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Parecer sobre reporte de variantes de significado clinico incerto em relatoérios de testes genéticos diagnosticos, aplicavel a
variantes de sequéncia mononucleotidicas e a insergdes/delegdes envolvendo segmentos com menos de 50 nucleotideos,
identificadas em probantes

A interpretagdo de variantes no contexto de uma analise genética depende de multiplos fatores, sendo a caracterizagdo fenotipica detalhada
do doente em conjunto com os seus antecedentes familiares essenciais para uma analise adequada e rigorosa. As variantes genéticas podem
ser classificadas, de acordo com os critérios de classificagdo de variantes de sequéncia propostos pelo American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) e a Association for Molecular Pathology (AMP) em 2015, como patogénicas, provavelmente patogénicas, de “significado
clinico incerto” (VSCI), provavelmente benignas e benignas (Tabela 1). As VSCI ndo sdo, por definicdo, clinicamente acionaveis: ndo devem ser
utilizadas para sustentar decisGes clinicas, incluindo de diagnodstico e de terapéutica, rastreio familiar, diagndstico pré-sintomatico, nem no
ambito de testes pré-implantagdo ou de diagndstico pré-natal.

A probabilidade de identificagdo de VSCI aumenta proporcionalmente com a extensdo do genoma analisado, com o nivel de resolugdo molecular
da metodologia utilizada e inversamente com o grau de conhecimento disponivel sobre a variagdo genética da populagdo de referéncia. A
variagdo genética da populacdo portuguesa estd ainda insuficientemente caracterizada pelo que a frequéncia de identificagdo de VSCI ultra-
raras ou privadas nos testes genéticos diagnosticos realizados atualmente é relativamente mais elevada do que noutras populagdes europeias.

A classificagdo de uma variante como VSCI ndo é definitiva, sendo suscetivel de reclassificagdo a medida que surjam novos dados relevantes,
sejam de natureza clinica, funcional ou populacional. A informacéo relativa a cada VSCI deve ser revista periodicamente, sendo consensual que
essa reavaliagdo deve ser realizada a cada trés a cinco anos.

Com a consolidagdo de bases de dados gendomicos populacionais e a continua melhoria do conhecimento sobre os determinantes genéticos
das doengas, é previsivel que a frequéncia de reporte de VSCI nos testes genéticos de diagndstico venha a tornar-se residual na proxima década.

As VSCI podem ser classificadas num gradiente de probabilidade de patogenicidade que varia entre mais de 10% e menos de 90% — valores
estes que correspondem, respetivamente, aos limiares superior de provavel benignidade e inferior de provavel patogenicidade, dos critérios de
classificagdo de variantes de sequéncia propostos pelo American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e a Association for Molecular
Pathology (AMP) em 2015 (Tabela 1). Importa notar que, em contexto clinico, as designagdes “provavelmente patogénica” e “patogénica” sio
sindénimas.

De acordo com as recomendagdes para a pratica clinica da Association for Clinical Genomic Science (ACGS) publicadas em 2020, a probabilidade
de patogenicidade das VSCI pode, por sua vez, ser quantificada numa escala categorial de 0 a 5, com base nas evidéncias disponiveis, integradas



ORDEM.
DOS MEDICOS

num modelo estatistico Bayesiano, que pontua os critérios de classificagdo dos graus de evidéncia de patogenicidade propostos pela ACMG/AMP
(Tabela 1) da seguinte forma: evidéncia “suportadora” (PP), 1 ponto; evidéncia “moderada” (PM), 2 pontos; evidéncia “forte” (PS), 4 pontos;
evidéncia “muito forte” (PVS), 8 pontos.

A grande maioria das VSCI é classificada nos estratos inferiores daquela escala — representando, a maioria das vezes, variagdo alélica que é
prépria da diversidade genética das populagbes — tendo elevada probabilidade de vir a ser reclassificada como “provavelmente benigna” ou
“benigna”.

Uma pequena fragdo das VSCI é classificada nos estratos mais elevados da escala categorial, com probabilidades de patogenicidade 267,5%,
podendo considerar-se variantes com grau elevado ou muito elevado de potencial interesse clinico (Tabela 1). Nestes casos, se se verificarem
as condigdes necessarias, pode ser possivel, no ambito da atividade assistencial, obter evidéncia adicional suficientemente forte que permita
a reclassificacdo de uma VSCI em variante “(provavelmente) patogénica” (Tabela 2), com devida consideragao de particularidades das doengas
com hereditariedade autossdmica recessiva (Tabela 3).

