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RESUMO

A elucidagdo etioldgica de afec¢des neuropsiquiatricas e infecciosas complexas representa um
desafio critico no Sistema Unico de Satde, frequentemente resultando em longas jornadas
diagnosticas. Este estudo objetivou avaliar as aplicacdes clinicas do sequenciamento de nova
geracdo em abordagens gendmicas e metagenomicas realizadas na Fiocruz Ceard em casos
clinicos complexos oriundos da Atencdo Tercidria de Fortaleza. A abordagem gendmica
(sequenciamento de exoma) foi aplicada a uma coorte de 17 casos clinicos, a qual foi
subdividida em coorte psiquiatrica (n=9) e coorte neuroldgica (n=8), enquanto a metagendmica
foi utilizada para investigar um caso de neuroinfec¢do sem diagnostico confirmatdrio por
métodos convencionais. Concomitantemente, uma pesquisa operacional, incluindo uma
estimativa participativa com a equipe técnica, mapeou as barreiras sistémicas do fluxo
diagnostico. A investigacdo gendmica revelou achados clinicamente relevantes na coorte e
permitiu o estabelecimento de um diagnostico molecular de alta probabilidade em 37,5% da
subcoorte neuroldgica com curadoria clinica especializada, tendo como énfase a identificagdo
de rara variante em gene NIT1 em paciente de 50 anos com histérico de Leucodistrofia. A
analise metagenomica foi decisiva para o diagnostico confirmatdrio de Leucoencefalopatia
Multifocal Progressiva por virus John Cunningham em um paciente com HIV. A pesquisa
operacional quantificou os obstaculos, identificando a lacuna de informagdes clinicas como a
principal barreira de comunicacao (apontada por 100% da equipe). Esses resultados, que unem
a evidéncia clinica a operacional, fundamentaram a elaboracdo das bases de um protocolo
técnico-operacional colaborativo, estruturado no modelo Assisténcia Clinica-Laboratério-
Bioinformatica (Clinical-Wet-Dry), para a integracdo do sequenciamento de nova geracao na
rede de saude do Ceard articulada pela Fiocruz Ceard. Conclui-se que a aplicagdo do
sequenciamento de nova geracdo, quando guiada por uma abordagem translacional, ndo apenas
amplia substancialmente a resolutividade diagndstica, mas também gera um modelo de
implementac¢do viavel e baseado em evidéncias para a incorporagdo de tecnologias de precisao
no sistema de satide, com potencial para otimizar condutas clinicas e fortalecer a vigilancia em
saude.

Palavras-chave: Sequenciamento de Nova Geracdo; Gendmica Clinica; Metagendmica
Clinica; Medicina de Precisao.



ABSTRACT

The etiological elucidation of complex neuropsychiatric and infectious disorders represents a
critical challenge within Brazil’s Unified Health System, often resulting in prolonged
diagnostic journeys. This study aimed to evaluate the clinical applications of next-generation
sequencing through genomic and metagenomic approaches conducted at Fiocruz Ceara in
complex clinical cases referred from tertiary care in Fortaleza. The genomic approach (whole-
exome sequencing) was applied to a cohort of 17 patients, subdivided into a psychiatric cohort
(n=9) and a neurological cohort (n=8), while metagenomics was employed to investigate a case
of neuroinfection without confirmatory diagnosis using conventional methods. Concurrently,
an operational research component, including a participatory assessment with the technical
team, mapped systemic barriers in the diagnostic pathway. Genomic investigation revealed
clinically relevant findings across the cohort and enabled the establishment of a highly probable
molecular diagnosis in 37,5% of the neurological subcohort with specialized clinical curation,
notably highlighting the identification of a rare NIT1 variant in a 50-year-old patient with a
history of leukodystrophy. Metagenomic analysis was decisive for the confirmatory diagnosis
of progressive multifocal leukoencephalopathy caused by John Cunningham virus in an HIV-
positive patient. Operational research quantified barriers, identifying the lack of clinical
information as the main communication gap (reported by 100% of the team). These results,
integrating clinical and operational evidence, supported the development of a collaborative
technical-operational protocol, structured under the Clinical-Wet-Dry model, to integrate next-
generation sequencing into Ceara’s health network in articulation with Fiocruz Ceara. In
conclusion, the application of next-generation sequencing, when guided by a translational
approach, not only substantially increases diagnostic yield but also generates a feasible,
evidence-based implementation model for incorporating precision technologies into the
healthcare system, with the potential to optimize clinical management and strengthen health
surveillance.

Keywords: Next-generation sequencing; Clinical genomics; Clinical metagenomics; Precision
medicine.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Exemplos de aplicagdes clinicas da metagendmica por sequenciamento de nova
ZETACAOD ...veuveutentenienieteett et eteete et et et es e es e e st es e et e et e e b et et enten e e Rt e Rt eh e ke b et en s en e en e e Rt e Rt Rt eh e b et et entententeneeneeneebenten 28

Figura 2 — Desafios para implementagao clinica da metagendmica por sequenciamento de

TMOVA ZETAGAO . ...evtvetetetentententeseeseeseeseeseeteasessenseseesteseasteseeseesesestensenseneeseeneeseeseesensensensenteneeneesesseesensensan 31
Figura 3 — Sequenciamento de nova geragao pela tecnologia I/luming ..................ccccounveunee.. 33
Figura 4 — Fluxo bioinformatico tipico do sequenciamento de nova geragao............cccccceueueee. 34

Figura 5 — Fluxo de selecdo das coortes genomica (psiquiatrica e neuroldgica) e
metagendmica clinica para o sequenciamento de NOVa Zeragao ..........c.ceveveeervriereerervereeeeneneennns 40

Figura 6 — Fluxo processual da analise gendmica por sequenciamento de exoma completo...41

Figura 7 — Fluxo de trabalho da anélise metagenomica clinica por sequenciamento de nova
FoLS 2T o OSSOSO 42

Figura 8 — Fluxograma do Protocolo técnico-operacional para metagendmica clinica no Ceara



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de detec¢ao de microrganismos

............................................................................................................................................................... 17
Tabela 2 — Vantagens e desvantagens do sequenciamento direcionado e do shotgun.............. 18
Tabela 3 — Caracteristicas e principais aplicagdes das plataformas de sequenciamento
TIIUMNINA € INATLOPOTE ...ttt s s se sttt se e se s esnseas 22
Tabela 4 — Distribui¢ao percentual das variantes candidatas segundo a classificacao da
Franklin/Genoox de todos os individuos submetidos a sequenciamento de exoma.................. 45
Tabela 5 — Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes incluidos no estudo
gendmico do sequenciamento A€ EXOMA .......covueueuiirieieiiirieteie ettt ettt eaesens 47

Tabela 6 — Achados gendmicos relevantes do sequenciamento de exoma das coortes
psiquiatrica € neurologica INVESHZAAS ........ccccvvieveeiiieieieiiicieieiee et 49



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABN — Academia Brasileira de Neurologia

ACME Lab — Laboratério Analitico de Competéncias Moleculares ¢ Epidemiologicas
AD — Autossomica Dominante

AR — Autossomica Recessiva

AT(N) — Amiloide, Tau, Neurodegeneragao

CAAE - Certificado de Apresentagdo de Apreciagdo Etica
CCIH - Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar
CdLS - Sindrome de Cornelia de Lange

CZID — Chan Zuckerberg ID

DA — Deméncia pela Doenca de Alzheimer

DFT - Deméncia Frontotemporal

DNA — Acido Desoxirribonucleico

DRY - Fluxo de trabalho bioinformatico (Dry Lab)

DTT - Ditiotreitol

DVEX — Deep Virome Explorer

ELA — Esclerose Lateral Amiotrofica

EP — Estimativa Participativa

Fiocruz — Fundagdo Oswaldo Cruz

GATK — Genome Analysis Toolkit

GUIDE — Guidelines for the Use of Infectious Disease mNGS in the Clinical Setting
GWAS - Estudos de Associagdo Genomica Ampla

HGF — Hospital Geral de Fortaleza

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

HPOTERM - Termo da Ontologia do Fendtipo Humano
HSMM - Hospital de Satide Mental de Messejana
HUWC - Hospital Universitario Walter Cantidio

JCV — Virus John Cunningham

JICA — Japan International Cooperation Agency (Agéncia de Cooperagao Internacional do
Japao)

LACEN — Laboratorio Central de Satide Publica

LCR — Liquido Cefalorraquidiano

LEMP — Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva



mNGS — Metagenomica por Sequenciamento de Nova Geragao
LM — Leucodistrofia Metacromatica

NDD - Transtorno do Neurodesenvolvimento

NfL — Neurofilamento de Cadeia Leve

NIT1-SVD — Doenca de Pequenos Vasos por NIT1
NGS —Sequenciamento de Nova Geragdo

NIID — National Institute of Infectious Diseases (Instituto Nacional de Doencas Infecciosas
do Japao)

OMS - Organiza¢ao Mundial da Satide

PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase

PTHS — Sindrome de Pitt-Hopkins

QC — Controle de Qualidade

RNA — Acido Ribonucleico

SNC — Sistema Nervoso Central

SNP — Polimorfismo de Nucleotideo Unico

SUS — Sistema Unico de Saude

TGS — Sequenciamento de Terceira Geragao

UFC — Universidade Federal do Ceara

VEP — Preditor de Efeito de Variante

VSP — Painel de Sequenciamento Viral

VUS — Variante de Significado Incerto

WES - Sequenciamento de Exoma Completo
WET - Fluxo de trabalho laboratorial (Wet Lab)

WGS — Sequenciamento de Genoma Completo



SUMARIO

1 INTRODUGAQ .uueeeceeeereeeneneesesesesesesesssesesesesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssses 15
2 REVISAO DE LITERATURA ...cuououeeeerecrerreenesssesesesesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 16
2.1 CONTEXTUALIZACAO E DESAFIOS DIAGNOSTICOS EM DOENCAS NEUROINFECCIOSAS
...................................................................................................................................... 16
2.2 O ADVENTO DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO NO DIAGNOSTICO
MOLECULAR ....utttttieiieeeeeeeeeteeeeee e e eeeeeettaeeeeeeeeeeeesassaeeeeeeeesessastsreeeeseeessanssnsrreeeeseeeennes 21
2.3 APLICACOES DA GENOMICA NA ELUCIDACAO DE DOENCAS NEUROLOGICAS ............ 23
2.3.1 NEUROPATIAS MONOGENICAS E DOENCAS RARAS ....coovviiiiiiiieeeeieeeiiieeeeeeans 24
2.3.2 EPIGENETICA E DOENCAS NEURODEGENERATIVAS ....ouvuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenenenenns 25
2.4 APLICACOES DA METAGENOMICA CLINICA .....cooiuvviieeiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeiaeeeeeeeaveeeeenns 27
2.4.1 DESAFIOS PARA IMPLEMENTACAO DA METAGENOMICA .......uvuveveeeeeeeeeeenenennnns 29
2.5 ETAPAS PROCESSUAIS DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO ...... 32
2.5.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS ....coeviiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
2.5.2 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS ...cceotteeuieeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeseesaseeeeeesseseesnnaes 32
2.5.3 PREPARACAO DA BIBLIOTECA E SEQUENCIAMENTO ......ccovviviiieeeeeeieiieiieeeeeeeenanns 32
2.5.4 ANALISE DE BIOINFORMATICA ......cuvviiiiiiiiieeeeieeeeeeeiieeeeeeeaeeeeeeeaeeeeeeeaeeeseenaneeeeens 33
2.5.5 INTERPRETACAO CLINICA INTEGRADA ....coovitiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e, 35
2.6 CENARIO CEARENSE: LACUNAS E OPORTUNIDADES........cccooiuvieeeiiireeeeeeieeeeeenneeeeens 35
3 JUSTIFICATIVA ..aeeeeteececnrrrneeeeeeecccsssssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 36
4 OBJETIVOS eeeeeeeecccccnsnnenneeeeceecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssns 37
4.1 OBJETIVO GERAL ....cuvutitieeeeeeeeeeeeeeeeesessssessssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssrsssssrsssnsnsrsrsnane 37
4.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS.....uuviiieiitieeeeeeeeeee e eeeee e eeee e e e e e eeaaee e e eeaaeeeeeenaeeeeeenanneeas 37
5 PERCURSOS METODOLOGICOS ...uueeeierereeeerenenessssssscssssssssssssssasssssssssssssssssssssssas 38
5.1 TIPO DO ESTUDO ...uuvvvvveeieeeeiiiiireeeeeeeeeeeienisrereeseeeesensisssrsessssssssssissrsresseseessnssssseseseees 38
5.2 LOCAL DO ESTUDO ...uuvviiiieeeiiietieeeeeeeeeeeeeeiarereeseeeesesssssrsesssessensssssseesssseesssissnneeseses 38
5.3 SELECAO E CARACTERIZACAO DOS CASOS CLINICOS ......covviiiiiiiiiiiieieee e, 38
5.4 FLUXOS DE TRABALHO DA ANALISE POR SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO.....40
5.4.1 FLUXO DE ANALISE DO EXOMA ...uuutiitiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeissiasreeeeesssssssnsssssesssssssnns 40
5.4.2 FLUXO DE ANALISE METAGENOMICA........coooturvreiieeeeeeeiiereeeeeeeeeeniinreeeeeseeeennnns 41
5.5 CONSTRUCAO DO PROTOCOLO TECNICO-OPERACIONAL ........oovvvurriviieeeeeeieiiiineeeeeenns 42
5.0 ASPECTOS ETICOS ..uvvvvveiieeeeieieiieeeeeeeeeeeeesiarrreeeeeeesesssssreeessessessssssrressesesssnsssrsneeeeses 43
0 RESULTADOS .eeeeeeeeeccrnrrneeneeeeecccssssssssssseeecsssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssasssssessssssssass 45
6.1 ANALISE DE EXOMA: CORRELACOES CLINICAS-GENETICAS ....ccoovuvvveeieeeeeienrrreeeeenn. 45
6.2 ANALISE EM METAGENOMICA CLINICA ...evvvviiiiiiiiiieciiiieieeee ettt 54
6.2.1 ESTUDO DE CASO: LEUCOENCEFALOPATIA MULTIFOCAL PROGRESSIVA POR
VIRUS JOHN CUNNINGHAM. .....ccotuuiiiiieeeieieiiniiieeeeeeeeeeesiaieeeeeeesesssssatasseeeessssssssnansees 54
6.2.2 DESAFIOS OPERACIONALIS ......oeitiitiirieieeeeeeeeiiitireeeeeeeeeeeensassseeeseeeeseennsneseeeeeeens 54
6.2.3 PROTOCOLO TECNICO-OPERACIONAL .......covviuuiiiiieeeeeeeeiiiieieeeeeeeessssnnnneeeeeeens 56
T DISCUSSAQ uueeeeererereresesesesesesesssessssessssssssssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssens 61
7.1 SINTESE DOS PRINCIPAIS ACHADOS .....oceeeiuvvieeeeiireeeeeeieeeeeeeiteeeeeeeisseeeeeeiseeeseeeseeeeens 61
7.2 IMPACTO DA ANALISE DE EXOMA NO DIAGNOSTICO ....uvvvveiieeieiiiirereeeeeeeeeeeinveeeeeeens 61
7.2.1 ELUCIDACAO DIAGNOSTICA NA COORTE NEUROLOGICA: CASOS COM
(010127 010) 23 Nl 511.] (CF: PR 62
7.2.2 POTENCIAL DA ELUCIDACAO NA COORTE PSIQUIATRICA: HIPOTESES
1Y (0) 1 210 5] 57N 28 23 63
7.3 METAGENOMICA CLINICA COMO FERRAMENTA DIAGNOSTICA ESTRATEGICA............ 67
7.4 DA EVIDENCIA A PRATICA: DESAFIOS E SOLUCOES PARA IMPLEMENTACAO DA
METAGENOMICA CLINICA NO CEARA ....cooiuiiiiiiiiiiee et e 68

7.5 LIMITACOES DO ESTUDO ......ciiiiiititieeeeeeeeeeteieee e e e e eeeetaes e e e e e e eaaaanneeeeseeessssnannnneeas 70



7.6 PERSPECTIVAS FUTURAS DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO E PROTOCOLOS

INSTITUCIONAIS NA SAUDE PUBLICA BRASILEIRA ....ceuueeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaessssnseesesnnnaens 71
8 CONCLUSAOQ .uuueeeerererereresesesssssessssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 74
REFERENCIAS ...eeeeeceeeeeeeeeesessassssstssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssas 76
APENDICE A - ESTRATEGIA DE REVISAO DE LITERATURA 84
APENDICE B — ESTIMATIVA RAPIDA: QUESTOES NORTEADORAS...........ou... 85
APENDICE C - RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DE EXOMA ... 86



15

1 INTRODUCAO

O diagnostico de doengas neuropsiquidtricas e infecciosas de etiologia indefinida
representa um desafio critico para a pratica clinica, especialmente no contexto do Sistema Unico
de Saude (SUS). A sobreposi¢do de sinais e sintomas, aliada a limitacdo dos métodos
convencionais, frequentemente resulta em uma longa busca diagnostica que agrava o quadro
clinico e eleva os custos assistenciais (Gu; Miller; Chiu, 2019; Hilt; Ferrieri, 2022). O avango
das tecnologias de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), aplicadas em genOmica e a
metagendmica, surgiu como uma solugdo promissora, ampliando consideravelmente o escopo
e a sensibilidade da investigacdo etioldgica (Jacob; Veeraraghavan; Vasudevan, 2019).

Embora promissoras, essas abordagens ainda sdo pouco incorporadas ao SUS,
particularmente nas regidoes Norte e Nordeste, que dispdem de menor infraestrutura laboratorial
complexa e enfrentam maior dificuldade de acesso quando comparadas a outras regides
brasileiras. Especificamente no Ceard, a auséncia de fluxos padronizados que articulem as
unidades hospitalares aos laboratorios de referéncia limita o impacto dessas tecnologias na
assisténcia e na vigilancia em saude. Essa lacuna entre o potencial tecnoldgico e a aplicacao
pratica constitui o problema central abordado por esta pesquisa.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo primeiramente aplicar as estratégias
de gendmica e metagenomica para a elucidagdo de casos complexos indefinidos encaminhados
por hospitais publicos de Fortaleza a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) Cear4, servindo como
uma prova de conceito. Em segundo lugar, e de forma central, analisar os desafios operacionais
desse fluxo por meio de uma pesquisa participativa para, entdo, desenvolver as bases de um
protocolo técnico-operacional que viabilize a implementacao estruturada dessas ferramentas. A
hipotese central € que a aplicagdo supervisionada dessas tecnologias ndo apenas aumenta a taxa
de elucidacao diagndstica, mas também gera a evidéncia necessaria para a construcao de um
modelo de implementagao sustentavel.

Assim, esta dissertagdo contribui de forma concreta para a consolidag@o de estratégias
diagnosticas inovadoras no Ceard. Ao apresentar resultados diagnosticos de alto impacto e, a
partir deles, propor as bases de protocolo de implementagdo baseado em dados locais, este
trabalho oferece um modelo translacional que articula assisténcia, pesquisa e vigilancia,
fornecendo subsidios para a aplicagdo mais ampla e equitativa da gendomica e metagenomica no

ambito do SUS.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

A construcao deste referencial tedrico foi baseada principalmente em um levantamento

de literatura, cuja estratégia de busca principal esta detalhada no Apéndice A.

2.1 Contextualizacao e desafios diagnésticos em doengas neuroinfecciosas

As doencas neurologicas de origem infecciosa representam parcela significativa da
carga global de morbimortalidade, exigindo diagndstico rapido e preciso para otimizar o
tratamento e conter a disseminacao de patdgenos (Liu; Ma, 2024). Sua classifica¢do pode seguir
critérios clinicos, etiologicos e topograficos, distinguindo, por exemplo, meningites, encefalites
e mielites. A diversidade de agentes etiologicos ¢ ampla e modulada por fatores geograficos e
imunolégicos (Granerod et al., 2010; Nath; Smith; Thakur, 2022).

O impacto epidemioldgico ¢ expressivo: a Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
estima que a meningite bacteriana cause aproximadamente 250 mil dbitos anuais e que até 2050
cerca de 13 milhdes de 6bitos serdo atribuidos as doengas infecciosas (Dye, 2014; OMS, 2021).
J& a encefalite viral, uma sindrome rara, associa-se a alta morbidade, podendo deixar sequelas
fisicas e cognitivas graves nos sobreviventes (Granerod et al., 2020). Contudo, a elucidagao
etioldgica dessas doengas nem sempre ¢ simples, sendo dificultada por sintomas inespecificos,
sobreposi¢do clinica entre diferentes quadros e limitacdes dos métodos convencionais de
deteccao (Gu; Miller; Chiu, 2019; Hilt; Ferrieri, 2022).

