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RESUMO

As metodologias de sequenciamento de DNA tém sofrido grandes transformacdes nas ultimas
duas décadas com o advento do Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS). Esse método tem
revolucionado a pesquisa basica e as aplicacdes clinicas na area da genética e gendémica. A
técnica é robusta, permitindo a obtencdo da sequéncia de multiplos fragmentos de DNA
simultaneamente, tornando a sua execucdo mais rapida e acessivel. O NGS consiste em um
conjunto de diferentes tecnologias baseadas na incorporacéo de nucleotideos a fita em sintese,
permitindo a determinacdo da sequéncia de interesse. Existe uma variedade de analises que
pode ser feita a partir do NGS: sequenciamento de genoma completo (WGS — whole genome
sequencing), exoma completo (WES — whole exome sequencing), painéis multigénicos e
sequenciamento alvo especifico (targeted sequencing), que inclui o sequenciamento de
amplicons, ou seja, pequenas regides genomicas amplificadas por PCR (targeted amplicon
sequencing). O NGS de amplicons com alta cobertura permite uma analise mais direcionada e
sua implementacdo tem se expandido cada vez mais, sendo uma das aplicagdes mais
importantes a estimativa da ploidia baseada nasvariantes genéticas, tanto germinativas como
somaticas, além de permitir a detec¢do devariantes em baixa frequéncia. Assim, apresenta
grande aplicabilidade no campo da oncologia, tanto em pesquisa cientifica como na préatica
clinica da oncologia personalizada. O NGS de amplicon de alta cobertura é bastante utilizado
para avaliacdo de variantes patogénicas conhecidas em pacientes suspeitos de sindromes de
predisposicdo hereditaria ao cancer e avaliacdo de variantes acionaveis que respaldam a

prescricdo de terapias dirigidas.

Palavras-chave: NGS; variantes genéticas; oncologia personalizada.



ABSTRACT

DNA sequencing methodologies have gone through substantial transformation in the last two
decades with the advent of Next Generation Sequencing (NGS). This method revolutionized
scientific research and clinical practice in the area of genomics and genetics. The technique is
robust, allowing to obtain the sequence of multiple DNA fragments simultaneously, making
its execution faster and more accessible. NGS consists of a group of different technologies
which all work after nucleotide incorporation into the DNA template strand, allowing the
determination of the sequence of interest. There is a variety of analysis that can be done
through NGS: whole genome sequencing (WGS), whole exome sequencing (WES), multigene
panels and targeted sequencing, which includes amplicon sequencing, i.e small genomic
regions amplified by PCR (targeted amplicon sequencing). High-coverage amplicon-based
sequencing permits a more directed analysis and its implementation has been expanding more
and more, with one of the most important applications being the estimation of ploidy based on
genetic variants, both germline and somatic, allowing for the detection of low frequency
variants. Therefore, NGS presents important applicability in oncology, both in research and
clinics, especially in personalized oncology. Amplicon-based NGS is highly used in the
evaluation of known pathogenic variants in patients suspected of hereditary cancer syndromes
and evaluation of actionable variants which support the prescription of targeted therapies.

Keywords: NGS; genetic variants; personalized oncology.
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1 INTRODUCAO

O Projeto Genoma Humano, finalizado em 2002 apds 12 anos de pesquisa € 0
investimento de aproximadamente 3 bilhdes de dolares, foi um marco na historia da ciéncia e
da humanidade, a partir do qual foi obtido uma primeira referéncia do “genoma humano
normal” (MUZZEY et al., 2015; MORGANTI et al., 2018). Os resultados foram alcancados
gracas a aplicacdo do sequenciamento de Sanger, um método considerado da “primeira
geracdo” de sequenciamento de DNA, desenvolvido nos anos 1970 (MUZZEY et al., 2015;
SANGER et al., 1977). Desde entdo, as ferramentas de sequenciamento de &cidos nucléicos
avancaram rapidamente em conjunto com o desenvolvimento tecnolégico para atender a
demanda crescente em volume, especificidade e complexidade nas analises, considerando a
limitacdo do método de Sanger ao sequenciamento de uma Unica amostra de até 1000 pares de
base por leitura (PETERSEN et al., 2017). Como principais vantagens quando comparado ao
método de Sanger, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) possibilita 0 sequenciamento
paralelo de varias moléculas de DNA ou RNA, otimizando tempo e recursos, além de possuir
maior sensibilidade para a deteccdo de variantes com baixa frequéncia alélica (ZHONG et al.,
2021). Existe uma variedade de analises que pode ser feita a partir do NGS: sequenciamento
de genoma completo (WGS — whole genome sequencing), exoma completo (WES — whole
exome sequencing), painéis multigénicos e sequenciamento alvo especifico (targeted
sequencing) baseado em amplicons ou captura hibrida. H& ainda o sequenciamento de RNA,
técnica mais recente que vem sendo implementada gradualmente, explorada com mais
detalhes por STARK et al., 2019 e HRDLICKOVA et al., 2016.

