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A Health in Code, SL. garante que todos os seus produtos estao isentos de defeitos,
tanto nos materiais utilizados como no seu processo de fabrico. Esta garantia é valida
até a data de validade, desde que sejam cumpridas as condi¢des de conservagao
especificadas no presente manual.

Este produto foi desenvolvido para diagndstico in vitro. A Health in Code, SL. ndo oferece
qualquer outra garantia, expressa ou implicita, que transcenda o funcionamento correto dos
componentes do presente kit. A Unica obrigacdo da Health in Code, SL, relativamente as
garantias supracitadas, consiste em substituir os produtos ou reembolsar o preco de compra
dos mesmos, conforme a preferéncia do cliente, desde que seja comprovada a existéncia de
um defeito de material ou de fabrico dos seus produtos. A Health in Code, SL. nao se
responsabiliza por quaisquer diretos ou indiretos, que resultem em perdas economicas ou
danos decorrentes da utilizacdo deste produto por parte do comprador ou utilizador.

Todos os produtos comercializados pela Health in Code, S.L. sao submetidos a um rigoroso
controlo de qualidade. O Inherited CardioKitDx passou em todos 0s ensaios de validagao
internos, que garantem a fiabilidade e a reprodutibilidade de cada lote fabricado.

Para qualquer esclarecimento sobre as aplicacdes deste produto ou sobre os respetivos
protocolos, pode contactar o departamento técnico:

Q434963212340

DL tech.support@healthincode.com

Alteracoes das instrucdes de utilizacao

Alteracao da secc¢do 7.7: seguir as recomendacgodes da llumina.
Versao 10 JAN 2025 Seccdo 10.2 Equipamentos (Limitacdes): adigdo da concentracdo de carga
das bibliotecas validada no equipamento de sequenciacao.

Revisao e atualiza¢ao do contetido do documento (secgdes 5,7.2,73,7.4.2,

Versao 09 FEV 2024 5055 g9 010

Versao 08 DEZ 2023 Revisao e atualizagdo da seccao “3. Caracteristicas técnicas”.

Revisao do conteudo das secgbes 7.21,7.2.2,7.7,9 e 10.

Alteracao da nomenclatura da caixa anteriormente denominada "Magnis
Versao 07 SET 2023 Empty Consumables”.

Correcao do numero de indice (secgao 5)

Substituigao do material "Sample input strip” da caixa 1 pela 4 (sec¢ao 5)

Alteragao do endereco do fabricante: Health in Code, SL,, Calle de la Travesia,

Versao 06 NOV 2022 1or podo 5 Valencia 46024, Espanha

Atualizagao das sec¢bes 3,5 e 10.
Versao 05 OUT 2022 Atualizagao do controlo de qualidade das bibliotecas pre-captura
e pos-captura (seccdes 7.6.1e 7.6.2).

Atualizagao da marcagao CE/IVD do produto e alteracao da identificagao

Versao 04 MAI 2022 do fabricante: de Imegen para HEALTH IN CODE, SL.

Versao O3 DEZ 2021 Atualizagao da secgao 7.2.2

Versao 02 NOV 2021 Atualizagao das sec¢des 2,3 e 6
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Ol Informacao geral

As doencas cardiovasculares hereditarias, incluindo miocardiopatias e canalopatias, sao
afecdes heterogeneas com caracteristicas morfologico-funcionais, apresentacao clinica,
evolucdo e prognostico muito variaveis. Centenas de mutagdes em diferentes genes
foram associadas a cada uma destas doencas e é provavel que esta heterogeneidade
geneética seja uma das principais razdes para a variabilidade na sua expressao clinica.

As informacgodes dos estudos geneticos podem ajudar os medicos a diagnosticar as
doencas em estagios precoces, a identificar familiares em risco, aqueles que nao
requerem acompanhamento periddico, bem como fornecer informacdes prognosticas.

E necessédria uma interpretacdo adequada e precisa dos testes genéticos para obter
todas as potenciais vantagens destes estudos. Esta interpretacdo nao é simples e requer
informacao, conhecimentos especializados e dedicacao.

O kit Inherited CardioKitDx € uma ferramenta de orientacdo clinica destinada a ajudar
os profissionais de salde no tratamento das doencas cardiovasculares hereditarias.
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02 Utilizacao prevista

O kit Inherited CardioKitDx centra-se no estudo de cardiomiopatias (as que estdo
associadas a um risco elevado de as desenvolver, morte subita ou arritmias
supraventriculares (arritmias por fibrilhagao), canalopatias e doencas de condugao
cardiaca. Foi concebido principalmente para o diagnostico de cenarios clinicos em que

nao é possivel estabelecer um fendtipo claramente definido, mas em que os pacientes
apresentam arritmias cardiacas como principal manifestacao, e destinado essencialmente
a individuos com antecedentes familiares de morte subita e historico de sincope de
origem indeterminada com fibrilhacao ventricular que reinem as caracteristicas
supramencionadas. Estao incluidos no kit todos os genes relacionados com doencas que
podem produzir fenotipo arritmico, associadas ou nao a presenca de cardiopatia estrutural.

O kit Inherited CardioKitDx e composto por 261 genes relacionados com cardiomiopatias
e canalopatias e foi concebido para garantir a captura de todas as regides codificantes
+/- 50 pb (para alguns genes, o desenvolvimento tambeém considera a captura de regides
intronicas mais profundas), bem como promotores clinicamente relevantes e zonas UTR.

Os genes incluidos no painel sdo os seguintes:

AZMLI, AARS2, ABCC9, ACADS, ACADVL, ACTAI ACTCI, ACTNZ, AGK, AGL, AGPATZ2, AKAPS,
AKTI, ALMSI, ALPK3, ANK2, ANK3, ANKRDI, ANO5, ATP5FIE, ATPAFZ2, BAG3, BRAF, BSCL2,
ClOorf71, CACNAIC, CACNAID, CACNA2DI, CACNB2, CALMI, CALM2, CALM3, CALR, CALR3, CAPN3,
CASQ2, CASZI, CAV3, CAVINI, CAVIN4, CBL, CDH2, COA5, COA6, COL7A1, COQZ2, COXI5, COX6BI,
CRYAB, CSNKIAT, CSRP3, CTNNAI, CTNNA3, CTNNBI, CHRMZ2, DES, DLD, DMD, DNAJCIS, DNMIL,
DOLK, DSC2, DSG2, DSP, DTNA, ELACZ2, EMD, EYA4, FAH, FBX0O32, FGFI12, FHLI, FHL2, FHOD3, FKRP,
FKTN, FLNC, FOXD4, FOXREDI, FXN, GAA, GATA4, GATAS5, GATAG6, GATADI, GFMI, GJAI, GJAS5,
GLA, GLBI, GNB2, GNPTAB, GPDIL, GREMZ2, GSK3B, GUSB, GYGI, HCN4, HFE, HRAS, IDH2, ILK, IRX3,
ISM2, JARIDZ2, JPHZ2, JUP, KAT6B, KCNAS5, KCNDZ2, KCND3, KCNET, KCNEZ2, KCNE3, KCNES5, KCNHZ2,
KCNJ2, KCNJ5, KCNJ8, KCNK17, KCNK3, KCNQI, KLFIO, KLHL24, KRAS, LAMAZ, LAMA4, LAMPZ,
LDB3, LDLR, LIAS, LMNA, LMODZ2, LZTRI, MAPZKI, MAP2K2, MAP3K8, MEF2C, MIBI, MIR208A,
MIR208B, MLYCD, MRPL3, MRPL44, MRPS22, MTOI, MYBPC3, MYBPHL, MYHII, MYH6, MYH7, MYL2,
MYL3, MYLK2, MYOMI, MYOT, MYOZ2, MYPN, NEBL, NEXN, NFI, NKX2-5, NKX2-6, NNT, NONO,
NOSIAP, NOTCHI, NPPA, NRAP, NRAS, OBSCN, OBSLI, OPA3, PDHAT, PDLIM3, PERP, PHKAI, PITX2,
PKD2, PKP2, PKP4, PLN, PMM_2, PPA2, PPCS, PPPICB, PPPIRI3L, PRDMI6, PRKAGZ2, PSENI, PSENZ,
PTPNII, QRSLI, RAFI, RANGRF, RASAI, RASA2, RBM20, RBM24, RITI, RRAS, RYR2, SCNIOA, SCNIB,
SCNZB, SCN3B, SCN4B, SCN5A, SCOZ2, SDHA, SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, SHOCZ, SLC22A5,
SLC25A3, SLC25A4, SLMAP, SNTAT, SOSI, SOS2, SPEG, SPREDI, SPRY1, SRY, SURFI, SYNEI, SYNEZ2,
SYNGAPI, TAZ, TBX20, TBX5, TCAP, TECRL, TGFB3, TMEMI75, TMEM43, TMEM70, TMOD]I, TNNC],
TNNI3, TNNI3K, TNNTZ2, TORIAIPI, TPMI, TRDN, TRIM54, TRIM63, TRPM4, TSFM, TTN, TTR, TXNRDZ,
VCL, WISP1, WTI1, XK, ZBTBI17, ZFHX3 e ZFPMZ2
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Este kit, em combinagao com analises bioinformaticas e ferramentas de analise concebidas
para este fim, permite a detecdo de SNP, pequenas INDEL e variantes do numero de copias,
juntamente com a anotacao opcional da variante e a interpretacao clinica dos resultados.

Descrevem-se a seguir 0s painéis de genes incluidos no kit Inherited CardioKitDx de acordo
com a doenca a estudar:

Bl Cardiomiopatia hipertrofica [118 genes]

AARS2, ACADY9, ACADVL, ACTAI, ACTCI, ACTNZ2, AGK, AGL, AGPATZ2, AKTI ALPK3, ANK2,
ANKRDI, ATP5FIE, ATPAF2, BAG3, BRAF, BSCL2, ClOorf71, CACNAIC, CALR, CALR3, CASQ2, CAV3,
CAVIN4, CBL, CDHZ2, COA5, COA6, COQ2, COXI15, COX6BI, CRYAB, CSRP3, DES, DLD, DSP, ELAC2,
FAH, FHLI, FHL2, FHOD3, FLNC, FOXREDI, FXN, GAA, GATA6, GFMI, GLA, GLBI, GNPTAB, GUSB,
GYGI, HRAS, JPHZ2, KCNJ8, KLFIO, KLHL24, KRAS, LAMPZ2, LDB3, LIAS, LMNA, LZTRI, MAPZK],
MAPZ2K2, MEF2C, MLYCD, MRPL3, MRPL44, MRPS22, MTOI, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3,
MYLKZ2, MYOMI, MYOZ2, NEXN, NFI, NRAS, PDHAI, PDLIM3, PHKAT, PLN, PMM2, PPAZ2, PPPICB,
PRKAGZ2, PTPNII, QRSLI, RAFI, RITI, SCO2, SHOCZ, SLC22A5, SLC25A3, SLC25A4, SOSI, SOS2,
SURFI1, TAZ, TCAP, TMEM70, TMODI, TNNCI, TNNI3, TNNTZ2, TPMI, TRIM54, TRIM63, TSFM, TTN, TTR,
VCL, WISPI]

Bl Cardiomiopatia dilatada [121 genes]

ABCC9, ACTAI ACTCI, ACTNZ, AKTI, ALMSI, ALPK3, ANKRDI, ANO5, BAG3, BRAF, CALR3, CASZ],
CAV3, CAVIN4, CHRMZ2, COL7AI1, CRYAB, CSRP3, DES, DMD, DNAJCI9, DNMIL, DOLK, DSC2, DSGZ2,
DSP, DTNA, EMD, EYA4, FBX032, FHLI, FHL2, FHOD3, FKRP, FKTN, FLNC, GAA, GATA4, GATAS,
GATAG6, GATADI, GLA, GLBI, GSK3B, GYGI, HFE, IDHZ2, ILK, JARIDZ, JUP, KCNJ2, LAMAZ, LAMA4,
LAMPZ, LDB3, LMNA, LMODZ2, MEF2C, MIBI, MYBPC3, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYOT,
MYPN, NEBL, NEXN, NKX2-5, NONO, NRAP, OBSCN, OPA3, PDLIM3, PKD2, PKPZ2, PLN, PPAZ2, PPCS,
PPPIRI3L, PRDMI6, PRKAGZ2, PSENI, PSENZ2, PTPNII, QRSLI, RAFI, RBM20, RBM24, RYR2, SCN5A,
SDHA, SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, SLC22A5, SPEG, SYNEI, SYNEZ2, TAZ, TBX20, TCAP, TMEM43,
TMODI, TNNCI, TNNI3, TNNI3K, TNNTZ2, TORIAIPI, TPMI, TRIM63, TTN, TTR, TXNRDZ2, VCL, WISP],
XK, ZBTBI7