Historicamente, no século XIX, o estudo de enfermidades neuroldgicas foi
fundamentalmente baseado no método anatomo-clinico, como exemplificado pelos trabalhos
de J-M Charcot (Teive et al., 2001). O advento da bacteriologia e das culturas microbiolégicas,
no final do século XIX e inicio do século XX, representou um marco no diagnéstico das doencas
infecciosas, ao permitir a identificacdo de agentes como a Neisseria meningitidis no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Pereira, 2014). O diagndstico etiologico das encefalites no inicio do
século XXI passou a incorporar de forma sistematica métodos de alta sensibilidade, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e ensaios soroldgicos para a detec¢do de diversos
patogenos virais (Granerod et al., 2020). Ainda assim, esses métodos dependem de hipodteses
diagnosticas prévias e podem apresentar resultados falso-negativos, deixando até 50% dos
casos de encefalite sem diagnéstico definido mesmo com o uso combinado de cultura, sorologia
e PCR (Granerod et al., 2010; Wilson et al., 2019). A Tabela 1 mostra quais sdo as principais
vantagens e limitacdes das técnicas convencionais e da metagenomica por Sequenciamento de

Nova Geracao (mNGS).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de deteccdo de microrganismos.

Método

Vantagens

Desvantagens

Tempo de resposta

Cultura

-Baixo custo

-Facil operagao
-Alta especificidade
-Padrao-ouro

-Operagao manual
-Baixa sensibilidade
-Dificuldade em
identificar
microrganismos de
dificil cultivo

-Normalmente 3-5
dias; até 1-2
semanas para
microrganismos de
crescimento lento
(ex.: fungos e
Mycobacterium
tuberculosis)

Ensaio imunoldgico

-Operagao simples
-Custo relativamente
baixo

-Grande numero de

-Baixa sensibilidade
e especificidade
-Reagdes cruzadas
entre antigenos

-Algumas horas

amostras em um semelhantes
unico teste -Dependéncia da
qualidade dos
anticorpos
Ensaio de PCR! -Alta sensibilidade -Alto custo -Algumas horas
-Pode ser -Identifica apenas
quantitativo microrganismos
-Permite identificar  especificos

diversos
microrganismos em
um Unico ensaio

-Nao distingue entre
organismos vivos e
mortos

MALDI-TOF MS?  -Alta especificidade  -Equipamentos de -Alguns minutos
-Curto tempo de alto custo apos a cultura
resposta -Necessidade de
-Baixo custo cultura prévia para
-Grande numero de  identificagao
amostras em um
unico teste

mNGS? -Detecta todos os -Alto custo -24-72 horas, em
organismos de forma -Operagdo e andlise =~ média 48 horas
nao enviesada de resultados
(bactérias, fungos, complexas
virus e parasitas) -Risco de
-Possibilita a contaminagao
descoberta de novos  -Nao distingue entre
organismos organismos vivos e
-Vantajoso para mortos
microrganismos de
dificil cultivo
'PCR: polymerase chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase);
MALDI-TOF MS: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (espectrometria
de massas por dessorcdo/ionizagdo a laser assistida por matriz com tempo de Vvoo);

SmNGS: metagenomics next-generation sequencing (metagendmica por sequenciamento de nova geragao).
Fonte: adaptado de Liu, Ma, 2024.
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As ferramentas laboratoriais tradicionais, embora fundamentais, mostram-se
insuficientes na investigacdo de patdgenos raros, inesperados ou presentes em baixas
concentracgoes (Hilt; Ferrieri, 2022; Cosmosid, 2023). Nessas situagdes, o atraso ou a auséncia
de diagnostico preciso comprometem o prognostico, elevam custos e dificultam o controle de
surtos (Liu; Ma, 2024; Gu; Miller; Chiu, 2019). Houve uma progressdo nas técnicas de
sequenciamento, que partiram do modelo shotgun e alcangaram os métodos de maior
rendimento, representados pelo NGS e, em seguida, pelo de terceira geragdo (TGS) (Do; Dame-
Teixeira, 2024).

O sequenciamento de primeira geragdo, descrito por Sanger ¢ Coulson (1975) e por
Maxam e Gilbert (1977), foi por muito tempo considerado o padrao-ouro, pois permitia leituras
de até¢ 1.000pb com elevada acurdcia (99,99%) (Liu; Ma, 2024). No entanto, seu baixo
rendimento e alto custo limitaram aplicagdes em larga escala (Heather; Chain, 2016; Liu; Ma,
2024).

Em 2005, a 454 Life Sciences introduziu o sequenciamento por sintese em alta
performance, seguido pelo sistema Solexa da I/lumina (2006) e pelo SOLiD da ABI (2007),
consolidando as tecnologias de segunda geracdo, conhecidas como NGS (Liu; Ma, 2024; Schatz
et al., 2010). Posteriormente, a Pacific Biosciences langou o PacBio RS em 2011, baseado na
tecnologia de Sequenciamento em Tempo Real de Molécula Unica, que dispensa amplificacio
por PCR (Liu; Ma, 2024; van Dijk et al., 2018).

J& a Oxford Nanopore Technologies inaugurou em 2014 a abordagem por nanoporos
com o MinlON, ampliada com as plataformas GridION (2017) e PromethION (2018, 2019)
(Heather; Chain, 2016; Liu; Ma, 2024; Wang et al., 2021). A Tabela 2 demonstra as vantagens

e desvantagens do sequenciamento direcionado e do shotgun.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens do sequenciamento direcionado e do shotgun.

Método Vantagens Desvantagens
Sequenciamento -Grande profundidade -Amplificacdo desigual
direcionado -Maior precisao -Analisa apenas uma parte
-Sequencia apenas regioes de um gene
especificas: 16S rRNA!, 18S -Resolugdo insuficiente para
para fungos e regiao ITS? identificacao em nivel de
espécie

-Impossivel avaliar
diretamente a fungao
microbiana
Sequenciamento Shotgun -Sequenciamento nao -Pouca sensibilidade em
enviesado amostras com alto
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-Maior resolucao do background do hospedeiro
conteudo genético ou baixa biomassa

-Permite avaliar fung¢des -Gera um conjunto de dados
-Capaz de identificar novos  extenso e complexo
organismos, genes e -Risco de contaminagao
caracteristicas genomicas -Alto custo

Ir'RNA: RNA ribossdmico;
2ITS: espagador interno transcrito.
Fonte: adaptado de Liu; Ma, 2024.

A introdugdo do NGS trouxe uma mudanca de paradigma ao oferecer uma abordagem
ndo direcionada, capaz de detectar, por meio da metagendmica, bactérias, virus, fungos e
parasitas simultaneamente em uma Unica corrida de sequenciamento a partir de amostras
clinicas diversas como LCR, bidpsias de tecido nervoso ou lavado broncoalveolar em casos
com comprometimento pulmonar associado (Gu; Miller; Chiu, 2019). Diferentemente das
técnicas convencionais, que dependem de hipoteses clinicas prévias e de ensaios laboratoriais
especificos, a metagendmica permite a detecgdo de patdogenos inesperados, raros ou de dificil
cultivo, o que amplia o espectro de possibilidades diagndsticas (Su et al., 2024).

Estudos prospectivos reforcam a superioridade do NGS em cenérios clinicos
complexos. No estudo de Zhang et al. (2020), ao analisar uma coorte de pacientes com suspeita
de infeccdao do Sistema Nervoso Central (SNC), demonstraram que a taxa de detec¢do global
atingiu 34,45%, em contraste com apenas 7,56% dos métodos rotineiros. Especificamente, as
sensibilidades foram estimadas em 85,7% para virus, 62,5% para bactérias e 67,6% para fungos,
confirmando ndo apenas maior amplitude diagnodstica, mas também melhor performance em
€asos nos quais o tratamento antimicrobiano prévio havia reduzido a sensibilidade das culturas
(Zhang et al., 2020). Esses dados sdo consistentes com achados de outros estudos, como os de
Brown, Bharucha e Breuer (2018), que também evidenciam a relevancia da metagenomica na
redefini¢cdo do diagndstico de meningoencefalites de etiologia inicialmente indefinida.

Um dos aspectos mais relevantes do NGS ¢ a capacidade da técnica de identificar
agentes raros ou improvaveis (Liu; Ma, 2024). Casos clinicos descritos na literatura incluem,
por exemplo, a identificacdo de Chlamydia psittaci em um quadro de pneumonia grave
evoluindo com sintomas neurologicos (Shi et al., 2021) O diagndstico foi estabelecido apenas
com o uso de plataformas metagenomicas, e a maior acurdcia foi observada no lavado
broncoalveolar, quando comparado ao sangue ou ao LCR (Shi et al., 2021). Situagdes

semelhantes foram relatadas em infec¢des por virus emergentes e fungos raros, nos quais o
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arsenal convencional era incapaz de fornecer resposta diagndstica oportuna (Wilson et al., 2019;
Yang et al., 2021).

Além da positividade ampliada, outro fator de impacto clinico ¢ o tempo de resposta
(Su et al., 2024). Embora ainda ndo seja universalmente padronizado, o turnaround time do
NGS em cendrios clinicos varia entre 24 ¢ 72 horas, com média em torno de 48 horas, o que ja
se mostra viavel para influenciar decisdes terapéuticas em quadros graves (Su et al., 2024). Esse
tempo deve ser comparado ao de culturas fingicas ou bacterianas especificas, que podem levar
dias ou até semanas para crescimento e identificagdo, atrasando intervengdes potencialmente
salvadoras (Liu; Ma, 2024; Zhang et al., 2020).

Por outro lado, 0 uso do NGS ndo esta isento de limitagcdes. Uma das principais € o risco
de contaminagdo ambiental ou de reagentes, que pode gerar falsos positivos se ndo forem
empregados controles negativos e procedimentos de qualidade rigorosos (Gu; Miller; Chiu,
2019). Outra questdo refere-se ao alto background de éacido desoxirribonucleico (DNA)
humano, especialmente em amostras como o LCR, que pode reduzir a deteccdo de
microrganismos presentes em baixa abundancia (Gu; Miller; Chiu, 2019; Su et al., 2024). Para
mitigar esse problema, algumas estratégias incluem a deplecdo prévia de DNA humano ou o
uso de métodos de enriquecimento microbiano (Gu; Miller; Chiu, 2019; Su et al., 2024).

A interpretagdo clinica dos resultados, portanto, ndo pode ser dissociada da curadoria
especializada e nem todo microrganismo identificado corresponde, de fato, ao agente causal do
quadro clinico (Wilson et al., 2019). E essencial considerar a carga relativa de sequéncias, a
correlacdo com manifestagdes clinicas e a necessidade de confirmagdo por métodos ortogonais,
como PCR especifica (Wilson et al., 2019). A integracdo de dados laboratoriais, clinicos e
epidemioldgicos € o que permite transformar um achado metagendomico em um diagnodstico
definitivo (Wilson et al., 2019).

O impacto do NGS vai além da simples deteccdo. Estudos recentes mostram que a
técnica pode fornecer informacgdes adicionais, como a tipagem de cepa, a identificagdo de genes
de resisténcia antimicrobiana e até a avaliacdo da resposta do hospedeiro a partir de perfis
transcriptomicos (Gu; Miller; Chiu, 2019). Esses elementos podem orientar ndo apenas a
conduta imediata, mas também medidas de vigilancia epidemiologica e controle de surtos (Gu;
Miller; Chiu, 2019).

Em biopsias neuropatoldgicas, a aplicagao da metagenomica também mostrou utilidade
significativa. Salzberg et al. (2016) relataram que, em amostras de tecido encefalico de
pacientes com lesdes inflamatorias de etiologia incerta, a técnica conseguiu confirmar infecgdes

em uma fra¢do relevante dos casos e, em outros, forneceu informagdes complementares que
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auxiliaram na interpretagdo histopatologica. Esses achados ampliam o horizonte de uso do
NGS, ndo apenas como ferramenta diagnostica direta, mas também como suporte a pratica
neuropatolégica.

Apesar de suas vantagens, especialistas concordam que o NGS deve ser encarada como
ferramenta complementar, e ndo substitutiva (Su et al., 2024). O consenso ¢ que a estratégia
diagnoéstica mais eficaz ¢ aquela em camadas: métodos convencionais (sorologia, PCRs
dirigidas e painéis multiplex) como primeira linha, especialmente em casos de alta
probabilidade clinica e a metagendmica reservada para situagdes indeterminadas, atipicas ou
refratarias (Su et al., 2024). Essa logica de uso racional ¢ particularmente importante no
contexto de sistemas publicos de satde, como o brasileiro, nos quais a analise de custo-

efetividade se torna central para justificar a incorporagdo tecnoldgica.

2.2 O advento do Sequenciamento de Nova Gerac¢ao no diagnostico molecular

O NGS revolucionou a biomedicina ao possibilitar a analise massiva e paralela de
milhdes de fragmentos de DNA ou &cido ribonucleico (RNA), com maior profundidade,
cobertura gendmica e velocidade que o método de Sanger, e com custos cada vez menores (Hilt;
Ferrieri, 2022).

Além de detectar variantes genéticas e rearranjos estruturais no genoma humano, o NGS
permite identificar, simultaneamente, uma ampla gama de patdgenos, incluindo os nao
previstos na hipotese diagndstica inicial (Gu; Miller; Chiu, 2019). No campo da gendmica
diagnostica, destacam-se trés formatos principais: painéis génicos direcionados, voltados a
genes de interesse clinico; o sequenciamento de exoma completo (WES), que analisa as regides
codificadoras; e o sequenciamento de genoma completo (WGS), que cobre também regides nao
codificadoras (Hilt; Ferrieri, 2022).

Entretanto, a aplicagdo mais disruptiva do NGS em doencas infecciosas ¢ a
metagendmica clinica, especialmente a mNGS, capaz de sequenciar todo o material genético
presente em uma amostra, sem necessidade de hipdteses prévias (Jacob; Veeraraghavan;
Vasudevan, 2019). Plataformas como /llumina MiSeq, NextSeq e NovaSeq se consolidaram
como padrao em laboratorios clinicos pela alta precisdo e capacidade de processamento (Liu;
Ma, 2024).

As plataformas de sequenciamento da [llumina consolidaram-se como a principal
tecnologia de segunda geragdo, sendo responsaveis por mais da metade dos estudos publicados

em doengas infecciosas at¢ 2019 (Han et al., 2019; Liu; Ma, 2024). Baseadas no principio de
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sequenciamento por sintese, utilizam nucleotideos terminadores reversiveis associados a
fluorescéncia e permitem alta precisdo por meio da formagdo de clusters clonais (Heather;
Chain, 2016; Liu; Ma, 2024). Sistemas como iSeq 100, MiniSeq, MiSeq ¢ NexSeq 550 sao
amplamente empregados em aplicagdes clinicas e de pesquisa (Heather; Chain, 2016; Liu; Ma,
2024).

O sequenciamento por nanoporo, desenvolvido pela Oxford Nanopore Technologies,
representa uma inovacgao da terceira geracao por possibilitar a andlise de moléculas individuais
de DNA ou RNA em tempo real, sem necessidade de amplificacao por PCR (Liu; Ma, 2024).
Plataformas como MinlON, GridlON e PromethION destacam-se pela portabilidade e rapidez
na geragdo de dados, além da capacidade de identificar modifica¢des de bases, como metilagao
e tais caracteristicas ja foram aplicadas em contextos de vigildncia epidemioldgica, incluindo
surtos de Ebola e Zika (Quick et al., 2016; Faria et al., 2017; Broughton et al., 2020; Wang et
al., 2021; Liu; Ma, 2024). Apesar do potencial, limitacdes como o custo elevado e maior taxa
de erro ainda restringem seu uso clinico (Liu; Ma, 2024). A Tabela 3 mostra as caracteristicas

e principais aplicagdes dessas plataformas de sequenciamento.

Tabela 3. Caracteristicas e principais aplica¢des das plataformas de sequenciamento //lumina

e Nanopore.

Plataforma

Caracteristicas e Principais aplicacoes

1llumina iSeq
100

Hlumina
MiniSeq

Hllumina MiSeq

Hllumina
NextSeq 550

Hllumina
NextSeq
1000&2000

Nanopore
MinlON

Tempo de execugdo entre 9,5 e 19 horas, com capacidade méxima de até
24 milhdes de leituras por corrida e comprimento de leitura de 2 x 150pb.
E voltado principalmente para o sequenciamento de genomas pequenos de
microrganismos e virus, bem como para painéis de genes-alvo

Realiza corridas em 4 a 24 horas, com rendimento de até 25 milhdes de
leituras por execucdo e comprimento maximo de 2 x 150pb ou 2 x 300pb.
E utilizado em genomas pequenos, metagendmica 168, sequenciamento de
genes-alvo e perfil de expressdo génica

Possui tempo de execucao de 4 a 55 horas, produz até 25 milhdes de leituras
por corrida e permite leituras de até 2 x 300 pb. E amplamente empregado
no sequenciamento de genomas microbianos, genes-alvo e em andlises de
metagenomica 16S

Executa corridas entre 12 e 30 horas, com capacidade de até 400 milhdes
de leituras e tamanho maximo de 2 x 150pb. E indicado para
sequenciamento de exomas, genes-alvo, transcriptomas completos e
analises citogendmicas

Realizam sequenciamento em 11 a 48 horas, alcancando até 1.200 milhdes
de leituras por execu¢do, com comprimento de at¢ 2 x 150 pb. Sdo
utilizados em genomas pequenos, exomas € painéis ampliados, perfil de
célula unica, transcriptomas e analises de microRNAs e pequenos RNAs
Plataforma portatil, capaz de gerar até 50 Gb de dados por flowcell em
corridas de até 72 horas a 420 bases/s. Permite sequenciamento em tempo
real, com transmissao imediata dos dados e analise rapida. Destaca-se pela
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flexibilidade no comprimento das leituras, que variam de fragmentos curtos
a ultra-longos (>4 Mb), ampliando a aplicabilidade experimental

Nanopore Possui capacidade para operar até cinco flowcells de forma independente

GridlION (Flongle ou MinlON), alcancando rendimentos de até 250 Gb de dados
transmitidos em tempo real. Conta com sistema integrado de computacao e
analise, reduzindo a necessidade de infraestrutura de tecnologia de
informacao. Sua configura¢do compacta e de baixo custo de capital torna-
o acessivel para diferentes laboratorios

Nanopore Voltada para sequenciamento de larga escala, permite o uso de até¢ 48

PromethION flowcells de alta capacidade de forma independente. Oferece ultra-alto

rendimento, capaz de gerar terabytes de dados em tempo real. Destina-se a
aplicagdes populacionais, como sequenciamento de genomas humanos,
com custo estimado a partir de US$ 720 por genoma, considerando
consumiveis e instrumentagdo. Assim como os demais sistemas da Oxford,
ndo exige investimento inicial em equipamento, sendo os custos restritos a
insumos de uso continuo.

Fonte: adaptado de Liu, Ma, 2024.

2.3 Aplicacdes da gendmica na elucidacdo de doencas neurolégicas

2.3.1 Neuropatias monogénicas e doencas raras

O campo da genOmica diagnostica tem desempenhado um papel transformador na
investigacdo de doengas neuropsiquiatricas raras e complexas, sobretudo naquelas em que os
métodos convencionais ndo sdo capazes de fornecer respostas etiologicas consistentes.
Neuropatias hereditérias, epilepsias refratarias e sindromes de origem indefinida representam
um grupo de condi¢des em que a aplicacdo de técnicas de exoma clinico e genoma completo
ampliou significativamente a taxa de diagndstico, impactando diretamente o manejo clinico, o
aconselhamento genético e a coordenac¢ao do cuidado (Liu et al., 2019).

No caso das epilepsias genéticas, por exemplo, o emprego do NGS tem permitido
identificar variantes associadas a canais i0nicos e proteinas sindpticas, que ndo seriam
detectaveis por exames convencionais de imagem ou neurofisiologia. Krey et al. (2022)
destacam que o exoma clinico aumentou a taxa de diagnostico em pacientes com epilepsias
precoces em até 40%, permitindo ndo apenas o reconhecimento etioldgico, mas também ajustes
terapéuticos especificos, como a introducdo de fAirmacos moduladores de canais de sddio em
pacientes com mutagdes em SCNIA ou a contraindicacdo de determinados anticonvulsivantes.
Essa capacidade de orientar condutas farmacoldgicas ilustra o impacto translacional direto da
gendmica na pratica clinica.

Outro exemplo relevante é a Cornelia de Lange Syndrome (CdLS), uma condi¢do rara

associada a defeitos nos genes da coesina, como NIPBL, SMCI1A4 e HDACS. Estudos recentes



24

de Di Nardo, Krantz e Musio (2024) demonstraram que essas variantes estdo relacionadas a
instabilidade gendmica, estresse oxidativo elevado e senescéncia celular precoce, revelando
potenciais biomarcadores celulares para diagnostico € monitoramento.