Na pesquisa cientifica e na rotina clinica, os principais usos do NGS estdo
relacionados com a deteccdo, identificacdo e classificacdo de variantes genéticas de origens
somaticas (adquiridas durante as divisdes celulares dos 6rgdos e tecidos) e germinativas
(presentes nos gametas). Alguns dos primeiros estudos aplicando NGS no campo da
oncologia tinham como objetivo compreender o perfil mutacional somatico de tumores, esses
trabalhos mostraram a necessidade de um entendimento mais aprofundado da gendmica do
cancer, abrindo espaco para novos estudos mais abrangentes como aqueles baseados em WGS
e WES, abordagens que compreendem um nimero muito maior de regides do genoma. Por
meio desses estudos, foi possivel a classificacdo de mutacbes somaéticas em driver e
passenger, bem como a caracterizacdo de variantes germinativas causadoras das sindromes de
predisposicdo hereditaria ao cancer (MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2020; KAMPS et al.,

2017). A implementacdo do NGS na prética clinica é relativamente recente e ainda precisa ser
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aprimorada tanto no &mbito ético como técnico, porém ja permite avangos importantes no
tratamento dos pacientes, especialmente através da medicina personalizada e de precisdo -
neste trabalho com destaque a &rea da oncologia -, modelo de atendimento no qual o perfil
genético do paciente € considerado na tomada de decisdes profilaticas e terapéuticas, de forma
a aumentar a eficacia e diminuir os efeitos toxicos do tratamento, auxiliar na caracterizacéo da
doencga e identificagdo de biomarcadores como potenciais alvos terapéuticos, predicdo mais
assertiva de progndstico e de possiveis mecanismos de resisténcia (JACKSON, CHESTER,
2014; BERGER, MARDIS, 2018). A preocupacao ética na clinica relaciona-se ao respeito e
garantia da privacidade do paciente, considerando o armazenamento e compartilhamento de
dados e a forma como os resultados sdo repassados para o paciente e familia no que se refere
a mutacOes encontradas por acaso, em especial variantes clinicamente relevantes porém que
ndo sao o motivo pelo qual o paciente realizou a analise inicialmente (KAMPS et al., 2017) -
existem recomendacdes pelo American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
acerca do repasse da informagdo para o paciente na publicacdo “DNA-based screening and
population health: a points to consider statement for programs and sponsoring organizations
from the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)” (MURRAY et al.,
2021).

2 METODOLOGIA

A proposta deste trabalho € uma revisdo narrativa da literatura com o objetivo de
apresentar o principio de funcionamento e aplicacfes do NGS na pesquisa basica e préatica
clinica. Para isso, foi realizada busca de artigos na plataforma PubMed, seguindo
principalmente os termos “Next generation sequencing” ou “NGS”, “variant calling” e

“precision oncology”.



3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

O NGS consiste em um conjunto de tecnologias que permitem o sequenciamento de
multiplos fragmentos de DNA e RNA simultaneamente e funcionam a partir da incorporagédo
de nucleotideos a fita original, permitindo a determinacdo da sequéncia de interesse. Suas
principais vantagens estdo relacionadas ao baixo custo em relacdo a grande quantidade de
dados que produz em um curto periodo de tempo e a possibilidade de identificar e quantificar
regides e variantes ainda pouco exploradas, além de permitir a investigacdo de informacoes
adicionais, como splicing alternativo (METZKER, 2009). As aplicacdes na pesquisa e na
clinica sdo diversas, incluindo testes pré-natais para deteccao de aneuploidias cromossémicas,
diagndstico de doencas monogeénicas, identificacdo de biomarcadores que auxiliam no
diagnostico e monitoramento da progressdo de doencgas e tratamentos, caracterizacdo de
células e tecidos (MELDRUM et al., 2011; XUAN et al., 2013), além de ser um pilar
essencial na medicina personalizada. A realizagdo de “estudos de associa¢do genomica ampla
(genome wide association studies, GWAS) iniciou e cresceu gradualmente com a
disponibilidade do NGS, elucidando o surgimento e predisposicdo a doencas complexas de
heranca multifatorial e/ou condicGes a partir de suas bases genéticas, entre elas o cancer,
asma, esquizofrenia, diabetes, doencas cardiacas, entre outras (PROKOP et al., 2018).

Para a realizacdo do sequenciamento, € necessario seguir uma serie de protocolos de
preparo prévio que variam de acordo com o método a ser utilizado, porém de forma geral
possuem uma matriz similar: preparo do DNA de interesse (incluindo extracdo e
enriquecimento), preparo de biblioteca, sequenciamento e analise dos resultados (ZHONG et
al., 2021; HU et al., 2021). O preparo de biblioteca € um passo essencial e consiste na
fragmentacdo mecanica ou enzimatica do DNA de acordo com a tecnologia utilizada (short ou
long-read), selecdo dos fragmentos e adicdo de adaptadores, que podem ser primers,
sequéncias-alvo especificas ja conhecidas pelo equipamento ou barcodes/indexes, que
permitem a montagem de pools de amostras para realizacdo do chamado sequenciamento
multiplex (YOHE, THYGARAJAN, 2017; HU et al., 2021). Ap6s o preparo da biblioteca, ha
ainda uma proxima etapa de enriquecimento que pode variar para cada equipamento, sendo
realizado um PCR em emulsdo para lon Torrent e PCR em ponte diretamente no flow cell
para lllumina (MELDRUM et al., 2011). A anélise dos resultados inclui uma etapa importante
de controle de qualidade, que conta com um relatorio geral normalmente oferecido pelo