Bl Cardiopatia arritmogénica [26 genes]

CASQ2, CDH2, CTNNAT, CTNNA3, CTNNBI, DES, DSC2, DSGZ2, DSP, EMD, FLNC, ILK, ISM2, JUP, LMNA,
PERP, PKP2, PKP4, PLN, PPPIRI3L, RBM20, RYRZ2, SCN5A, TGFB3, TMEMA43, TTN

Bl Miocardiopatia ndo compactada [48 genes]

ACTCI, ACTNZ2, AKTI, ANKRDI, BAG3, CDHZ2, CSRP3, DMD, DNAJC19, DSP, DTNA, FHLI, FHODS3,
FLNC, HCN4, JARID2, KCNHZ2, KCNQI, KRAS, LAMPZ2, LDB3, LMNA, MIBI, MLYCD, MYBPC3, MYH6,
MYH7, MYL2, MYL3, NKX2-5, NNT, NONO, NOTCHI, PLN, PRDMI6, PTPNII, RBM20, RYRZ2, SPEG,
TAZ TBX20, TNNCI, TNNI3, TNNTZ2, TPM1, TRPM4, TTN, WTI
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Bl Cardiomiopatia restritiva [23 genes]

ACTCI, ACTNZ2, ALMSI, BAG3, CRYAB, DES, FHLI, FHOD3, FLNC, GLA, HFE, LMNA, MYBPC3, MYH?,
MYL2, MYL3, MYPN, TNNCI, TNNI3, TNNTZ2, TPMI, TTN, TTR

Bl Sindromes RASopéticas [26 genes]

AZMLI, ALPK3, BRAF, CBL, HRAS, KAT6B, KRAS, LZTRI, MAPZKI1, MAP2K2, MAP3K8, NFI, NRAS,
PPPICB, PTPNII, RAF1, RASAT RASAZ, RITI, RRAS, SHOCZ, SOSI, SOS2, SPREDI, SPRY1, SYNGAPI

Bl Sindrome do QT longo [32 genes]

AKAPSY, ANK2, CACNAIC, CALMI, CALMZ2, CALM3, CAV3, CAVINI, FHL2, HCN4, KCNA5, KCND2,
KCND3, KCNEI, KCNE2, KCNE3, KCNE5, KCNH2, KCNJ2, KCNJ5, KCNQI, NOSTAP, RYRZ2, SCNIB,
SCN3B, SCN4B, SCN5A, SLC22A5, SNTAI, TECRL, TRDN, TRPM4

Bl Sindrome de onda J[27 genes]

ABCCY9, ANK2, ANK3, CACNAIC, CACNAID, CACNAZ2DI, CACNBZ2, FGF12, GPDIL, HCN4, IRX3, KCNDZ2,
KCND3, KCNE3, KCNE5, KCNHZ2, KCNJ8, PKP2, RANGRF, SCNIOA, SCNIB, SCN2B, SCN3B, SCN4B,
SCN5A, SLMAP, TRPM4

B Sindrome do QT curto [9 genes]

CACNAIC, CACNAID, CACNAZDI, CACNBZ2, KCNH2, KCNJ2, KCNQI, SLC22A5, TMEMI175

] Taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica [10 genes]

ANKZ, CALMI, CALMZ2, CALM3, CASQZ, KCNJ2, RYRZ2, SCN5A, TECRL, TRDN

Bl Disturbios da conducao cardiaca [44 genes]

ACTCI, CACNAID, CALR, CAVIN4, DES, DSC2, DSGZ2, DSP, EMD, GAA, GATA4, GJA5, GLA, GNBZ,
HCN4, HFE, IRX3, JUP, KCNE2, KCNHZ2, KCNJ2, KCNKI17, KCNQI, LAMP2, LDB3, LMNA, MYBPHL,
MYH6, MYH7, NKX2-5, NPPA, PITX2, PKP2, PRKAG2, RYR2, SCNIB, SCN4B, SCN5A, SLC22A5,
SLMAP, TBX5, TNNI3K, TRPM4, TTR

Bl Fibrilhacdo auricular [46 genes]

ABCC9Y, ACTCI, CACNBZ2, EMD, GATA4, GATAS, GATA6, GJAI, GJAS5, GNB2, GREMZ2, HCN4, IRX3,
JPHZ2, KCNA5, KCND2, KCND3, KCNET, KCNE2, KCNE3, KCNE5, KCNH2, KCNJ2, KCNJ5, KCNJS8,
KCNK3, KCNQI, LMNA, MYBPHL, NKX2-5, NKX2-6, NPPA, PITX2, RYR2, SCNIB, SCN2B, SCN3B,
SCN4B, SCN5A, TBX5, TNNI3, TNNI3K, TNNTZ2, TPMI, TTR, ZFHX3

O kit Inherited CardioKitDx utiliza-se apenas para diagnostico in vitro e destina-se
a profissionais do sector da biologia molecular.
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O3 Caracteristicas tecnicas

O kit Inherited CardioKitDx foi validado na plataforma NextSeq 500/550 System da
lllumina atraves da analise de amostras de ADN de referéncia provenientes do Coriell
Institute e amostras de ADN genotipadas da colecao da Health in Code, S.L. Nesta
validacao, verificou-se a detecao especifica das variantes presentes nos genes
selecionados (ver seccao anterior), bem como a repetibilidade, a reprodutibilidade

e o limite de detecao da tecnica.

O kit também inclui @ marcacao molecular ou molecular barcoding para detetar
contaminacdo cruzada ou troca de amostras durante o protocolo.

Especificidades técnicas:

Tipo de amostra: ADN proveniente de sangue periférico.
Quantidade de ADN necessario: 200 ng.
Cobertura media: > 450X.

OO O

Cobertura: > 99% das regides cobertas a > 30X.

Uniformidade: > 98% de cobertura sobre o percentil 20 da média de cobertura.
Especificidade e sensibilidade: > 99%

Repetibilidade e reprodutibilidade: > 99%

S O O
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Adverténcias
e precaucoes

O Erecomendavel seguir rigorosamente as instrucdes do presente manual, especialmente
no que diz respeito as condicdes de manipulacdo e armazenamento dos reagentes.

& N&o pipetar com a boca.

& Nao fumar, comer, beber nem aplicar cosmeéticos nas areas onde se manipulam os kits
e as amostras.

O Proteger adequadamente qualquer afecdo cutanea, bem como cortes, escoriacoes
e outras lesdes cutaneas.

O N&o despejar os restos de reagentes na rede de dgua potavel E recomendavel utilizar
0s contentores de residuos estabelecidos pela legislacdo e gerir o seu tratamento
atraveés de um gestor de residuos autorizado.

O Em caso de derrame acidental de algum dos reagentes, deve evitar o contacto
com a pele, os olhos e as membranas mucosas e lavar com agua em abundancia.

O As fichas de dados de seguranca (MSDS) de todos 0s componentes perigosos contidos
neste kit sdo disponibilizadas a pedido.

O Este produto requer a manipulacdo de amostras e materiais de origem humana.
E recomendavel considerar todos os materiais de origem humana como potencialmente
infeciosos e manipula-los de acordo com a norma da OSHA sobre Biosseguranca de
nivel 2 para agentes patogénicos transmitidos pelo sangue, ou devem ser utilizadas
outras praticas pertinentes de biosseguranca para materiais que contenham ou se
suspeite que possam conter agentes infeciosos.

O Este kit foi validado com equipamentos e em condicdes especificas que podem variar
significativamente entre laboratorios. Por conseguinte, recomenda-se que cada
laboratorio realize uma validagao interna quando utilizar o kit pela primeira vez.

O O fabricante ndo se responsabiliza pelo mau funcionamento do ensaio se os
reagentes incluidos no kit forem substituidos por outros reagentes nao fornecidos
pela Health in Code, S.L.

O O fabricante ndo garante a reprodutibilidade do ensaio se o utilizador introduzir
reagentes ndo validados pela Health in Code, SL., por considera-los equivalentes
aos incluidos no Kit.

O O fabricante nao se responsabiliza pelos resultados obtidos quando a analise
bioinformatica é efetuada numa plataforma de analise diferente do Client Site.
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05 Conteudo e condicoes

de armazenamento do kit

Este kit contém reagentes suficientes para a preparacao de 16 bibliotecas. A lista
de reagentes incluidos no kit € a seguinte:

Fragmentation Buffer: Tampao necessario para a fragmentagao do ADN, antes
da preparacgao das bibliotecas de NGS.

Fragmentation Enzyme: Enzima necessaria para a fragmentagao do ADN e preparagao
do ADN para a ligacdo dos adaptadores.

Elution Buffer: Tampao para eluir o ADN.

Reagents Plate: Placa com todos os reagentes necessarios para realizar as reagoes
de reparacao das extremidades dos fragmentos de ADN e ligacao dos adaptadores
da Illumina, bem como as amplificacdes realizadas durante o protocolo de
preparacao das bibliotecas.

Beads and Buffers plate: Placa com as particulas magnéticas e os tampdes de lavagem
necessarios para efetuar a captura e as purifica¢des exigidas durante o protocolo de
preparacao das bibliotecas.

Index strip: Oligonucledtidos com uma sequéncia unica de 8 nucledtidos compativel
com os adaptadores da Illumina. Sao necessarios para marcar as bibliotecas de cada
amostra, dando origem a uma combinacao unica que vai permitir a sua analise apos a
sequenciacao. O kit inclui 16 indices diferentes distribuidos em tiras de utiliza¢do unica.

Cardiovascular Probes Strips: Oligonucleotidos sintéticos biotinilados que
complementam as regides-alvo do kit, permitindo a hibridizagdo com essas zonas e,
posteriormente, sdo capturados por particulas magnéticas de estreptavidina, devido
a propriedade bioldgica de ligacao entre as moléculas de biotina-estreptavidina.

Sample Input Strips: Tiras de 8 pocos vazias para colocacdo do ADN das amostras.

Magnis Library Output Strips, QC Strips, and Foil Seals: Tiras de 8 pocos para a
recolha das bibliotecas geradas, tiras para a recolha das bibliotecas pré-captura, com
as quais se poderia realizar um controlo de qualidade opcional, e selos para as tiras de
pocos incluidas no kit

Magnis 96-Well PCR Plate: Placa na qual ocorrerdo as reacdes de amplificacao.

Magnis Deep-Well HSM Plate: Placa na qual serdo realizadas a captura e as
purificagdes necessarias no protocolo de preparacao das bibliotecas.

Magnis Thermal Cycler Seal: Selo para placa de 96 po¢os.

Magnis Tip Waste Bin: Contentor para a eliminacdo das pontas utilizadas durante
o protocolo.
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Segue-se uma lista dos componentes do kit:

Tabela 1 Reagentes da caixa 1 do Inherited CardioKitDx

healthincode

Caixalde 4
Reagentes Cor do suporte Quantidade Conservacao
Beads and buffer plates Branco 2 placas 4°C
Elution Buffer Disco verde 2x1ml 4°C

Tabela 2 Reagentes da caixa 2 do Inherited CardioKitDx

REETLEIES Cor do suporte Quantidade Conservagao
Fragmentation Buffer Tampa verde 32 ul -20°C
Fragmentation Enzyme Tampa branca 16 pl -20°C
Reagents Plate Preto/Branco 2 placas -20°C
Index strip* Preto 2 tiras -20°C

NOTA: cada kit incluira 2 das quatro combinac¢des possiveis de indices: Al, A2, A3 e A4.