Ja Kaur et al. (2023), ao analisar mais de 700 probandos, reforcaram que mutagdes em
NIPBL respondem por mais de 60% dos casos, enquanto genes adicionais, como BRD4 ¢
EP300, estiao associados a fendtipos mais brandos. Esses achados evidenciam a complexidade
genotipica da sindrome e ressaltam a importancia do sequenciamento como ferramenta de
precisdo diagnostica.

Estudos de abordagem gendmica em coortes com doengas raras de dificil elucidagdo
mostraram que o WES ¢ capaz de fornecer um diagnostico definitivo em uma proporcao
significativa dos casos, impactando diretamente o manejo clinico e encerrando longas jornadas
de investigacdo para as familias (Liu et al., 2019). Essa perspectiva de diagndstico em tempo
reduzido ¢ ainda mais relevante considerando que algumas terapias génicas ja estdo disponiveis
e sua eficacia depende do inicio precoce.

Além do valor etioloégico, a gendmica tem permitido avangos em diagnésticos
diferenciais em condi¢des de apresentacdo clinica semelhante. Em neuropatias periféricas, por
exemplo, o exoma tem contribuido para distinguir formas hereditarias de formas adquiridas, o
que evita tratamentos desnecessarios ou ineficazes. De igual modo, em doengas retinianas, o
sequenciamento possibilitou redefinir diagnodsticos clinicos prévios, identificando variantes em
genes como RHO e RPGR, que ndo haviam sido previamente reconhecidas (Difeiro et al.,
2020).

Um aspecto particularmente relevante, evidenciado em trabalhos recentes, ¢ que o
diagnostico gendomico nao deve ser entendido como um ato isolado, mas como parte de uma
estratégia integrada de coordenacao do cuidado. Kammermeier et al. (2023) argumentam que a
incorporacdo de resultados gendmicos precisa estar vinculada a fluxos clinicos organizados,
nos quais equipes multidisciplinares avaliem ndo apenas a etiologia, mas também as
implicagdes terapéuticas, prognosticas e psicossociais. Isso inclui o aconselhamento genético
familiar, o planejamento reprodutivo e a integragdo com servigos de apoio social e educacional
(Kammermeier et al., 2023). E nesse contexto que a proposta desta dissertagdo de desenvolver
as bases de um fluxo-protocolo Fiocruz—hospitais dialoga diretamente com as recomendagdes
internacionais, ao enfatizar a importancia de integrar laboratorios de referéncia a servicos
assistenciais de alta complexidade.

E necessario reconhecer, contudo, as limitagdes ainda presentes na aplicagdo da

gendmica diagnostica em doencas neurologicas e neuropsiquiatricas raras. Primeiramente, a
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interpretagdo de variantes que apresentam significado incerto continua sendo um desafio
recorrente, exigindo bancos de dados populacionais mais robustos e estratégias de
reclassificagdo continua a medida que novas evidéncias emergem (Liu et al., 2019). Além disso,
o custo do sequenciamento integral, embora em queda, ainda constitui barreira para
implementagdo universal em paises de baixa e média renda, o que demanda politicas publicas
de financiamento e priorizacao (Liu et al., 2019).

Em sintese, os avangos recentes demonstram que a gendmica diagnostica em
neuropsiquiatria € quadros monogénicas e sindromes raras transcende o papel de identificar a
mutagdo causal. Seu valor estd em redefinir o percurso clinico desses pacientes, encurtando o
tempo até o diagndstico, evitando tratamentos inadequados e possibilitando acesso a terapias
especificas ou experimentais. No contexto brasileiro, sua integracio em protocolos
institucionais, como o que se propde neste estudo, pode representar um marco no enfrentamento
das doengas neuropsiquiatricas de dificil diagnostico, especialmente quando articulada a redes

de referéncia como a Fiocruz Ceara.

2.3.2 Epigenética e doencgas neurodegenerativas

As doengas neurodegenerativas, em especial a Doenca de Alzheimer (DA), representam
um dos maiores desafios de satde publica do século XXI. Além do impacto epidemiologico
crescente, estimulado pelo envelhecimento populacional, o diagnostico clinico e laboratorial
dessas condigdes ainda ¢ marcado por limitagdes, principalmente nas fases iniciais, quando os
sintomas neuropsiquiatricos podem se confundir com processos de envelhecimento fisiologico
ou com outras formas de deméncia (Perkovic et al., 2021). Nesse cendrio, a integracdo entre
biomarcadores gendmicos, epigenéticos e proteicos tem sido proposta como caminho para
melhorar a acurécia diagndstica e possibilitar o monitoramento da neurodegeneragao.

A contribui¢do da gendmica para o entendimento da DA ¢ reconhecida ha décadas,
desde a identificagao de mutacdes em APP, PSENI e PSEN2, associadas as formas familiares
da doenca (Bryzgalov et al., 2023). No entanto, essas variantes explicam apenas uma pequena
fracao dos casos, e sua presenga se concentra em populagdes restritas (Bryzgalov et al., 2023).
Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) ampliaram esse espectro, identificando loci
como APOE, CLU ¢ TREM?2, relacionados ao risco aumentado de desenvolvimento da doenca,
embora com penetrancia variavel (Bryzgalov et al., 2023). Assim, o foco mais recente tem se

deslocado para mecanismos epigenéticos como metilagdo do DNA, modificacdes de histonas e
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regulagdo por microRNAs, que parecem mediar a interagdo entre predisposi¢cdo genética e
fatores ambientais.

A epigendmica desponta, portanto, como elo critico na compreensao das deméncias.
Trabalhos como o de Bryzgalov et al. (2023) demonstraram que Polimorfismos de Nucleotideo
Unicos (SNPs) regulatorios podem influenciar o perfil de metilagio do DNA em genes
associados a DA, como ARIDIB e HDAC4, reforcando a hipdtese de que alteragdes
epigenéticas precedem as manifestagcdes clinicas. A discussdao em "Epigenetics of Alzheimer's
Disease" de Perkovic e colaboradores (2021) cita um estudo que identificou assinaturas de
metilagdo diferencial em neuronios do hipocampo de individuos com Alzheimer, refor¢ando
essa hipotese.

No Brasil, o diagnostico da DA tem evoluido em alinhamento com as diretrizes
internacionais. O Departamento Cientifico de Neurologia Cognitiva e do Envelhecimento da
Academia Brasileira de Neurologia (ABN) publicou recomendagdes recentes que incorporam
o uso de biomarcadores segundo o framework biolégico AT(N), que classifica os achados em
patologia Amiloide (A), Tau (T) e Neurodegeneracao (N) (Schilling et al., 2022; Studart-neto
et al., 2024). As diretrizes validam o uso de marcadores classicos no LCR, como a 442 e a tau
fosforilada (p-tau), e incluem explicitamente o Neurofilamento de Cadeia Leve (NfL) como um
marcador de neurodegeneracao (N) (Studart-neto et al., 2024).

Notavelmente, o novo consenso também abre caminho para o uso de biomarcadores
plasmaticos como ferramentas de triagem, refletindo um avango significativo em dire¢do a
métodos menos invasivos (Studart-neto et al., 2024). Embora a epigendmica ainda ndo esteja
incorporada a essas recomendagdes clinicas, os avangos recentes sugerem que perfis de
metilacdo e expressdo de microRNAs poderdo, em breve, complementar o painel de
biomarcadores AT(N), sobretudo quando aliados a tecnologias de NGS.

Outro ponto de destaque ¢ a relagdo entre instabilidade gendmica e envelhecimento
celular em determinadas sindromes genéticas, como o caso ja mencionado anteriormente de
CdLS que j4 demonstraram associagado entre defeitos em proteinas da coesina, acumulo de DNA
danificado e envelhecimento precoce de células neuronais (Di Nardo; Krantz; Musio, 2024).

A integracdo clinica desses achados, entretanto, ainda apresenta desafios. De um lado,
ha grande heterogeneidade interindividual nos perfis epigenéticos, modulada por fatores
ambientais como dieta, estresse oxidativo e exposi¢ao a poluentes (Di Nardo; Krantz; Musio,
2024). De outro, a transposicao das descobertas de laboratério para a pratica clinica exige
validacdo em coortes populacionais amplas e diversificadas, algo ainda incipiente em paises de

baixa e média renda. No entanto, experiéncias internacionais ja t€ém apontado para o uso da
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epigendmica como ferramenta de estratificagdo prognostica, identificando subgrupos de
pacientes com maior risco de progressdo rapida, o que pode auxiliar na sele¢do de terapias
modificadoras da doenga em desenvolvimento (Perkovic et al., 2021).

Por fim, ¢ fundamental destacar que a incorporagao desses avancos no Brasil depende
de iniciativas institucionais como o Programa Genomas Brasil (Brasil, 2020), que prevé a
implementag¢do de plataformas de sequenciamento em rede e a capacitagdo de recursos humanos
especializados. A articulagdo entre tais programas e projetos académicos poderia acelerar a
translagao do conhecimento epigenético e gendmico para a pratica clinica, reduzindo o hiato

entre descobertas cientificas e cuidados em satde.

2.4 Aplicacdes da metagenomica clinica

A mNGS tem ampliado seu papel na pratica clinica ao permitir a detec¢do nao enviesada
de bactérias, virus, fungos e parasitas em diferentes amostras biologicas, incluindo LCR, sangue
e tecidos (Liu; Ma, 2024). Sua utilidade ¢ evidente em situacdes de etiologia indefinida,
infec¢des oportunistas e surtos hospitalares (Gu; Miller; Chiu, 2019; Liu; Ma, 2024). Além da
identificacdo do patdogeno, a mNGS possibilita analises complementares, como tipagem
gendmica, vigilancia epidemioldgica e monitoramento de resisténcia antimicrobiana (Hilt;
Ferrieri, 2022).

Em infec¢des do SNC, a mNGS demonstrou maior taxa de deteccdo em comparagdo a
métodos tradicionais, chegando a sensibilidades superiores a 70% em meningite criptocdcica e
aspergilose cerebral (Miller et al., 2019; Xing et al., 2020; Liu; Ma, 2024). Em infeccdes
respiratdrias, mostrou-se mais sensivel que a cultura convencional e util na identificacdo de
patdgenos atipicos ou de dificil cultivo (Huang et al., 2020; Mu et al., 2021; Liu; Ma, 2024).
Na sepse, a analise de DNA livre circulante revelou-se promissora para acelerar o diagndstico
e orientar condutas terapéuticas (Blauwkamp et al., 2019; Jing et al., 2021; Liu; Ma, 2024).
Ainda que em estagio inicial, aplicagdes em infecgdes oculares sugerem que a mNGS pode
contribuir na elucidacdo de casos sem agente identificado, sobretudo envolvendo organismos
raros (Gao et al., 2016; Liu; Ma, 2024; Parekh et al., 2020). A Figura 1 ilustra aplicagdes clinicas

dessa tecnologia.
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Figura 1. Exemplos de aplicagdes clinicas do sequenciamento metagenomico de nova

geragcao
A Infectious disease diagnostics ) Resistance gene [ Mobility element
Aa Microorganism identification Ab Antibiotic resistance prediction ) Resistance regulatory element

gacEDelta1 Cfla or pp-flo

Acinetobacter

bounani T S

Ebola virus Zaire

Ad Antiviral resistance prediction

HIV-1
Ac Detection of virulence determinants 1,000x
Endotoxm 900 - NRTI1 -0.4 | Sensitive
Cellwall = 800x 2 NRTI 2 0.41 | @ Intermediate
E 700x = NRTI 3 0.96 H Resistant
3 600x o NRTI 4 0.55
o 500x = NNRTI 1 4.0*
% 400x a NNRTI 2 5.0*
Exntoxm—. ] ;ggx = Pl1 -0.16
100" = Pl 2 -0.02
0 o Pl 3 0.17
0 2 4 6 8 0 2.0 4.0 60
Genomic position (kb) Z-score
B Microbiome analyses C Transcriptomics

@

Healthy individual

Ca 2
M Infection M No infection
10 I
o Illll.llllll

pEEm==
“““““Illllll'--' -------------------------------- —Host metric
threshold
Patient

lHarvest
i‘C):D Patients

Probiotic
: development l
Synthetic stool
Sl

Differentially
expressed genes

4

Mutation 1 Mutation 2
D Oncology applications Host DNA' Host DNA v
Da
Merkel cell N\
polyomavirus / Helicase
Foe Full- length LT Tmncated LT
p —
i Helicase
Full- length LT Host DNA
Infection N\ / Transformation
@
Tmncated LT Tmncated LT

(A) Diagndstico de doencas infecciosas: identificagdo direta de patogenos, predigdo de resisténcia
antimicrobiana e de fatores de viruléncia. (B) Estudos de microbioma: avaliagdo prognoéstica e desenvolvimento
de terapias probidticas, como no tratamento de Clostridium difficile. (C) Transcriptomica: diferenciagdo entre
pacientes infectados e ndo infectados por perfis de resposta do hospedeiro. (D) Oncologia: detecgdo de virus
oncogénicos e mutagdes gendomicas associadas a tumorigénese.

Fonte: Chiu; Miller, 2019.

Do ponto de vista internacional, observa-se uma expansao gradual da tecnologia: nos

Estados Unidos da América, a Precision Medicine Initiative e redes laboratoriais integradas
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favoreceram a ado¢ao do NGS e no Japdo diretrizes nacionais ja normatizam o uso da mNGS
em infec¢des de causa desconhecida (Hilt; Ferrieri, 2022; Gu; Miller; Chiu, 2019; Liu; Ma,
2024). No Brasil, o Programa Nacional de Genémica e Saude de Precisdo — Genomas Brasil
representa um avango importante, embora a aplicagdo clinica ainda esteja restrita a centros de

pesquisa e hospitais universitarios, com baixa integracao efetiva ao SUS (Brasil, 2020).

2.4.1 Desafios para implementacdo da metagenomica

A incorporacdo da mNGS na pratica clinica enfrenta multiplos obstaculos de ordem
técnica, logistica e econdmica (Liu; Ma, 2024). O alto custo, a necessidade de infraestrutura
laboratorial especializada e a complexidade das analises bioinformaticas ainda restringem sua
adocdo em larga escala, sobretudo em paises de renda média (Liu; Ma, 2024).

Entre os principais desafios técnicos, destaca-se a alta propor¢do de DNA humano em
amostras clinicas, o que pode dificultar a detec¢dao de patdgenos quando a carga microbiana ¢
baixa (Liu; Ma, 2024). Em amostras de LCR de pacientes com encefalite, por exemplo, entre
97% e 99% das sequéncias podem corresponder ao hospedeiro, reduzindo significativamente a
sensibilidade do método (Liu; Ma, 2024; Wilson et al., 2018). Estratégias de deplegdo
mostraram-se eficazes na redugdo do DNA humano, mas podem também impactar
negativamente na preservacdo de acidos nucleicos virais ou bacterianos, exigindo validagao
criteriosa antes da aplicagdo (Hasan et al., 2016; Nelson et al., 2019; Liu; Ma, 2024). Nesse
contexto, a profundidade de sequenciamento ¢ um fator relevante, sendo estimado que cerca de
20 milhdes de leituras oferecam um equilibrio entre custo e eficiéncia na detec¢do de patdgenos
(Liu et al., 2021; Liu; Ma, 2024).

Outro ponto critico refere-se a padronizacgao e validagdo laboratorial. Ao contrario dos
métodos convencionais, que contam com protocolos consolidados, a mNGS ainda carece de
referéncias universais, bancos de dados uniformizados e métricas robustas de controle de
qualidade (Liu; Ma, 2024). Iniciativas ja demonstraram a viabilidade de ensaios clinicos
validados, como o estudo de Miller e colaboradores (2019), que aplicou a mNGS para o
diagnodstico de meningite e encefalite em laboratorio de microbiologia licenciado, reforgando o
potencial de sua implementacdo progressiva em contextos clinicos.

Além disso, a interpretacdo clinica dos resultados constitui um dos maiores desafios
(Liu; Ma, 2024). Diferentemente dos testes tradicionais, que fornecem respostas objetivas, a
mNGS gera grandes volumes de dados nao enviesados, exigindo pipelines bioinformaticos

sofisticados e especialistas capazes de diferenciar infec¢cdo, coloniza¢do ou contaminagado (Liu;
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Ma, 2024). Para evitar interpretagdes equivocadas, recomenda-se que os relatérios envolvam
equipes multidisciplinares, incluindo microbiologistas clinicos, infectologistas ¢ médicos
assistentes (Miller et al., 2019; Liu; Ma, 2024).

Por fim, o custo permanece como uma barreira relevante, com gasto por amostra
superior ao de métodos convencionais. Estima-se que o sequenciamento de fezes humanas
demande entre 6 ¢ 9 GB de dados (Liu et al., 2021), além de custos consideraveis para reagentes
e custos de pessoal (Gu et al., 2021). Apesar disso, analises econdmicas sugerem que a mNGS
pode ser custo-efetivo em cenarios especificos, como na prevengdo de hospitalizagdes em
pacientes com cirrose (Bajaj et al., 2020; Liu; Ma, 2024).

Assim, embora a mNGS represente uma tecnologia promissora para o diagnostico de
infeccdes complexas e de dificil elucidacao, sua implementagao clinica requer avangos em
padronizacao, acessibilidade financeira e treinamento de profissionais especializados (Liu; Ma,
2024).

Cada etapa desde a coleta da amostra até a andlise e o relatdrio envolve potenciais
limitagdes, como contaminagdo, custo, tempo de processamento, qualidade da sequéncia,
necessidade de protocolos padronizados, poder computacional, vieses de base de dados,
integracdo ao prontuario eletronico, privacidade e regulagdo (Chiu; Miller, 2019). A
interpretagdo clinica deve ocorrer em conjunto com um comité multidisciplinar formado para
discutir, interpretar e orientar o uso de resultados de sequenciamento metagendmico no
contexto clinico (Chiu; Miller, 2019). A Figura 2 ilustra os principais desafios para a

implementagao clinica dessa tecnologia.



Figura 2. Desafios para implementacao clinica do sequenciamento metagenomico.
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2.5 Etapas processuais do Sequenciamento de Nova Geracao

A aplicagdo do NGS para fins diagnosticos clinicos segue um fluxo de trabalho
estruturado, que compreende etapas laboratoriais (experimentos Umidos) e andlises
computacionais (experimentos secos). A execucdo precisa de cada fase ¢ fundamental para

garantir a validade e a confiabilidade dos resultados.
2.5.1 Coleta e processamento de amostras

A etapa inicial, e crucial, é a coleta de amostras clinicas, que podem incluir sangue,
urina, liquido broncoalveolar, LCR e tecidos (Cosmosid, 2023; Chiu; Miller, 2019). A
qualidade do material obtido ¢ determinante para o sucesso da analise. O transporte rapido e o
processamento adequado das amostras sdo essenciais para evitar a degradacdo dos acidos
nucleicos, especialmente os de virus de RNA (Liu; Ma, 2024). Procedimentos como
centrifugacdo de amostras de sangue para coleta de plasma e liquefacdo de escarro com
ditiotreitol (DTT) e/ou protease K sdo realizados para otimizar a extracao ¢ a deteccao de

patogenos (Liu; Ma, 2024).
2.5.2 Extracdo de acidos nucleicos

Nesta fase, todo o material genético presente na amostra — tanto de origem humana
quanto microbiana (bactérias, virus, fungos e parasitas) — ¢ extraido (Thomas et al., 2012). A
extracdo de alta qualidade ¢ um fator-chave para as etapas subsequentes, como a preparagao da
biblioteca e o sequenciamento. E crucial considerar que, em amostras clinicas, a maior parte do
acido nucleico ¢ de origem humana (Thomas et al., 2012). Para evitar que esse material genético
complique a analise de bioinformatica e reduza a precisdo dos resultados, métodos laboratoriais
como lise diferencial e captura por sonda podem ser empregados para remover o DNA do
hospedeiro antes do sequenciamento, especialmente em amostras com alta biomassa de

hospedeiro (>90%) (Thomas et al., 2012).
2.5.3 Preparacdo da biblioteca e sequenciamento

Ap0s a extragdo, o material genético € processado para a construcdo da biblioteca. Este
procedimento envolve a fragmenta¢do dos &cidos nucleicos e a adigdo de adaptadores
especificos, permitindo a compatibilidade com as plataformas de NGS. Posteriormente, o

material ¢ submetido a tecnologias de alto rendimento, como as plataformas ///lumina (MiSeq,
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NextSeq, NovaSeq), que sao amplamente reconhecidas pela sua alta precisdo e capacidade de
processamento (Hilt; Ferrieri, 2022). Vale ressaltar que a esterilidade em todas as etapas de
laboratorio ¢ critica, pois pequenas quantidades de material genético exdgeno podem levar a
resultados falso-positivos, especialmente em amostras de baixa biomassa (Salter et al., 2014;

Strong et al., 2014). A Figura 3 esquematiza o sequenciamento pela tecnologia da /llumina.