proprio software do sequenciador (MELDRUM et al., 2011).
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O primeiro sequenciador iterativo, cujo método se baseava no pirosequenciamento, foi
lancado em 2004 pela 454 Life Sciences (MORGANTI et al., 2018). Atualmente, existem
muitas tecnologias de NGS disponiveis no mercado, divididas em dois grandes grupos:
sequenciadores de fragmentos curtos (100 a 600 pares de base) e de fragmentos longos (até
900 mil pares de base), sendo considerados respectivamente tecnologias de segunda e terceira
geragdo, sendo que a Ultima ndo necessita da etapa de amplicficagdo (MORGANTI et al.,
2018; ZHONG et al., 2021). Os sequenciadores de segunda geragdo sdo 0s mais amplamente
utilizados devido ao menor custo e maior precisdo nos resultados e as principais plataformas
sdo Illumina (sequenciadores HiSeq, Miseq, NextSeq e NovaSeq) e lon Torrent
(sequenciadores lonPGM, lonProton e lonS5) (MORGANTI et al., 2018; ZHONG et al.,
2021). Ambas as plataformas funcionam por meio de sequenciamento por sintese, ou seja,
dependem da DNA polimerase para incorporacdo dos nucleotideos (GOODWIN et al., 2016).
No entanto, sua principal diferenca esta diretamente no principio do método: em lon Torrent,
0s dNTPs séo liberados individual e sequencialmente, de forma que quando houver a
incorporacdo de um dNTP a fita molde ocorrera a liberagdo de um ion H+ e a alteracéo de pH
resultante serd detectada; ja para Illumina, um mix contendo os quatro dNTPs marcados com
fluoréforos € adicionado de uma vez a cada ciclo e as bases ndo incorporadas sdo removidas,
assim os dNTPs ligados a fita molde sdo detectados pelo equipamento ao final do ciclo
(GOODWIN et al., 2016). As figuras 1 e 2 ilustram o funcionamento das tecnologias Illumina
e lon, mais tecnologias sdo apresentadas com detalhes e esquemas de ilustracdo por
METZKER, 2009 e GOODWIN et al., 2016.

1 lumina

Nucleotide addition Imaging Cleavage

Fluorophore-labelled, terminally blocked Slides are imaged with either two or Fluorophores are cleaved and washed
nucleotides hybridize to complementary four laser channels. Each cluster from flow cells and the 3"-OH group
base. Each cluster on a slide can emits a colour corresponding to the is regenerated. A new cycle begins
Incorporate a different base. base incorporated during this cycle with the addition of new nucleotides
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Figura 1. Principio de funcionamento de sequenciadores Illumina. Adicdo de mix nucleotideos marcados
com fluoréforos (F). Os nucleotideos livres sdo eliminados e os que foram incorporados sdo detectados pelo
equipamento ao final do ciclo; depois, os fluoréforos sdo removidos ¢ a terminacdo 3’OH ¢é liberada para
alongamento. Fonte: GOODWIN et. al, 2016.

b lon Torrent
(Thermo Fisher)

Single nucleotide addition

) Only one dNTP species is

Semiconductor sequencing present during each cycle;
As a base Is incorporated, a single several identical dNTPs can be
H* ion is released, which is detected incorporated during a cycle,
by a CMOSHSFET sensor increasing the emitted lons
1 —
-\ : N\
. An: T

Figura 2. Principio de funcionamento de sequenciadores lon Torrent. Pools/amostras sdo adicionados a
placa, que é conectada a um pHmetro; cada bead ocupa um micropoco. Os nucleotideos séo liberados
individualmente e, quando sdo incorporados a fita, um ion H+ é liberado, alterando o pH. Fonte: GOODWIN et.
al, 2016.

Alguns dos desafios quanto a aplicacdo do NGS envolvem o custo-beneficio e
limitacGes técnicas relacionadas a sensibilidade dos equipamentos para o sequenciamento de
determinadas regides do genoma, principalmente regides de homopolimeros que podem gerar
artefatos como falsas mutagdes indel (YOHE, THYGARAJAN, 2017; ZHONG et al., 2021).