Tabela 3 Reagentes da caixa 3 do Inherited CardioKitDx

Reagentes

Cor do suporte

Quantidade

Conservacgao

Cardiovascular Probes Strips

Branco

2 tiras

-80°C

Tabela 4. Reagentes da caixa 4 do Inherited CardioKitDx

Caixa4de4

Reagentes Cor do suporte Quantidade Conservagao
Sample input strips Vermelho 1tira 15-25°C
Magnis Library Output Strips Verde 1tira 15-25°C
QC Strips Azul 1tira 15-25°C
Foil Seals - 5 15-25°C
Magnis 96-Well PCR Plate Transparente 1placa 15-25°C
Magnis Deep-Well HSM Plate Branco 1placa 15-25°C
Magnis Thermal Cycler Seal - 1 15-25 °C
NOTA: cada kit incluira 2 unidades da Caixa 4, uma para cada corrida de 8 amostras com
0 equipamento Magnis.
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Equipamentos, reagentes
e materiais necessarios
nao fornecidos

Equipamentos:
Micropipetas de 10 pl, 20 pl, 200 pl e 1000 pl
Agitador vortex (compativel com tubos de 15 ml; velocidade regulavel de 300

LT

m B E

a 3000 rpm)

Centrifuga (compativel com tubos de 15 ml, tiras de 0,2 ml e placas de 96 pocos;
com velocidade regulavel de, pelo menos, 1000 rpm)

Fluorimetro (recomendado: Qubit; Thermo Fisher Scientific)

Analisador de fragmentos (opcional: TapeStation System da Agilent Technologies;
LabChip GX Touch/GXIl Touch da PerkinElmer)

Equipamento automatizado de preparacao de bibliotecas Magnis NGS Prep System,
da Agilent Technologies (cat. n.° G9710AA)

Termociclador com temperatura da tampa regulavel ou sonicador (recomendado:
ME220 Focused-ultrasonicator™, Covaris)

Sequenciador Illumina (recomendado: NextSeq)

P
o
Q
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EEE
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Kit de extracao (recomendado: Q/Aamp DNA Investigator Kit; cat. n.° 56504; Qiagen)
Agua sem nucleases

Reagentes do fluorimetro. Recomendado: Qubit dsDNA BR Assay kit (cat. n.° Q32853;
Invitrogen), Qubit dsDNA HS Assay kit (cat. n.° Q32854; Invitrogen).

NaOH 0.2N (cat. n.° 1091401000; Fluka)

TRIS-HCL 200 mM pH 7

PhiX Control v3 (cat. n.° FC-110-3001; Illumina)

Reagentes do analisador de fragmentos. Opcional:

O TapeStation DIOOO Reagents (cat. n.° 5067-5583; Agilent), High Sensitivity

DIOO0 Reagents (cat. n.° 5067-5585; Agilent)
O DNA High Sensitivity Reagent Kit (cat. n.° CLS760672; PerkinElmer)

NOTA: este kit nao inclui os reagentes necessarios para realizar a sequenciagao por NGS.

Materiais:

Pontas de pipetas com filtro (10 pl, 20 pl, 200 pl e 1000 pb)

Pontas estéreis com filtro compativeis com o Magnis NGS Prep System (Ref.. 19477~
022; Agilent)

Tubos estéreis de 15 ml

Tubos ou tiras estéreis de 0,2 ml.
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B Luvas de latex

B Material consumivel do fluorimetro. Recomendado: Qubit™ assay tubes (Ref.: Q32856;
Invitrogen)

Bl Material consumivel do analisador de fragmentos. Opcional:

O TapeStation DIOOO ScreenTape (cat. n.° 5067-5582; Agilent), High Sensitivity
DIOOO0 ScreenTape (cat. n.° 5067-5584; Agilent)
O DNA IK/ 12K/ Hi Sensitivity Assay LabChip (cat. n.° 760517; PerkinElmer)

NOTA

O kit Inherited CardioKitDx esta preparado para utilizagdo em combinacao com os kits Imegen-
Sample tracking components (REF.. IMG-340), que permitem o rastreamento de cada amostra
desde a diluicdo do ADN até a analise bioinformatica dos resultados através de um sistema
integrado de identificacdo de amostras. Desta forma, é possivel garantir a rastreabilidade das
amostras durante todo o protocolo. Esta referéncia esta disponivel a pedido.
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O/ Protocolo de ensaio

Os reagentes incluidos no Inherited CardioKitDx, que serdo utilizados pelo equipamento
automatizado Magnis NGS Prep System, sao fornecidos pré-dispensados para a realizagao
das 16 bibliotecas ao longo de 2 ensaios de 8 bibliotecas cada, permitindo assim otimizar
a utilizacao do equipamento.

Descrevem-se de seguida 0s passos necessarios para realizar a preparacao de 8 bibliotecas
utilizando o Inherited CardioKitDx.

071 | Preparacdo do instrumento Magnis para
executar um protocolo

01 Certifique-se de que nao existe qualquer material de ensaios anteriores na unidade
do instrumento, uma vez que pode interferir nos processos de arranque e configuracdo
do instrumento.

02 Feche a porta do instrumento.

03 Ligue o instrumento, premindo o bot&o de ligar na parte frontal do dispositivo (os
indicadores LED do instrumento acendem-se). Aguarde enquanto o sistema realiza
uma serie de atividades de arranque, que podem demorar varios minutos.

04 Antes de cada ensaio, € recomendavel realizar uma descontaminacao UV. Para o efeito:

O No ecra Home, prima Decontamination.

/T
2 8 @ %
Jhun | Decotsmingtion - Settings |

n‘ﬂ
o

Figura 1. Ecra Home do sistema Magnis NGS Prep

O No ecra Decontamination, prima Quick cycle, seguido de Start (os indicadores
LED apagam-se durante a descontaminacao UV, para permitir a emissao UV).
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Decontamination
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Figura 2. Ecrd Decontamination do sistema Magnis NGS Prep

ADVERTENCIA: ndo olhe diretamente para a luz UV enquanto o processo de descontaminacao
estiver ativo.

NOTA: durante os 30 minutos que dura o processo de descontaminagao, continue com o protocolo.

05 Uma vez concluido o ciclo de descontaminacdo (emissdo azul dos indicadores LED
do instrumento), clique em Close para voltar ao ecra Home.

072 | Preparacao e fragmentacdo do ADN molde

Descrevem-se de seguida 0s passos a executar para a preparacao e fragmentacao
de 8 amostras, utilizando o Inherited CardioKitDx.

Todos os reagentes e consumiveis para a preparacao, dilui¢ao e fragmentacao do ADN
devem ser armazenados e utilizados em areas separadas daquelas onde sdo realizados
os procedimentos de reacao em cadeia da polimerase.

0721 | Quantificacao e diluicdo das amostras de ADN

01 Descongele as amostras de ADN a temperatura ambiente.

02 Agite e quantifique as amostras de ADN com um equipamento fluorometrico,
como o Qubit.

03 Efetue um controlo de qualidade do ADN utilizando um dos seguintes metodos:

O Andlise da qualidade utilizando Genomic DNA ScreenTape da Agilent, em
combinacao com os seus reagentes associados, e seguindo as instrucoes
do fornecedor do instrumento e do kit de analise.

Esta analise permite determinar a integridade do ADN da amostra e fornece
um numero de integridade do ADN (DIN) para cada amostra.

O Analise da qualidade utilizando LabChip GX Touch/GXIl Touch da PerkinElmer
em combinagao com 0s seus reagentes associados, e seguindo as instrugoes
do fornecedor do instrumento e do kit de analise.

Esta analise permite determinar a integridade do ADN da amostra e fornece
um valor de qualidade (DQS) para cada amostra.

NOTA: amostras de ADN demasiado degradadas podem resultar na redugao da especificidade e da
sensibilidade da analise. Por conseguinte, a Health in Code, S.L. recomenda a utilizagdo de ADN com
qualidades superiores a DIN 3, caso se utilize o TapeStation Systern e DQS 15, caso se utilize o LabChip.
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04 Dilua cada amostra de ADN a 50 ng/ul com agua sem nucleases num volume
final de 25 pl.

Opcional: se for utilizar o sistema integrado de rastreabilidade da Health in Code,
SL. (Sample Tracking Components; Ref. IMG-340), execute este passo, substituindo
2,5 pl de agua sem nucleases pela mesma quantidade de um unico reagente de
rastreabilidade por cada amostra.

05 Agitar em vortex e quantificar novamente cada amostra com um equipamento
fluorimétrico, como o Qubit.

0722 | Fragmentacao do ADN

Sao especificados de seguida dois protocolos de fragmentacao do ADN (fragmentacao
enzimatica e fragmentagao mecanica), dos quais se deve selecionar apenas um, em
funcao dos equipamentos e dos reagentes disponiveis para o utilizador.

OPCAO A. Fragmentagdo mecanica: Requer a utilizagdo de um sonicador
(recomendado: ME220 Focused-ultrasonicator™; Covaris)

Covaris é um metodo baseado em acustica adaptativa/flexivel (AFA) para a sonicacao
do ADN por cavitacdo isotérmica. A temperatura ¢ um fator extremamente importante,
pois pequenas variagdes de temperatura afetam o tamanho do ADN gerado.

O1 Dilua cada amostra de ADN com Elution Buffer para obter uma concentragao
total de 200 ng, num volume final de 50 ul.

02 Agite todas as dilui¢des no vortex, centrifugue e mantenha no frio até a sua
utilizagao na secgdo seguinte.

03 Coloque o microTUBE de 130 pl no sonicador.
04 Com o objetivo de obter fragmentos de ADN com um tamanho entre 150 e 250 pb,
siga a configuracdo da tabela 5 a uma temperatura de 2-8 °C.

Tabela 5. Programa de fragmentac¢édo dtimo para Covaris ME220.

Configuracao Valor

Tempo de tratamento (segundos) 430
Peak Power 50
Duty Factor (%) 20
Ciclos por burst 200
Avg Power 10

NOTA: se utilizar outros instrumentos Covaris, consulte as recomendagdes do fabricante para
obter o mesmo tamanho de fragmento.

05 Apos terminar o programa, centrifugue o tubo.

06 Transfira imediatamente todo o volume de cada microTUBE de 130 pl para o
respetivo pogo de uma Sample Input Strip, sele com os selos de aluminio incluidos
e mantenha no frio até ser utilizado na seccao seguinte.

NOTA: no equipamento Magnis NGS Prep System, a amostra deve ser colocada conforme
ilustrado na figura 3, com a amostra 1 carregada no pogo mais distante do coédigo de barras.

IMG-390 V.10 DATA DE REVISAO 23.012025 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.05 PAG. 16 DE 50



healthincode

NOTA: ndo adicione nenhum texto ou etiqueta que possa obscurecer o codigo de barras
da Sample Input Strip.

Muestra 1
Cadigo de

'. barras

Figura 3. Orientagdo necessdria das amostras na Sample Input Strip

07 Opcional: a Health in Code, S.L. recomenda verificar o tamanho das bibliotecas
obtidas utilizando o TagpeStation System e os kits comerciais High Sensitivity
D1000 Reagents (cat. n.° 5067-5585) e High Sensitivity DIOOO ScreenTape (cat.
n.° 5067-5584) da Agilent Technologies. Apos a analise das amostras, o tamanho
previsto para a biblioteca é de aproximadamente 150-250 pb. Caso obtenha um
tamanho inesperado, verifique o protocolo ou contacte a assisténcia técnica da
Health in Code, S.L.

OPGAO B. Fragmentacdo enzimatica: Termociclador com tampa com temperatura
regulavel.

Nesta seccao, o ADN é fragmentado enzimaticamente, com o objetivo de obter
fragmentos de ADN com um tamanho entre 100 e 150 pb.

Reagentes a utilizar nesta seccao:

Reagente Cor Conservacao
Fragmentation Buffer Tampa verde -20°C
Fragmentation Enzyme Tampa branca -20°C

01 Descongele e mantenha no frio o reagente Fragmentation Buffer. Mantenha
o reagente Fragmentation Enzyme a -20 °C até ao momento da utilizagao.

02 Dilua cada amostra de ADN com agua sem nucleases para obter uma concentracao
total de 200 ng, num volume final de 7 pl, numa tira de pogos de 0,2 ml.

Caso nao disponha de 200 ng totais num volume de 7 pl, escolha uma das
seguintes opc¢oes:

N Aumente o volume da reacao levando a ultima diluicdo das amostras
ate 17 pl. Depois de realizada esta ultima diluicao, a fragmentagao deve
ser efetuada mantendo o volume dos reagentes e o programa de PCR
descritos na seccdo 07.2.2 do presente documento.

Reduza a concentracao total para 100 ng no total. Se esta op¢ao for
escolhida, recomenda-se a sua realizagao apenas para amostras que
nao atinjam um total de 200 ng, agrupando todas as amostras com
estas caracteristicas numa mesma corrida. Caso contrario, configure o
equipamento Magnis com o programa recomendado para a amostra
com menor entrada input.
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(D IMPORTANTE

A segunda opcao tem desvantagens que devem ser avaliadas previamente.
A reducao da concentracao inicial implica um aumento nos duplicados de
sequenciacao e uma diminuigado nas metricas de cobertura, o que pode
influenciar a sensibilidade e a especificidade da técnica.