S3o exemplos de estudos adicionais que podem permitir a reclassificagdo de uma VSCI, indicando-se entre parenteses os correspondentes
critérios de classificagcdo da ACMG/AMP: o estudo genético dos progenitores do probante para esclarecer se a VSCI é herdada ou de novo
(PM6/PS2); o estudo genético de familiares afetados para demonstrar a co-segregacdo (PP1/BS4); o estudo genético de familiares do probante
para estabelecimento da co-heranga em cis ou trans de VSCI; estudos clinicos e/ou laboratoriais (por exemplo, testes bioquimicos) que
contribuam evidéncia de especificidade fenotipica (PP4); a analise de isoformas de ARNm para esclarecer o impacto biolégico de VSCI que
sejam preditas afetar o processo de montagem (PVS7[RNA]); estudos funcionais in vivo ou in vitro, bem estabelecidos, que demonstrem impacto
deletério no gene ou no produto génico (PS3) ; ensaio terapéutico de um tratamento especifico da etiologia genética (PP4).

O uso sistematico desta abordagem permite uma avaliagdo mais estruturada e transparente da classificagdo de cada VSCl e promove a
harmonizagdo da interpretagao entre laboratérios. A pontuagdo agregada deve ser acompanhada da descrigdo dos critérios individuais aplicados,
conforme definidos nas recomendagSes da ACMG/AMP e adaptados pela ACGS. Sempre que existam recomendagdes especificas para
determinados genes, estas devem prevalecer.

O pedido de um teste genético diagndstico deve incluir obrigatoriamente a caracterizagéo clinica detalhada do doente e dos seus antecedentes
familiares. Esta informagdo é crucial para reduzir a incerteza na interpretagdo dos resultados. Nos casos em que o laboratério ndo receba
informacgao suficientemente detalhada sobre o fenétipo clinico do probante nem sobre os seus antecedentes familiares, é recomendavel que
contacte o respectivo médico assistente para obtencao dos dados adicionais pertinentes.

A inclusdo de VSCI nos relatérios dos testes genéticos deve respeitar as politicas institucionais de reporte. Contudo, nos termos das
recomendagbes da ACGS, apenas devem ser reportadas aquelas para as quais exista evidéncia plausivel de relevancia clinica, baseada na
suspeita clinica e em dados contextuais adicionais. Sempre que uma VSCI conste de um relatério de teste genético essa informacdo deve ser
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acompanhada de uma explicagao clara sobre as limitagGes interpretativas e a auséncia de aplicabilidade clinica imediata. Adicionalmente, os
laboratérios de genética devem indicar que tipo de informacgéo adicional poderia permitir a reclassificagdo de uma VSCI como “(provavelmente)
patogénica”

Este documento sumariza as recomendagbes do Colégio de Genética Médica para a inclusdo de variantes de significado clinico incerto nos
relatorios de testes genéticos.

1. Nos relatérios de testes genéticos s6 devem ser referidas VSCI quando estejam cumulativamente cumpridas as seguintes condicdes:
i) VSCI com pontuacgdo 4 ou 5 da Tabela 1 (com potencial interesse clinico classificado como “elevado” ou “muito elevado”);

ii) Com enumeragdo dos critérios necessarios para reclassificagdo da VSCI como variante “provavelmente patogénica/patogénica”.

2. O médico assistente do doente deve confirmar se é possivel avaliar os critérios enumerados em 1.ii) e, apenas se concluir pela existéncia
dessa possibilidade, deve solicitar a realizagdo de estudos adicionais, incluindo testes genéticos para confirmar ou excluir que a VSCI
em avaliagdo tem origem de novo, estudos de co-segregacdo em familiares e confirmacdo formal da maternidade e paternidade
biolégicas.

3. Os relatérios dos testes genéticos devem explicitar se os laboratérios procedem ou n&o a reavaliagdo periddica das VSCI notificando os
médicos assistentes dos utentes sempre que ocorra uma alteracdo de classificagdo com relevancia clinica. Adicionalmente:

i)  Em caso afirmativo o laboratério deve referir no relatério do teste genético a periodicidade de realizagdo da reavaliagdo da
classificagdo das variantes;

i) Em caso negativo o laboratoério deve referir no relatério do teste genético que a reavaliagdo da classificagdo das variantes so sera
realizada apds novo pedido do médico assistente o que se justifica cada 3 a 5 anos se o resultado puder ter utilidade clinica.

O laboratorio responsavel pela realizagao do teste podera reportar excecionalmente VSCI em circunstancias ndo previstas nesta recomendagao
sempre que considere viavel a sua reclassificagdo como “provavelmente patogénica/patogénica” identificando as condigGes necessarias para o
fazer (consultar, a titulo indicativo, as Tabelas 4 e 5).