3.1 Sequenciamento de genoma completo (WGS)

Dentre as tecnologias disponiveis para WGS, a mais utilizada € a de leitura-curta
(short-read), devido ao menor custo, alta preciséo e facilidade na interpretacao dos resultados
e uso da ferramenta (LAPPALAINEN et al., 2019). No entanto, ndo é a mais indicada para
este tipo de analise, dificultando por exemplo a deteccdo de variantes em regides de
homopolimeros e duplicagdes segmentares, que por estarem presentes em diversas regides do
genoma apresentam maior risco de serem alinhadas erroneamente, considerando que as short-

reads tém baixa cobertura horizontal e, portanto, a quantidade de bases lida num mesmo
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fragmento € pequena (LAPPALAINEN et al., 2019; NAKAGAWA, FUJITA, 2018). Apesar
de mais adequadas para WGS, as tecnologias de terceira geragdo ainda possuem um custo
muito elevado, principalmente levando em conta sua alta taxa de erros (NAKAGAWA,
FUJITA, 2018).

Atualmente, a maioria dos estudos em oncologia emprega WES em suas analises,
porém uma migracdo ou integracdo do WGS seria vantajosa, visto a possibilidade de
compreender de forma mais completa o processo de carcinogénese pelo estudo de regides e
mecanismos ainda pouco explorados, como as variantes localizadas em regifes nao-
codificantes, sitios regulatérios, mutacGes estruturais, grandes insercdes e delecdes,
translocagoes, inversdes, entre outras (NAKAGAWA, FUJITA, 2018). Numa visdo mais geral,
0 WGS permite maior precisdo na deteccdo e caracterizagdo molecular de todos os tipos de
variantes devido a sua alta cobertura e possibilita o aprimoramento de genomas de referéncia,
uma demanda crescente para evitar viéses provenientes de genomas mais associados a
determinadas populacdes (LAPPALAINEN et al., 2019; NAKAGAWA, FUJITA, 2018;
GOODWIN et al., 2016). Além disso, € também uma ferramenta importante no &mbito da
farmacogenémica ao compreender regides nao-codificantes do genoma, como regides
regulatérias e envolvidas no splicing, o que ndo é atendido pelo sequenciamento de exoma
(KAMPS et al., 2017). A principal dificuldade na aplicacdo do WGS relaciona-se com o custo
e armazenamento de dados; essa dificuldade estende-se na pesquisa especialmente para
estudos populacionais, que podem envolver milhares de sujeitos da pesquisa
(LAPPALAINEN et al., 2019).

3.2 Sequenciamento de exoma completo (WES)

O exoma compreende a regido codificante do genoma, ou seja, aproximadamente
20.000 genes, dos quais por volta de 6.000 podem ter associacdo conhecida a doencas
(AGGARWAL, 2021). Apresenta cobertura vertical de aproximadamente 100x, 0 que permite
boa sensibilidade em relacdo a cobertura média de 30x de WGS, sendo suficiente para
deteccdo de variantes em baixa frequéncia alélica, como em popula¢bes subclonais e
mosaicismo em linhagens germinativas (NAKAGAWA, FUJITA, 2018; KOBOLDT, 2020). A
utilizacdo de WES é mais frequente na pesquisa, como no Cancer Genome Project, realizado
pelo Instituto Sanger, que reune cerca de 5 milhdes de variantes sométicas relacionadas ao

cancer por meio do sequenciamento do exoma de 7.000 tumores primarios (KAMPS et al.,
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2017). Na clinica, WES é indicado principalmente em casos nos quais uma analise prévia de
painel multigénico ndo apresentou resultados (ZHONG et al., 2021)

3.3 Paineis multigénicos

Os paineis multigénicos configuram uma abordagem direcionada a genes especificos
relacionados ao fendtipo de interesse (KOBOLDT, 2020), por exemplo genes de risco
associados a determinados tipos de cancer. S&o bastante utilizados devido ao seu custo-
beneficio, processamento e interpretacdo relativamente simples por meio de ferramentas de
bioinformatica, além de facil armazenamento de dados (KAMPS et al., 2017). Os painéis
estdo disponiveis comercialmente em diversos niveis de abrangéncia e versdes direcionadas a
diferentes aplicagdes, podendo incluir centenas de genes (KOBOLDT, 2020). Uma
possibilidade interessante é a customizacao de painéis, que podem ser otimizados de forma a
melhor atender o objetivo do estudo/analise por meio da selecdo de genes especificos e/ou
regides de interesse como regides promotoras, hotspots ou breakpoints, uma vez que 0s genes
selecionados podem ser sequenciados em sua totalidade ou apenas parcialmente (BEWICKE-
COPLEY etal., 2019; YOHE, THYGARAJAN, 2017).

A cobertura pode variar de acordo com o tipo de mutacdo sendo investigada, sendo
que uma cobertura vertical de 80x € suficiente para deteccdo de mutagBes germinativas,
enguanto que para mutacGes somaticas a quantidade de leituras deve ser maior, com 0 minimo
por volta de 500x visto que as mutacdes podem estar presentes em subclones, diminuindo sua
frequéncia (KAMPS et al., 2017). Assim como WES, os paineis possuem boa sensibilidade
para deteccdo de variantes em baixa frequéncia alélica (KOBOLDT, 2020).