Figura 3. Sequenciamento de nova geragdo pela tecnologia /llumina.
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2.5.4 Analise de bioinformdtica

A andlise bioinformatica, também conhecida como "experimentacao seca", ¢ a etapa
crucial para a interpretacdo dos dados brutos de sequenciamento. Usando fluxos de trabalho
(pipelines) personalizados, o material genético ¢ processado para filtrar sequéncias de baixa

qualidade e remover as de origem humana (Naccache et al., 2014; Flygare et al., 2016). Em
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seguida, as sequéncias restantes sdo alinhadas a bancos de dados de referéncia para a
identificacdo dos microrganismos presentes na amostra, o que tradicionalmente exige uma
equipe altamente treinada (Naccache et al., 2014), embora solugdes como portais interativos de
analise busquem simplificar o processo para pessoal laboratorial qualificado (Flygare et al.,
2016).

A Figura 4 ilustra um fluxo bioinformatico tipico do NGS: os dados passam por pré-
processamento, remog¢ao de DNA do hospedeiro, alinhamento ou montagem de novo em bancos
de referéncia e classificacdo taxondmica, com visualizagdo em mapas de cobertura, Krona

plots, anélises filogenéticas e heat maps (Chiu; Miller, 2019).

Figura 4. Fluxo bioinformatico tipico do sequenciamento de nova geragao.
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2.5.5 Interpretagdo clinica integrada

A etapa final consiste na interpretacao dos resultados do NGS em conjunto com a equipe
clinica (Gu et al., 2019; Liu; Ma, 2024). Como a tecnologia detecta microrganismos de forma
imparcial, ¢ essencial distinguir patdgenos estritamente de microrganismos oportunistas ou
comensais (Chiang; Dekker, 2020). E fundamental contextualizar os achados laboratoriais com
o quadro clinico do paciente, incluindo sintomas, dados de imagem, resultados de testes
convencionais (cultura e PCR) e o estado imunoldgico (por exemplo, imunodeficiéncia) (Gu et
al., 2019; Liu; Ma, 2024). A padronizagdo de protocolos de controle de qualidade e a
colaboragdo entre as equipes sdo cruciais para consolidar o NGS como uma ferramenta segura

e confidvel na microbiologia clinica (Gu et al., 2019; Liu; Ma, 2024).
2.6 Cenario cearense: lacunas e oportunidades

A Fiocruz Ceara dispoe de infraestrutura e experiéncia para realizar NGS em casos
complexos, mas carece de protocolo formal que integre hospitais ptblicos a esse servico. Um
fluxo técnico-operacional compartilhado poderia padronizar indicagdes, otimizar logistica de
amostras, garantir devolutiva estruturada e integrar dados a vigilancia em saude, alinhando-se
as politicas de fortalecimento do diagnostico de alta complexidade no SUS.

O avanco das tecnologias de terceira geragdao, como Nanopore € PacBio, promete
ampliar a rapidez e a portabilidade do sequenciamento, permitindo diagnosticos a beira-leito
(Liu; Ma, 2024). A integragdo de inteligéncia artificial e aprendizado de maquina aos pipelines
bioinformaticos tende a acelerar a interpretagdo de dados e aumentar a sensibilidade na detecgao
de patogenos (Liu; Ma, 2024). No contexto brasileiro e cearense, a criagdo de redes
colaborativas de diagndstico gendmico-metagendmico e a capacitagdo de profissionais podem

transformar o NGS de ferramenta de pesquisa em instrumento cotidiano da prética clinica.



36

3 JUSTIFICATIVA

A relevancia deste trabalho manifesta-se em trés dimensdes interligadas que conectam
a necessidade do paciente a estratégia de satde publica. A primeira ¢ a dimensao clinica, que
busca solucionar a longa "odisseia diagnostica" enfrentada por pacientes com doengas
neuropsiquiatricas raras ou infec¢cdes complexas no SUS, visando reduzir atrasos terapéuticos
e melhorar o progndstico.

A segunda ¢ a dimensao cientifica, que preenche uma lacuna ao gerar dados inéditos
sobre a aplicacdo, os desafios e o rendimento diagnostico de tecnologias de NGS no contexto
especifico do Nordeste brasileiro e cearense. Finalmente, a dimensdo estratégica oferece a
contribuicdo mais pragmatica do estudo: a proposicdo das bases de um protocolo técnico-
operacional baseado em evidéncias locais, que viabiliza o uso da tecnologia e oferece um
modelo de implementacao replicavel para a saude publica.

O uso de tecnologias NGS tem o potencial de fornecer diagnodsticos mais rapidos e
precisos, orientando condutas e alterando desfechos (Hilt; Ferrieri, 2022). No entanto, sob a
oOtica cientifica, hda uma lacuna de dados sobre a aplicagdo, os desafios e o rendimento
diagnéstico dessas tecnologias no contexto especifico do Nordeste brasileiro e cearense.

Este estudo justifica-se, portanto, por gerar dados inéditos e necessarios sobre o uso da
gendmica e metagendmica no Ceard, pois ndo basta possuir a tecnologia, ¢ preciso viabilizar
seu uso. Assim, este trabalho baseado em evidéncias locais oferece as bases de um modelo de
implementa¢do que pode ser replicado em outros cenarios do SUS e que dialoga com as

politicas nacionais de inovagdo e vigilancia em saude.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa ¢ o de avaliar as aplicagdes clinicas do NGS em
abordagens genOmicas e¢ metagendmicas realizadas na Fiocruz Ceara em casos clinicos

complexos oriundos da Atengdo Tercidria de Fortaleza.

4.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:

1. Analisar os achados do sequenciamento de exoma em coorte de pacientes com quadros
neurologicos e psiquiatricos complexos, visando a identificacdo de variantes genéticas
candidatas a elucidagao etiologica;

2. Awvaliar a utilidade clinica do mNGS na investigacdo de caso de neuroinfeccdo ndo
elucidado por métodos convencionais;

3. Mapear os principais desafios operacionais no fluxo diagnostico envolvendo mNGS,
por meio da analise participativa com a equipe técnica multiprofissional;

4. Desenvolver as bases de um protocolo técnico-operacional colaborativo para o fluxo de
diagnostico por metagendmica clinica no Ceard, integrando as dimensdes clinica,

laboratorial e bioinformatica.
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5 PERCURSOS METODOLOGICOS

5.1 Tipo do estudo

Trata-se de uma pesquisa de natureza translacional e aplicada, com abordagem mista
(qualitativa e quantitativa). O desenho do estudo combina uma anélise de coorte retrospectiva
(para gendémica) e um estudo de caso (para metagendmica) com uma vertente de pesquisa
operacional. A frente quantitativa, de carater observacional e descritivo, consistiu na analise de
casos clinicos complexos por meio de duas abordagens de NGS: a genomica, por WES para a
identificacdo de variantes genéticas candidatas a elucidagdo diagndstica; e a metagendmica,
para a identificagdo etioldgica em casos de infeccdo sem diagnostico confirmado por métodos
convencionais. A frente qualitativa, de natureza exploratéria, centrou-se no mapeamento de
desafios operacionais e no desenvolvimento de um protocolo técnico-operacional para o uso da
metagendmica clinica no SUS do Ceard, fundamentado em uma andlise participativa com a

equipe técnica.

5.2 Local do estudo

As andlises laboratoriais (wet lab) e de bioinformatica (dry lab) foram centralizadas na
Fiocruz Ceard. A sele¢ao dos casos clinicos e a coleta das amostras ocorreram em unidades
hospitalares de atengdo terciaria de Fortaleza, estabelecidas como parceiras da pesquisa,
incluindo o Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), o Hospital de Satide Mental de
Messejana (HSMM) e o Hospital Geral de Fortaleza (HGF).

5.3 Selecao e caracterizacao dos casos clinicos

Este estudo foi conduzido com amostras encaminhadas a partir de casos clinicos
complexos de unidades de Atengao Terciaria a Saude de Fortaleza (HUWC; HGF; HSMM). As
amostras para analise metagenomica foram de conveniéncia, enquanto as para analise genomica
partiram de um chamamento da Fiocruz Ceara para casos clinicos de base monogénica.

A coleta das amostras biologicas foi realizada pela equipe assistencial da unidade
hospitalar de origem, sob a indicacdo e responsabilidade do médico assistente de cada caso.
Todos os casos foram submetidos aos critérios de elegibilidade, antes de serem alocados para

as coortes especificas.
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Foram estabelecidos os seguintes critérios para a inclusao dos pacientes no estudo: casos
clinicos com suspeita neuroinfecciosa ou infecciosa de etiologia ndo definida apos investigacao
diagnostica convencional (sorologias, culturas, PCR direcionado, exames de imagem); casos
clinicos neuropsiquiatricos com potencial de elucidagdo diagnoéstica por estudo do exoma;
encaminhamento por uma das unidades hospitalares parceiras; disponibilidade de amostra
bioldgica adequada para analise laboratorial.

Ja os critérios para exclusao dos pacientes no estudo foram: casos com etiologia
previamente confirmada por outros métodos convencionais; amostras biologicamente
comprometidas ou tecnicamente inadequadas para o sequenciamento; falta de documentagao
clinica suficiente para permitir a analise correlativa com os achados moleculares.

Para a frente de gendmica, no periodo estipulado, foram encaminhados para analise na
Fiocruz Ceard um total de 24 pacientes. A coorte final selecionada para este estudo foi composta
por 19 individuos (17 pacientes e duas maes), apos a aplicagdo dos critérios de exclusdo: 1
paciente foi excluido por critério clinico (diagnéstico ndo neuroldgico) e 4 por critério técnico
(amostra inadequada). A analise do exoma materno foi realizada em dois casos para contribuir
na possivel identificagdo do padrdo de heranga e identificar possiveis variantes de novo. A
analise da coorte foi subdividida em dois grupos principais: coorte psiquiatrica (pacientes 1 a
9) e coorte neurologica (pacientes 10 a 19).

Para a frente de metagendmica, a abordagem utilizada foi a de estudo de caso. Foram
analisadas 109 amostras de 32 pacientes. Deste universo, a presente dissertagdo selecionou, por
conveniéncia, um caso emblemético de neuroinfec¢do para servir como prova de conceito. O
caso, triado e encaminhado pela equipe de neurologia do HUWC, cumpria todos os critérios de
inclusdo, permanecendo sem diagnostico etiologico apos a realizacdo de painéis de PCR
Multiplex.

Os demais casos ndo incluidos compdem um banco de dados que serd objeto de analises
futuras. As amostras dele sdo constituidas por: pele; LCR; botdo corneano; tecido adoposo;
tecido pulmonar; sangue e soro; entre outros. As principais suspeitas clinicas deles foram:
sepse; infec¢do multirresistente; infeccdo respiratoria; bacteremia; infec¢do flngica;
osteomielite; meningite; neurotuberculose; além de casos indefinidos.

A Figura 5 ilustra o processo de seleg¢@o dos casos analisados neste estudo, considerando

os critérios de inclusao e exclusdo.
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Figura 5. Fluxo de sele¢ao das coortes gendomica (psiquiatrica e neurologica) e metagendmica

clinica para o sequenciamento de nova geracao.

56 casos candidatos para sequenciamento de nova geracio

L 4

Pacientes Pacientes encaminhados
encaminhados para para anilise
anilise genomica metagendmica
(n=24) (n=32)

Exclusdo por critério
> 31 casos ndo incluidos

clinico (n=1) neste estudo (compdem
banco institucional para
.| Exclusiio por critério anilises futuras)

técnico (n=4)

¥ -

Coorte final de gendémica
selecionada (n=19 individuos:
17 pacientes + 2 mdes)

Estudo de caso em metagendmica
clinica analisado (n=1)

Coorte Psiquidtrica Coorte Neurolégica
(n= 9 pacientes) (n= 8 pacientes + 2 mades)

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.4 Fluxos de trabalho da analise por Sequenciamento de Nova Geracao

Todas as amostras biologicas foram recebidas e processadas em laboratorio com Nivel
de Biosseguranga 2 (NB-2), seguindo os protocolos institucionais de biosseguranca da Fiocruz
Ceard. Os fluxos de trabalho para as andlises genomica e metagenomica seguiram etapas

distintas.

5.4.1 Fluxos da andlise de exoma

A analise genomica seguiu um fluxo de trabalho dedicado, desde o processamento da
amostra até a analise de bioinformadtica. A extracdo de DNA a partir de amostras de sangue total
foi realizada de forma automatizada, utilizando o kit MagMax™ DNA Multi-Sample Ultra 2.0
na plataforma KingFisher. A quantificacdo e o controle de pureza do material foram realizados

por espectrofotometria (Nanodrop).
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As amostras de DNA que atenderam aos critérios de qualidade foram submetidas ao
preparo de bibliotecas para WES, utilizando o protocolo comercial /llumina DNA Prep with
Enrichment. As bibliotecas finalizadas foram quantificadas, normalizadas e agrupadas (pooled)
para o sequenciamento na plataforma de nova geracao Illumina NovaSeq 6000.

O processamento dos dados de exoma utilizou o pipeline nf-core/sarek, que incluiu o
controle de qualidade das leituras brutas (FastQC), alinhamento ao genoma humano de
referéncia (BWA-mem), processamento e refinamento dos alinhamentos (GATK
MarkDuplicates, ApplyBOSR), chamada de variantes (GATK HaplotypeCaller) e anotagao
funcional (Ensembl VEP). A etapa final de filtragem, classificagdo e correlagdo clinico-
fenotipica foi conduzida na plataforma de interpretagdo gendmica Franklin (da empresa
Genoox) para a identificacdo de variantes candidatas. A coorte neurologico passou por analise
final por especialista Neurologista, que também era o médico assistente dos pacientes. A Figura

6 ilustra todo o fluxo processual da analise genomica.

Figura 6. Fluxo de trabalho da andlise gendmica por sequenciamento de exoma completo.
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(MagMax™ Ultra 2.0/KingFisher)
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Enrichment) (Nanodrop)
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(Pipeline nf-core/sarek: FastQC,
BWA-MEM, GATK, Ensembl VEP)

'

Identificacio de Variantes

Sequenciamento de Exoma
(Hllumina NovaSeq 6000)

v

Anailise final de especialista clinico | Candidatas associadas ao fenétipo
(para a coorte neurologica) clinico
(Franklin/Genoox)

Fonte: elaboragdo propria, 2025.

5.4.2 Fluxo da andlise metagenomica

A andlise metagenomica do estudo de caso de neuroinfec¢do também seguiu um fluxo
de trabalho especifico. A extragdo de acidos nucleicos (RNA e DNA) a partir da amostra de

LCR foi realizada com kits comerciais validados (método de processamento foi o Qiamp RNA).
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Foram testados e comparados quatro protocolos alternativos de preparo de biblioteca, incluindo
sequenciamento por shotgun e por captura com painéis de enriquecimento viral (VSP),
confirmando-se o melhor desempenho para o protocolo de captura.

As bibliotecas preparadas foram sequenciadas na plataforma [//lumina NextSeq 2000. Os
dados brutos gerados foram submetidos a um pipeline de bioinformatica que se iniciou com o
controle de qualidade e a subtragdo computacional de sequéncias de origem humana. A
identificacdo taxonOmica foi realizada com as plataformas em nuvem Kraken e Chan
Zuckerberg ID (CZID) para o mapeamento inicial e alinhamento gendmico. Subsequentemente,
para a montagem de novo dos genomas virais € para um aprofundamento da analise, foram
customizados workflows com as ferramentas Geneious ¢ Deep Virome Explorer (DVEX), da
Rede Gendmica Fiocruz. Os resultados obtidos também foram avaliados por curadoria

especializada. A Figura 7 ilustra todo o fluxo processual da analise metagendmica.

Figura 7. Fluxo de trabalho da analise metagendmica clinica por sequenciamento de nova

geracao.
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processamento (QC e remocio de mapeamento taxonomico (Kraken e
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Fonte: elaboragdo propria, 2025.

5.5 Construcao do protocolo técnico-operacional

Com base na experiéncia acumulada na recepg¢do, processamento e andlise dos casos
clinicos, foi elaborado um protocolo técnico-operacional colaborativo entre os hospitais da rede

publica e a Fiocruz Ceard, contendo: diretrizes para solicitagdo de apoio diagnostico molecular;
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critérios de prioriza¢ao dos casos e tipos de amostras aceitas; fluxo logistico de envio, analise
e devolutiva; prazos, responsabilidades e critérios éticos; modelos de formulario clinico e de
laudo molecular.

Para confeccdo do protocolo, foi realizado levantamento técnico e articulagdo
interinstitucional para definicdo do fluxo operacional a partir da realizagdo do Workshop on
Applied Metagenomics for the Clinical Setting, ocorrido em 11 de agosto de 2025 na Fiocruz
Ceara, em colaboragdo com a Japan International Cooperation Agency (JICA) e o Laboratério
Analitico de Competéncias Moleculares e Epidemiologicas (ACME Lab). O evento reuniu
especialistas internacionais do Ministério da Saude, Trabalho e Bem-Estar do Japao e do
National Institute of Infectious Diseases (NIID), além de representantes do HUWC, HGF,
equipe da Comissdo de Controle de Infeccio Hospitalar (CCIH) do HUWC e Laboratorio
Central de Satude Publica (LACEN).

Essas discussdes forneceram subsidios metodologicos para a elaboragdo do protocolo
proposto neste estudo. No ambito do workshop, foi conduzida também com equipe laboratorial
uma Estimativa Participativa (EP), que permitiu aos participantes detalharem as experiéncias
vivenciadas no fluxo operacional e identificar os pontos criticos do processo (conforme modelo
apresentado no Apéndice B). Os participantes foram aqueles relacionados as etapas: pré-
analitica; analitica; e analises bioinformaticas.

Foram discutidos aspectos técnicos e estratégicos da mNGS, incluindo: fluxos
laboratoriais e bioinformaticos; protocolos de coleta, controle de qualidade, armazenamento e
transporte de amostras; diretrizes japonesas (GUIDE) e possibilidades de adaptagao ao contexto
brasileiro; critérios de indicacio de mNGS em casos clinicos e de vigilancia
epidemioldgica; integracdo entre clinica/hospital, laboratorio e bioinformdtica para
interpretacdo dos resultados; critérios de elegibilidade de casos para analise
metagenomica; fluxos de comunicagdo entre unidades clinicas, laboratorio de referéncia e
equipe de bioinformatica; procedimentos pré-analiticos para maximizar a integridade e

qualidade das amostras; e a articulagdo com instancias de vigilancia e autoridades sanitarias.
5.6 Aspectos éticos
Este estudo foi conduzido em conformidade com os principios €ticos da Resolugao

466/12 do Conselho Nacional de Satide e esta respaldado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

HGF, sob registro CAAE: 59264916.6.1001.5040.
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Cabe destacar também que estudos epidemiologicos (como os de avaliagdo
metagendmica clinica para quadros infecciosos no SUS) s3o ac¢des de vigilancia em saude,
prevista na Lei 8080/1990, com aten¢ao as prerrogativas da Lei Geral de Prote¢do de Dados

Pessoais 13.709/2018 (confidencialidade e sigilo dos dados coletados).
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6 RESULTADOS

6.1 Analise de exoma: correlagdes clinicas-genéticas

A analise genomica foi conduzida em uma coorte de 17 casos clinicos que preencheram
os critérios de inclusdo, representando a totalidade dos pacientes investigados para estudo, sem
supressao de casos por resultados negativos. Em todos os casos avaliados a investigagdo por
sequenciamento de exoma identificou variantes candidatas classificadas como Patogénicas (P),
Provavelmente Patogénicas (PP) ou de Significado Incerto (VUS) com potencial correlagdao
fenotipica para contribui¢do de elucidagdo etioldgica ou direcionamento da investigacao
clinica. Do total analisado, a plataforma Franklin identificou 133 variantes candidatas, sendo
predominante as variantes VUS (59,4%). A Tabela 4 sumariza a classificacdo das variantes

candidatas.

Tabela 4. Distribui¢do percentual das variantes candidatas segundo a classificagcdo da

Franklin/Genoox de todos os individuos submetidos a sequenciamento de exoma.

Categoria da Variante Numero (N) Percentual (%)
Patogénica 13 9,8%
Provavelmente Patogénica 41 30,8%
Variante de Significado 79 59.4%
Incerto
Total 133 100%

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Para contextualizar os achados gendmicos, a Tabela 5 apresenta a caracterizagdo da
coorte dos pacientes, reunindo, para cada individuo, dados sociodemograficos (sexo e idade),
informacdes técnicas das amostras (concentracdo e¢ volume de DNA) e um resumo dos
principais fenotipos clinicos descritos segundo a Ontologia do Fen6tipo Humano (HPOTerms).
Essa sistematiza¢do permite uma visdo organizada da populacdo analisada antes da exposi¢ao
dos resultados obtidos na plataforma Franklin.