Recomenda-se que todos os laboratérios definam e divulguem os critérios de reporte de VSCI e de reavaliacdo das classificagOes das variantes.

A informag@o apresentada nesta recomendag¢do tem um propdsito informativo e ndo substitui uma consulta ou discussGo com um médico
especialista em Genética Médica. Caso tenha alguma duvida sobre o conteudo desta recomendag¢do e a sua aplicabilidade no seu caso
particular, deve consultar o seu médico assistente.
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TABELA 1. Estratificagdo das variantes de significado clinico incerto (VSCI) em fungdo dos niveis de evidéncia em favor de patogenicidade.

Classificagao de acordo com os Combinacdo de critérios Pontuacio Probabilidade | Escala analdgica espectral do potencial
critérios da ACMG/AMP a posteriori interesse clinico das VSCI
Patogénica =10 299 %
Provavelmente patogénica 6a9 290 %

1 forte + 1 suportador

ou

2 moderados + 1 suportador 5 81,2 % muito elevado

ou

1 moderado + 3 suportadores

1 forte

ou

2 moderados

ou 4 67,5 % elevado
Variantes de significado clinico | 1 moderado + 2 suportadores
incerto ou

4 suportadores

1 moderado + 1 suportador
ou 3 50 % moderado

3 suportadores

1 moderado
ou 2 32,5% reduzido

2 suportadores

1 suportador 1 18,8 % muito reduzido
0 10 % diminuto
Provavelmente benigna -1a -5 <10 %

Benigna < -6 <1,0 %
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TABELA 2. Critérios clinicos necessarios para reclassificar como provavelmente patogénicas, variantes de significado clinico incerto com graus
de interesse clinico «elevado» ou «muito elevado».

Classificagao de acordo com os

Pontuagao

Exemplos de critérios clinicos minimos

com grau de interesse clinico
«elevado»

1 moderado + 2 suportadores
ou
4 suportadores

critérios da ACMG/AMP Combinagdo de critérios Pontuagao minima para para reclassificagdo
reclassificagdo
Variantes de significado clini 1 forte + 1 suportador e Variante de novo, sem confirmagéo formal
ariantes de significado clinico ouU de maternidade e paternidade bioldgicas.
incerto
. . 2 moderados + 1 suportador 5 1 ou N
com grau de interesse clinico e Co-segregagdo em pelo menos um
«muito elevado» ou individuo afetado, qualquer que seja a
1 moderado + 3 suportadores hereditariedade subjacente*.
e Variante de novo, com confirmagao formal
1 forte de maternidade e paternidade bioldgicas.
ouU ou
Variantes de significado clinico 5 derad e Co-segregagdo em pelo menos dois
incerto moderados individuos afetados|ndo-afetados, no caso
ou 4 2

de doengas com hereditariedade
autossdmica dominante ou recessiva
ligada ao cromossoma X, ou num
individuo afetado, no caso de doencgas
com hereditariedade autossomica
recessiva*.

(*) A pontuagdo dos estudos de co-segregacgdo familiar € o somatorio de todas as meioses informativas disponiveis — conforme explicitado
abaixo — com exclusdo dos individuos em quem foi estabelecida a fase de segregacio:
e Doengas com hereditariedade autossdmica recessiva: 2 pontos por cada individuo afetado; 0,4 pontos por cada individuo ndo-afetado.
e Doengas com hereditariedade autossémica dominante: 1 ponto por cada individuo afetado|ndo-afetado.
e Doengas com hereditariedade recessiva ligada ao cromossoma X: 1 ponto por cada individuo de sexo masculino afetado | ndo-afetado.
A caracterizagao fenotipica detalhada dos familiares do probante, assim como a consideragdo da possibilidade de expressividade variavel,
de penetrancia incompleta, de heterogeneidade génica e de existéncia de fenocdpias, sdo requisitos metodoldgicos indispensaveis para
validagdo dos estudos de co-segregacao familiar.
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TABELA 3. Critérios de reporte de variantes de significado clinico incerto (VSCI), em doengas autossdmicas recessivas.

Variante (provavelmente) patogénica

Classificagdo da ACMG/AMP Criterio de Notas explanatorias

reporte
VS,C.' com muito elevado ou elevado interesse Quando ndo seja possivel obter critérios suficientes para reclassificagao
?IHICO Sempre da VSCI como provavelmente patogénica, mas toda a evidéncia clinica e

genética disponivel seja suportadora do diagnostico.