3.4 Sequenciamento alvo-especifico (TS)

O sequenciamento alvo-especifico (targeted sequencing, TS) é o principal método de
analise na maioria dos laboratorios devido ao seu custo-beneficio, sendo utilizado com maior
frequéncia na investigacdo de regides e genes ja bem caracterizados, de forma que a deteccédo
de variantes é bastante confiavel (ZHONG et al., 2021; BEWICKE-COPLEY et al., 2019). O
TS é dividido em dois grupos: sequenciamento por hibridizagéo e captura, e sequenciamento
baseado em amplicons, cujas técnicas de enriquecimento consistem em PCR e captura
hibrida, respectivamente (BEWICKE-COPLEY et al., 2019; MELDRUM et al., 2011). O TS

baseado em amplicons permite a deteccdo de mutagOes pontuais e indels, e a depender do
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namero de amplicons avaliados a avaliacdo de CNVs (copy-number variants) e até mesmo
fungBes génicas em RNA, além de fornecer a frequéncia alélica da variante na amostra,
informagao importante no monitoramento do tratamento (WADDEN et al., 2022).

A alta cobertura, sensibilidade e baixo custo do TS sdo suas principais vantagens
comparado aos outros métodos, considerando que o material analisado ndo precisa estar em
sua maior quantidade ou qualidade, bem como a possibilidade de detec¢do de variantes com
baixa frequéncia alélica, com um limite de até 0,1% (BEWICKE-COPLEY et al., 2019).
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4 DETECCAO E ANALISE DE VARIANTES

A deteccdo de variantes estd entre as principais utilidades do NGS na clinica. Esse
processo € realizado com o uso de software que alinham e comparam os dados de
sequenciamento do paciente a um genoma de referéncia, sendo que a variante, por definicéo, é
quando determinada sequéncia de bases do DNA do paciente diverge da referéncia
(MUZZEY et al., 2015). Alguns softwares frequentemente utilizados em cada etapa da analise
estdo dispostos na tabela 1. Como mencionado anteriormente, o controle de qualidade é
indispensavel no diagndstico de variantes. Avalia-se o indice de qualidade (quality score),
relacionado com a confiabilidade da leitura, ou seja, com a probabilidade de erro ou acerto do
equipamento na deteccdo de cada base (MELDRUM et al., 2011). A cobertura vertical
também esta diretamente relacionada com a confiabilidade do resultado: quanto maior a
cobertura vertical, maior a sensibilidade do ensaio, assim 0 nimero de vezes que determinada
base serd lida em diferentes moléculas serd maior, tornando o resultado mais assertivo
(LAPPALAINEN et al., 2019). Se possivel, é recomendado que seja feita confirmacdo da
variante por meio de outra plataforma de sequenciamento disponivel, principalmente no caso
de mutac@es raras (CHANG, LI, 2013).

Para o diagndstico, ¢ recomendado que haja, além da amostra de interesse, uma
amostra de DNA constitutivo do mesmo paciente (frequentemente sangue periférico ou swab
bucal), de forma que a classificacdo da variante em somatica ou germinativa torna-se mais
confiavel (KOBOLDT, 2020; BERGER, MARDIS, 2018).

Apos a deteccdo e confirmacdo de variantes, 0 que se segue € uma etapa para
caracterizacdo funcional, ou seja, classificagdo do tipo de variante e identificacdo dos efeitos
no organismo (MELDRUM et al., 2011). No geral, as variantes sdo classificadas em duas
categorias: alteracfes na sequéncia de nucleotideos e variantes estruturais. As alteracfes na
sequéncia incluem os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, single-nucleotide
polymorphisms) e pequenas inser¢des/delecdes (indels), que ocorrem milhares ou milhdes de
vezes num genoma normal em comparacédo a referéncia e, na grande maioria dos casos, ndo
apresentam nenhum efeito deletério para o individuo (MUZZEY et al., 2015;
LAPPALAINEN et al., 2019). J& as variantes estruturais incluem as CNVSs, rearranjos e
elementos transponiveis e, apesar de presentes em frequéncia muito menor que SNPs/indels,
comumente apresentam consequéncias importantes por afetarem regibes maiores
(LAPPALAINEN et al., 2019). Quanto a interpretacdo dos efeitos propriamente ditos, o
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profissional pode fazer uso de bancos de dados online, que normalmente apresentam
classificacdo de variantes como preconizado pelo ACMG em provavelmente benignas,
benignas, provavelmente patogénicas, patogénicas ou variantes de significado incerto (VUS,
variants of uncertain significance) (RICHARDS et al., 2015), além disso, existem op¢oes de
software que podem ser utilizados como ferramenta para predicdo do efeito sobre a
transcricdo de proteinas e o splicing, alguns desses software utilizados em laboratorios
clinicos sdo Alamut, Polyphen e Sift (KAMPS et al., 2017) e mais ferramentas sao

apresentadas na tabela 2.