03 Agite todas as dilui¢des no vortex, centrifugue e mantenha no frio até a sua
utilizagao.

04 Prepare o volume adequado da mistura de fragmentacdo a frio, conforme
descrito abaixo, agitando cada reagente antes da utilizagao. O reagente
Fragmentation Buffer deve ser agitado de forma vigorosa no vortex, enquanto
o reagente Fragmentation Enzyme deve ser agitado varias vezes por inversao.
No processamento de varias amostras, recomendamos a preparacao das
misturas de reagentes com um excesso de 12%.

Reagente Volume por reacao Volume (8 amostras)
Fragmentation Buffer 2ul 18 pl
Fragmentation Enzyme Tul 9 ul

05 Agite vigorosamente no vortex.

06 Dispense 3 pl da mistura de fragmentacdo em cada pogo de 0,2 ml com a amostra
fragmentada. Misture pipetando 20 vezes.

07 Sele atira, centrifugue as amostras e, logo de imediato, coloque os tubos no
termociclador e execute o programa de fragmentacao.

O Tampa pré-aquecida a 100 °C.

Tabela 6. Programa de fragmentagéo otimo

Temperatura Tempo Ciclos
37°C 15 minutos 1
65 °C 5 minutos 1
4°C o

NOTA: este protocolo requer que a tampa seja pré-aquecida a 100 °C. Em termocicladores com
rampas rapidas, como o utilizado durante a validagao deste protocolo, GeneAmp PCR System
9700 (Thermo Fisher Scientific), ndo é necessario pré-aquecer a tampa. Se este n&o for o seu
caso, pré-aqueca a tampa alguns minutos antes de iniciar o protocolo.

08 Concluido o programa de fragmentacao, retire as amostras do equipamento,
centrifugue, adicione agua sem nucleases a cada amostra até um volume total
de 50 pl, transfira todo o volume para uma Sample Input Strip, sele com os selos
de aluminio incluidos e mantenha no frio ate utilizar na proxima secgao.

NOTA: caso tenha alterado o volume de fragmentacao, € necessaria menos agua sem nucleases
para atingir o volume final de 50 pl.

NOTA: no equipamento Magnis NGS Prep System, a amostra deve ser colocada conforme
ilustrado na figura 3, com a amostra 1 carregada no pogo mais distante do cédigo de barras.

NOTA: ndo adicione nenhum texto ou etiqueta que possa obscurecer o codigo de barras
da Sample Input Strip.
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073 | Preparacao dos reagentes e consumiveis
utilizados no sistema Magnis

Reagentes a utilizar nesta seccao:

Reagente Cor Conservacao
Reagents Plate Placa azul -20°C
Beads and Buffer Plate Placa branca 4°C
Index Strip Tira preta -20°C
Cardiovascular Probe Strip Tira branca -80 °C

Caixa 4 N/A 15-25°C

O1 Preparacao do reagente Reagents Plate:

O Descongele a placa a temperatura ambiente, mantendo a embalagem de cartéo
branco.

O Depois de descongelar o contetdo de todos os pocos, agite a placa num vortex,
segurando-a com a embalagem de cartao e comecando por pressionar o lado
comprido da placa contra a cabeca do vortex durante 10 segundos. Em seguida, rode
a placa 90° e pressione o lado curto da placa contra a cabeca do vortex por mais
10 segundos. Continue a sequéncia de rotacao e agitacao nos quatro lados da placa.

O Centrifugue a placa envolvida em cartdo a 250 x g durante 1 minuto.
O Certifique-se de que nao existem bolhas no fundo dos pocos da placa. Caso existam,
repita a centrifugacao.

O Conserve a placa no frio, mantendo a embalagem, para utilizacdo no mesmo dia.

02 Preparacao do reagente Beads and Buffer plate:

O Deixe a temperatura ambiente durante pelo menos 30 minutos antes da utilizacao,
mantendo a embalagem de cartao branco.

O Agite a placa no vortex, segurando-a com a embalagem de cartdo. Comece por
pressionar o lado comprido da placa contra a cabeca do vortex durante 10 segundos.
Em seguida, rode a placa 90° e pressione o lado curto da placa contra a cabeca do
vortex por mais 10 segundos. Continue a sequéncia de rotagao e agitacdo nos quatro
lados da placa.

O Centrifugue a placa envolvida em cartdo a 150 x g durante 10 segundos. Ndo exceda a
velocidade e a duracdo de centrifugacao recomendadas, para evitar a sedimentacao
das particulas magnéticas.

O Mantenha a placa a temperatura ambiente, mantendo a sua embalagem, para
utilizagao no mesmo dia.
03 Preparagao do reagente Index strip:

O Determine e registe o conjunto de indices que sera utilizado no ensaio. As tiras
fornecidas tém gravada na extremidade oposta ao codigo de barras a combinacao
que incluem, A1, A2, A3 ou A4. Na tabela seguinte, € possivel observar a ordem dos
indices em cada tira e a sua sequéncia.
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AlStrip

A2 Strip

A3 Strip

A4 Strip

GTCTGTCA GCGAGTAA AGCAGGAA CCGTGAGA
BO1 TGAAGAGA BO2 GTCGTAGA BO3 AGCCATGC BO4 GACTAGTA
CO1 TTCACGCA Co2 GTGTTCTA Co3 TGGCTTCA Cco4 GATAGACA
DO1 AACGTGAT D02 TATCAGCA DO3 CATCAAGT DO4 GCTCGGTA
EO1 ACCACTGT EO2 TGGAACAA EO3 CTAAGGTC EO4 GGTGCGAA
FO1 ACCTCCAA FO2 TGGTGGTA FO3 AGTGGTCA FO4 AACAACCA
GO1 ATTGAGGA G02 ACTATGCA GO3 AGATCGCA GO4 CGGATTGC
HO1 ACACAGAA HO2 CCTAATCC HO3 ATCCTGTA HO4 AGTCACTA

O Descongele no frio a Index Strip selecionada, agite durante 5 segundos no vortex
e centrifugue.

O Verifique os pocos da tira para garantir que o liquido se acumula no fundo dos
pOCos e que ndo existem bolhas.

IMPORTANTE: caso nao registe a tira de index utilizada para um ensaio, esta pode ser
verificada através do equipamento Magnis Prep System no ecra Post-Run Data. Uma vez
neste ecrd, abra o separador Labware Info e procure a linha Index Strip. O niumero da tira é
reportado como um valor de 1a 12 na parte direita do ecrd, na coluna Index Strip. Os Index
especificos associados a cada numero de 1a 12 sdo apresentados na tabela seguinte.

Tabela 8. Correlacdo dos indices entre o ecr@ Post-Run Data e a inscrigdo na tira.

N.° da Index Strip do ecra
Post-Run Data

Inscricao da Index Strip

04 Imediatamente antes da utilizacdo, descongele a Cardiovascular Probe Strip no frio.
Agite durante 5 segundos no vortex e centrifugue. E importante certificar-se de que
nao se formaram bolhas no fundo do poco.

NOTA: a sonda encontra-se pre-dispensada no primeiro poco da tira, que nao inclui
etiquetas legiveis que mostrem a identidade especifica do desenho da sonda.
Recomenda-se ter especial cuidado para garantir a rastreabilidade deste reagente, tanto
no armazenamento como durante o protocolo.

05 Por ultimo, prepare uma unidade da Caixa 4 para a utilizar durante a configuracao
da unidade.
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074 | Execucado do protocolo de preparacao
das bibliotecas

0741 | Inicio do protocolo

01 No ecra Home do ecra tactil, toque em “Run Protocol”. O sistema bloqueia a
porta do instrumento e realiza uma Instrument Health Check (IHC), que pode
demorar varios minutos.

02 Depois de concluida a verificacao, € apresentado diretamente o ecra Enter Run
Info (introduzir a informacao do ensaio). No menu Protocol, selecione SSEL
XTHS-RevB-ILM.

03 Recomendado: marque a caixa de verificacao Aliquot sample for QC para que o
equipamento recolha uma aliquota de cada biblioteca pré-captura e possa analisar
0 seu controlo de qualidade posteriormente.

NOTA: o controlo de qualidade das bibliotecas pré-captura so estara disponivel
quando tiver sido concluido o ensaio completo.

Figura 4. Ecra Enter Run Info do sistema Magnis NGS Prep

04 Avance para o ecra seguinte.
05 Selecione o tipo de amostra adequado, High Quality DNA.

06 Selecione a quantidade de ADN inicial no menu /Input Amount. Embora aparecam
as opgoes 10 ng, 50 ng, 100 ng e 200 ng, para a preparagao de bibliotecas
utilizando o Inherited CardioKitDx, recomenda-se a quantidade de 200 ng.

NOTA: os ajustes de qualidade e quantidade do ADN molde determinam o numero
de ciclos nas amplificagdes posteriores que o equipamento ira realizar. Por
conseguinte, é importante introduzir esta informac&o corretamente, bem como
garantir que todas as amostras tém a mesma quantidade de ADN de entrada.

0742 | Configuracao da unidade
A configuracao da unidade pode ser facilmente realizada atraves dos passos
indicados no ecra tactil do Magnis.

Para cada passo de carregamento da unidade, a posicao que deve ser carregada
aparece sombreada a azul no ecra tactil. Depois de concluir cada passo, avance para
0 ecra seguinte.
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Para garantir a correta colocacao dos reagentes e materiais consumiveis na unidade
Magnis, verifique se o codigo de barras de cada elemento esta voltado para o utilizador,
ou seja, para a parte frontal do instrumento. Com excecao do Magnis Thermal Cycler
Seal, cujo codigo de barras esta voltado para cima, e das 3 caixas de pontas necessarias
e nao incluidas no kit, que ndo possuem codigo de barras.

E importante que, depois de retirar a tampa das caixas de pontas novas e
completamente cheias, verifique se as caixas estao bem fixas na plataforma.

A figura seguinte mostra uma unidade totalmente carregada, numerando cada
material de 1a 10 e seguindo os passos solicitados pelo equipamento Magnis. Como
se pode observar, as duas placas de reagentes e as cinco tiras necessarias devem ser
introduzidas no equipamento seladas.

Passo 1/10: carregamento do recipiente descartavel

na gaveta de residuos

Passo 2/10: carregamento do Magnis Deep-Well HSM
Passo 3/10: carregamento do Magnis Thermal Cycler Seal
na ranhura do modulo termociclador

Passo 4/10: carregamento da Magnis 96-Well PCR Plate
no bloco do mdédulo termociclador

Passo 5/10: carregamento de 3 caixas de pontas
completamente cheias

Passo 6/10: carregamento da Beads and Buffers Plate
Passo 7/10: verificagao da temperatura ideal no modulo
de arrefecimento

Passo 8/10: carregamento da Reagents Plate no modulo
de arrefecimento

Passo 9/10: carregamento das tiras de tubos no modulo
de arrefecimento (QC Strip opcional)

Passo 10/10: Feche a porta do equipamento Magnis

Figura 5. Unidade do instrumento Magnis NGS Prep carregada para o ensaio e guia rapido de carregamento

Seguem-se o0s passos de configuracao indicados no ecra tactil do Magnis:

O1 Coloque o recipiente descartavel Magnis Tip Waste Bin (incluido na Caixa 4)
na gaveta de residuos localizada no canto inferior esquerdo. O codigo de
barras deve ficar voltado para o utilizador, conforme ilustrado no ecra tactil.
Feche a gaveta de residuos.

Figura 6. Passo 1de 10 do ecré Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

02 Coloque a Magnis Deep-Well HSM Plate (incluida na Caixa 4) conforme ilustrado
no ecra tactil do equipamento. Para o efeito, deve primeiro introduzir a borda
esquerda da placa na ranhura com mola e, em seguida, baixar a borda direita da
placa até ficar alinhada com a plataforma. Uma vez alinhada, mova a placa
ligeiramente para a direita e certifique-se de que fica bem fixa dentro do suporte.
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Figura 7. Passo 2 de 10 do ecrd Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

03 Coloque o Magnis Thermal Cycler Seal (incluido na Caixa 4) conforme ilustrado no
ecra tactil do equipamento. Para o efeito, retire a pelicula protetora da almofada
branca situada sob a placa de metal. Depois de retirar toda a pelicula, introduza o
Thermal Cycler Seal na ranhura do termociclador, com o codigo de barras voltado
para cima, e faca-o deslizar até encaixar no lugar.

q Tp

Figura 8. Passo 3 de 10 do ecrd Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

04 Coloque a Magnis 96-Well PCR Plate (incluida na Caixa 4) conforme ilustrado no
ecra tactil do equipamento. Para o efeito, introduza os pocos da placa nos pogos
do bloco do termociclador, com o codigo de barras da placa voltado para o
utilizador. Garanta a fixagao da placa pressionando uniformemente primeiro no
centro da placa e, em seguida, nos cantos da placa.