A andlise da coorte foi subdividida em dois grupos principais: coorte psiquidtrica
(elencados como pacientes 1 a 9) e coorte neuroldgica (elencados como pacientes 10 a 19). Para
0s casos psiquiatricos, os achados foram descritos a partir das variantes identificadas pela
plataforma Franklin/Genoox, sem curadoria clinica especializada at¢ o momento. Nesses
pacientes, foram observadas variantes candidatas em genes relacionados a transtornos do

neurodesenvolvimento (7CF4, SP9) e achados incertos (WWP1), bem como variantes isoladas
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em genes recessivos (NPC1, ARSA, SMPDI) que, em heterozigose, ndo permitem estabelecer
causalidade definitiva, mas podem representar fatores de risco ou pontos de investigacao futura.

Ja na coorte neuroldgica, além da analise pela plataforma, foi realizada a curadoria
clinica detalhada por especialista em Neurologia, médico assistente dos pacientes, o que
possibilitou interpretacdes mais robustas. Trés pacientes se destacaram como os achados mais
relevantes: o Paciente 11, com variantes em SPG7 e AFG3L2, plausiveis para explicar o
fendtipo de ataxia; o Paciente 12, com mutagdo nonsense em homozigose no NIT1, altamente
compativel com Doenca dos Pequenos Vasos Cerebrais tipo 4, interpretado como diagnostico
molecular mais provavel do estudo; e o Paciente 18, com variante em ANXAI1, sugerindo
achado plausivel para explicar componente neuromuscular e leucoencefalopatico. Esses
achados foram considerados de alta relevancia diagnostica pelo especialista clinico.

Além dos achados principais, foram identificados achados secundarios clinicamente
relevantes em 11 dos 17 pacientes (64,7%), incluindo variantes em genes associados a risco
trombotico (F2, SERPINCI, PROSI), predisposi¢cdo a doengas metabdlicas (CFTR, PAH) e
fatores imunogenéticos de risco (HLA-DRBI). Tais variantes, embora ndo expliquem
diretamente os fenotipos neuroldgicos ou psiquiatricos, podem ter implicagdes para
aconselhamento genético, manejo clinico e prevengao secundaria.

Em sequéncia, a Tabela 6 consolida os principais achados gendmicos, correlacionando
as variantes candidatas identificadas com os fendtipos observados. As listas completas de

variantes candidatas e achados secundarios encontram-se sistematizadas no Apéndice C.



Tabela 5. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes incluidos no estudo gendmico do sequenciamento de exoma.

Concentracdo Volume

Y-HAPLO

Paciente  Sexo Idade de DNA (uL) (YLEAF) HPO Principal Detalhes clinicos

1 Masc 33 50,2 20 - Psicose (HP:0000709) -

2 Fem 32 194,8 20 - Psicose (HP:0000709) -

3 Masc 66 118,7 20 - Psicose (HP:0000709) -

4 Masc 31 61,9 20 - Psicose (HP:0000709) -

5 Fem 24 88,5 20 - Psicose (HP:0000709)  Psicose; Refratario;
Alucinagdo visual;
Distonia

6 Masc 40 103,3 20 J-L26 Psicose (HP:0000709)  Comprometimento
cognitivo; Psicose;
Refratario;
Telangiectasia;
Anormalidade do sono

7 Masc 30 102,1 20 - Psicose (HP:0000709)  Ataxia;
Comprometimento
cognitivo; Nistagmo
vertical; Psicose;
Diarreia cronica;
Tremor; Polineuropatia;
Refratario; Alucinagao
visual

8 Masc 31 119,8 20 Q-M848 Psicose (HP:0000709)  Psicose; Refratario;
Comprometimento
cognitivo; Esquizofrenia

9 Masc 43 103,6 20 G-77025 Psicose (HP:0000709)  Psicose; Refratario;
Alucinagao visual;
Distonia

10 Fem 41 210,6 20 - Deméncia Deméncia

frontotemporal frontotemporal; Inicio

(HP:0002145)

tardio em adultos jovens
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11 Masc 55 190,9 20 Q-L54 Ataxia (HP:0001251) Ataxia; Inicio tardio em
adultos jovens;
AutossOmico recessivo

12 Masc 50 187,8 20 T-CTS3767 Leucodistrofia Leucodistrofia; Sinal

(HP:0002415) piramidal anormal;

Hipercinesia

13 Fem 54 82,4 20 - Miopatia (HP:0003198) Miopatia; Fraqueza
muscular proximal;
Concentracgao elevada
de creatina quinase
circulante

14 Fem 76 97,8 20 - Saudavel (HP:0032322) Mg3e do Paciente 14

15 Fem 74 121,4 20 - Mioclonias Ataxia;

(HP:0001336) Comprometimento
cognitivo; Esferoides
axonais; Coreia;
Leucoencefalopatia;
Mioclonia

16 Fem 45 150,8 20 - Leucoencefalopatia Leucoencefalopatia;

(HP:0002352) Infartos subcorticais;

recorrentes

17 Fem 47 124,8 20 - Saudavel (HP:0032322) Mie do paciente 22

18 Masc 30 227.9 20 - Ataxia (HP:0001251) Tetraparesia; Ataxia;
Deficiéncia intelectual
leve; Leucodistrofia;
Espasticidade

19 Fem 1 46,4 20 - Anormalidades Fistula anal;

esqueléticas Cardiomiopatia;

(HP:0001561) Hipotonia; Polidramnio;

Marca de pele pré-

auricular; Atraso no
desenvolvimento global

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.
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Tabela 6. Achados gendmicos relevantes do sequenciamento de exoma das coortes psiquitrica e neurologica investigadas.

Paciente Fenotipo Gene Variante Zigosidade  Classificacdo Compatibilidade Observacoes
Principal com padrio de
heranca
1 Psicose WWP1 c.2234A>G Heterozigoto P Sem padrao definido  Variante com preditores benignos,
ocasionalmente relatada em
autismo/atraso  cognitivo.  Sem
correlagdo robusta com o fenotipo
clinico, interpretada como achado
sem relevancia diagnostica
2 Psicose TCF4 c.1822C>T Heterozigoto PP AD: compativel Sugere diagndstico molecular de
Sindrome de Pitt-Hopkins, sendo
variante candidata plausivel para
explicar o fendtipo psiquiatrico
3 Psicose Sem - - - - -
relagdo
4 Psicose, Distonia SP9 c.1190G>C Heterozigoto PP AD: compativel Variante candidata  plausivel
associada a  transtorno  do
neurodesenvolvimento;  literatura
descreve disturbios de movimento
(distonia) e manifestagdes
psiquiatricas
5 Psicose, Distonia NPCI1 c.1280C>G Heterozigoto VUS AR: ndo compativel A variante isolada ndo explica
(necessaria bialelia) sozinha o fendtipo, embora a
correlacdo clinica seja sugestiva
6 Psicose, Comp. NARS c.1067A>C Heterozigoto PP NARS: compativel NARS: candidata plausivel pela
Cognitivo apenas se AD; ndo sobreposicdo com transtorno do
EXT2 c.998A>G Heterozigoto PP compativel se AR neurodesenvolvimento

(exigiria bialelia)
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EXT2: compativel EXT2: associado a exostoses
apenas se AD; ndo multiplas e sindromes de
compativel se AR neurodesenvolvimento
(exigiria bialelia)
7 Psicose, Ataxia ARSA c.465+1G>A Heterozigoto P Nao compativel Variante  candidata  plausivel
isoladamente associada a Leucodistrofia
(exigiria bialelia para Metacromadtica; heterozigose pode
AR) indicar portador ou segunda
mutacdo ndo detectada
8 Esquizofrenia SMPD1 c.605G>A Heterozigoto PP Nao compativel Variante candidata  plausivel
isoladamente (doenca associado a Doenca de Niemann-
AR exige bialelia) Pick A/B; heterozigose pode atuar
como fator de risco para fenotipo
psiquiatrico
9 Psicose, Distonia Sem - - - - -
relagdo
10 Deméncia Sem - - - - -
Frontotemporal relagdo
11 Ataxia SPG7 c.376G>C Heterozigoto PP SPG7: AR nao SPG7: variante candidata plausivel
compativel associada a Paraplegia Espastica
AFG3L2'  ¢.1985T>G Heterozigoto VUS isoladamente; AD: Hereditaria tipo 7. Pode explicar o
compativel fenotipo de ataxia em modelo AD,
mas em AR seria necessario
segundo alelo.
AFG3L2: compativel AFG3L2: variante considerada
com heranga AD; ndo relevante pelo especialista clinico;
compativel forte plausibilidade fenotipica para
isoladamente com ataxia
AR
12 Leucodistrofia HLA- c.100+1G>A Heterozigoto PP HLA-DRBI: HLA-DRBI: variante associada a
DRBI1 multifatorial: ndo susceptibilidade  para  doencas

causal isoladamente

neuroinflamatorias (ex.: esclerose
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NIT1!

c.883C>T

Homozigoto PP

NIT1: compativel

com padrao AR
(bialélico)

multipla). Sem explicacdo direta
para a leucodistrofia, mas relevante
clinicamente como achado
secundario

NIT1: associado a Doenca dos
Pequenos Vasos Cerebrais tipo 4;
mutacdo nonsense em homozigose
confere alta plausibilidade como
diagnostico molecular do caso

13

Miopatia, Epilepsia BCO1

c.736A>G

Heterozigoto VUS

AD: compativel (mas
sem evidéncia clinica

estabelecida)

Variante associada a  hiper-
carotenemia e hipovitaminose A.
Nao ha correlagdo estabelecida com
miopatia/epilepsia

15

Mioclonia

SAMD9

c.2053C>T

Heterozigoto PP

AD: compativel

Variante candidata  plausivel
nonsense associada a sindrome
MIRAGE e a quadros
neurodegenerativos. Em
heterozigose, pode explicar o
fendtipo de mioclonia. Recomenda-
se acompanhamento hematologico
devido a associagao com
predisposicao a
mielodisplasia/monossomia 7

16

Leucoencefalopatia SERPINCI1

NIT1

c.1246G>T

Heterozigoto P

AD: compativel
(heterozigose
suficiente para
predispor)

Variante candidata  plausivel
associada a  deficiéncia  de
antitrombina III. Achado compativel
com predisposi¢do a  eventos
tromboembodlicos recorrentes,
podendo explicar a
leucoencefalopatia vascular

18

Ataxia

ANXATI1!

PAH

¢.282dup

c.1066-11G>A

Heterozigoto PP

Heterozigoto VUS

ANXAL11l: AD
compativel
(heterozigose

ANXAL11l: variante  frameshift
associada a miopatia de corpusculos
de  inclusdao/ALS-23.  Achado
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suficiente para causar

plausivel para explicar componente

PROS1 c.550G>A Heterozigoto PP doenga) neuromuscular/leucoencefalopatico
PAH: AR ndo PAH: em heterozigose, indica
compativel em apenas portador, sem explica¢do
heterozigose isolada  para o fendtipo do paciente. Achado
incidental, relevante apenas para
aconselhamento genético.

PROS1: AD PROSI1: proteina S. Pode indicar
potencialmente predisposicdo para trombofilia em
compativel (mas modelo AD, mas a evidéncia
evidéncia incerta) funcional ainda ¢ incerta. Nao

explica o fenotipo neuroldgico
19 Cardiomiopatia, WEFSI c.1672C>T Heterozigoto P WEFSI1: AR WES1: para doenga recessiva
Hipotonia, Atraso (Wolfram) nao (Wolfram), sugere portador, sem
no CFTR c.1521 1523del P compativel em explicacdo isolada do fenotipo. Em
Desenvolvimento heterozigose; AD formas dominantes, WFS1 associa-
F2 c.*97G>A P (perda auditiva ndo-  se a perda auditiva neurossensorial e

sindromica/Wolfram-
like): possivel, mas
fenotipo principal nao
¢ auditivo

CFTR: AR (Fibrose
Cistica): nao
compativel em
heterozigose isolada;
AD: possiveis
fenotipos leves
(bronquiectasias),
sem correspondéncia
com quadro atual

fendtipos “Wolfram-like”. No caso
atual, a correlagdo clinica é baixa

CFTR: associada classicamente a
Fibrose Cistica (AR). Sugere ser
portador, sem explicagdo isolada do
fendtipo. Pode ter relevancia clinica
em formas brandas (bronquiectasias/
Aplasia Congénita Bilateral dos
Vasos Deferentes).
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F2: AR: ndo
compativel em
heterozigose isolada;
AD: compativel
(risco trombotico
aumentado)

F2: wvariante cldssica de risco
trombotico em F2 (Protrombina).
Em heterozigose, confere
predisposicdo a trombose venosa ¢
arterial. Achado secundario que
sugere impacto clinico para manejo
preventivo (anticoagulacao, rastreio
familiar).

Legenda: P — Patogénica; PP - Provavelmente Patogénica; VUS - Variante de Significado Incerto; AR — Autossomica recessiva; AD — Autossomica dominante; 'Variantes

destacadas pelo especialista clinico em Neurologia como mais relevantes para explicagdo do fenotipo.
Fonte: elaborado pelo autor, 2025.
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6.2 Analise em metagenémica clinica

6.2.1 Estudo de caso: Leucoencefalopatia multifocal progressiva por virus John

Cunningham

A utilidade clinica da metagenomica foi avaliada em um estudo de caso de
neuroinfec¢do de etiologia indefinida por métodos convencionais. Trata-se de um paciente
masculino de 25 anos, admitido no HUWC-UFC com quadro neurolégico agudo (suspeita de
Acidente Vascular Cerebral) e diagndstico recente de infecgdo por HIV. A investigagdo inicial
para agentes etioldgicos no LCR por métodos microbioldgicos e moleculares convencionais foi
negativa e o paciente ndo apresentou resposta ao tratamento empirico para neurotoxoplasmose.
Também houve hipétese etiologica de infeccdo por John Cunningham (JCV), mas ndo havia
método convencional disponivel na unidade hospitalar para confirmagao.

Diante do quadro inconclusivo, uma amostra de LCR foi submetida a andlise mNGS. A
analise identificou objetivamente o virus JCV com alta confianga e cobertura genomica superior
a 95%. Apods curadoria especializada, esse achado molecular permitiu a confirmagdo do
diagnéstico de Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LEMP) e o consequente

direcionamento da conduta clinica.

6.2.2 Desafios operacionais

Para subsidiar a constru¢ao de um fluxo de trabalho viavel no Ceara, foi realizado o
Workshop on Applied Metagenomics for the Clinical Setting (Fiocruz Ceard, 11 de agosto de
2025) que constituiu um marco relevante para a consolida¢do de parcerias e para o debate sobre
estratégias de incorporagao dessa tecnologia a realidade do Ceara. O evento foi organizado em
colaboracdo com representantes especialistas de instituicdes nacionais e internacionais.

Durante o encontro, foram apresentados fundamentos técnicos da mNGS, desde as
diferencas entre as geragdes de sequenciamento (Sanger, 2* e 3* geracdes), até a organizacao
do fluxo WET (laboratério) e DRY (bioinformatica), passando por protocolos de coleta, preparo
de biblioteca, controle de qualidade, mitigacao de contaminagado e interpretagdao de resultados.
As diretrizes japonesas (GUIDE) para utilizagdo padronizada da mNGS em doencas infecciosas
emergentes ou de etiologia desconhecida serviram como referéncia metodoldgica, mas foi
ressaltada a necessidade de adaptar tais estratégias a epidemiologia e a infraestrutura brasileiras.

A etapa de didlogo entre os participantes foi especialmente relevante para discutir

estratégias de viabilizacdo da metagenomica no Ceard. Foram identificados trés eixos de
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aplicagdo prioritria: assistencial, com foco em casos clinicos complexos ndo elucidados por
métodos convencionais; vigilancia epidemioldgica, visando a detec¢do de patdgenos
emergentes e eventos de relevancia para a satde publica; e pesquisa, integrando estudos de base
populacional e molecular.

O debate também enfatizou a importancia da etapa pré-analitica, incluindo defini¢cdo do
tipo e volume de amostra, implementacdo de controles internos e negativos, garantia de
integridade e rastreabilidade do material bioldgico, além de padronizacao de fluxos de
armazenamento ¢ transporte. Foi discutida a viabilidade de um fluxo oficial articulado pelo
Ministério da Satude, com a Fiocruz Ceara como um dos polos de referéncia, de forma a reduzir
a atual dependéncia de outras unidades da rede (como as Fiocruz Pernambuco e Rio de Janeiro)
para analises metagendmicas.

Outro ponto de consenso foi a necessidade de integracdo entre clinicos/hospitais,
laboratorios e equipes de bioinformatica (modelo colaborativo descrito como Clinical — Wet —
Dry) garantindo que os resultados obtidos sejam clinicamente relevantes, tecnicamente robustos
e epidemiologicamente uteis. Por fim, os representantes japoneses refor¢caram que ndo ¢
possivel replicar integralmente o modelo adotado no Japao devido as diferengas no perfil
epidemioldgico e no sistema de satide brasileiro, mas se colocaram a disposi¢ao para suporte
técnico e cooperagado cientifica.

Durante o evento, também foi realizada uma EP, que oportunizou aos participantes o
detalhamento das experiéncias vivenciadas no fluxo operacional da equipe da Fiocruz Ceara.
Os pontos criticos levantados na EP se concentraram nas seguintes areas:

1. Obstaculos no fluxo laboratorial (Wer): a equipe relatou, de forma consistente, que as
etapas de analise bioinformatica e interpretagdo e a extracao de material genético sao as
mais demoradas do processo. A extragdo, em particular, foi apontada como a de maior
risco de falha. Na visdo dos especialistas do workshop, essa constatagdo reforga a
necessidade de kits e protocolos validados, capazes de mitigar a contaminagdo e a alta
propor¢ao de DNA do hospedeiro, um problema comum em amostras clinicas. A
complexidade do fluxo de trabalho e a falta de padronizagdo foram topicos centrais das
discussdes e a experiéncia japonesa foi usada como modelo de referéncia para o
desenvolvimento de diretrizes técnicas locais.

2. Desafios de comunicagdo e colaboragdo: a EP evidenciou, de maneira consistente, que
a auséncia de um canal padronizado de devolutiva e a falta de integracdo entre as equipes
clinica/hospital e laboratorio sdo as principais dificuldades de comunicagdo. Este

resultado validou a proposi¢do de um modelo colaborativo (Clincal — Wet — Dry),
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discutido no workshop, como solucio para garantir que a informagdo flua de maneira

eficiente. A critica recorrente sobre a lacuna de informagdes clinicas relevantes nos

formularios de solicitagao também foi um ponto de consenso no workshop, o que levou

a conclusdao de que a etapa pré-analitica, com a padronizacdo do formulério, ¢ tao

importante quanto o sequenciamento em si.

3. Necessidade de capacitacdo e recursos: os participantes do workshop, com base na
percepgao da equipe considerou o treinamento como muito importante, enfatizaram que

a capacitagao profissional ¢ um pilar para a sustentabilidade da tecnologia no SUS. A

necessidade de treinamento em ferramentas de bioinforméatica e o desenvolvimento de

protocolos de analise foram identificados como prioridades. A cooperacdo técnica
internacional, como a oferecida pelos representantes japoneses, foi vista como uma
oportunidade de fortalecer o capital intelectual na regido.

A EP também possibilitou, de modo mais objetivo, que os principais integrantes da
equipe da Fiocruz Ceara envolvidos na aplicagdo da mNGS identificassem os principais
obstaculos ao trabalho. Houve 100% de concordéncia (6/6 participantes) de que as etapas de
Extracdo de Material Genético, Preparo de bibliotecas, Andlise Bioinformatica e Interpretacao
e Laudo sd3o demoradas ou muito demoradas. A etapa de Extragdo de Material Genético foi
especificamente identificada como o maior risco de falha técnica por 83% dos participantes
(5/6).

A EP também quantificou os desafios de comunicagdo e as necessidades sistémicas. A
Lacuna de informagdes clinicas relevantes nos formulérios de solicitagdo foi apontada como
uma dificuldade por 100% dos participantes (6/6), sendo o principal desafio de comunicagao
identificado. A qualidade e adequacao da amostra (fase pré-analitica) foi eleita o fator mais
critico para o sucesso do diagnostico pela metade da equipe (50%, 3/6). Por fim, houve um
consenso unanime (100%, 6/6) de que o treinamento da equipe ¢ "Muito importante" para a
implementa¢do da tecnologia no SUS.

Esses achados orientaram diretamente a elabora¢do do protocolo técnico-operacional

proposto neste estudo, fundamentando sua relevancia pratica e exequibilidade no SUS.