Tabela 1. Exemplos de ferramentas disponiveis para cada etapa da analise de variantes.
Fonte: KOBOLDT, 2020. (Adaptado)

Estratégia Ferramenta

Alinhamento e pré-processamento

Alinhamento da leitura BWA-MEM, Bowtie 2, minimap2, Novoalign
Marcacdo de duplicatas Picard tools, Sambamba, SAMBLASTER
Criacédo do arquivo BAM Samtools, GATK

Meétricas do sequenciamento BEDTools, Picard tools, QualiMap2

Controle de qualidade da amostra | KING, VerifyBamID

Identificacéo de variantes

SNVs/indels herdadas FreeBayes, GATK HaplotypeCaller, Platypus,
Samtools/BCFtools

Variantes somaticas deepSNV, MuSE, MuTect2, SomaticSniper, Strelka2,
VarDict, VarScan2

CNVs cn.MOPS, CONTRA, CoNVEXM ExomeCNV,
ExomeDepth, XHMM

Variantes estruturais DELLY, Lumpy, Manta, Pindel, SVMerge

Fusbes génicas (RNA-seq) fusionCatcher, fusionMap, mapSplice, SOAPfuse,

STAR-Fusion, TopHat-Fusion

Revisdo/armazenamento de variante

Visualizagéo e revisao Artemis, Integrative Genomics Viewer

Manipulagéo de arquivo VCF/BCF | BCFtools
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BAM binary alignment/map, SNV single nucleotide variant, CNV copy number variant, VCF variant call format,

BCF binary variant call format

Tabela 2. Exemplos de ferramentas disponiveis para interpretacéo e predicdo do efeito
de variantes. Fonte: CHANG, LI, 2013. (Adaptado)

Descricéo

Ferramenta

Predicédo de funcdo da variante

Polyphen-2, SIFT, CHASM

Interpretacéo e priorizacao

ANNOVAR

Catalogo de variantes somaticas no cacncer

COSMIC

Ferramentas online para visualizar, integrar e
analisar a gendmica do cancer e dados clinicos
associados

UCSC Cancer Genomics Browser

Armazenamento de dados de mutagdes,
nimero de codpias, expressdao e metilagdo
provenientes de projetos do TCGA, TARGET,
COSMIC, GSK e NCI60; Ferramentas para
visualizar gendmica a nivel amostral e
alteracdes na transcricdo em diversos tipos de
cancer

Cancer Genome Workbench

Recomendacdes para interpretagéo de variantes

HGVS (Human Genome Variation Society)

Derivacdo da sequéncia de codificacdo

RefSeq database

Base de dados de SNPs

dbSNP

Base de dados de mutacGes em genes humanos

HGMD
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5 NGS NA ONCOLOGIA

A introducdo do NGS na oncologia permitiu avancos importantes no entendimento do
processo de carcinogénese desde sua iniciacdo, desenvolvimento, até processos subsequentes
como a metastase, desenvolvimento de tratamentos personalizados a partir da
farmacogendmica, melhor identificagdo de mutacdes driver e passenger e de demais tipos de
mutacdo, suas caracteristicas estruturais e efeitos na expressdo génica (KAMPS et al., 2017;
BERGER, MARDIS, 2018). A partir do conhecimento do perfil genético do paciente e da
doenca é possivel obter uma perspectiva mais assertiva acerca do prognostico e determinar o
tratamento que atenderd da melhor forma as necessidades de cada caso (WADDEN et al.,
2022), principais usos do NGS na clinica juntamente ao monitoramento da resposta a
intervencdo estabelecida e o possivel surgimento de mutacGes driver, ou seja, mutagdes
somaticas que conferem alguma vantagem direta ou indireta ao desenvolvimento e
proliferacdo de células tumorais (MORGANTI et al., 2018).

KAMPS et al. (2017) reuniu um extenso compilado de estudos que utilizaram das
diversas técnicas de NGS (WGS, WES, painéis e targeted-sequencing) em suas analises do
perfil somatico de diferentes tipos de cancer. No caso de anélise somatica, uma alta cobertura
é essencial para a deteccdo de variantes presentes nas células neoplasicas/subclones, visto que
a frequéncia pode ser baixa (BERGER, MARDIS, 2018). Atualmente, 0 método mais
utilizado na rotina clinica sdo os painéis multigénicos, pois sdo mais rapidos e baratos, mais
abrangentes que o TS, possuem cobertura bastante elevada quando comparados a WGS e
WES, o que é muito vantajoso em amostras tumorais devido a j& mencionada possibilidade de
variantes em baixa frequéncia e sdo direcionados especificamente as regifes de interesse,
evitando a producdo desnecessaria de um arquivo de interpretacdo mais complexa e que
necessite de muito espaco de armazenamento (LASSEN et al., 2021; BERGER, MARDIS,
2018).