Figura 9. Passo 4 de 10 do ecrd Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

05 Carregue uma caixa de pontas nova e cheia em cada uma das posicdes da
unidade indicadas no ecra tactil do equipamento (trés caixas no total). Depois
de retirar a tampa, verifique se cada caixa de pontas esta bem fixada na
respetiva plataforma.
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Figura 10. Passo 5 de 10 do ecra Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

06 Coloque a Beads and Buffer Plate (preparada na secdo 7.3 deste documento). Retire
a caixa de cartao branca e, em seguida, coloque a placa conforme ilustrado no ecra
tactil do equipamento, com o codigo de barras voltado para o utilizador. Para o
efeito, deve primeiro introduzir a borda esquerda da placa na ranhura com mola e,
em seguida, baixar a borda direita da placa até ficar alinhada com a plataforma. Uma
vez alinhada, mova a placa ligeiramente para a direita e certifique-se de que fica
bem fixa dentro do suporte.

Figura 11 Passo 6 de 10 do ecrd Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

07 Antes de continuar com o carregamento do equipamento Magnis, o modulo de
arrefecimento do instrumento deve atingir a temperatura de 12 °C. Se essa
temperatura nao tiver sido atingida ao chegar a este passo, o ecra tactil aparece
conforme mostrado na figura 12. No entanto, se o refrigerador ja tiver atingido a
temperatura necessaria, este ecrd ndo aparece.

)

L=

G 14.00°C

Figura 12. Passo 7 de 10 do ecra Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

08 Abra a porta do modulo refrigerador, premindo o botdo semicircular indicado com
uma seta verde no ecra tactil. Coloque a Reagent Plate (preparada na seccao 7.3
deste documento) no maédulo de arrefecimento. Retire a caixa
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de cartao branca e, em seguida, carregue a placa conforme ilustrado no ecra tactil
do equipamento, com o codigo de barras voltado para o utilizador. Pressione
firmemente para baixo, aplicando pressao uniformemente ao longo da placa.

¢ o D

-
il =
Ackmin Ak

Figura 13. Passo 8 de 10 do ecra Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

09 Carregue as tiras de tubos para o ensaio nas posicdes indicadas do refrigerador,
conforme mostrado no ecra tactil do equipamento. Fixe cada tira pressionando
firme e uniformemente sobre as bordas da tira de tubos. Evite tocar ou danificar
os selos de aluminio. Todas as tiras de tubos devem ter o codigo de barras
voltado para o utilizador.

¢ Carregue a Sample Input Strip (tira vermelha), com as amostras de ADN
preparadas na secgao 7.2 deste documento, na posigao S do suporte de
arrefecimento do equipamento.

¢ Carregue a Index Strip (tira negra), preparada na secgao 7.3 deste documento,
na posicao IDX do suporte de arrefecimento do equipamento.

¢ Carregue a Cardiovascular Probe Strip (tira branca), preparada na secgao 7.3
deste documento, na posicao P do suporte de arrefecimento do equipamento.

<&

Carregue a Magnis Library Output Strip (tira verde), incluida na Caixa 4,
na posicao L do suporte de arrefecimento do equipamento.

¢ Opcional: se o ensaio incluir uma recolha de aliquotas das bibliotecas
pre-captura para controlo de qualidade, conforme recomendado pela Health
in Code, SL., carregue a QC Strip (tira azul), incluida na Caixa 4, na posicao Q
do suporte de arrefecimento do equipamento..

Depois de carregar todas as tiras, feche a porta do refrigerador.

Figura 14. Passo 9 de 10 do ecra Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep
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10 Feche a porta do instrumento.

Figura 15. Passo 10 de 10 do ecra Deck Setup do equipamento Magnis NGS Prep

0743 | Verificacdo do material de laboratdrio

Uma vez concluido o carregamento do equipamento, é realizada a fase Verify Labware,
na qual o equipamento efetua a leitura do codigo de barras de cada um dos
componentes presentes na unidade.

Antes de iniciar a verificacdo automatizada, deve verificar se as tampas de todas as
caixas de pontas foram removidas e se todas estao cheias, conforme indicado na
figura seguinte. Depois de verificar, prima OK para iniciar a verificacdo do material.

Wy all B bowes e bids e’ s
am fuly baded with tpa

Figura 16. Janela pop-up do ecré Verify Labware do equipamento Magnis NGS Prep

Durante a verificagao do material, o instrumento confirma se todos os componentes
necessarios para o ensaio estao presentes, na posicdo e orientacdo corretas, e que nao
excedem o prazo de validade.

Os resultados da verificacdo sdo apresentados no ecra tactil do Magnis. Se tudo
estiver correto (Figura 17), avance para o ecra seguinte; caso contrario, consulte a
seccao 9 deste documento.

LR S A S

LR TR T T T

Figura 17. Ecra Verify Labware do equipamento Magnis NGS Prep, apds uma verificagdo correta do material
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O ecra final do Verify Labware permite rever os detalhes da sonda. Avance para
0 ecra seguinte.

0744 | Atribuicdo das informacdes da amostra

O software Magnis atribui automaticamente um /D de amostra predefinido para a
posicdo de cada amostra, que pode ser substituido por um nome de amostra escolhido
pelo utilizador, seguindo qualquer um dos dois metodos indicados.

O1 Atribuigdo manual das amostras:

O No ecra Enter Sample Info, selecione uma posicao especifica da amostra
no ecra tactil.

<&

Utilize a ferramenta Edit Sample ID para introduzir o texto pretendido.

O Prima Change para guardar o texto introduzido para a posicao da amostra
selecionada.

RunlB81213 2 x

Change

Adm18121327
Adm18121328 D

Enter Sampie Info

Position  Sample ID

:

21 AdmiB121322

1) AdmiBl21323

4] AdmiB121324 [Edit Sample I1D:

5] Adm18121325 Admi18121321

o B Bddbnad o

7

[

<

Figura 18. Ecra Edit Sample Info do equipamento Magnis NGS Prep, realcando com um circulo o botéo
de carregamento de amostras.

02 Importacdo de atribuicées de amostras utilizando um ficheiro .csv:

O Crie um ficheiro .csv (valor separado por virgulas) que contenha os nomes das
amostras ordenadas. Para introduzir o nome da amostra, pode utilizar-se o
software Microsoft Excel e, posteriormente, guardar em formato .csv.

O Introduza o texto do cabecalho sample_id na célula Al, conforme mostrado
na figura 19.

| A
1 |sample_id
2 |HD1806070L
3 |HD18060702
4 |HD18060703
5 |HD18060704
& |HD1BO60705
7 |HD12060706
8 |emptyl

9 |Empt\r2

Figura 19. Exemplo de contetdo do ficheiro .csv (mostrado em formato de folha de cdlculo) para carregar
atribuicées de amostras.

O Introduza o nome de cada amostra da célula A2 a AS. O ficheiro de entrada da
amostra deve conter 8 ID de amostra Unicos. Se o protocolo for realizado com
menos de 8 amostras, deve preencher essas posicoes no ficheiro, conforme
ilustrado na figura 19 (emptyl e empty?2).
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O Guarde o ficheiro no formato .csv.

Transfira o ficheiro .csv para uma unidade USB nao encriptada e insira a
unidade USB numa das portas do equipamento Magnis.

O Durante a configuracao do ensaio, no ecra Enter Sample Info, clique no botao
de carregamento de amostras (realcado com um circulo na figura 18).

O Siga as instrucdes do assistente de configuracao do protocolo para transferir
os ID das amostras do disco USB.

0745 | Confirmacao da configuracao e inicio do ensaio

O1 Verifique as caracteristicas gerais do ensaio Depois de confirmar que tudo esta
correto, prima a seta para a frente para passar para o ecra de configuracao final.

02 Verifique os detalhes do ensaio relacionados com as caracteristicas da amostra
de ADN. Depois de confirmar que os detalhes da configuracdo estao corretos,
prima o botdo Start para iniciar o ensaiol#

IMPORTANTE: os numeros de ciclos das PCR pré e pds-captura foram definidos com
base na qualidade e quantidade do ADN. Se os alterasse, afetaria a sensibilidade,
especificidade e o LD do Inherited CardioKitDx.

Uma vez iniciado o ensaio, o indicador LED acende-se a verde e o ecra tactil mostra
o estado do ensaio e uma estimativa do tempo restante antes do fim do ensaio.

O protocolo SSEL XTHS-RevB-ILM dura cerca de 9 horas e pode funcionar durante
a noite para maior comodidade. Depois de concluido o protocolo, as bibliotecas
preparadas sao automaticamente conservadas a 12 °C. Retire as bibliotecas do
instrumento num prazo maximo de 24 horas.

Se necessario, o ensaio pode ser interrompido premindo o quadrado vermelho de
Stop do ecra Running. Abre-se uma mensagem de aviso a pedir que confirme se
pretende interromper o ensaio. Depois de interromper um ensaio, Nao é possivel
retoma-lo, e o material de laboratoério utilizado no mesmo nao pode ser recarregado
para outro ensaio posterior.

O ecra Running deve permanecer aberto durante todo o ensaio e o botao de fechar
0 ecra (x) e outros botdes de navegagao estarao inativos enquanto o ensaio estiver
a decorrer. Durante um ensaio, nao e possivel utilizar o ecra tactil para realizar
outras funcdes.

08:34:08  EEEEZTE—

L End Repsir and & Taling Set Up

. - 3. End repair arc A tading Resction
Prodo %, Ligtion Tt Up

3. Liguhoe Beachor

f Aemad Clean lin

Figura 20. Ecr@ Running durante um ensaio
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0746 | Recolha das bibliotecas do equipamento

Uma vez concluido o ensaio, o ecra tactil é apresentado conforme ilustrado na figura
seguinte. Premindo OK, o equipamento transfere as bibliotecas do termociclador,
onde permaneceram desde a conclusao do protocolo, para a Library Output Strip
verde, localizada no modulo de arrefecimento.

Elapeed Tirme

15:08:56

Rish i complots!

Figura 21 Ecrd Running apds um ensaio

Antes de abrir a porta do equipamento, aguarde que os indicadores LED fiquem azuis,
indicando que foram concluidos todos os passos de processamento da amostra
mediada pelo equipamento.

O modulo de arrefecimento mantém-se a 12 °C durante um maximo de 2 horas a
partir do momento em que as bibliotecas sao colocadas na Library Output Strip
verde, desde que a porta do equipamento permaneca fechada.

Abra a porta do equipamento (até que o indicador LED se acenda em branco), recolha
e sele as bibliotecas da Library Output Strip verde.

N E possivel interromper o protocolo neste ponto, mantendo as bibliotecas a 4 °C se

forem utilizadas nas préximas 12 horas ou a -20 °C em caso de armazenamento mais
prolongado.

Se as amostras opcionais para o controlo de qualidade das bibliotecas pre-captura do
ensaio tiverem sido recolhidas, retire a QC Strip azul do médulo de arrefecimento e
deixe secar a temperatura ambiente sem selar, se for continuar com o protocolo nas
proximas 24 horas, ou seladas para armazenamento mais prolongado.

Depois de abrir a porta para a recolha das bibliotecas, o ecra tactil do equipamento
aparece conforme mostrado abaixo:

Elapued Tirre

15:09:21

Run is complete!

Lksanes are ready

Figura 22. Ecr@ Running apds um ensaio e com as bibliotecas jd recolhidas
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Para fechar o ecra do ensaio e voltar ao ecra Home, prima X no separador. Este passo
pode demorar alguns segundos.

075 | Limpeza do equipamento apds um ensaio

Retire e elimine todos os consumiveis utilizados que permanecam na unidade
do instrumento:

O recipiente descartavel com as pontas utilizadas ao longo do ensaio.
A Magnis Deep-Well HSM.

O Magnis Thermal Cycler Seal.

A Magnis 96-Well PCR Plate.

Todas as caixas de pontas, incluindo as que estao parcialmente cheias.
A Beads and Buffer Plate.

A Reagent Plate.

BECEEECEOEERED

As tiras vermelhas, pretas e brancas utilizadas durante o ensaio.

Se forem observados derrames ou fugas de materiais na unidade do instrumento,
e recomendavel seguir o procedimento de descontaminagao UV de Extended Cycle.
Limpe o derrame seguindo as instru¢des fornecidas no Guia do utilizador do instrumento.

