS para os préximos cinco anos (Tabela 5).

Tabela 4 — Impacto or¢amentdrio por ano para o periodo de 2019 a 2023

Numero de elegiveis ‘.
Impacto orgamentario

Ano para se submeterem ao por ano (RS)
exoma
2019 48 120.000
2020 60 150.000
2021 73 182.000
2022 85 212.000
2023 98 245.000
Total 364 909.000
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Dessa forma, para que se oferte o teste exoma para individuos sem diagnéstico resolutivo apés
a realizacdo do teste microarray, presumindo-se um aumento na producao desse exame de 56%
ao ano e excluindo-se os custos com a compra dos equipamentos, infraestrutura e treinamento
de pessoal, deve-se fazer um aporte de RS 120.000,00 no primeiro ano e de R$ 909.000,00 em
cinco anos. O investimento para que se operasse em capacidade maxima de producdo no setor
publico pressupondo que os oito centros credenciados em doencas raras no pais atualmente

oferecessem os exames seria cerca de 40 milhdes de reais.

5. CONSIDERACOES FINAIS

RECOMENDACGCAO - Diante da complexidade da investigacdo etioldgica da deficiéncia intelectual
inespecifica, do efeito deletério da auséncia do diagndstico para familiares e cuidadores, da
possibilidade de oferecer aconselhamento genético para o paciente e seus familiares
interessados apds o estabelecimento do diagndstico (considerada uma externalidade positiva
intangivel) e ainda considerando as evidéncias disponiveis no momento, além do potencial
impacto do estabelecimento diagndstico na reducgdo de procedimentos desnecessdrios e dos
custos relacionados a tais intervengdes; levando ainda em conta que os diagndsticos realizados
por esta técnica (sobretudo alteragdes de sequéncia) ndo sdo detectados por outro método até
o momento incorporado, isto é, deixar de realizar tal exame é sabidamente negligenciar o
diagnéstico etioldgico da deficiéncia intelectual, recomenda-se fortemente a incorporagdo no
SUS do sequenciamento completo do exoma como método diagndstico para deficiéncia

intelectual inespecifica.

Vale reiterar e esclarecer que a forca de recomendacdo é forte e discordante da
qualidade baixa da evidéncia em funcdo de outras questdes ndo avaliadas pelo desfecho
rendimento diagndstico. Ha varios desfechos intangiveis que merecem particular consideracao,
como os referentes ao aconselhamento genético e a redugdo da ansiedade apds o
estabelecimento do diagndstico; adicionalmente ndo foi aqui avaliada a redugdo de custos
referentes aos exames complementares de diagndstico realizados na busca por um diagndstico
presuntivo, enquanto o diagndstico etioldgico ndo é estabelecido. Ademais, conforme colocado
acima, ndo ha outro teste diagndstico, devidamente incorporado pelo SUS, que tenha o mesmo

escopo que o sequenciamento do exoma, sendo assim, ndo ha um exame substituto, e deixar
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de realiza-lo, sabendo de sua indicagao clinica, significa encerrar precocemente a investigacao
diagndstica quando ainda é possivel langar mao de mais uma potente ferramenta diagndstica.
Outro aspecto que é digno de destaque é a ampla aplicabilidade do exoma, que extrapola o
cenario da deficiéncia intelectual, e é pertinente a todas as condi¢des presumidamente de causa

genética, nas quais o teste esta indicado como ferramenta diagndstica.

Como perspectiva, hd inegavelmente questdes a serem melhor estudadas, como
em que momento da investigacdo diagndstica este teste deve ser aplicado, apds ou em paralelo
a hibridizacao genémica em arrays, como exame de primeira linha - (vide estudo econdémico).
Ou com que periodicidade se recomendam as reanalises nos casos sem diagndstico, além da
discussdo sobre os achados adicionais ou incidentais (ndo relacionado ao diagndstico principal),
no entanto, tais questionamento ndo devem servir de escusa para postergar ainda mais um
procedimento que, a despeito de ndo ter sido formalmente incorporado pelos sistemas de
saude, ja encontra-se em fase de ampla utilizacdo na pratica clinica e vem sobretudo agregar na

investigacdo do diagndstico etioldgico das condi¢cdes determinadas geneticamente.