6.2.3 Protocolo técnico-operacional

A elaboracao das bases do protocolo técnico-operacional foi concebida como uma
resposta direta as lacunas e barreiras identificadas com este estudo e nas discussdes técnicas

com a equipe multidisciplinar e parceiros institucionais. O protocolo, estruturado a partir da
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integracdo dos fluxos assistenciais, laboratoriais e de bioinformatica, tem como objetivo
principal formalizar um fluxo de diagndstico molecular por mNGS para casos clinicos
complexos de etiologia indefinida no contexto do SUS do Ceara. O modelo adotado baseia-se
no conceito de cooperacdo interinstitucional, visando garantir que os resultados sejam
clinicamente relevantes, tecnicamente robustos e epidemiologicamente tteis.

O fluxograma desenvolvido que integra as fases clinica, laboratorial (wet-lab) e de
bioinformatica (dry-lab), culminando em uma sessao multiprofissional para interpretacao e

devolucao do laudo estruturado esta representado na Figura 8.



Figura 8. Fluxograma do protocolo técnico-operacional para metagendmica clinica no Ceara.
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6.2.3.1 Fase clinica

Esta fase representa a interface do protocolo com a assisténcia em saude e ocorre
integralmente na unidade hospitalar, sob a responsabilidade do corpo clinico. Baseada nas
dificuldades de comunicacdo e na lacuna de informagdes levantadas pela EP, essa etapa foi
desenhada para assegurar a qualidade e a relevancia da amostra desde a origem.

O processo se inicia com o clinico assistente do hospital, que identifica um paciente
com suspeita de doenga infecciosa de etiologia desconhecida, em que os métodos diagnosticos
convencionais (como exames de imagem, cultura, PCR direcionado e sorologia) foram
inconclusivos.

Para mitigar a "lacuna de informacdes clinicas relevantes" identificada na EP, ¢ crucial
o preenchimento de um formulario padronizado. Esse documento deve incluir dados
demogréaficos, hipoteses diagnosticas, historico detalhado de antibioticoterapia e os resultados
dos exames convencionais ja realizados. A completude e a precisdo das informacgdes clinicas
s30 essenciais para a interpretagao correta dos resultados de sequenciamento.

A amostra biologica (por exemplo, LCR, tecido, fluido bronquico) deve ser coletada
seguindo rigorosas técnicas assépticas para evitar contaminagdo por microrganismos da
microbiota tipica ou do ambiente laboratorial, um dos principais riscos apontados pelos
especialistas. A estabilizagdo imediata da amostra, preferencialmente por congelamento a —
80°C ou em um meio de preservacdo de 4cidos nucleicos, € vital para manter a integridade do
DNA e do RNA, especialmente em casos de suspeita de patogenos virais.

A comunicacdo entre o hospital e o laboratorio de referéncia ¢ formalizada por um canal
padronizado, que assegura a rastreabilidade da amostra e mitiga a "auséncia de um canal de
devolutiva" observada na EP. O envio logistico deve garantir o transporte da amostra em

condigdes que preservem a sua integridade.
6.2.3.2 Fase laboratorial (Wet-Lab)

Esta fase ¢ conduzida na Fiocruz Ceara e engloba o processamento técnico-cientifico da
amostra. O fluxo foi desenhado para contornar a complexidade e o risco de falha nas etapas de
extracdo e preparo da biblioteca, identificados como um dos principais obstaculos pela equipe.

Ao receber a amostra, a equipe de laboratorio realiza uma triagem minuciosa para
verificar a conformidade com os critérios de volume, acondicionamento e documentagao

clinica. Apenas amostras que atendem aos padroes de qualidade sdo aceitas para processamento.
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A extragdo do material genético ¢ uma etapa critica ¢ um dos principais riscos
operacionais. O protocolo propde a utilizagdo de um método robusto que maximize a libera¢ao
do DNA e do RNA de uma ampla variedade de microrganismos (incluindo bactérias com
paredes celulares espessas, como micobactérias, e fungos). Controles negativos, que consistem
em reagentes livres de amostra, e controles internos (spike-ins) com material genético de
microrganismos ndo patogénicos sao utilizados para monitorar a contaminagdo e a eficiéncia
da extragdo, respectivamente.

O material extraido ¢ preparado em uma biblioteca de sequenciamento para as
plataformas de NGS. O mNGS ¢, por natureza, uma abordagem de sequenciamento nao
enviesada (shotgun), o que significa que o material genético de todos os organismos presentes
na amostra (hospedeiro, patégenos e comensais) ¢ sequenciado em massa. O preparo da
biblioteca deve ser seguido de um rigoroso controle de qualidade para garantir a concentracao
adequada e o tamanho dos fragmentos, antes de ser submetido a corrida de sequenciamento em

um equipamento de alta capacidade, como o ///lumina MiSeq.

6.2.3.3 Fase de bioinformatica e devolutiva (Dry-Lab e interface clinica)

Esta fase, identificada como a mais demorada, ¢ o elo final do protocolo. Ela transforma
os dados brutos de sequenciamento em informagdes diagnosticas tteis.

Os dados de sequenciamento sdo processados por meio de um pipeline bioinformatico
validado. A primeira etapa consiste na remog¢do das sequéncias do hospedeiro, que podem
representar mais de 90% dos dados brutos, para focar nas leituras microbianas. Em seguida, as
sequéncias filtradas sdo alinhadas a bancos de dados de referéncia (como o GenBank ou o FDA-
ARGOS) para a identificagdo taxondmica dos microrganismos presentes.

A interpretacdo dos resultados de mNGS ¢ complexa e exige um julgamento clinico e
microbiologico para distinguir patogenos de contaminantes ou colonizadores. A EP reforgou a
necessidade de uma equipe multidisciplinar para essa etapa. O protocolo propde a realizagao de
sessoes clinicas multiprofissionais composto por especialistas do hospital, do laboratério e da
bioinformatica, a fim de validar a relevancia clinica do achado e formular a melhor devolutiva.

O resultado da interpretacao colaborativa ¢ formalizado em um laudo padronizado e
estruturado. Este documento deve ser claro, objetivo e conter todas as informagdes necessarias
para auxiliar na tomada de decisdo do clinico, incluindo a lista de patdgenos identificados, suas
abundancias relativas e, quando aplicavel, dados sobre resisténcia antimicrobiana. Este ¢ o

ponto final da "devolutiva" ao hospital, que agora ocorre de forma formal e padronizada.
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7 DISCUSSAO

7.1 Sintese dos principais achados

O presente estudo demonstrou o duplo impacto, diagndstico e estratégico, da
incorporagdo de tecnologias de NGS para doengas neuroldgicas no ambito do SUS no Ceara. A
analise gendémica da coorte de 17 casos clinicos complexos revelou achados clinicamente
relevantes, e, mais especificamente, permitiu estabelecer uma etiologia genética provavel para
o fenotipo principal em 37,5% (3/8) da subcoorte neurolégica apds a curadoria clinica
especializada, um rendimento diagnostico alinhado as referéncias da literatura internacional.
Esse resultado evidencia o alto potencial da ferramenta para elucidar casos de dificil diagndstico
e reduzir a chamada “odisseia diagnostica”. Enfatiza-se que as interpretagdes deste estudo
devem também considerar as suas limitacdes (que sdo apresentadas e discutidas a seguir).

Adicionalmente, a aplicacdo da abordagem metagendmica permitiu a elucida¢do de um
caso complexo de neuroinfeccdo previamente inconclusivo por métodos convencionais,
reforcando sua utilidade como ferramenta de segunda linha em cenérios de alta complexidade.
A partir da evidéncia gerada por estes resultados clinicos e da identificacdo de barreiras
operacionais por meio de pesquisa participativa, foi desenvolvido as bases do protocolo técnico-
operacional para a integragdo estruturada dessas tecnologias a rede de saude local, constituindo

a contribuicao pragmatica desta dissertacao.

7.2 Impacto da analise de exoma no diagndstico

A implementagdo da gendmica diagnostica nesta pesquisa demonstrou um impacto
clinico-diagndstico substancial na elucida¢do de doencgas neurologicas complexas na coorte de
pacientes do Ceara. Embora a investigacdo por sequenciamento de exoma tenha identificado
variantes candidatas com potencial relevancia em todos os pacientes, o poder de elucidagdo
etiologica foi mais precisamente mensurado na subcoorte neuroldgica (n=8), que passou por
uma detalhada curadoria clinica por especialista. Nesse grupo, foi possivel estabelecer um
diagnostico molecular de consideravel probabilidade para o fenotipo principal em 3 dos 8 casos
(37,5%).

Esse rendimento diagnéstico estd alinhado aos resultados de grandes coortes
internacionais, como a de Alvarez-Mora et al. (2023), que reportou uma taxa de 32% em
pacientes com desordens neuroldgicas, e se insere na faixa de 25-60% frequentemente

encontrada na literatura para grupos semelhantes (Srivastava et al., 2022; Watson et al., 2024).
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Esse resultado pode ser atribuido a uma combinacdo de fatores: primeiramente, a sele¢ao
rigorosa de pacientes cujos quadros permaneciam refratdrios a extensa investigacao
convencional, enriquecendo a amostra com casos de provavel etiologia monogénica; e em
segundo lugar, a aplicagdo de uma analise fenotipica aprofundada em conjunto com plataformas

de interpretacdo gendmica, que maximizam a correlacao clinico-genética.

7.2.1 Elucidagao diagndstica na coorte neurolégica: casos com curadoria clinica

A aplicagao do sequenciamento de exoma demonstrou seu mais alto poder de elucidagao
no caso do Paciente 12, um homem de 50 anos com um quadro clinico de leucodistrofia. Este
caso serve como um exemplo paradigmatico de como a gendmica pode fornecer um diagnostico
molecular mais definitivo, encerrando uma longa jornada de incerteza e, crucialmente,
conectando o paciente a uma entidade nosologica especifica e recém-caracterizada na literatura.
A andlise revelou uma variante nonsense (c.883C>T) em homozigose no gene NITI,
classificada na plataforma Franklin como provavelmente patogénica.

Esse achado ¢ diretamente corroborado pelo estudo de Rutten et al. (2024), que
descreveu, pela primeira vez, uma doenga de pequenos vasos cerebrais de heranga autossomica
recessiva causada por variantes bialélicas de perda de fungdo no gene NIT1. A sindrome,
denominada NIT1-SVD (small vessel disease), é caracterizada por uma triade de distarbios de
movimento de inicio na meia-idade, espacos perivasculares massivamente dilatados na
neuroimagem e hemorragia intracerebral (Rutten et al., 2024). A apresentacdo clinica do
Paciente 12 ¢, portanto, altamente compativel com esta nova sindrome, permitindo refinar seu
diagnostico de uma "leucodistrofia" inespecifica para uma etiologia molecular precisa. A
robustez deste diagnostico ¢ multifatorial: uma variante nonsense, como a encontrada, leva a
uma proteina truncada e nao funcional, e o estado de homozigose alinha-se perfeitamente ao
padrao de herancga recessivo descrito (Rutten et al., 2024).

Para além desta sindrome especifica, o gene NIT/ ja vinha sendo implicado em
patologias neurologicas, reforgando seu papel na homeostase do SNC. Um estudo de exoma em
uma familia com Sindrome de SeSAME — outra doenca neurologica de heranga recessiva —
identificou uma variante rara em NIT! que segregava com a doenca em todos os pacientes,
sugerindo seu papel como um potencial gene modificador (Nadella et al., 2019).

Do ponto de vista mecanistico, a patologia vascular observada na NIT1-SVD pode ser
explicada por, ao menos, duas vias moleculares. Primeiramente, estudos em biologia do cancer

demonstraram que a proteina NI7/ modula a via de sinalizacdo TGF-Smad (Lin et al., 2018).
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Essa via € critica para a manuten¢do da integridade da parede dos vasos sanguineos e a
regulacdo da matriz extracelular. Portanto, a perda de fungdo do NIT1 pode levar a uma
desregulagdo da sinalizagao TGF nos pequenos vasos cerebrais, comprometendo sua estrutura
e fun¢do. Em segundo lugar, a NITI ¢ conhecida por sua fungdo como uma enzima de reparo
metabolico, responsavel pela hidrolise de subprodutos do metabolismo da glutationa (Rutten et
al., 2024). A auséncia dessa fun¢do de depuragdo pode levar ao acimulo de metabolitos toxicos,
explicando os grandes depoésitos elétron-densos encontrados na patologia dos vasos de
pacientes com a sindrome.

Assim, o resultado do Paciente 12 ndo apenas soluciona um caso complexo, mas
também valida, em nossa populagdo, os achados de uma sindrome rara recém-descoberta. Mais
importante, ele ilustra o valor insubstituivel do exoma como uma ponte que conecta a pratica
clinica, a fronteira do conhecimento cientifico e a elucidacao dos mecanismos moleculares da
doenga.

Ademais, o caso do Paciente 12 ressalta que o valor do sequenciamento de exoma
transcende a elucidagdo da hipotese diagnostica primdria, fornecendo informagdes cruciais para
a saude global do paciente. Embora a investigagdo principal tenha sido concluida com o
diagnéstico de NIT1-SVD, também houve resultado de possivel impacto para a medicina
preventiva do paciente a partir da identificacio de um achado secundario: uma variante
provavelmente patogénica no gene MSH2. Variantes deletérias neste gene sdo uma das
principais causas da Sindrome de Lynch, uma condicdo de alto risco hereditario para multiplos
tipos de cancer, principalmente colorretal (Jia et al., 2021). Esse diagnostico ¢ de importancia,
pois pode acionar um protocolo de vigilancia oncologica intensiva para o paciente € o
rastreamento em cascata para seus familiares, com o potencial de prevenir a morbidade e
mortalidade por cancer (Vasen et al., 2007). Este achado demonstra, portanto, a utilidade clinica
do exoma como ferramenta de perfilamento gendmico, para além da elucidagdo diagndstica
primaria.

O Paciente 18 exemplifica um quadro complexo cujo fendtipo € mais bem explicado
pela identificagdo de uma variante PP no gene ANXA11 (c.282dup). A literatura recente tem
expandido significativamente o espectro clinico associado a esse gene, originalmente descrito
como relacionado a Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA). Hoje, sabe-se que ANXAI] esta
implicado em um continuo que abrange a ELA, a Deméncia Frontotemporal (DFT) e quadros
neurodegenerativos atipicos, que podem ocorrer sem a manifestagdo cldssica de ELA no inicio

do curso clinico (Jiang et al., 2022; Wang et al., 2022).
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Esse achado alinha-se de forma consistente com os componentes fenotipicos observados
no Paciente 18, incluindo manifestagdes neurodegenerativas nao usuais e reforga a importancia
da incorporagao do NGS como ferramenta de investigagao diagndstica. Esse caso contribui para
a compreensao crescente de que genes como ANXA 11 possuem espectros clinicos mais amplos
do que inicialmente reconhecido, podendo explicar fenétipos complexos em pacientes sem
diagnostico conclusivo por métodos convencionais.

Finalmente, a analise do Paciente 11, um homem de 55 anos com ataxia, ilustra a
fronteira da interpretacdo gendmica e o papel crucial da curadoria especializada. Esse caso
demonstra que, mesmo na auséncia de um diagnostico molecular que siga um padrao
mendeliano classico, o exoma pode fornecer achados de altissima relevancia que refinam
potencialmente as hipoteses diagndsticas e direcionam o manejo clinico futuro.

A investigacdo identificou duas variantes heterozigotas em genes distintos: uma PP em
SPG7 e uma VUS em AFG3L2. A interpretacdo desse caso reside na fun¢do biologica das
proteinas codificadas por esses dois genes. A literatura demonstra que a AFG3L2 ¢ a
paraplegina (produto do gene SPG7) sdo parceiras moleculares que se unem para formar um
complexo hetero-oligomérico funcional: a protease m-AAA, uma maquina molecular essencial
na membrana interna da mitocondria (Cagnoli et al., 2010; Tunc et al., 2019; Ziihlke et al.,
2015). Essa protease ¢ vital para o controle de qualidade do proteoma mitocondrial e para a
montagem das cadeias respiratorias, sendo sua funcdo especialmente critica para a
sobrevivéncia dos neurdnios, em particular as células de Purkinje no cerebelo.

Com essa conexdo molecular estabelecida, a hipdtese mais parcimoniosa ¢ que o
fendtipo do Paciente 11 resulta de um efeito de heranca digénica, ou seja, o paciente teria
sofrido um "duplo acometimento" na mesma via funcional. A variante heterozigdtica em SPG7
comprometeria parcialmente uma das subunidades da protease m-AAA, enquanto a variante em
AFG3L2 afetaria a outra. A combinagao de dois componentes parcialmente defeituosos poderia
prejudicar a eficiéncia geral do complexo proteico, ultrapassando o limiar de resiliéncia celular
e levando a disfungdo mitocondrial e neurodegeneracdo que se manifesta como ataxia. Essa
hipdtese € sustentada pelo fato de que a perda de funcdo bialélica em qualquer um desses genes,
isoladamente, j& ¢ conhecida por causar doencgas neurologicas de heranga recessiva.

Portanto, o resultado do exoma no Paciente 11 pode revelar um provavel mecanismo de
heranga digénica em uma via molecular Unica, transformando um quadro de "ataxia

indeterminada" em uma suspeita potencial de disfun¢ao da protease m-AAA mitocondrial.
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7.2.2 Potencial de elucidagdo na coorte psiquidtrica: hipoteses moleculares

A andlise da coorte psiquidtrica, embora pendente de curadoria clinica final, ja
exemplifica o potencial impacto do sequenciamento de exoma na reclassificagao de transtornos
neuropsiquiatricos complexos como discutido a seguir.

O caso do Paciente 2, uma mulher de 32 anos com fendtipo principal de "Psicose", é
paradigmatico. A investigacdo genOmica revelou uma variante missense heterozigota,
classificada como de alta confianga e predita como deletéria, c.1822C>T (p.L608F), no gene
TCF4.

Este gene ¢ a causa etiologica da Sindrome de Pitt-Hopkins (PTHS), um grave
transtorno do neurodesenvolvimento (NDD) de heranga autossomica dominante. A
apresentacao clinica centrada em um quadro psicotico poderia, inicialmente, distanciar o caso
do fendtipo classico de PTHS. Contudo, a literatura demonstra que os acometimentos
relacionados ao gene compreendem um espectro clinico amplo. Estudos mostram que pacientes
com mutagdes em TCF4 s3o frequentemente investigados para outras sindromes, como
Angelman ou Rett, devido a sobreposicdo de caracteristicas como atraso global do
desenvolvimento e auséncia de fala (Giurgea et al., 2008; Takano et al., 2010).

De fato, Takano et al. (2010) identificaram mutacdes em 7CF4 em 2% de uma coorte
de pacientes com suspeita de Sindrome de Angelman, mas com testes genéticos negativos para
esta. Adicionalmente, a auséncia de sinais cardinais, como as anomalias respiratdrias, nao
exclui o diagnostico, reforcando a variabilidade fenotipica (Popp et al., 2022; Takano et al.,
2010). Portanto, o fendtipo do Paciente 2 aparente se encaixar plausivelmente no espectro
expandido dos transtornos relacionados ao 7CF4.

A correlagdo gendtipo-fenotipo reforca a gravidade do achado. A variante ¢.1822C>T
estd localizada no éxon 18, que codifica parte do dominio funcional critico bHLH (hélice-alga-
hélice basico). Mutagdes que afetam este dominio estdo consistentemente associadas aos
fenotipos mais severos de PTHS, incluindo encefalopatias epilépticas graves (Kirikae et al.,
2022). Em contraste, variantes localizadas fora desta regido, como a descrita por Popp et al.
(2022) no éxon 15, tendem a resultar em fenotipos atipicos ou mais brandos. A localizacdo da
variante do Paciente 2 no dominio bHLH, portanto, confere possivel plausibilidade a sua

patogenicidade e ¢ compativel com um quadro neurologico de grande consideravel.



66

Além da correlagdao clinica, ¢ possivel propor um mecanismo molecular para a
patogénese. Um estudo protedmico do cérebro em desenvolvimento identificou, de forma
pioneira, a proteina 7CF4 como sendo enriquecida no nucléolo dos neuronios (Slomnicki et al.,
2016). Os autores demonstraram que variantes de 7CF4 associadas a PTHS causam uma
reducdo na biogénese ribossdmica e na sintese proteica geral. Este achado sugere que a
disfungdo do TCF4 prejudica uma fungado celular fundamental e altamente demandada durante
o neurodesenvolvimento. Assim, a variante p.L608F do Paciente 2 pode ndo apenas
comprometer a fun¢ao da TCF4 como fator de transcri¢do, mas também sua fun¢ao nucleolar,
resultando em uma perturbagdo da homeostase proteica que contribui para a severidade do
fenotipo neuropsiquiatrico observado.