076 | Validacao e quantificacao das bibliotecas

0761 | Controlo de qualidade opcional da biblioteca
pre-captura

Se for necessaria a analise das bibliotecas pre-captura, ressuspenda as bibliotecas
secas em 6 pl de agua sem nucleases para obter uma concentracao adequada para
a analise, utilizando o TapeStation System recomendado e os kits comerciais
DIOOO Reagments (cat. n.° 5067-5583) e DIOOO ScreenTape (cat. n.° 5067-5582)

da Agilent Technologies.

Apos a adicdo dos 6 pl de agua sem nucleases, incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Por Ultimo, agite vigorosamente no vortex para garantir a
ressuspensao completa.

ApOs a analise das amostras com o TapeStation System é possivel obter um tamanho
da biblioteca entre 260-320 pb (figura 23). Caso obtenha um tamanho inesperado,
verifique o protocolo ou contacte a assisténcia técnica da Health in Code, SLL.
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Figura 23. Resultado esperado apds a andlise do tamanho das bibliotecas pré-captura com o TapeStation System
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Para determinar a concentracdo de ADN, e necessario integrar a area do pico
correspondente ao tamanho esperado da biblioteca. A quantidade de ADN da
biblioteca obtida varia em consoante a concentracdo do ADN inicial, variando entre
30 e 160 ng/ul. O rendimento geral da biblioteca pré-captura pode ser calculado
como a quantidade de ADN em 1l da amostra de controlo de qualidade
reconstituida x 36 (este valor inclui os ajustes de dilui¢ao).

0762 | Controlo de qualidade da biblioteca pés-captura

Antes de agrupar as bibliotecas para sequenciacdo multiplexada, é necessario
analisar a quantidade e a qualidade de cada uma delas.

Para medir a concentracdo de ADN, recomenda-se a utilizacao de um fluorimetro
Qubit® 2.0, o kit comercial Qubit ds DNA HS Assay kit (cat. n.° Q32854) e os tubos
Qubit™ assay tubes (cat. n.° Q32856) da Invitrogen.

A concentracao das bibliotecas pos-captura oscila entre 2 e 10 ng/pl

Para a analise da qualidade dos fragmentos capturados, a Health in Code, S.L.
recomenda a utilizacao do TapeStation System e dos kits comerciais High Sensitivity
DIOOO Reagments (cat. n.° 5067-5585) e High Sensitivity DIO0OO ScreenTape (cat. n.°
5067-5584) da Agilent Technologies.

O tamanho meédio esperado dos fragmentos situa-se entre 250 e 350 pb. Caso
obtenha um tamanho inesperado, reveja o protocolo e a analise de qualidade das
bibliotecas prée-captura, leia com atencao a seccao 9 ou contacte a assisténcia
técnica da Health in Code, SL.
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Figura 24. Resultado esperado apds a andlise do tamanho das bibliotecas pds-captura com o TapeStation System
Com os dados de concentracao do ADN e o tamanho do pico das bibliotecas,
obtém-se a respetiva concentracao, aplicando a seguinte formula:

1500

Concentragao das bibliotecas (nM) = [Concentra(;io (ng/#L) .W

Por ultimo, dilua cada biblioteca a 4 nM com o reagente Elution Buffer e faca um pool
equimolar de todas as bibliotecas que serdo incluidas numa corrida.

N E possivel interromper o protocolo neste ponto, mantendo as bibliotecas a 4 °C se

forem utilizadas nas proximas 24 horas ou a -20 °C em caso de armazenamento mais
prolongado.

077 | Desnaturacao das bibliotecas para

carregamento no equipamento NextSeq 500/550
da Illumina

Antes do carregamento das bibliotecas no sequenciador NextSeq 500/550 System da
llumina, estas devem ser desnaturadas. Para a desnaturagao e o carregamento das
bibliotecas, devem ser seguidas as instru¢des da Ilumina relativas ao sequenciador utilizado.

Do mesmo modo, a desnaturacdo do Phix Control deve tambem ser realizada de acordo

com o protocolo de desnaturagao fornecido pela lllumina para cada equipamento. O PhiX
Control deve estar presente nareacdo a 1%.

A tabela seguinte especifica o nimero maximo de amostras recomendado por corrida,

em funcao do kit de sequenciacao utilizado, para garantir um numero minimo de clusters
PF de aproximadamente 8,2 milhdes por amostra:
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Tabela 9. Kits NextSeq lllumina e numero mdximo de amostras a analisar com o Inherited CardioKitDx

NextSeq Reagents Kit N.° maximo de amostras

NextSeq 500/550 Mid Output v25 kit (150 cycles). Ref.: 20024904 16

NextSeq 500/550 High Output v2.5 kit (150 cycles). Ref.: 20024907 32

078 | Configuracdo da plataforma NextSeq

O Read Type: Paired End.
O Cycles:

N Read 175

N Read 2:75

N Index 1(i7): 8
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Analise dos resultados

A analise bioinformatica dos resultados realiza-se atraveés de uma pipeline de analise
especialmente desenvolvida para o Inherited CardioKitDx, utilizando a plataforma
Health in Code Client Site. O acesso a esta ferramenta faz-se através de:
www.clientsite healthincode.com.

A pipeline utilizada utiliza cinco chamadores que aumentam significativamente a
especificidade e a sensibilidade e gera, por variante, parametros consensuais de
cobertura e qualidade, aos quais é possivel aceder individualmente.

081 | Envio dos ficheiros de sequenciacao

O1 Antes de aceder a Client Site de Health in Code, S.L, € necessario carregar os
ficheiros FASTQ de cada amostra na plataforma através da ferramenta
transfer.healthincode.com. Por motivos de seguranca, enviaremos os dados
de ligacdo ao responsavel pelo carregamento dos dados.

Para aceder, deve introduzir os dados recebidos de “Nome de utilizador”
e "Palavra-passe” na janela pop-up, conforme ilustrado na imagem seguinte:

healthincode

Nombre de usuario o email

Contrasefia

Figura 25. Janela de acesso & ferramenta transfer.healthincode.com

N NOTA: no inicio do projeto, a Health in Code, SLL. fornece ao utilizador o modelo e a

configuracao necessarios. Da mesma forma, € necessario especificar o equipamento
com o qual foi realizada a sequenciagao.
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02 Apos iniciar a sessao, o utilizador pode aceder as varias pastas do seu perfil
de utilizador (figura 26):

B Todos los archivas +

Datos

Figura 26. Acesso da pasta do utilizador

03 Para carregar os ficheiros, entre na pasta "Dados” dentro da pasta do utilizador
e carregue na pasta “Upload” (figura 27) os ficheiros necessarios indicados abaixo:

Ficheiros FASTQ gerados pelo sequenciador
SampleSheet do ensaio
Modelo que contenha os dados da amostra e a associacao do FASTQ com:

Centro/Hospital

Requerente

Fendtipo ou fendtipo suspeito

Iniciais do paciente

ID da familia

ID do paciente

Data de nascimento

Sexo (masculino/feminino)

Nome do ficheiro FASTQ correspondente a amostra

SOOI

Nl IMPORTANTE

E necessdrio especificar o nome completo do kit utilizado: Inherited CardioKitDx.

B Todos las archivos Datos +

[l 20230905 _LHO0206_0005_AZZ7VLTLTS ‘ 5368 hace 7 dias

upload . I haca & dias

mdSsum_novaseqsl3_tandaZ 56 KB hace segundos

i reync_3.1.2-2. Tubuntul.5_amdés . 327 KB hace segundos

Figura 27. Estrutura da pasta do utilizador.
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Uma vez carregados 0s FASTQ e o modelo com as informacdes necessarias, a equipa
da Health in Code, S.L. gera o estudo correspondente ao projeto e o utilizador pode
iniciar a analise com as informacgdes disponiveis na plataforma Client Site.

082 | Acesso a plataforma e gestdo de pedidos

Para aceder a plataforma Client Site, € necessario um nome de utilizador e uma
palavra-passe que serdo fornecidos por correio eletrénico pela nossa equipa de Tl da
Health in Code, SL. Se for a primeira vez que acede, por motivos de seguranca, ser-lhe-a
solicitada uma nova palavra-passe.

Uma vez dentro da plataforma, o ecra inicial mostra graficos e estatisticas sobre todos
os estudos solicitados.

No menu "Projetos/Pedidos” é apresentada uma lista detalhada dos projetos (figura 28).
A tabela contém os codigos de identificacdo dos projetos/pedidos e a amostra que lhes
esta associada, cliente/centro, data de registo, data prevista de conclusao, data de
conclusao (projetos concluidos), ID do paciente e estado atual.

Através do botao B3, acede-se aos detalhes do projeto. O utilizador pode procurar
informacdes mais especificas utilizando os filtros que se encontram no cabecalho da
tabela ou realizar uma procura mais detalhada com o botao “Advanced search” Os dados
apresentados podem ser exportados em formato XML ou Excel, clicando no botao
que se encontra no canto superior direito do ecra.

ts/Requests
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Figura 28. Lista de projetos

No ecra "Detalhes do projeto”, e possivel encontrar informacdes sobre a data de registo,
a amostra associada, o cliente/hospital, etc. Nos separadores “Estudos”, “Documentos”,
“Estado”, "Relatorios” e "Acesso”, sdo apresentadas informagdes adicionais sobre o projeto.

No menu "Estudos”, localizado em “Projetos/Pedidos”, aparece uma lista detalhada dos
estudos acessiveis (figura 29). A tabela contém informacdes sobre os servicos e paineis
solicitados para as amostras, o cliente, a data de registo, o estado atual da amostra e os
dados relacionados com a identificagao do paciente e amostra.
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Figura 29. Lista de estudos

Assim como no painel “Projetos/ Pedidos”, € possivel procurar informacgdes mais
especificas utilizando os filtros ou o botao “Advanced search” Os dados apresentados
podem ser exportados em formato XML ou Excel.

Através do botdo B, ¢ possivel aceder aos detalhes do estudo. Nesta pagina, encontra-se
a informacdo sobre o servico de pedidos, o painel, a biblioteca selecionada, variantes
geneticas detetadas, estatisticas de cobertura, CNV, visor IGV para rever o alinhamento,
ficheiros transferiveis (entre os quais se encontram os ficheiros FastQ e os ficheiros de
alinhamento), parametros de qualidade (entre os quais se encontra o STID), etc.

083 | Estatisticas de cobertura

Atraves do separador com o mesmo nome, € possivel aceder as estatisticas de cobertura.
Em primeiro lugar, aparece uma tabela de resumo com dados de cobertura das bibliotecas,
seguida de varios graficos interativos representativos da cobertura obtida.

Por ultimo, é incluida uma lista de cobertura por regido (figura 30), que inclui um filtro
de procura avancada, atraves do qual é possivel alterar os dados apresentados na tabela,
que pode ser exportada para o Excel.
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Figura 30. Estatisticas de cobertura por regiGo

084 | Filtragem de variantes

Atraves do separador “Variantes”, acede-se ao filtro de variantes predefinido, concebido
para mostrar apenas as variantes mais relevantes, com um valor de qualidade superior a
100 (a qualidade maxima é de 250).
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O filtro pode ser alterado ou eliminado clicando no botao "Procura avancada”, onde é possivel
filtrar por gene, prioridade (prioritarios, secundarios ou candidatos), cromossoma, tipo de
variante, etc. Para eliminar um filtro, & necessario clicar em “Limpar filtro” e, em seguida, em
“Procurar”. Se pretender alterar o filtro, depois de alterar os parametros, clique em “Procurar”.

Os trés tipos de prioridades dos genes disponiveis sdo:

Bl Genes prioritarios: Aqueles genes para os quais existe evidéncia clinica e funcional
suficiente para os considerar como estando relacionados com a doenca. Estes genes
estao incluidos nas diretrizes clinicas.

Bl Genes secundarios: Aqueles genes relacionados com a doenca, mas com um nivel
de evidéncia inferior.

Bl Genes candidatos: Aqueles genes potencialmente relacionados com a doenca, mas
com evidéncia insuficiente em humanos para os colocar nas categorias anteriores.

A lista de variantes mostra informacdes relevantes para cada variante identificada
no estudo:

N Nome de variantes em niveis: cromossomico, gendmico e cADN.

N A contagem (detecdes/numero de vezes que o gene foi estudado) da variante na
base de dados global da HIC, bemn como a contagem apenas em pacientes
relacionados com a contagem do requerente.

N A frequéncia da variante na base de dados gnomAD.

