S~

= SI n g u Ia r Paciente: Jodo Eduardo Pereira Dias
[ )

[ ]

MEDICINA DE
PRECISAO

SOLICITACAO PACIENTE MATERIAL
Nome: Dra Welida Cassa Nome: Jodo Eduardo Pereira Dias Responsavel pela coleta: SAMEL
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Periférico
Instituicdo: HINSG N¢ de Identificagdo: 990/22
Cidade: Vitdria - ES Data da coleta: 13.06.2022

Data do resultado: 03.08.2022

Resultado do Exame: PAINEL PARA SINDROME DE NOONAN
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAGCAO

COMPREENDENDO O TESTE GENETICO

Genoma é o conteudo genético ou a informacdo hereditaria de um organismo, codificada no
DNA. O DNA é formado por uma dupla fita composta por nucleotideos (base nitrogenada, acgucar e
fosfato) e as bases nitrogenadas sdo designadas: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) e Citosina (C). O
genoma, constituido por cerca de 3 bilhGes de pares de base, é quase o mesmo em todos os individuos,
porém com pequenas diferencas denominadas variacGes genéticas. Estas variacdes sdo responsaveis
pelas diferencgas das caracteristicas fenotipicas entre as pessoas, como por exemplo: o tipo do cabelo,
cor dos olhos, e também, por diferengas nas condi¢Ges de salide de cada ser humano.

A variante de nucleotideo unico (SNV — Single Nucleotide Variant) é um tipo de mutagao, onde,
por exemplo, uma Unica troca da base do nucleotideo, ou “uma letra” (A, T, G, C) ocorre na sequéncia
do DNA de um individuo comparado a outros e esta variagdo pode ser responsavel por uma variagao
no fendtipo, ou seja, caracteristicas préprias do individuo ou por uma doenga.

Exemplo: Sequéncia 1: -AGCCTAATGGGC-
Sequéncia 2: -AGCCTAAGGGGC-

Neste exemplo, a sequéncia 1 difere da 2 em apenas uma “letra”, mas que pode interferir no
fendtipo, como: na susceptibilidade pra determinada doencga, resisténcia a farmacos, fatores de risco
a exposi¢cdes ambientais, etc...

No genoma existem regidoes que sao funcionalmente importantes responsdaveis pela producdo
de proteinas que atuam no organismo, chamadas de exons. E existem regides que ndo sdo traduzidas,
denominadas de introns. O Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) realiza o sequenciamento e a
analise dos exons dos genes relacionados ao quadro clinico e referidos na lista dos genes do painel
solicitado.

Singular Medicina de Precis&o, Rua Ewerton Visco,290, sala 1301, Caminho das Arvores,
CEP: 41.820-022, Salvador-Ba, Brasil / Telefone (71) 3012-1560 / (71) 99213-7107
Email: contato@singularmp.com.br / singularmp.com.br

Page1of?7


mailto:contato@singularmp.com.br

S~

= SI n g u Ia r Paciente: Jodo Eduardo Pereira Dias
[ )

[ ]

MEDICINA DE
PRECISAO

Classificagdao das Variantes

As variagdes sdao classificadas de acordo com orientagdes do American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG)! e baseada em informacdes de bancos de dados como o ClinVar%:

Benigna Variante previamente conhecida e ndo associada a doenga

Provavelmente Benigna Variante com alta probabilidade de n3o estar associada a doenca

Variante de Significado Incerto (VUS)* | Variante de significado incerto em relagdo a associa¢do a doenga

Provavelmente Patogénica Variante com alta probabilidade de estar associada a doenca

Patogénica Variante previamente reconhecida como responsavel pela doenca

*VUS - Variant of Uncertain Significance
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INFORMAGCOES CLINICAS

Paciente: Jodo Eduardo Pereira Dias

Atraso global do desenvolvimento, cardiopatia, baixa estatura e dismorfias.

RESULTADO

IDENTIFICADA VARIANTE QUE PODE ESTAR RELACIONADA AO FENOTIPO RELATADO

Gene/Transcrito

Localizagao

Zigosidade

Doenga
OMIM

Heranga

Classificagdo
da variante

LZTR1
(ENST00000646124.2)

chr22:g.(?_20711332)
(20997348 _?)del

Heterozigose

Sindrome de
Noonan - 10

AutossOmica
dominante

Provavelmente
Patogénica

Os resultados dos testes genéticos sdo relatados de acordo com as recomendacgbes do American

College of Medical Genetics?.

A cobertura dos genes do painel da sindrome de Noonan é fornecida no apéndice.

INTERPRETAGCAO DAS VARIANTES E CORRELAGAO CLINICA

VARIANTE 1 (Cromossomo 22)

Descricao da variante: Na analise in silico de CNVs, foi identificada, em heterozigose, uma delecdo

contigua de

aproximadamente

~286,02

kb

abrangendo

a regiao

chr22:g.(?_20711332) (20997348_?)del e envolvendo multiplos genes, inclusive o gene LZTR1. A
cobertura e a profundidade dessa regido sado suficientemente direcionadas e, portanto, os resultados

sdo sugestivos de uma dele¢do em heterozigose dessa regido [razdao CNV: 0,58].