6. RECOMENDAGAO INICIAL DA CONITEC

Os membros da Comissdo presentes na 702 reunido realizada em 30 de agosto de 2018
deliberaram por unanimidade e de forma preliminar pela ndo incorporagdo do teste de
sequenciamento do exoma para investigacao diagndstica da etiologia de deficiéncia intelectual
de causa indeterminada. A Comissdo entendeu que o exame ndo altera o curso da doenca, é
atualmente avaliado na literatura médica por meio de desfecho intermedidrio como o
rendimento diagndstico, faltando subsidios para avaliar o impacto da incorporagao desse exame
em desfechos importantes relacionados a doenca. A matéria serd encaminhada a consulta
publica com recomendacao inicial de ndo incorporagao da tecnologia ao SUS.
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ANEXO 1

DESCRIGAO DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAGAO E DA TECNICA DE “CHROMOSOMAL
MICROARRAY”

O sequenciamento completo do exoma, como os demais testes de DNA, pode ser
realizado a partir de sangue periférico (ou de outra amostra bioldgica que contenha células
nucleadas), do qual se extrai o DNA gendmico; a partir do DNA total, capturam-se os éxons das
amostras (preparacao da biblioteca). Em seguida a captura dos éxons, as bibliotecas sdo
sequenciadas em aparelhos “Next-Generation”. As sequéncias geradas (“reads”) sao alinhadas
com o genoma de referéncia e as altera¢Oes candidatas sao identificadas e filtradas através de
ferramentas de bioinformatica. Um quadro esquematico com as fases sequenciais de todo o

processo esta exposto a seguir (Quadro 3).

Apds a amostra ser submetida ao sequenciamento de nova geracdo, os dados
produzidos sdo da ordem de gigabases por corrida (reacdo). Geralmente, as sequéncias sdo
curtas e hd necessidade de softwares de andlise com grande poder de processamento. A
gualidade dos dados obtidos serd inicialmente averiguada com ferramentas de bioinformatica.
As sequéncias geradas pelo equipamento sdo filtradas de acordo com escores de qualidade e
aquelas com niveis inferiores ao estipulado sdo removidas. As amostras sdo entdo alinhadas ao
genoma de referéncia com algoritmos de alto desempenho e os arquivos resultantes sdo

convertidos para formatos mais acessiveis para simplificar as analises subsequentes.

Diferentes algoritmos analiticos dependendo do modelo de doeng¢a estudado

podem ser usados, considerando tanto os dados clinicos quanto as sequéncias geradas.

Como padrdo-ouro para a investigacdo da etiologia genética dos casos de
deficiéncia intelectual, temos os ensaios por microarranjos, esta técnica de “chromosomal
microarray” consiste em uma colecdo de moléculas de DNA de fita Unica marcadas com um
fluoréforo e fixas em um substrato sélido - lamina ou chip de DNA - sobre a qual é depositada a
amostra de DNA a ser testada para que ocorra uma reac¢ao de hibrida¢cdo. Como as sequéncias
das moléculas de DNA fixas na lamina (sondas) sdo conhecidas e representativas de todo o
genoma, apods a hibrida¢do é feita a andlise do chip por softwares especificos que identifica

perdas e/ou ganhos de material genético, sendo assim, esta técnica realizada de maneira
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automatizada e interpretada por profissional especializado tem grande empregabilidade clinica

na genética médica pois permite detectar desbalangos cromossémicos como microdelecGes e

microduplicagdes numa resolugdo superior ao cariétipo convencional.

Quadro 3- Fases basicas representativas do processo de sequenciamento de nova geracao.

Extracdao do DNA genomico a partir de amostras
de sangue periférico

Realizada através da técnica fenol-cloroférmio, kits de extragdo ou
similar

Purificagdo do DNA genomico

Através de kits comerciais de purificagdo o DNA total é otimizado
para 50ng de DNA genbmico total. A taxa de absorbancia 260/280nm
que mede a pureza da amostra deve estar entre 1.8 e 2.0

Tagmentagdo do DNA genomico

O DNA gendmico purificado é fragmentado e, de forma simultanea,
sdo adicionadas sequéncias adaptadoras (tags) ao mesmo. Ambas as
reacOes sdo catalisadas pela enzima Nexteratransposoma. Sdo
adicionados 20ul de DNA gen6mico (2.5ng/ul) a 25ul de tampdo TD e
5ul da enzima TD (enzima de tagmentacdo do DNA). A reacdo é
transferida para um termociclador onde é submetida a incubagdo a
55°C durante cinco minutos.