N A patogenicidade da variante incluida na base de dados da Health in Code, SL., bem
como a patogenicidade estabelecida manualmente pelo utilizador.

N Valores diferentes de qualidade.
N Resumo das populacdes relacionadas com a variante.

N Indicadores de patogenicidade relatados pela base de dados ClinVar, bem como
a pre-selecao da variante como relevante pela equipa clinica da HIC ou pelo utilizador.

Para cada variante detetada, existe uma pagina que detalha informacgdes ao nivel da
proteina, cADN e ADN, bem como informacdes sobre 0 gene associado, estatisticas
populacionais, preditores e artigos relacionados com a variante e a sua ligacao a
PubMed. E possivel aceder a estas informacoes através do botao I de cada variante.

Atraves de "Populacdes e preditores”, aléem de aceder a diferentes estatisticas da
variante na populagao, incluindo uma propria da HIC, sdo mostrados diferentes
ligacBes a bases de dados externas, como OMIM, NCBI, HGNC, HPO, etc.

085 | Categorizacdo das variantes

Os utilizadores podem definir o valor de patogenicidade das variantes nos seus estudos.
Este valor pode ser alterado na seccao de detalhes de cada variante, no campo de
“Patogenicidade” (figura 31), onde aparece um menu pendente com as diferentes opc¢des.
Além disso, é possivel rever o historico dos valores que foram definidos ao longo do
tempo. Este valor aparece na tabela de resultados com o acrénimo “Pat”. Os utilizadores
podem filtrar estes valores utilizando a procura avancada.
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Figura 31 Estabelecer a patogenicidade.

E possivel marcar e desmarcar como variante pré-selecionada todas as variantes de
interesse, clicando no botao B, localizado na lista de resultados. Estas variantes serao
indicadas na coluna “info” com um simbolo de estrela azul, enquanto as variantes
pre-selecionadas pela equipa clinica da HIC aparecerao com uma estrela vermelha.

As variantes pre-selecionadas podem ser filtradas com a procura avancada.

Na procura avancada de variantes, e possivel filtrar por aqueles fenotipos que estao
incluidos na base de dados HPO e que estdo associados a cada uma das variantes. O botdo
info mostra os genes associados ao fendtipo incluido no filtro. Alem disso, a pagina que
detalha cada variante contém uma tabela com os fendtipos HPO associados a essa variante,
juntamente com uma ligacao direta para a base de dados HPO. A procura avancada pode
utilizar estes termos para filtrar as variantes relacionadas.

Os dados apresentados na tabela de variantes podem ser exportados em formato Excel
clicando no botao da parte superior direita da tabela. Os dados exportados contém
os detalhes de cada variante incluida na tabela inicial e informacdes relevantes sobre a
populacao, preditores, bem como os valores estabelecidos pelo utilizador sobre
patogenicidade e variantes pré-selecionadas.

Selecionando o botdo “"Gerar relatorio”, situado acima da tabela de variantes, é gerado um
relatorio em formato .docx, disponivel em inglés e em espanhol. Este relatorio inclui todas
as variantes pré-selecionadas pelo utilizador, bem como os comentarios associados a
cada variante, e um espaco para o utilizador gerar comentarios sobre o estudo, que pode
ser preenchido no painel de detalhes do estudo, selecionando o botdo “Adicionar
resultado”. Alem dos dados da variante, o relatorio inclui informacoes de bases de dados
como a gnomAD e a EVS.

086 | Analise de grandes rearranjos (CNVs)

A analise de grandes reordenacdes ou CNV (variagao no numero de copias) a partir de dados
de sequenciacao NGS consiste numa correlagao entre o numero de leituras normalizadas de
uma regido em relagao ao numero de copias de ADN para a referida regido.
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Dado que o numero de leituras deve ser normalizado entre diferentes amostras, a
variabilidade entre amostras agrava a identificacao das CNV e, por este motivo, € muito
importante homogeneizar, na medida do possivel, as condi¢des experimentais entre
diferentes amostras e entre diferentes regides gendmicas de uma mesma amostra. Para
reduzir a variabilidade e garantir uma analise correta das CNV, é recomendavel seguir as
recomendacdes abaixo:

01 E necessario que as condigdes de preparacdo das bibliotecas e do processo de
captura sejam homogéneas e, para tal, os diferentes passos devem ser realizados de
forma simultanea com as amostras do mesmo ensaio de sequenciacao, utilizando em
simultaneo os mesmos equipamentos e seguindo as indicacdes especificadas na
seccao 7 deste documento.

02 O ADN inicial e outra fonte de variabilidade. Por conseguinte, € aconselhavel que
todos os ADNs analisados tenham sido extraidos seguindo os mesmos protocolos
de extragao.

Quando as amostras pertencentes ao mesmo ensaio sdo processadas bioinformaticamente
com a pipeline, inicia-se a analise das CNV. Selecionando o separador "CNVs" dentro de um
estudo, é apresentada a ligacao atraves da qual se acede a analise.

A analise baseia-se na comparacao dos padrdes de cobertura ao longo de todas as amostras.
Em primeiro lugar, gera-se um modelo de cobertura para cada corrida utilizando todas as
amostras que esta contém. Para construir um bom modelo de cobertura, o software necessita
de um minimo de oito amostras processadas com o mesmo protocolo e sequenciadas em
conjunto, uma vez que as amostras de uma corrida serao agrupadas por semelhanca, pelo
que nem todas serao utilizadas para fazer a referéncia de todas as bibliotecas da corrida.

O processo de analise ira reportar todas as regides candidatas nas quais foram
detetadas potenciais CNV e atribuir-lhes-a uma classificacao e medic¢des, que permitem
avaliar a confianca de cada CNV candidata. Na figura 30, encontramos um exemplo de
detecao das CNV.

Na tabela de CNV candidatas (figura 32, A), € mostrada cada CNV com uma série de
informacdes associadas. Ao posicionar o rato sobre o cabecalho, € mostrada uma breve
descrigao da fungao de cada coluna. Algumas delas sao:

Classificagao de qualidade: com uma escala de O a 10, avalia de forma crescente
a confianga de que a alteracdo detetada seja provocada por uma CNV real. Esta
classificagao de qualidade € influenciada pelo tamanho do evento, pelos
breakpoints detetados, pelo racio, pela variagao do racio ao longo da regiao
afetada, pelo desvio em relacdao ao modelo e pela cobertura.

Dev (desvio): representa o desvio do sinal da amostra estudada em relacao
ao sinal de referéncia. O segundo valor (marcado a cinzento) representa a
variacdo associada a essa medida.

Racio: representa o racio entre o sinal problema e o de referéncia. O segundo
valor (marcado a cinzento) refere-se a variagao associada a essa medida.
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Figura 32 Plot das CNV.

A. Lista de loci candidatos a serem afetados por uma CNV, enumerados da maior para a menor classificagdo de qualidade.

B. Para a CNV selecionada, as coberturas normalizadas para todas as amostras incluidas na andlise (a preto), para a amostra
selecionada (a vermelho) e para um modelo de referéncia gerado durante a validagéo (a verde).

C. Para a CNV selecionada, indices de zigosidade da amostra selecionada (a vermelho) e das restantes amostras incluidas

na andlise (a preto).

As CNV apresentadas podem ser filtradas, clicando no bot&o do filtro Y, localizado na
tabela de genes candidatos, na parte superior esquerda. S3o apresentados cinco filtros
recomendados. Sao os seguintes:

N\l Filter candidates with not compatible split reads information: filtra todas as CNV
parciais nas quais nao sdo encontradas leituras que cubram tanto a zona com CNV
como a adjacente, conhecidas como leituras divididas, e, por conseguinte, sao
suscetiveis de serem um FP.

N\l Filter not germinal characteristics ratios: filtra todas as CNV com racios fora
do intervalo estabelecido pelo filtro.

Nl Filter not stable ratios: filtra todas as CNV com racios nao estaveis de acordo
com os valores estabelecidos.

Nl Filter not clear deviation: filtra todas as CNV com um baixo desvio da cobertura
em relacdo a referéncia.

N Filter low scored candidates: filtra todas as CNV com uma classificacdo de qualidade
inferior a 7, devido a sua elevada probabilidade de serem um FP.

Além disso, no ecra de filtragem, é possivel eliminar ou adicionar genes dentro dos grupos
prioritarios, secundarios e candidatos.

Devido ao seu elevado valor preditivo, € recomendada a utilizagao dos filtros de eventos
sem Split reads, low scored e de baixo desvio da cobertura.
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IMPORTANTE: verifique o sexo atribuido a amostra. Se o sexo atribuido nao for o previsto,
pode ocorrer um FP nos cromossomas sexuais. O sexo aparece na parte superior do ecrg,
centrado junto ao cédigo HIC da amostra.

Por ultimo, e realizada uma verificacao de qualidade para cada execucao, que atribui
valores de qualidade gerais a cada analise das CNV. E possivel aceder a esta verificacao
através do icone &, localizado na parte superior do ecra de analise das CNV.

o
-

A —

Figura 33. Grdficos de qualidade da andlise das CNV

Na figura 33, pode observar-se um exemplo desta analise. Os graficos superiores
mostram a distribuicao das coberturas da amostra em relacao as restantes amostras da
analise. Do lado esquerdo, as amostras que ndo foram utilizadas na analise das CNV desta
amostra estao marcadas a cinzento e, do lado direito, pode observar-se o mesmo grafico
sem essas amostras. Os graficos inferiores mostram, da esquerda para a direita:
distribuigao de tamanhos do fragmento, marcando a azul a amostra em questao e o
restante em cores diferentes, consoante as populacdes de tamanhos; mapa de grupos,
permitindo visualizar cada grupo com uma cor e comparar as diferencas entre a
biblioteca analisada (contornada a vermelho) e as restantes bibliotecas do mesmo grupo
(marcadas com a mesma cor) e bibliotecas de outros grupos (marcadas com outras cores);
diagrama de caixas da semelhanca das bibliotecas e o valor preditivo da analise.
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Segue-se uma lista dos possiveis resultados inesperados e as diretrizes para a sua
resolucdo ao longo do protocolo de preparacao de bibliotecas e sequenciagao utilizando
Inherited CardioKitDx. Para a resolucdo de outros problemas gerais do equipamento
Magnis que nao aparecem nesta seccao, consulte o manual do utilizador do instrumento.

A utilizacao do ecra tactil para a configuragdo do ensaio apresenta problemas
de funcionalidade:

Em alternativa aos controlos do ecra tactil, € possivel utilizar um rato ligado por USB
a qualquer uma das duas portas localizadas na parte frontal do instrumento. Uma
vez ligado, e possivel efetuar selecdes na interface apresentada no ecra tactil.

Para restabelecer a funcionalidade do ecra tactil, @ necessario reiniciar o sistema.

As luzes do indicador LED do instrumento acendem-se a vermelho e o ecra tactil
apresenta a mensagem de erro: “Teach points are shifted. Please perform auto
teaching from the Settings screen”:

Esta mensagem de erro aparece quando a Instrument Health Check (IHC) nao passou
em algum dos seus pontos de controlo, o que indica que esse ponto pode estar oculto
ou que o instrumento necessita de realizar uma rotina de programacao Auto Teaching
antes de configurar um ensaio. Para preparar o equipamento para o ensaio, execute
0s seguintes passos:

01 Verifique se todas as posicdes do equipamento estdo isentas de material
consumivel do kit e outros residuos. A presenca de qualquer material no
equipamento pode impedir a detecdo bem-sucedida de todos os pontos
de controlo verificados.

02 Limpe a janela do leitor do codigo de barras de acordo com as instrugdes de
limpeza do guia do utilizador do equipamento Magnis. Residuos ou impressdes
digitais no leitor podem escurecer os pontos de controlo verificados e,
consequentemente, causar uma falha na verificagao.

03 Reinicie o sistema. Apos iniciar sessdo, o instrumento realiza outra IHC. Se esta
verificacdo de estado for concluida com sucesso, pode retomar o processo de
configuracao sem realizar a rotina Auto Teaching.

Se a IHC nao for concluida com sucesso, a rotina de Auto Teaching deve ser realizada
seguindo 0s passos abaixo:

O1 No ecrda Home, abra o ecra Settings e prima Auto Teaching. Siga as instru¢des que
aparecem no ecra tactil. O processo de Auto Teaching demora aproximadamente
30 minutos e exige a presenca do utilizador para a colocacdo do material de
laboratorio no instrumento.
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02 Apos a conclusdo do processo de Auto Teaching, inicie a configuracdo do ensaio
premindo “Run Protocol” no ecra "Home".