Em suma, ¢ possivel que o achado gendémico no Paciente 2 transcenda um rétulo
diagnostico. Ele redefine a condicdo de uma "psicose" de etiologia incerta para um possivel
transtorno do neurodesenvolvimento de base molecular definida, com um mecanismo
patogénico plausivel e implicagdes diretas para o manejo clinico e o aconselhamento genético
familiar, ilustrando de forma contundente o poder translacional da gendmica na pratica clinica.

J& o caso do Paciente 7, um homem de 30 anos com um fenétipo complexo que entrelaca
sintomas psiquiatricos (psicose, alucinagdes) e neurologicos (ataxia, polineuropatia),
exemplifica um dos maiores desafios diagndsticos na pratica clinica. O sequenciamento de
exoma, neste cenario, revelou um achado de potencial relevancia: a presenca de uma variante
patogénica em heterozigose, c.465+1G>A, no gene ARSA. Este gene esta associado a
Leucodistrofia Metacromatica (LM), uma doenga de heranca autossomica recessiva. O achado
de uma tUnica variante, portanto, levanta uma questdo central: estaria o exoma apontando para
um diagndstico de LM ainda por se completar ou para um fator de risco genético em um quadro
multifatorial?

A literatura cientifica ¢ direciona quanto a natureza da variante c.465+1G>A: trata-se
de uma mutac¢ao no sitio doador de splicing do intron 2, consistentemente caracterizada como
um "alelo nulo" ou "alelo zero", que impede a producao de qualquer enzima arilsulfatase A
funcional (Gomez-Lira et al., 1998; Lugowska et al., 2005). E uma das muta¢des mais
prevalentes em coortes de pacientes europeus, incluindo os de ancestralidade ibérica, e também
em populagdes do Oriente Médio, sendo responsavel por uma parcela significativa dos casos
de LM (Duarte et al., 2017; Lugowska et al., 2005; Mahdieha et al., 2020). A homozigose para
este alelo esta invariavelmente associada a forma mais severa da doenca, a LM tardo-infantil

(Lugowska et al., 2005; Kubaski et al., 2022).
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O fenotipo do Paciente 7, contudo, ndo corresponde a forma tardo-infantil, o que pode
estar em acordo com o modelo genético da doenca. A manifestacdo clinica da LM ¢ ditada pela
atividade enzimatica residual. Individuos com as formas de inicio mais tardio (juvenil ou adulta)
sdo tipicamente heterozigotos compostos, possuindo um alelo nulo (como o ¢.465+1G>A) e
um segundo alelo que permite alguma atividade enzimatica residual (Gomez-Lira et al., 1998;
Dohertya et al., 2019). E crucial notar que estas formas tardias frequentemente se iniciam com
um prodromo de manifestagcdes psiquiatricas, incluindo psicose, mudangas comportamentais e
declinio cognitivo, que podem preceder os sintomas motores por anos (Lugowska et al., 2005).
A sobreposi¢do entre a apresentacdo clinica do Paciente 7 e o quadro descrito para a LM de
inicio tardio ¢ uma possibilidade a ser considerada.

Diante do exposto, o achado genomico no Paciente 7 ndo deve ser interpretado como
um resultado final, mas como o ponto de partida para duas hipdteses clinicas prioritarias. A
primeira é que o paciente tenha um diagndstico de LM por heterozigose composta, com uma
segunda variante patogénica no gene ARSA ainda ndo detectada, possivelmente devido as
limitacdes técnicas do exoma, como a dificuldade em identificar grandes delecdes (Elgiin et al.,
2019). A segunda hipdtese, mais especulativa, € que o estado de portador para essa condi¢do
neurodegenerativa grave possa atuar como um fator de risco significativo que contribui para
seu fenodtipo complexo.

Independentemente da hipotese, a identificacdo do alelo nulo no gene ARSA tem
potencial clinico ao transformar um caso difuso de "psicose com comorbidades neurologicas"
em uma possivel investigacdo direcionada a uma doenga de deposito lisossomico especifica.
Conforme ressaltado pela literatura, a suspeita clinica e molecular de LM comanda a realizag¢do
de testes confirmatorios, como a quantificagdo de sulfatideos na urina e a analise completa do
gene ARSA (Dohertya et al., 2019). Assim, a andlise de exoma funcionou como ferramenta que

favorece a elucidagdo diagnostica.
7.3 Metagenomica clinica como ferramenta diagndstica estratégica

A elucidacdo de infecgcdes do SNC representa um dos maiores desafios da pratica
clinica, com uma parcela significativa dos casos de encefalite permanecendo sem diagnostico
etiologico. Estudos de referéncia, como o de Wilson et al. (2019), demonstram a utilidade
clinica do mNGS em coortes de pacientes com meningite e encefalite, estabelecendo a técnica

como uma ferramenta diagndstica poderosa. Neste contexto, o diagnostico de LEMP por JCV,
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realizado no ambito deste estudo, ilustra de maneira concreta o potencial do mNGS,
especialmente em populagdes vulneraveis.

O caso em questdo era de um paciente imunossuprimido (pessoa convivendo com HIV),
um grupo no qual o diagndstico de patdégenos oportunistas € crucial e frequentemente complexo.
A literatura recente tem validado o mNGS como uma ferramenta superior aos testes
convencionais nesta populagdo especifica (Zhu et al., 2025; Piantadosi et al., 2021). O sucesso
na identificagdo do JCV no LCR do paciente, apds insucesso dos métodos rotineiros, corrobora
esses achados e ecoa outros relatos de caso que descrevem o diagndstico de LEMP por mNGS
em pacientes com HIV (Xia et al., 2019).

Esse resultado reforca a relevancia de estabelecer um fluxo operacional estruturado,
como o proposto neste estudo. O impacto do mNGS vai além da simples detec¢do; a tecnologia
permite uma caracterizagdo aprofundada do patdégeno, como a anélise de quasispecies virais do
JCV, que tem implicag¢des no entendimento da patogénese da doenga (Takahashi et al., 2016).
A capacidade de detectar e caracterizar genomicamente patogenos de forma rapida e nao
direcionada tem, portanto, implicagdes profundas ndo apenas para o desfecho clinico do

paciente, mas também para a vigilancia epidemioldgica.

7.4 Da evidéncia a pratica: desafios e solu¢des para implementacio da metagendomica

clinica no Ceara

A transicdo de uma tecnologia promissora como o NGS para a pratica clinica ¢ um
processo complexo que demanda a construgdo de parcerias e consensos (Kammermeier et al.,
2023). Nesse contexto, o Workshop on Applied Metagenomics for the Clinical Setting, realizado
na Fiocruz Ceard, constituiu um marco fundamental neste estudo, servindo como espaco de
dialogo e consensos sobre as estratégias de incorporacao dessa tecnologia a realidade do Estado.
O evento, que contou com a colaboracdo de especialistas nacionais e internacionais, permitiu
ndo apenas a troca de conhecimentos técnicos, mas, crucialmente, a formac¢ao de um consenso
sobre os pilares da implementacao local.

Apesar dos avangos técnicos da genOmica e metagendmica, sua implementacao na
pratica clinica permanece um desafio. A literatura internacional tem mostrado que o impacto
real dessas ferramentas ndo depende apenas da acurdcia técnica, mas da forma como sdo
incorporadas a fluxos assistenciais integrados e adaptadas as realidades locais (Kammermeier

etal., 2023). Este estudo abordou diretamente este desafio, nao apenas propondo um protocolo,
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mas utilizando uma pesquisa operacional para embasar seu desenho em evidéncias concretas
do cenario cearense.

A principal barreira para a implementagao, tanto na literatura quanto nos achados deste
estudo, ¢ a integracao entre as equipes. Gu, Miller e Chiu (2019) ressaltam que a eficiéncia do
mNGS depende da articulag@o entre clinicos, microbiologistas e bioinformatas. Esse ponto foi
validado empiricamente pela EP, que revelou que os participantes apontaram a "lacuna de
informacdes clinicas relevantes nos formularios" como um desafio critico. O protocolo
proposto mitiga esse problema, com uma "Fase Clinica" que padroniza a comunicagdo e exige
o preenchimento de um formulario detalhado, garantindo que a pergunta clinica seja efetiva
antes que a resposta molecular seja buscada.

A experiéncia internacional também sugere que a criacdo de protocolos institucionais
padronizados ¢ fundamental para garantir qualidade e reprodutibilidade (Su et al., 2024).
Novamente, os dados da EP confirmam essa necessidade, ao quantificar a percepcao de que as
etapas de Extracdo e Preparo de Bibliotecas sdo entraves de tempo para da equipe, com a
extracdo sendo o maior risco de falha técnica. A "Fase Laboratorial" do protocolo, com sua
énfase em métodos robustos, validagdo e uso de controles, ¢ a resposta direta a essa demanda
por padronizagdo e redugdo de riscos.

Por fim, a literatura enfatiza que o valor da tecnologia nao estd apenas no dado
laboratorial, mas na sua capacidade de orientar cuidados abrangentes, o que exige equipes
coordenadas (Kammermeier et al., 2023). As bases do protocolo proposto nesta dissertagao
elevam este conceito a um processo formal através da "Sessao Clinica Multiprofissional". Essa
etapa ¢ a solucdo as barreiras da interpretacdo, identificada pelos participantes da EP,
transformando a devolutiva de um ato técnico em um processo colaborativo. Portanto, a
implementagdo clinica exige mais do que tecnologia: demanda infraestrutura, capacitagdo e,
acima de tudo, protocolos que integrem as equipes. E nesse espago que esse estudo se inseriu
ao propor um fluxo técnico-operacional colaborativo capaz de traduzir a inovag¢ao cientifica em
beneficio direto para os pacientes no contexto do SUS.

A discussdo e os encaminhamentos desse workshop forneceram suporte direto a
proposta de um fluxo operacional para aplicagdo da metagenomica clinica em hospitais da
regido, em parceria com a Fiocruz Ceard, com foco inicial em casos clinicos de etiologia
indefinida e potencial impacto na vigildncia em saitde. As informacdes obtidas reforcam a
pertinéncia da pesquisa, evidenciam sua aderéncia as necessidades regionais e nacionais e
confirmam a importancia de uma abordagem integrada entre assisténcia, vigilancia e pesquisa

para maximizar os beneficios da metagenomica clinica.
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E igualmente importante considerar que os casos de metagendmica que permaneceram
inconclusivos ou ndo foram consolidados como diagndsticos definitivos podem, eles proprios,
ser uma evidéncia da necessidade de um fluxo estruturado. Uma falha na elucidagao diagnostica
pode nao residir na sensibilidade do sequenciamento, mas sim nas barreiras operacionais que
este estudo identificou.

Uma amostra de baixa qualidade devido a problemas na coleta ou transporte (a fase pré-
analitica, eleita como uma das mais critica pela EP), ou a auséncia de um histdrico clinico
detalhado (a lacuna de informacao apontada por 100% da equipe), podem tornar impossivel a
tarefa de distinguir um patégeno real de um contaminante ou comensal. Portanto, a
implementagdo do protocolo de mNGS institucionalizado ndo visa apenas contribuir as
pesquisas cientificas, mas também ao campo da assisténcia clinica e vigilancia em satde ao
mitigar as falhas sistémicas e fomentar que cada etapa processada possa retornar um resultado

conclusivo e relevante.

7.5 Limitacoes do estudo

E imperativo reconhecer as limitagdes inerentes a este estudo para contextualizar
adequadamente seus achados. A principal limitagdo reside no tamanho e na selecao da amostra.
A coorte gendmica, embora rica em detalhes, ¢ composta por apenas 17 casos clinicos, o que
impede a generalizacdao do rendimento diagnostico para populagdes mais amplas. Os resultados
sao provavelmente influenciados por um viés de selecdo, uma vez que a coorte foi composta
por casos complexos e refratarios, com alta probabilidade pré-teste de uma etiologia
monogénica.

De forma semelhante, na frente de metagendmica, embora multiplos estudos tenham
sido realizados pela equipe, apenas um caso de sucesso diagndstico foi selecionado para ser
apresentado em profundidade nesta dissertacdo, servindo como uma prova de conceito e estudo
de caso e ndo como uma medida da acurécia geral da técnica no servico. Também cabe destacar
que a plataforma Franklin/Genoox ndo € um sistema concebido para diagndstico autonomo,
mas para uso em pesquisa € apoio ao diagnodstico, com interpretacdo humana especializada,
tendo limitacdes como o alcance das variantes e a dependéncia de evidéncia publica e
comunitaria.

Em segundo lugar, as bases do protocolo técnico-operacional foram elaboradas com
base numa pesquisa operacional e discussdes com especialistas, mas sua eficacia e impacto real

(como a redu¢do do tempo para o diagndstico ou a otimizacao de custos) ndo foram medidos
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prospectivamente. A validagdo do protocolo em um estudo piloto de implementagdo permanece
como uma etapa futura necessaria.

Por fim, embora a EP tenha fornecido dados quali-quantitativos valiosos que nortearam
o desenho do protocolo, as respostas revelaram dilemas e desafios sistémicos mais profundos,
como questdes de cultura institucional e integracao entre equipes, que ndo sao resolvidos apenas
por um fluxo de trabalho padronizado. Adicionalmente, deve-se considerar as limita¢des
técnicas inerentes ao sequenciamento de exoma, que ndo detecta certas classes de variantes
estruturais ou de repeticdo. Esses fatores, em conjunto, definem os contornos e o alcance das
conclusdes apresentadas, reforcando a necessidade de pesquisa continua e implementagdo

gradual para a consolidagdo dessas tecnologias no SUS.

7.6 Perspectivas futuras do Sequenciamento de Nova Geracao e protocolos institucionais

na saude publica brasileira

A experiéncia internacional demonstra que a metagendmica diagndstica tem impacto
clinico direto. Wilson et al. (2019), em um dos maiores estudos multicéntricos conduzidos nos
Estados Unidos, mostraram que a incorporacdo da mNGS em pacientes hospitalizados com
suspeita de infec¢ao ndo diagnosticada resultou em mudanga de conduta clinica em uma parcela
substancial dos casos (62% dos pacientes diagnosticados pela técnica), incluindo adequacao ou
suspensdo de antimicrobianos e decisdes sobre intervengdes invasivas. Esse achado reforca a
utilidade da técnica em cenarios complexos, capazes de permanecer inconclusivos apds extensa
investigacdo convencional.

Entretanto, a transposicao desses resultados para o contexto brasileiro enfrenta barreiras
logisticas, financeiras e regulatorias. Salzberg et al. (2016) destacam a necessidade de curadoria
bioinformatica especializada, capaz de filtrar artefatos e integrar dados clinicos, o que implica
ndo apenas investimento em equipamentos, mas também na formagdo de recursos humanos
altamente capacitados. Esse desafio se alinha a iniciativas estratégicas nacionais, como o
Genomas Brasil, instituido pela Portaria n® 1949/2020 (Brasil, 2020).

Outro aspecto critico ¢ a auséncia de protocolos uniformes. Su et al. (2024) apontam
que a falta de critérios claros para solicitagcdo da mNGS ¢ fonte de variabilidade e desperdicio
de recursos. Assim, a definicdo de fluxos padronizados (que englobem desde a coleta e
transporte de amostras até pipelines bioinformaticos validados) é passo essencial para
consolidar a técnica como ferramenta de rotina. Nesse sentido, o protocolo colaborativo

Fiocruz—hospitais, proposto nesta dissertagdo, dialoga com a necessidade de
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institucionalizacdo, articulando hospitais sentinela com laboratérios de referéncia em
gendmica.

Estudos recentes também sugerem que a metagendmica pode ser custo-efetiva quando
utilizada de forma direcionada, em especial em casos complexos que demandariam multiplos
testes convencionais (Liu et al., 2019). Para o Brasil, onde a otimiza¢dao de recursos ¢
imperativa, tal perspectiva ¢ particularmente relevante. Em paralelo, Kammermeier et al. (2023)
destacam que o valor do sequenciamento gendmico nao estd apenas no resultado laboratorial,
mas em sua integracao a fluxos clinicos coordenados, com devolutivas claras aos pacientes,
aconselhamento genético e suporte psicossocial (condi¢do essencial para reduzir a jornada
diagnéstica e ampliar a equidade de acesso).

A dimensdo ética e regulatoria ¢ igualmente central. A interpretagdo de VUS, os
potenciais achados incidentais e a necessidade de consentimento informado robusto demandam
marcos regulatdrios solidos e politicas claras de confidencialidade e devolutiva (Liu et al.,
2019). Portanto, a implementagdo clinica exige ndo apenas tecnologia, mas também
infraestrutura laboratorial, integracdo em rede, capacitacio profissional, protocolos uniformes,
avaliagdo econdmica e regulagao ética.

O avango das tecnologias de sequenciamento gendmico e metagendmico ja transforma
a pratica diagnostica em neurologia e infectologia. No Brasil, sua consolidagdo depende de
politicas publicas capazes de tornar essas solugdes acessiveis em escala. A Portaria n°
1949/2020 (Genomas Brasil) representa marco nesse processo, ao estabelecer uma rede
nacional de gendmica aplicada a satde, em consondncia com experiéncias internacionais como
0 100,000 Genomes Project e o All of Us Research Program (Brasil, 2020).

No campo das doengas neuroinfecciosas, estudos como os de Wilson et al. (2019) e Su
et al. (2024) reforgam que a ado¢do da mNGS pode reduzir mortalidade e morbidade em
meningites e encefalites de etiologia indeterminada, modificando condutas em até metade dos
pacientes. No ambito das doengas neurodegenerativas, as politicas publicas precisam
acompanhar a rapida evolucao dos biomarcadores para garantir um diagndstico mais preciso €
precoce.

A implementacdo de protocolos de aten¢do a deméncia, como a Linha de Cuidado da
Pessoa com Alzheimer e outras Deméncias da Secretaria de Saude do Estado do Ceara (Sesa,
2023), ¢ um passo fundamental. A integracdo de biomarcadores proteicos com potenciais
achados gendmicos a essas linhas de cuidado ¢ a proxima fronteira (Studart-Neto et al., 2024).

Essa necessidade ¢ ainda mais premente quando se considera a deméncia como uma

prioridade de satide publica, conforme destacado no recente Relatério Nacional sobre a



73

Deméncia do Ministério da Saude (Brasil, 2024), que projeta um aumento significativo do
nimero de casos no pais. A possibilidade de monitorar a neurodegeneracdo por NfL e
estratificar o risco por assinaturas gendmicas e epigenéticas abre espago para um planejamento
terapéutico mais individualizado, alinhado tanto com as necessidades clinicas quanto com as
estratégias de saude publica.

Outro ponto critico ¢ a criacdo de bancos nacionais de dados gendmicos e
metagendmicos, que reflitam a diversidade da populacao brasileira. Hoje, a predominancia de
dados europeus e norte-americanos limita a interpretagdo de variantes em grupos sub-
representados. A integracdo multicéntrica prevista pelo Genomas Brasil e pela Rede Nacional
de Sequenciamento pode reduzir esse viés e aumentar a acuracia diagnostica em diferentes
regides do pais.

O fortalecimento de equipes multidisciplinares ¢ igualmente estratégico. A pratica
clinica baseada em genOmica exige atuacdo conjunta de médicos, microbiologistas,
geneticistas, bioinformatas, enfermeiros e psicélogos. Como ressaltam Kammermeier et al.
(2023), o diagnostico s6 adquire pleno valor quando traduzido em planos terapéuticos
integrados e em aconselhamento familiar adequado. Essa perspectiva demanda capacitagdo
continua e politicas de treinamento voltadas ao SUS.

Finalmente, deve-se considerar a sustentabilidade econdmica. Apesar da queda no custo
do sequenciamento, a incorporacao em sistemas universais requer analises robustas de custo-
efetividade. Experiéncias como a do National Health Service no Reino Unido mostram que a
integracgao € viavel quando aplicada de forma seletiva, em casos de alta complexidade (Samuel;
Farsides, 2007). No Brasil, a priorizacao de pacientes com quadros neuropsiquidtricos graves
de etiologia indefinida e de sindromes genéticas raras pode ser a estratégia inicial mais
adequada. Em sintese, as perspectivas futuras indicam a necessidade de investimentos em
infraestrutura, forma¢do de recursos humanos, padroniza¢do de protocolos e integragdo em

rede.
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8 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou, de forma consistente, o duplo valor, diagndstico e estratégico,
da aplicacdo do NGS para afeccdes neuropsiquiatricas e infecciosas no ambito do SUS no
Ceard. A hipotese central, que previa que a aplicagdo supervisionada da gendmica e
metagenOmica geraria ndo apenas elucidacdo de casos, mas também a evidéncia empirica
necessaria para um modelo de implementacao, foi plenamente corroborada pelos resultados.