Purificagdo do DNA genomico tagmentado

O DNA tagmentado é novamente purificado e a purificagdo é
realizada através de esferas magnéticas com kits comerciais.

Amplificagdo por PCR

O objetivo desta etapa é amplificar o DNA tagmentado e purificado
através de um programa de PCR em um termociclador. A reagao de
PCR ira inserir indexadores e adaptadores comuns, necessarios para
a geragdo de clusters e sequenciamento das amostras, que serao
transferidas para um termociclador e submetidas ao seguinte
programa: incubagdes por 72°C por trés minutos e 98°C por 30
segundos, seguidos de 10 ciclos de 98°C por 10 segundos, 60°C por
30 segundos e 72°C por 30 segundos e incubagao final a 72°C por
cinco minutos.

Purificagdao do produto de PCR

Sdo utilizadas novamente as esferas magnéticas de kits. As esferas
irdo purificar a biblioteca de DNA, além de remover fragmentos
muito pequenos da populagdo total de moléculas.

Primeira Hibridacao

Este processo permite que as regides que queremos capturar e
enriquecer (exoma) se liguem as sondas de captura. Para realiza-la,
sdo utilizados 500ng de cada biblioteca quantificada e sdo formados
“pools”. Até 12 bibliotecas podem fazer parte do pool com um Unico
indexador.

Primeira Lavagem

Nesta fase sdo utilizadas esferas magnéticas com estreptavidina para
capturar as sondas contendo as regides enriquecidas de interesse.
Trés etapas de purificagdo irdo remover os ligantes inespecificos das
esferas. A biblioteca enriquecida é entdo eluida das esferas e
preparada para uma segunda hibridagao.
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Continuagao

Segunda Hibridagao

Nesta etapa ocorre a captura da biblioteca de DNA eluida pelas
sondas especificas para as regides de interesse (exoma).

A segunda hibridagdo assegura que as regides correspondentes
a0s exons sejam enriquecidas. A reagdo sera transferida para um
termociclador e submetida ao programa: incubagdo a 95°C por 10
minutos, seguido de 18 ciclos de 93°C por um minuto (com
decréscimo de 2°C por ciclo) e 58°C “overnight”.

Segunda Lavagem

Esta etapa também utiliza esferas magnéticas com estreptavidina
para capturar sondas contendo as regides enriquecidas de
interesse (exoma). Trés etapas de purificagdo irdo remover os
ligantes inespecificos das esferas. Todas as etapas sdo idénticas
as descritas na etapa de Primeira Lavagem.

Amplificagdo por PCR

O objetivo desta etapa é utilizar a PCR para amplificar a biblioteca
enriquecida de DNA. A biblioteca amplificada sera utilizada nas
reagoes de sequenciamento.

Validagao da Biblioteca Enriquecida

O objetivo desta etapa é realizar o controle de qualidade e a
quantificagdo da biblioteca de DNA. Para que dados de alta
qualidade sejam obtidos nas plataformas de sequenciamento
Illumina é necessario que se atinja uma densidade ideal de
clusters em cada linha da flowcell. Isto requer uma quantificagdo
precisa das bibliotecas de DNA. A proxima etapa é o experimento
de gPCR que serd realizado com kits comerciais e primers
especificos. As bibliotecas quantificadas serdo diluidas a uma
concentragdo padrao para a etapa de clusterizagdo.

Clusterizagdo e Sequenciamento de Nova Geragao

Durante a clusterizagdo um volume de 10ul de DNA molde (2nM)
é combinado com 10ul de NaOH 0.1N e incubado durante cinco
minutos, esta etapa desnatura as fitas. Em seguida 20ul de DNA
desnaturado é transferido para um tubo contendo tampdo de
hibridacdo (HT1). O DNA desnaturado é entdo diluido com HT1
para um volume final de 1000ul em cinco concentragoes
diferentes. Sado transferidas partes da amostra DNA + HT1 e da
biblioteca controle para oito tubos. As amostras sdao submetidas
a clusterizago e apds a etapa de clusterizagdo as amostras sao
sequenciadas em um sequenciador de nova geragao. As amostras
sao multiplexadas para que possam ser submetidas ao
sequenciamento na mesma “lane”. O sequenciamento
geralmente é realizado em 2x100pb, com cobertura minima de
100 x (mais de 95% dos SNPs sdo identificados com esta taxa de
cobertura).
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