As luzes do indicador LED do instrumento acendem-se a vermelho e o ecra tactil
apresenta uma mensagem de erro da Instrument Health Check (IHC):

Recomenda-se reiniciar o instrumento apos uma falha da IHC, seguindo os passos
indicados abaixo:

01 Na caixa de dialogo de erro, prima “Cancel” para recusar o inicio do teste
de diagnostico.

02 Prima o icone de erro na parte inferior do ecra e registe o codigo de erro para
possivel utilizacdo na resolucdo de problemas com a assisténcia técnica da Agilent.

03 Desligue o instrumento premindo o botao de ligar na parte frontal do instrumento.

04 Verifique se todas as posicdes do equipamento estdo isentas de material
consumivel do kit e outros residuos. A presenca de qualquer material na unidade
do instrumento pode interferir com a IHC apos o reinicio.

O5 Ligue o instrumento premindo o botao ligar/desligar.

06 Apos iniciar sessao, o equipamento realiza outra IHC. Se esta verificacdo de
estado for concluida com sucesso, inicie a configuracao do ensaio. Se a IHC falhar
novamente, contacte o servico de assisténcia técnica da Agilent para obter apoio.

O ecra Verify Labware indica um problema com um ou mais componentes do material
de laboratorio ap6s a verificagao automatizada do material:

Se todos ou a maioria dos materiais de laboratdrio ndo passarem na verificacao, pode
ser necessario limpar a janela do leitor. Consulte o Guia do utilizador do instrumento para
seguir as instrugdes de limpeza. Apos concluir a limpeza, repita o passo Verify Labware.

Se apenas um ou alguns componentes do material de laboratdrio ndo passarem na
verificacao, prima o icone de erro da parte inferior do ecra para expandir as informacoes
da posicdo com erro e, assim, consultar o motivo da falha.

O Se o leitor de cédigo de barras ndo conseguir ler um componente especifico
do material de laboratdrio:

Verifique se o material de laboratdrio esta presente na posicao pretendida e
corretamente orientado (consulte a seccao 7 deste documento para ver os passos
completos de carregamento do equipamento). Se existirem erros, corrija-os e repita
0 passo Verify Labware. Se todos 0os componentes estiverem presentes e orientados
corretamente, inspecione visualmente o codigo de barras para verificar a sua
integridade. Para uma leitura bem-sucedida, os codigos de barras ndo devem
apresentar riscos, manchas, condensacao, obstrucao por selos de aluminio ou marcas
de escrita ou de outro tipo no material plastico. Caso exista algum codigo de barras
danificado, é necessario substituir o componente e repetir o passo Verify Labware.

O Se o material de laboratdrio lido tiver expirado:

Substitua qualquer componente expirado por componentes nao expirados e,
em seguida, repita o passo Verify Labware.

O Se o material de laboratdrio lido estiver numa posicéo incorreta:

Substitua o material de laboratorio inadequado pelo componente correto e repita
0 passo Verify Labware.
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Tamanhos superiores aos esperados apos a fragmentag¢do mecanica do ADN:

Qualquer bolha presente no filamento dos microTUBEs do sonicador pode interferir
na fragmentacao. Certifique-se de que ndo existem bolhas antes de prosseguir com
a fragmentacao, centrifugando os microTUBEs brevemente, se necessario.

Tamanhos superiores aos esperados apos a fragmentacdo enzimatica do ADN:

O 0 protocolo de fragmentacao inclui passos de descongelagao, controlo de
temperatura, pipetagem e mistura, necessarios para um desempenho ideal
do processo.

O A utilizacao de termocicladores diferentes dos indicados pode implicar um ajuste
dos tempos de incubacao.

O Certifique-se de que cumpre todas as instrugdes antes de iniciar o protocolo.

O Verifique a auséncia de bolhas antes de colocar as reagdes de fragmentagao no
termociclador. A presenca de bolhas pode reduzir a eficiéncia do processo.

O Certifique-se de que estd a utilizar material consumivel compativel com
o termociclador utilizado, caso contrario, ndo obtem um desempenho
ideal do processo.

O ecra tactil mostra um valor de Time Remaining de 0:00 no fim do ensaio durante
algum tempo sem passar para os ecras de ensaio/colheita de amostras:

O valor Time Remaining apresentado no ecra tactil é apenas uma estimativa do tempo
restante do ensaio e pode permanecer em 0:00 durante varios minutos antes de o
sistema estar pronto para iniciar a colheita de amostras. Isto nao é indicativo de
problemas no ensaio ou no instrumento.

Baixo desempenho das bibliotecas pds-captura:

Verifique se a amostra de ADN de entrada cumpre as diretrizes de qualidade
e concentracdo especificadas.

Verifique se o ensaio foi configurado para a concentracdo e qualidade adequadas
de ADN. No separador Run Setup do ecra Post Run Data, pode rever a configuracao
dos ensaios realizados.

Verifique se os ensaios sao realizados em condi¢cées de humidade de 30% a 70% (sem
condensacdo). Fora deste intervalo de humidade, o desempenho pode ser afetado.

Um desempenho muito baixo ou nulo numa ou mais amostras do ensaio pode ser
indicativo de um problema com as pontas utilizadas no ensaio. Para realizar o
protocolo corretamente, as caixas de pontas devem estar completamente cheias,
bem fixas e dentro dos quadros das suas plataformas.

Densidade do cluster diferente do esperado:

Neste caso, é recomendavel rever a quantificacao das bibliotecas e o protocolo
de geracao do pool de bibliotecas antes de sequenciar.
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Erros no STID:

No caso de utilizar os reagentes de rastreabilidade de amostras fornecidos pela
Health in Code, SL., é possivel que o STID nao coincida com o esperado. Nesse caso,
e recomendavel verificar os STID especificados na folha de amostras.

Problemas de cobertura:

Os problemas de cobertura que afetam outras regides, alem das incluidas na seccdo
de limitagdes do kit, podem ser causados por uma qualidade deficiente do ADN ou
por problemas no protocolo de preparacao e/ou captura das bibliotecas. E
recomendavel verificar a qualidade do ADN inicial e, se o problema de qualidade
afetar todas as amostras, € aconselhavel rever todos os passos do protocolo.
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[0 Limitacoes

101 | Analiticas

O OKit Inherited CardioKitDx foi concebido para identificar variantes do tipo SNV e
INDEL nas regides codificantes dos genes especificados na seccao 2 deste documento.
A Health in Code, SL. apenas garante a identificacdo correta deste tipo de variantes
em regides nao codificantes que pertencam a uma das seguintes categorias:

N\ Distancia ao exao codificante inferior a 10 pb.
N Cumprimento dos critérios de qualidade estabelecidos.

Nl Variantes intrénicas de interesse clinico, catalogadas como
hotspot e especificadas na seccao 2 deste documento.

N Variantes em regides ndo traduzidas (UTR, do inglés untranslated region)
e nos promotores que tenham sido explicitamente detalhados na seccao
2 como regides-alvo.

O Atecnologia utilizada ndo proporciona uma boa sequenciacao em regides ricas em
CG, que apresentam uma elevada homologia na sua sequéncia, como podem ser
genes homologos, pseudogenes, etc, podendo dar origem a falsos positivos ou
negativos. As regides do Inherited CardioKitDx com uma homologia de 100% com
regides pseudogenicas estao listadas abaixo.

Tabela 10. Lista de regiées pseudogénicas.

IMG-390 V.10

Cromossoma P.os.i(.;éo Po;igéo Ll Categoria
inicial final ((s]9))

CASZ1 chrl 10698999 10700116 118 exdo-cADN
OBSCN chrl 228522781 228522999 219 exdo-cADN
OBSCN chrl 228523000 228523009 10 intrao-spl
OBSCN chrl 228566122 228566131 10 intrao-spl
SPEG chr2 220299700 220300087 388 exdo-cADN
SPEG chr2 220312696 220313993 1298 exdo-cADN
SPEG chr2 220347820 220349794 1975 exdo-cADN
OBSL1 chr2 220422341 220422350 10 intrao-spl
PKD2 chr4 88928886 88929480 595 exdo-cADN
PKD2 chr4 88929481 88929490 10 intrao-spl
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SYNGAPI1 chré 33388042 33388108 67 exao-cADN
SYNGAPI1 chré 33388109 33388118 10 intrédo-spl
KCNK17 chré 39278659 39278668 10 intrdo-spl
GATADI chr7 92077293 92077302 10 intrao-spl
GATA4 chr8 1565822 1566437 616 exdao-cADN
SURF1 chr9 136223176 136223185 10 intrao-spl
SURF1 chr9 136223266 136223275 10 intrédo-spl
SURF1 chr9 136223276 136223329 54 exao-cADN
NOTCH]1 chr9 139440178 139440238 61 exdao-cADN
MYH6 chri4 23852530 23852539 10 intrao-spl
SCNIB chri9 35521725 35521764 40 exao-cADN
SCN1B chr19 35521765 35521774 10 intrao-spl
RRAS chr19 50139110 50139119 10 intréo-spl
SNTAI chr20 320317 32031426 310 exdao-cADN
TXNRD2 chr22 19929214 19929223 10 intrao-spl
TXNRD2 chr22 19929224 19929326 103 exao-cADN

O Abaixo dos parametros de qualidade estabelecidos, ndo podemos garantir os
resultados obtidos.

O Atecnologia NGS ainda nao é considerada a técnica Gold Standard para alguns tipos
de mutacao, pelo que se recomenda, sempre que possivel, confirmar os resultados
positivos atraves de uma tecnologia complementar e normalizada.

O Todos os dados e informagdes obtidos devem ser avaliados e interpretados pelo
medico, de forma integrada, juntamente com o restante das informacdes clinicas
do paciente.

O Todos os dados e informacdes obtidos devem ser avaliados e interpretados
clinicamente pelo medico, de forma integrada, juntamente com o restante das
informacdes clinicas do paciente e outros resultados de exames analiticos ou
de imagem complementares.

10.2 | Equipamentos

O kit Inherited CardioKitDx foi validado utilizando o seguinte termociclador para
a fragmentacao do ADN.

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) para a fragmentacao enzimatica.
MEZ220 Focused-ultrasonicator (Covaris) para a fragmentacdo mecanica.

Se utilizar outra marca ou modelo de termociclador, pode ser necessario ajustar
o programa de amplificacao. Contacte a nossa assisténcia técnica para qualquer
questao ou esclarecimento.
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O kit Inherited CardioKitDx foi validado utilizando o seguinte equipamento automatizado
de preparacao de bibliotecas:

Magnis NGS Prep System, da Agilent Technologies (cat. n.° G9710AA)

O kit Inherited CardioKitDx foi validado utilizando a seguinte plataforma de sequenciacao
massiva com a concentragao de carga especificada:

NextSeq 500/550 System (Illumina):
Concentragao de carga validada 2 12 pM

Este kit € compativel apenas com plataformas de sequenciacdo massiva da lllumina.
Se forem utilizados outros equipamentos de sequenciagdo massiva que nao o
NextSeq 500/550 System, a concentracao final das bibliotecas tem de ser ajustada
as especificacdes dos protocolos especificos dessas plataformas.

10.3 | Reagentes

O kit Inherited CardioKitDx foi validado utilizando os reagentes incluidos no kit e os
recomendados na sec¢do 6 deste manual (equipamentos e materiais necessarios nao
fornecidos).

Para a sequenciacao por NGS, recomenda-se a utilizacao dos reagentes recomendados
pelo fornecedor do sequenciador: Illumina.

Em caso de duvida, contacte a assisténcia técnica da Health in Code, S.L.

104 | Plataforma de analise bioinformatica

O kit Inherited CardioKitDx foi validado utilizando a plataforma Client Site, uma plataforma
de analise bioinformatica para diagnostico in vitro. Essa plataforma inclui uma pipeline de
analise projetado especialmente para o Inherited CardioKitDx, que permite a detecao de
todos os alvos especificados na seccao 2 deste documento.

Caso utilize outra plataforma de analise, a Health in Code, SL. nao se responsabiliza
pelos resultados obtidos.

105 | Estabilidade do produto

O funcionamento ideal deste produto é confirmado desde que sejam aplicadas as
condicdes de armazenamento recomendadas especificadas dentro da data ideal do
produto associada a cada lote de producao.
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Contacte o departamento técnico para
qualquer esclarecimento sobre as aplicacbes
deste produto ou sobre os seus protocolos:

@ tech.support@healthincode.com
Q 434963212340

healihincode

Conheca todos os SoSs
kits de diagnosti
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