Um desafio que acompanha a aplicacdo de WGS, WES e painéis multigénicos é a
pequena quantidade de material genético passivel de extracdo, em especial para amostras de
biopsia ou puncdo aspirativa por agulha fina, casos nos quais o TS torna-se uma opgéo
bastante viavel (BERGER, MARDIS, 2018). Outros fatores a serem considerados incluem a
heterogeneidade do tecido, celularidade e grau de pureza devido ao risco de infiltracdo por
células normais, podendo reduzir drasticamente a fracdo variante esperada (MELDRUM et

al., 2011; KOBOLDT, 2020). O armazenamento da amostra tambeém ¢ de grande importancia,
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idealmente o sequenciamento de DNA proveniente de amostras congeladas é indicado, porém
sabe-se que a maioria dos laboratdrios/hospitais armazena os tecidos em blocos fixados em
formalina e embebidos em parafina (FFPE, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded), método
adequado para andlise histoldgica, porém que pode afetar a qualidade do sequenciamento ao
degradar o material - atualmente, a otimizacdo dos métodos de preparo da amostra pré-
sequenciamento procura também suprir essa questdo, de forma a manter a sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade das analises e resultados (BERGER, MARDIS, 2018).

5.1 Sindromes de Predisposi¢cdo Hereditaria

As sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer sao definidas pela presenca de
variantes patogénicas de origem germinativa que aumentam a suscetibilidade a determinados
tipos de cancer num individuo e em sua familia. Estima-se que até 10% dos canceres tenham
um componente germinativo, resultando em mais de 300 sindromes hereditéarias
caracterizadas; duas das mais estudadas s&o a Sindrome Hereditaria do Cancer de Mama e
Ovério (HBOC) e Sindrome de Lynch (LS) (RODRIGUEZ et al., 2020). Os principais genes
associados a HBOC sdo BRCAL/2, descobertos na década de 1990, porém em virtude do NGS
foi possivel a identificacdo de mais genes que aumentam a suscetibilidade ao cancer de mama
ao mesmo tempo em que estdo relacionados as sindromes de Li Fraumeni, Peutz-Jeghers,
Cowden e cancer géstrico difuso hereditario, sdo eles TP53, STK11, PTEN e CDH1 (VAN
MARCKE et al., 2018). Quanto a LS, as principais mutacfes dizem respeito aos genes MLH1,
MSH2, MSH6 e PMS2, relacionados a correcdo do mal pareamento de DNA (sistema mais
conhecido como mismatch repair, MMR), elevando em até 80% o risco de desenvolvimento
de cancer colorretal, além do risco aumentado de cancer de endométrio (KAMPS et al., 2017;
NGEOW, ENG, 2016). Para pacientes portadores de sindromes hereditarias bem definidas
como as mencionadas, existem diretrizes de profilaxia e tratamento estruturadas, que incluem
por exemplo a indicacdo de mastectomia e/ou ooforectomia preventiva para pacientes com
HBOC e colectomia total com ileostomia para pacientes com LS, levando em conta
particularidades de cada paciente na avaliacdo e indicagdo ou ndo do procedimento cirdargico
(NGEOW, ENG, 2016)

Os painéis multigénicos sdo atualmente a estratégia mais utilizada no diagndstico, sua
abrangéncia pode variar mas normalmente sdo divididos em genes de alta penetrancia (=250%
de risco de desenvolvimento de cancer ao longo da vida), penetrancia moderada (20 a 50% de
risco ou risco aumentado em até 4x comparado a populagdo) e baixa penetrancia
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(RODRIGUEZ et al., 2020), conforme demonstrado por KAMPS et al., 2017, ao reunir 90
genes mais utilizados nos painéis disponiveis atualmente. Portanto, uma determinada variante
pode estar relacionada a diversos tipos de céncer com diferentes graus de penetrancia,
podendo configurar por exemplo um fator de alto-risco para cancer de estdmago e baixo-risco
para cancer de mama; assim, esses individuos possuem risco aumentado de desenvolver
tumores sincronicos e metacronicos ao longo da vida (KAMPS et al., 2017; NGEOW, ENG,
2016). Além disso, variantes germinativas ndo associadas diretamente com 0
desenvolvimento de cancer também podem atuar como co-oncogenes ao mediar e interagir

com mutacgdes somaticas (QING et al., 2020).

5.2 Oncologia Personalizada

O NGS permite a personalizacdo do tratamento a partir do momento em que se
conhece o perfil mutacional do paciente e da propria doenca, visto que pacientes com tumores
histologicamente parecidos podem ter um perfil mutacional totalmente diferente e, portanto,
responderdo também de maneira diferente a um determinado tratamento (CHANG, LI, 2013).
Da mesma forma, pacientes com diferentes tipos de cancer e perfil mutacional semelhante
podem ser submetidos ao mesmo tratamento, utilizando por exemplo inibidores de
determinada proteina ou via molecular. Por conta disso, € comum que a elegibilidade de
pacientes para estudos se baseie na mutacdo carreada, e ndo no tipo de cancer desenvolvido
(BERGER, MARDIS, 2018). Por meio das particularidades moleculares de cada caso €
possivel presumir quais estratégias terapéuticas serdo mais adequadas e para quais a doenca
provavelmente apresentara resisténcia, escolher de forma mais assertiva 0s quimioterapicos a
serem utilizados de acordo com o alvo (ou biomarcador) especifico, resultando numa acéao
mais eficaz e menos toxica e consequentemente causando menos efeitos colaterais, além de
economizar tempo, recursos e preservar a qualidade de vida do paciente ao evitar tratamentos
ndo-especificos que em muitos casos acabam por ndo gerar resultados satisfatorios
(MORGANTI et al., 2018; KAMPS et al., 2017; LASSEN et al., 2021). Apesar de ideal, a
escolha terapéutica com base no perfil mutacional ainda apresenta desafios devido a
instabilidade genémica e heterogeneidade do tecido tumoral e a necessidade de se entender de
forma mais clara a relacdo entre gendétipo e fenotipo (NGEOW, ENG, 2016). A figura 2
esquematiza a otimizacao dos resultados quando o perfil genético de cada paciente é levado
em conta, e apresenta uma perspectiva para o futuro por Hussen et al. (2022), que consiste na
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avaliacdo individual de resposta a terapia combinada, evitando o desenvolvimento de
resisténcia e ajustando as doses conforme o necessario.