Fenétipo OMIM: A sindrome de Noonan-10 (OMIM#616564) pode ser causada por mutagdes em

heterozigose no gene LZTR1 (OMIM*600574). Esta condicdo é caracterizada por baixa estatura,

dismorfismo craniofacial, pescoco curto e/ou alado, anormalidades cardiacas, criptorquidia e defeitos

de coagulacgao®.

Com base nas evidéncias acima, essa delecdo contigua e em heterozigose é classificada como uma

variante provavelmente patogénica e deve ser cuidadosamente correlacionada com os sintomas

clinicos

O significado/classificacdo das variantes pode mudar com base em testes genéticos nos pais e outros

membros da familia.

RECOMENDAGOES

A especificidade dos ensaios baseados em NGS para detectar grandes delegdes/duplicacdes é baixa
e um método alternativo de teste como MLPA, Microarray ou PCR é recomendado para confirmar o

mesmo.

Aconselhamento genético é recomendado.
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Se os resultados obtidos ndo corresponderem aos achados clinicos, testes adicionais devem ser
considerados conforme as recomendac¢des do médico assistente.

LIMITACOES

O teste genético é uma parte importante do processo diagndstico. No entanto, os testes genéticos nem
sempre ddao uma resposta definitiva. Em alguns casos, o teste pode nao identificar uma variante
genética, mesmo que exista. Isso pode ser devido a limitagdes no conhecimento médico atual ou na
tecnologia de teste. A precisa interpretacdo dos resultados dos testes pode exigir o conhecimento das
verdadeiras relagdes biolégicas em uma familia. Ndo declarar com precisao as relacdes bioldgicas na
familia pode resultar em interpretacdo incorreta dos resultados, diagndsticos incorretos e/ou
resultados de testes inconclusivos.

Os resultados dos testes sdo interpretados no contexto de achados clinicos, histdrico familiar e outros
dados laboratoriais. Apenas variacdes nos genes potencialmente relacionados a condicdo médica do
probando sdo relatadas. A interpretacdo incorreta dos resultados pode ocorrer se as informacgdes
fornecidas forem imprecisas ou incompletas. Eventos especificos, como translocagdes, expansdes
repetidas e rearranjos cromossdmicos, podem ndo ser detectados com confiabilidade com o
sequenciamento direcionado do exoma. A sensibilidade deste teste para detectar grandes
delegdes/duplicagdes de mais de 10pb ou variagdes no nimero de cdpias (CNV) é de 70 a 75%. As CNVs
detectadas devem ser confirmadas por método alternativo. Variantes na regido ndo traduzida,
promotores e variantes intrénicas ndo sdo avaliadas usando este método. O teste genético é altamente
preciso. Raramente, resultados imprecisos podem ocorrer por varios motivos. Esses motivos incluem,
mas ndo se limitam a: amostragens erradas; relatdrios imprecisos de informages clinicas/médicas;
erros técnicos raros ou circunstancias incomuns, como transplante de medula éssea, transfusdo de
sangue; ou a presenca de alteragdes em uma porcentagem tdo pequena de células que podem nao ser
detectdveis pelo teste (por exemplo, mosaicismo).

ISENCAO DE RESPONSABILIDADE

A interpretacdo das variantes descritas neste relatério foi realizada com base no conhecimento atual,
isto é, nas informagdes disponiveis no momento da elaboragao do mesmo. A classificagdo das variantes
pode mudar com o tempo e a Singular Medicina de Precisdo ndo pode ser responsabilizada por isso.
Nao hesite em entrar em contato com a Singular Medicina de Precisdo (contato@singularmp.com.br)
no futuro para verificar se houve alguma alteragdo na classificagdo de quaisquer variantes. A reanalise
de variantes em relatdrios emitidos anteriormente, a luz de novas evidéncias, ndo é realizada
rotineiramente, mas pode estar disponivel mediante solicitagao.

Também é possivel que uma variante patogénica esteja presente em um gene que nao foi selecionado
para andlise e/ou interpretacdo devido a informagbes fenotipicas disponiveis serem insuficientes.
Genes com pseudogenes, genes paralogos e genes com baixa complexidade podem ter sensibilidade e
especificidade diminuidas na deteccdo e interpretacdo de variantes, devido a incapacidade das
ferramentas de analise de dados para determinar inequivocamente a origem dos dados de sequéncia
nessas regides. As mutacdes ndo foram validadas/confirmadas pelo sequenciamento de Sanger.