VSCI| com interesse clinico muito elevado ou
elevado,
identificada em homozigotia

Se apropriado

e Se 0s progenitores do probante forem consanguineos.

e Se o fendtipo clinico for consistente com a doenga associado ao gene
em aprego.

e Para confirmacgao de segregacdo em fase trans.

VSCI| com interesse clinico muito elevado ou
elevado,
identificada em heterozigotia composta

Se apropriado

e Se o fendtipo clinico for consistente com a doenga associada ao gene
em aprego.
e Para confirmagao de segregacdo em fase trans.

VSCI identificada em heterozigotia

Nunca

O reporte de VSCI nestas circunstancias ndo tem utilidade clinica e
condiciona risco de ma interpretacgao.
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TABELA 4. Critérios clinicos potencialmente utilizaveis para reclassificar como provavelmente patogénicas, variantes de significado clinico
incerto (VSCI) com graus de interesse clinico moderado, reduzido e muito reduzido.

Dominio da

classificagdo da Critérios de aplicagédo Pontos | Notas explanatérias

ACMG/AMP

Estudos adicionais exequiveis em contexto clinico
Com confirmagao formal de Suficiente para reclassificar como provavelmente patogénicas
maternidade e de paternidade 4 VSCI com graus de interesse clinico «moderado» (3 pontos) ou
bioldgicas «reduzido» (2 pontos).

Variante de novo Insuficiente para reclassificar como provavelmente patogénicas

Sem confirmagdo formal de
maternidade e de paternidade 2
biolédgicas

VSCI com graus de interesse clinico «moderado» (3 pontos) ou
«reduzido» (2 pontos), na falta de evidéncia de estudos funcionais
ou de andlise de ARNm.

e Pontuagdo aditiva obtida da analise de meioses informativas, em
Doengas autossomicas recessivas a) estudos formais de co-segregagao familiar. O grau de evidéncia
gerado por estudos de co-segregacdo familiar depende da
dimensdo e da cooperagdo das familias.
e A pontuagao maxima atribuivel a estudos de co-segregagao
familiar é de 5
— permitindo, neste limite, reclassificar como provavelmente
Doengas ligadas ao cromossoma X patogénicas VSCI com grau de interesse clinico «reduzido».
©) e Inversamente, ndo deve ser ignorado que a demonstrag@o da
ndo segregag¢do de uma VSC/ com a doenga genética em aprego
é critério forte de benignidade.

Doengas autossémicas dominantes b)
Co-segregacao
familiar*

recessivas

(*) Pontuagao aditiva de todas as meioses informativas disponiveis, em estudos de co-segregagao familiar devidamente validados, de acordo
com a seguinte tabela:
a) Doengas com hereditariedade autossdmica recessiva: 2 pontos por cada individuo afetado; 0,4 pontos por cada individuo ndo-afetado.
b) Doencas com hereditariedade autossémica dominante: 1 ponto por cada individuo afetado | ndo-afetado.
c) Doengas com hereditariedade recessiva ligada ao cromossoma X: 1 ponto por cada individuo de sexo masculino afetado | ndo-afetado.
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TABELA 5. Estudos adicionais para reclassificagdo de variantes de significado clinico incerto (VSCI), realizaveis em colaboragdo com o médico
assistente do probante, que poderio ser propostos pelo laboratério de genética.

Dominio da
classificagdo da Definigdo e critérios de aplicagdo Comentarios e notas praticas
ACMG/AMP

e S30 exemplos de variantes de interesse para analise de expresséo
de ARNm: variantes localizadas nas regides adjacentes a
transi¢cGes exdo-intrdo, incluindo variantes que afetem sitios

VSCI identificadas pelo laboratério como canonicos e sequéncias reguladores da montagem de ARNm,
. N tendo potencial impacto deletério no assim como variantes exoénicas sinénimas, localizadas nas
gnaUse de expresséo processo de montagem do ARNmM — visam extremidades dos exdes; variantes intronicas que possam afetar o
e ARNm a identificacio e quantificacio relativa de processo de montagem do ARNm, seja por criagdo de novos sitios
isoformas de ARNm ou ativagao de sitios cripticos.

e Inversamente, a demonstrag@o empirica da inexisténcia de
impacto de uma VSCI/ na montagem do ARN é critério forte de

benignidade.
Estudos in vivo ou in vitro devidamente e Aplicavel exclusivamente a estudos de proteinas.
. . validados que demonstrem impacto e Para serem considerados validos, os estudos funcionais devem
Estudos funcionais L. A . .
deletério (ou auséncia de impacto) da VSCI ser bem controlados, reprodutiveis e relevantes para o

na fungdo biolégica da proteina mecanismo patolégico da doenga em questao.