Um método que vem ganhando espaco em vista de sua coleta minimamente invasiva é
a biopsia liquida, que consiste no sequenciamento de material proveniente de células tumorais
circulantes (CTC) ou DNA tumoral circulante (ctDNA), fragmento circulante derivado do
tumor e ndo associado as células (MORGANTI et al., 2018). Ambos podem ser utilizados na
otimizacdo do tratamento, pois atuam como biomarcadores no acompanhamento da resposta a
quimio e imunoterapia, deteccdo de tumor residual e monitoramento da progressao da doenca,
especialmente ao possibilitar a deteccdo precoce em pacientes assintomaticos bem como do
processo de colonizacdo na metastase e refletir a heterogeneidade do tumor, visto que podem
derivar de diferentes locais (KAMPS et al., 2017; TSIMBERIDOU et al., 2020; LASSEN et
al., 2021). No entanto, € importante notar que € uma técnica que ainda pode apresentar
elevada taxa de falsos-positivos e falsos-negativos dependendo do caso (YOHE,
THYGARAJAN, 2017).
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Fig. 2: Perspectivas atuais e futuras de tratamento do cancer. Atualmente, a maioria dos pacientes néo recebe
tratamento personalizado, porém o cenario tem mudado com a disponibilidade do NGS, aumentando as curvas
de resposta aos farmacos. Com a aplicacdo de terapias combinadas e avaliacdo individual da resposta serd
possivel aprimorar ainda mais a resposta, evitando desenvolvimento de resisténcia e ajustando o tratamento

conforme necessério. Fonte: HUSSEN et al., 2022.
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6 CONCLUSAO

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de tecnologias mais acessiveis e rapidas de
sequenciamento genético resultou no aumento exponencial na quantidade de informacgoes
disponiveis acerca do genoma humano e até mesmo dos até entdo inexplorados genomas de
outros animais e plantas. Esses conhecimentos, possiveis gracas ao investimento em pesquisa
cientifica, revolucionaram a medicina ao possibilitar um entendimento aprofundado de
doencas, processos metabdlicos, caracteristicas estruturais e funcionais dos genes,
informagdes que tem utilidade direta na estruturacdo de novos campos de estudo, como a
farmacogenémica, que investe no desenvolvimento de caminhos terapéuticos e
quimioterapicos a partir do perfil genético da populacdo de interesse. A medicina
personalizada também € consequéncia direta do NGS. A identificacdo de genes relacionados a
predisposicdo a determinadas doencgas permite o aconselhamento genético para tomada de
decisbes, aplicacdo de farmacos em sua maior eficacia, selecdo de métodos de profilaxia
conforme diretrizes estabelecidas pelos 6rgdos competentes, diagnosticos precoces que
influenciam diretamente na expectativa e qualidade de vida dos pacientes.

Em vista do extenso caminho percorrido pela ciéncia baseada em evidéncias, o
sequenciamento de nova geracdo é uma tecnologia bastante recente e que possui ainda muito
potencial de aprimoramento. As tecnologias de segunda geracdo sdo atualmente as mais
utilizadas por diversos fatores discutidos ao longo deste trabalho, porém as tecnologias de
terceira geracdo prometem nos proximos anos trazer possibilidades ainda inexploradas com a
reducdo de custo e tempo de sequenciamento, o que também sO sera viavel a partir do
momento que os préprios equipamentos forem aprimorados e se tornarem mais sensiveis,
diminuindo sua taxa de erros. As perspectivas e expectativas para o futuro sdo muitas, como o
melhor entendimento de regiGes intrénicas, descoberta de novos alvos terapéuticos,
desenvolvimento de estratégias epidemioldgicas em associacdo com GWAS, entre outras. Ja
existem resultados otimistas, como apresentado por WADDEN et al., 2022 no trabalho
“Ultra-rapid somatic variant detection via real-time targeted amplicon sequencing” ao
desenvolver uma técnica de sequenciamento ultra-rapido para utilizagdo durante
procedimentos cirargicos, por exemplo. Com a disseminacdo do NGS espera-se uma redugédo
nos custos das analises, de forma que se tornem mais acessiveis e possam levar beneficios

para cada vez mais pessoas.
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