Singular Medicina de Precis&o, Rua Ewerton Visco,290, sala 1301, Caminho das Arvores,
CEP: 41.820-022, Salvador-Ba, Brasil / Telefone (71) 3012-1560 / (71) 99213-7107
Email: contato@singularmp.com.br / singularmp.com.br

Page 4 of 7


mailto:contato@singularmp.com.br

S~

= SI n g u Ia r Paciente: Jodo Eduardo Pereira Dias
[ )

[ ]

MEDICINA DE
PRECISAO

Descobertas incidentais ou secunddrias (se houver) que atendem as diretrizes da ACMG! podem ser
fornecidas mediante solicitacdo. O relatério deve ser gerado dentro do tempo previsto, no entanto,
esse tempo pode variar dependendo da complexidade dos testes solicitados. A Singular Medicina de
Precisdao sob nenhuma circunstancia sera responsavel por qualquer atraso, além do tempo previsto do
resultado mencionado.

Fica esclarecido que os relatérios gerados a partir dos testes ndo fornecem nenhum diagndstico ou
opinido ou recomendam qualquer forma de conduta. A Singular Medicina de Precisdao recomenda que
o paciente e/ou seus responsaveis, conforme o caso, procurem o médico assistente ou um médico
geneticista, para interpretar os relatérios gerados. A Singular Medicina de Precisdo, por meio deste
documento, se isenta de qualquer responsabilidade decorrente da conduta médica relacionada a
interpretacdo dos resultados. A Singular Medicina de Precisdo tem como parceiros laboratérios
internacionais com certificacdo de alto e atualizados padrées de qualidade para a realizacdo das
analises genéticas. Este é um teste desenvolvido em laboratdrio parceiro da Singular Medicina de
Precisdo certificado pelo CAP (College of American Pathologists).

METODOLOGIA

Sequenciamento génico direcionado: Foram realizados a captura e sequenciamento seletivo das
regides codificadoras de proteinas do genoma/genes. Mutacdes identificadas nas regides exdnicas sdo
geralmente aciondveis quando comparadas com as variacdes que ocorrem nas regides nao
codificantes. O sequenciamento direcionado representa uma abordagem econOGmica para detectar
variantes presentes em multiplos genes em um individuo.

O DNA extraido do sangue periférico foi usado para realizar a captura de genes direcionados usando
um kit de captura personalizado. As bibliotecas foram sequenciadas para obter cobertura > 80-100X
na plataforma de sequenciamento Illumina. Seguimos a estrutura de boas praticas do GATK para
identificacdo de variantes na amostra usando o Sentieon’ (v201808.07). As sequéncias obtidas foram
alinhadas ao genoma de referéncia humano (GRCh38.p13) usando o alinhador Sentieon”® e foram
analisadas utilizando o Sentieon para remover duplicatas, recalibracdo e realinhamento de indels. O
Sentieon haplotypecaller foi usado para identificar variantes relevantes para a suspeita clinica. A
anotacdo genética das variantes é realizada usando o programa VEP® contra o modelo de gene humano
do Ensemble®® release 99.

Além dos SNVs e pequenos Indels, as variantes do niumero de cépias (CNVs) sdo detectadas a partir dos
dados da sequéncia alvo, usando o método ExomeDepth!! (v1.1.10). Esse algoritmo detecta CNVs raras
com base na comparagao das profundidades de leitura dos dados de teste com o conjunto de dados
de referéncia agregado correspondente. MutagGes clinicamente relevantes foram anotadas usando
variantes publicadas na literatura e um conjunto de bancos de dados de doengas - ClinVar, OMIM
(atualizado em 11 de Maio de 2020), GWAS, HGMD (v2020.2) e SwissVar>®271>, As variantes comuns
sdo filtradas com base na frequéncia do alelo no 1000Genome Phase 3, gnomAD (v2.1), EVS, dbSNP
(v151), 1000 Japanese Genome e o Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes (ABraOM)* 51617 0O efeito
de variantes ndo sindnimos é calculado usando varios algoritmos, como PolyPhen-2, SIFT,
MutationTaster2 e LRT. Apenas variantes ndo sinGnimas e do sitio de splicing encontradas nas regies
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codificantes foram utilizadas para interpretacao clinica. Nao foram relatadas variantes silenciosas que

nao resulta na troca de aminodcidos em regides codificantes.

Tabela - Parametros de qualidade de sequenciamento

Total de dados gerados (Gb) 8,77
Total de sequéncias alinhadas (%) 99,97
Sequéncias com bom alinhamento (%) 93,60
Dados 2Q30 (%) 97,08
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Segue abaixo a cobertura dos genes do painel da sindrome de Noonan.

Paciente: Jodo Eduardo Pereira Dias

Gene Cobertura (%) Gene Cobertura (%) Gene Cobertura (%)
BRAF 100.00 CBL 100.00 HGF 98.21
HRAS 100.00 KRAS 100.00 LZTR1 100.00

MAP2K1 100.00 MAP2K2 100.00 NF1 100.00
NRAS 100.00 PTPN11 100.00 RAF1 100.00
RIT1 100.00 SHOC2 100.00 SOS1 100.00
S0S2 100.00
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