O impacto diagnostico, objetivo central da primeira fase da pesquisa, foi evidenciado
pela resolutividade alcancada. Na frente gendmica, a investigagdo em uma coorte de 17
pacientes com quadros neuropsiquiatricos complexos obteve achados clinicamente relevantes,
com a elucidagdo da provavel etiologia genética em 37,5% (3/8) da subcoorte neuroldgica com
curadoria clinica especializada — um rendimento diagndstico alinhado aos principais estudos da
area. Em paralelo, a abordagem metagenomica provou seu valor como ferramenta de segunda
linha, ao solucionar um caso de neuroinfec¢do em paciente que permanecia sem diagndstico
confirmatorio pelos métodos convencionais, permitindo um manejo clinico direcionado e
assertivo.

Contudo, a contribui¢do mais pragmatica desta dissertacdo reside na transi¢cao da prova
de conceito para a proposicdo de uma solugdo sist€émica. O mapeamento dos desafios
operacionais, realizado por meio de pesquisa participativa com a equipe técnica, quantificou as
barreiras criticas no fluxo hospital-laboratério, com destaque para a lacuna de informagdes
clinicas (apontada por 100% dos participantes) e os riscos na fase pré-analitica. Em resposta
direta a essas evidéncias, foi desenvolvido as bases do protocolo técnico-operacional
colaborativo, que estrutura a comunicagdo, padroniza as etapas e formaliza a interpretacao
multidisciplinar. A proposta ndo ¢, portanto, um produto tedrico, mas uma ferramenta
desenvolvida a partir da pratica e com a necessidade de posterior integracdo aos protocolos
institucionais para sua implementacao.

Dessa forma, este trabalho ofereceu um modelo translacional que articula assisténcia,
pesquisa e vigilancia. Ao consolidar um fluxo que conecta a expertise da Fiocruz Ceara aos
hospitais da rede publica, a pesquisa fornece subsidios concretos para a incorporagdo mais
ampla e equitativa da medicina de precisdao no SUS. As recomendagdes propostas visam nao
apenas otimizar o diagnostico de casos individuais, mas também fortalecer a vigilancia
gendmica e metagendmica no estado, alinhando-se as politicas nacionais de inovagao em saude.
Para o futuro, a curadoria da coorte psiquidtrica é necessaria e a validagdo prospectiva do

protocolo proposto em um estudo piloto € o proximo passo 16gico, permitindo a mensuragao de
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seu impacto em desfechos clinicos e na otimizagdo de custos. Adicionalmente, sugere-se a
expansao da rede colaborativa e o desenvolvimento de bancos de dados gendmicos regionais,
que reflitam a diversidade da nossa populacdo e aumentem a acurdcia da interpretagao de
variantes.

Conclui-se, portanto, que a integracdo de tecnologias de NGS ao fluxo assistencial,
quando amparada por protocolos operacionais robustos e colaboracdo interinstitucional,
transcende o diagnostico de precisdo. Ela representa um avango estratégico para a saude publica
no Ceara, com potencial para reduzir o percurso diagndstico de inimeros pacientes e qualificar
a resposta do sistema de saude a doencas complexas e emergentes. Assim, esta dissertagdo
demonstra que a integragdo estruturada do NGS ao SUS ndo apenas elucida casos complexos,
mas também inaugura um modelo sustentdvel de medicina de precisdo na saude publica do

Ceara.
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APENDICE A - ESTRATEGIA DE REVISAO DE LITERATURA

1. Objetivo do Levantamento: analisar a literatura cientifica sobre as aplicacdes de gendmica
e metagenOmica diagndstica em neuropatias e doengas infecciosas com suspeita etioldgica
inicialmente indefinida por métodos convencionais.

2. Bases de Dados Consultadas:

Portal de Periddicos Capes

Ebsco

Science Direct

Pubmed

Biblioteca Virtual em Saude (BVS)

3. Estratégia de Busca e Descritores Utilizados: a estratégia de busca foi construida a partir
de blocos de descritores combinados com operadores booleanos (AND/OR). Os principais
blocos foram:

#1 (Tecnologias): "genomic diagnosis"[Title] OR "metagenomic diagnosis"[Title] OR
"genomic diagnose"[tiab] OR "metagenomic diagnose"[tiab]

#2 (Metagenémica): "Metagenomics"[MeSH Terms] OR "Environmental
Genomics"[All Fields]

#3 (GenOmica): "Genomics"[MeSH Terms] OR "Comparative
Genomics"[Title/Abstract]

#4 (Diagnostico): "Diagnosis"[MeSH Terms] OR "Diagnoses"[Title/Abstract]

#5 (Doencas Neuroldgicas): "Nervous System Diseases"[Mesh] OR "Neurological
Disorders"[tiab]

#6 (Doencas Infecciosas): "Communicable Diseases"[Mesh] OR "Infectious
Diseases"[tiab]

As combinagdes foram realizadas para maximizar a cobertura da busca (e.x., #1 AND #5; #2
AND #4 AND #06).

4. Critérios de Inclusiao e Exclusido: foram filtrados artigos publicados nos ltimos 7 anos
(artigos de revisao, ensaios clinicos, relatos de casos, entre outros), em quaisquer idiomas. Apds
selecdo, foi feita leitura do titulo e resumo para verificagdo de pertinéncia a este estudo ou nao,
sendo excluidos os que ndo trouxeram a metagendmica € a gendOmica como estratégias
diagnosticas para casos de etiologia ndo definida por métodos convencionais.
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APENDICE B — ESTIMATIVA RAPIDA: QUESTOES NORTEADORAS

1) Etapa pré-analitica:
e Quais sdo, na sua visdo, as principais dificuldades relacionadas a chegada e
preparo das amostras?
e O que vocé considera que mais atrapalha ou compromete a qualidade nesse
momento?
¢ Que mudancas vocé sugere para melhorar esta etapa?
2) Etapa analitica:
¢ Quais sao os maiores desafios enfrentados durante a execu¢ao das analises?
e Existe algum recurso ou treinamento que vocé sente falta para desempenhar
melhor sua fungao?
¢ Que ajustes poderiam tornar essa etapa mais eficiente e segura?
3) Etapa pos-analitica:
e O que costuma dificultar a liberagao, interpretacdo ou comunicacao dos
resultados?
e Como voce percebe a interagdo com a equipe clinica apds a emissdo dos
laudos?
e Que sugestdes voce daria para melhorar essa parte do processo?
4) Visao integradora:
e Em sua opinido, qual ¢ a principal barreira para melhorar todo o processo (do
pré ao pos-analitico)?
e O que vocé acha que ja funciona bem e deve ser mantido?

e Descreva qual etapa do processo vocé acompanha mais de perto.
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APENDICE C - RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DE EXOMA

Tabela C1. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 1 pela Franklin/Genoox e

respectivas condigdes clinicas associadas.

GENE

VARIANTE

Z1GOSIDADE

CLASSIFICACAO

CONDICOES
ASSOCIADAS

WWP1

c.2234A>G

Heterozigoto

Patogénica

Autismo

PRPH2

c.623G>A

Heterozigoto

Patogénica

Distrofia Coroide
Central Areolar 2;
Distrofia Macular
Padrio 1; Distrofia
Macular Viteliforme 3

CACN
AlS

c.2365C>T

Heterozigoto

Provavelmente
Patogénica

Susceptibilidade a
Paralisia Periddica
Tirotoxica 1;
Susceptibilidade a
Hipertermia Maligna;
Paralisia Periddica
Hipocalémica

TRPV6

c.881_882del

Heterozigoto

Provavelmente
Patogénica

Hipomagnesemia
Intestinal 1;
Pancreatite;

Hiperparatireoidismo
Transitorio

CFHRS5

p.E163Rfs*35

Heterozigoto

Provavelmente
Patogénica

Glomerulonefrite C3

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C2. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 2 pela Franklin/Genoox e

respectivas condicoes clinicas associadas.

< CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
. Provavelmente Distrofia Corneana dg
TCF4 c.1822C>T Heterozigoto . Fuchs; Sindrome de Pitt-
patogenica Hopkins; Pitt-Hopkins
Susceptibilidade a
HLA- c.100+1G>A  Heterozigoto Provave} mente Esclerose Multipla;
DRB1 patogénica . .
Sarcoidose; Autismo
Provavelmente Deficiéncia de Globulina
SERPINA6 c.1165G>A Heterozigoto - Ligadora de
patogenica Corticosteroides;
. Provavelmente L()cus'de .Trago
LPA ¢.3120del Heterozigoto - Quantitativo de
patogenica

Lipoproteina

Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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Tabela C3. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 3 pela Franklin/Genoox e

respectivas condigdes clinicas associadas.

. CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
SERPINCI o 1246G-T Heterozigoto Patogénica Deﬁ01enc1.a Here_dltarla de
Antitrombina

Sindrome de Bart-
Pumphrey; Sindrome de
Ceratite-Ictiose-Perda
GJB2 c.101T>C Heterozigoto Patogénica Auditiva, Autossdmica
Dominante; Perda Auditiva
Nao-Sindromica,
Autossomica Recessiva 1A
Hipotonia Infantil com
Retardo Psicomotor e
Facies Caracteristicas 1;
Contraturas Congénitas dos
Variante de Membros e Face, Hipotonia
significado incerto e Atraso do
Desenvolvimento;
Epilepsia do Lobo
Temporal Relacionada ao
NALCN

NALCN c.4949G>C Heterozigoto

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C4. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 4 pela Franklin/Genoox e

respectivas condigdes clinicas associadas.

GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO CONDICOES ASSOCIADAS
Aplasia Bilateral Congénita dos
Vasos Deferentes por Mutacgao
em CFTR; Pancreatite Cronica
Hereditéria; Bronquiectasia com
ou sem Cloro Elevado no Suor 1
Transtorno do
Neurodesenvolvimento
Relacionado a Sp9 com/sem
Encefalopatia Epiléptica;
Transtorno
Neurodesenvolvimento
Complexo

c.1210- . Provavelmente
CFTR 1T>G Heterozigoto patogénica

Provavelmente

SP9 c.1190G>C Heterozigoto .
patogenica

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela CS. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 5 pela Franklin/Genoox e

respectivas condigdes clinicas associadas.

GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO CONDICOES ASSOCIADAS

Perda Gestacional Recorrente,
Susceptibilidade 2; Trombofilia
Devida a Defeito da Trombina;

Provavelmente

F2 c.*¥*97G>A Heterozigoto .
patogenica
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Deficiéncia Conggénita de

Protrombina
Doenga de Niemann-Pick, Tipo
. Variante de C1; Doenga de Niemann-Pick
>
NPCL  c.1280C>G Heterozigoto significado incerto Tipo C, Inicio Neurologico no

Final da Infancia

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C6. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 6 pela Franklin/Genoox e

respectivas condi¢des clinicas associadas.

CONDICOES
ASSOCIADAS
Sindrome de Convulsdes-

GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO

EXT2 c.998A>G Heterozigoto Provave} mente Escoliose-Macrocefalia;
patogenica Exostoses Multiplas, Tipo 2
Transtorno do
Provavelmente Neurodesenvolvimento com
NARS c.1067A>C Heterozigoto patogénica Microcefalia, Linguagem
Prejudicada, Epilepsia e
Anormalidades da Marcha
SLC3A1 c.754C>A Heterozigoto Provave} “?ente Cistinuria
patogenica
c.3288- . Provavelmente Locus de Trago Quantitativo
LPA 2A>G Heterozigoto patogénica da Lipoproteina

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C7. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 7 pela Franklin/Genoox e

respectivas condicoes clinicas associadas.

GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO CONDICOES ASSOCIADAS
Anemia por Corpusculos de
Heinz; Beta-talassemia

> i éni ) e
HBB c.19G>A Heterozigoto Patogénica Dominante: Suscetibilidade 4
Malaria
Patogénica Leucodistrofia Metacromatica,

ARSA ¢c.465+1G>A  Heterozigoto .
Forma Juvenil

Deficiéncia de Biotinidase;
Sindrome de Leigh

BTD c.281G>T Heterozigoto Patogénica

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C8. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 8 pela Franklin/Genoox e

respectivas condicoes clinicas associadas.

z CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
Dermatite Atopica, Tipo 2;
FLG ¢5717Ce>A  Heterozigoto Provave}mente Icthse Vulgar' Autossomlf:a
patogénica Dominante; Ictiose Recessiva

Ligada ao X




&9

Provavelmente
patogénica

Doenga de Niemann-Pick Tipo

SMPD1 A e Tipo B

c.605G>A Heterozigoto

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C9. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 9 pela Franklin/Genoox e

respectivas condi¢des clinicas associadas.

CONDICOES
ASSOCIADAS
Retinite Pigmentosa 19;
Degeneragao Macular

GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO

ABCA4  ¢.2930C>T Heterozigoto Patogénica Relacionada a Idade 2;
Distrofia de Cones e
Bastonetes 3
. Provavelmente Nefyolitigse por Oxalato de
OXGR1 c.136G>A Heterozigoto - Célcio, Tipo 2, Com ou Sem
patogenica

Nefrocalcinose

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C10. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 10 pela Franklin/Genoox e

respectivas condi¢des clinicas associadas.

GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO

CONDICOES
ASSOCIADAS

Provavelmente

CLCN1 .
patogénica

c.2680C>T Heterozigoto

Miotonia Congénita,
Autossomica
Recessiva; Miotonia
Congénita,
Autossomica
Dominante; Miotonia-
Cc

Provavelmente

COL9A3 -
patogénica

c.488G>A Heterozigoto

Displasia Epifisaria
Multipla, Tipo 3;
Sindrome de Stickler,
Tipo 6; Distirbio
Degenerativo do Disco
Intervertebral

Provavelmente

RYR2 o
patogenica

c.2711A>G Heterozigoto

Arritmias
Ventriculares Devidas
a Sindrome de
Deficiéncia na
Liberacao de Calcio
pelo Receptor de
Rianodina Cardiaco;
Taquicardia
Ventricular
Polimoérfica
Catecolaminérgica
Tipo 1
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Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C11. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 11 pela Franklin/Genoox

e respectivas condicdes clinicas associadas.

~ CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
Sindrome de
GATA3 c.826C>T Heterozigoto Patogénica Hipoparatireoidismo-Surdez-
Doenga Renal
SPG7 c376G>C Heterozigoto Provave}mente Paraple .gi’a'Esp.éstica
patogénica Hereditaria Tipo 7

Doenga de Alzheimer Tipo 1;

c.2031- . Provavelmente . Deﬁc1.énc1a de
MPO % Heterozigoto atoelnica Mieloperoxidase; Psoriase
patog Pustulosa Generalizada
Relacionada 8 MPO
Ataxia espastica 5; Ataxia
. Variante de e_spélstica 5; Atgxia
AFG3L2 c.1985T>G Heterozigoto Significado Incerto espinocerebelar tipo 28;

Atrofia optica 12; Retinose
pigmentar 1;

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C12. Principais variantes patogénicas detectadas no paciente 12 e respectivas

condigdes clinicas associadas.

~ CONDICOES
GENE  VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
Esclerose multipla,
HLA- . Provavelmente suscetibilidade I;
+ . . o
DRBI1 ¢.100+1G>A Heterozigoto patogénica Sarcoidose, suscetibilidade
1; Autismo;
NIT1 . 883C>T Homozigoto ProvaveAlrr-lente Doenga de pequenos vasos
patogénica cerebrais 4
COLI10A1  c.1300G>A Heterozigoto Provave}mente Condrodisplasia Metaﬁsarla
patogénica de Schmid

Sindrome de Lynch 1;
Sindrome do Cancer por
Defeito de Reparo de
Mismatch 2; Sindrome de
Muir-Torre

MSH2 c.1571G>A Heterozigoto Provave} mente
patogenica

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C13. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 13 pela Franklin/Genoox e
respectivas condi¢des clinicas associadas.

- CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
BCO1  c2510G>A Heterozigoto Provavelmente Hipercarotenemia

patogénica Hereditaria e
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Deficiéncia de Vitamina
A
Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C14. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 14 pela Franklin/Genoox e
respectivas condi¢des clinicas associadas.

~ CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
SLCS5A2  c.1566C>A Heterozigoto Patogénica Glicostrria Renal Familiar
Albinismo Oculocutaneo Tipo
' Provavelmente la; Variacao na Pigmen‘Fac;ﬁo
TYR c.915C>A Heterozigoto patogénica da P.el.e/Cabelo/Olhos, Tlpq 3;
Albinismo Oculocutaneo Tipo
1b
Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C15. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 15 pela Franklin/Genoox e
respectivas condicdes clinicas associadas.

GENE  VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO CONDICOES

ASSOCIADAS
Doenga de Deposito de
Glicogénio Tipo Ib;
. . Distarbio Congénito da
Heterozigoto Patogénica Glicosilagio, Tipo TTw:
Doenga de Deposito de
Glicogénio Tipo I
Calcinose Tumoral
Familiar
‘ Provavelmente Normofosfatémica;
SAMD9Y c.2053C>T Heterozigoto patogénica Sindrome de
Mielodisplasia e Leucemia
com Monossomia 7, Tipo
2; Sindrome Mirage
Fonte: elaborado pelo autor (2025).

SLC37A4 c.1042 _1043del

Tabela C16. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 16 pela Franklin/Genoox

e respectivas condigdes clinicas associadas.

Gene Variante Zigosidade Classificacao Condicoes associadas
Serpincl  C.1246g>t Heterozigoto Patogénica DeﬁCIGl’lC.la herqd itdria de
antitrombina
Provavelmente Doenga de parkinson 26,
Rab32 C.320a>g  Heterozigoto atoodnica autossomica dominante,
patog suscetibilidade (park26)
Hla- . Provavelmente Esclerose multipla, suscetibilidade
+1g> . . S
drbl C.100+1g=a  Heterozigoto patogénica 1; sarcoidose, suscetibilidade 1
Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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Tabela C17. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 17 pela Franklin/Genoox

e respectivas condicdes clinicas associadas.

Gene Variante Zigosidade Classificacao Condic¢oes associadas
Provavelmente Sindrome de stickler, tipo 5;
Col9a2 C.19g>a Heterozigoto . displasia epifisaria multipla, tipo
patogenica 3
Rp9 (C.340c>t Heterozigoto Provave} mente Retinite pigmentosa 9
patogénica

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C18. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 18 pela Franklin/Genoox e

respectivas condigdes clinicas associadas.

~ CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCIADAS
c.1066- . A . . .
PAH 11G>A Heterozigoto Patogénica Fenilcetontria; Autismo
RP9 c.340C>T Heterozigoto Provave} “?ente Retinite Pigmentosa 9 (RP9)
patogenica

Trombofilia Devida a
Deficiéncia de Proteina S,
. Provavelmente Autossémiqa Recqssiva;
PROSI1 c.1501T>C Heterozigoto patogénica Trombofilia Devida a
Deficiéncia de Proteina S,
Autossémica Dominante;
Deficiéncia de Proteina S
Encefalopatia do
Desenvolvimento e
Epiléptica, Tipo 6;
Provavelmente Encefalopatia do
patogénica Desenvolvimento e
Epiléptica, Tipo 6; Epilepsia
Generalizada com Crises
Febris Plus, Tipo 2
Miopatia por Corpusculos de
Inclus@o e Anormalidades da

SCN1A  ¢.5770C>T Heterozigoto

. Provavelmente Substancia Branca Cerebral;
ANXAN ¢.282dup Heterozigoto patogénica Esclerose Lateral Amiotrofica
Tipo 23; Esclerose Lateral
Amiotrofica

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Tabela C19. Principais variantes candidatas detectadas no paciente 19 pela Franklin/Genoox e

respectivas condicoes clinicas associadas.

- CONDICOES
GENE VARIANTE ZIGOSIDADE CLASSIFICACAO ASSOCLADAS
Provavelmente Sindrome de Wolfram 1;
WFS1  ¢962C>G  Heterozigoto vave Sindrome Semelhante a de
patogenica

Wolfram; Perda Auditiva Nao
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Sindromica AutossOmica
Dominante 6

HLA-

Provavelmente
patogénica

Esclerose Multipla,
Suscetibilidade 1; Sarcoidose,
Suscetibilidade 1; Autismo

Provavelmente
patogénica

Aplasia Congénita Bilateral
dos Ductos Deferentes por
Mutagdo no CFTR; Pancreatite
Cronica Hereditaria;
Bronquiectasia com ou sem
Cloro Elevado no Suor 1

Heterozigoto
DRBI C.303_304del
CFTR c.358G>A Heterozigoto
F2 c.*97G>A Heterozigoto

Provavelmente
patogénica

Perda Gestacional Recorrente,
Suscetibilidade 2; Trombofilia
Devida a Defeito na Trombina;
Deficiéncia Conggénita de
Protrombina

Fonte: elaborado pelo autor (2025).



