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Apresentacao
Prezado(a) Colega,

Nesta apostila, abordaremos a unidade intitulada "Complexidade
da Informacao Genética”.

Esta fase é crucial para assegurar o éxito e a precisao na
execucao do projeto. Agradecemos pela oportunidade de
compartilhar esses conceitos com todos vocés.

Desejamos 6timos estudos!

Atenciosamente,

Equipe Mapa Genoma Brasil
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1. Variacdo genética

Como pode ser observado, a organizagao
da informacado genética é complexa.

Com a conclusao do sequenciamento do
genoma humano, muita atenc¢ao tem sido
direcionada a descoberta e a catalogacao
da variagdo no sequenciamento entre
diferentes individuos (incluindo tanto
individuos saudaveis como aqueles

com vdrias doencas) e entre diferentes
populac¢oes ao redor do mundo.

Ha milhares de variantes comuns que sao
vistas numa frequéncia significativa em
uma ou mais popula¢oes. Além disso, ha
variantes muito raras, muitas das quais
provavelmente s6 existem em somente
um ou poucos individuos. Todo e qualquer
tipo de variacdo pode influenciar a funcao
bioldgica e, portanto, deve ser contabilizada
em qualquer tentativa de compreender a
contribuicdo da genética a saude humana
(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

Assim, as variagoes genéticas no DNA sao
alteracdes no DNA em relacdao ao DNA
considerado referéncia. Ou seja, temos uma
sequéncia de um gene que € observada

na maioria da populac¢ao, e podemos
observar variacdes nessa sequéncia
(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

Anteriormente, para alteracdes no DNA
se utilizava o termo mutacdo. No entanto,
uma vez que esse termo estd associado

a ocorréncia de doenca, optou-se por
alterar o termo para variante genética.
Isso porque nem toda alteracdo genética
estd associada a ocorréncia de doencas.

A maioria das variantes genéticas nao
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estd associada ao desenvolvimento de
doencas. Temos variantes genéticas

que correspondem a variagdo entre as
pessoas, levando a composicao genética
Unica que cada ser humano possui.

Essa diversidade de composicao genética
entre individuos da mesma espécie que
contribui para a diversidade fenotipica
que observamos. Por exemplo essas
alteracdes no DNA e contribuem para
que uma pessoa tenha olhos escuros ou
claros, seja mais alta ou mais baixa, tenha
cabelos lisos ou ondulados. Esses sao
apenas alguns exemplos de como essas
variantes genéticas podem influenciar

as caracteristicas fenotipicas dos seres
humanos e de outras espécies também.

As variantes genéticas podem ser
classificadas em em duas categorias:
cromossémicas e génicas.

Vocé
sabia?

A trissomia do cromossomo 21,
resulta em diversas alteracoes
neurolégicas, cardiovasculares, dentre
essas, se observa um maior risco

no desenvolvimento de tumores

hematoldgicos (leucemias e linfomas).

A crianga portadora da Sindrome de Down
que desenvolve leucemia, apresenta uma
doenca de risco elevado para recidivas,

uma vez que a doenca é mais agressiva.
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Variacoes cromossdmicas

As variacdes que afetam o nimero
de cromossomos de uma célula
sdao chamadas de aneuploidias.

Como exemplo mais conhecido, temos a
Sindrome de Down, na qual o observamos
trés (e ndo duas) cépias do cromossomo
21, sendo observada a trissomia do
cromossomo 21 (NUSSBAUM, MCINNES,
WILLARD, 2016) (Figura 1) uma sequéncia
idéntica ou uma forma com algumas
diferencas, e isso é chamado de alelo.

O individuo recebe um dos pares dos
cromossomos do pai e o outro, da mae
(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

A Figura 1 apresenta um cariotipo com os

22 autossomos e 0S Cromossomos sexuais.
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Figura 1 - Mutagao gendmica — trissomia do cromossomo
21. E possivel observar trés cromossomos 21 que estao
associados a Sindrome de Down.

O ser humano possui 23 pares de
cromossomos, sendo 22 autossomos e um
par de cromossomos sexuais (XX no sexo
feminino e XY no sexo masculino).

A quantidade de cromossomos normal em
uma célula € denominada euploidia.

Ja as variagOes gendmicas alteram o
numero de cromossomos, e resultam em
uma célula com aneuploidia.

A aneuploidia é uma caracteristica
observada na célula neoplasica, uma vez
que o tumor cresce de forma desorganizada,
tem o DNA desorganizado, resultando

em células com quantidade anormal de
Cromossomos.



Alteracoes cromossdmicas
estruturais

As alteracbes cromossOmicas estruturais
caracterizam-se por alteracoes da
morfologia dos cromossomos. Elas podem
ser do tipo delecao, duplicacao, inversao e
translocacdo. Nas delecdes ocorre quando
um fragmento do cromossomo é perdido
e, consequentemente os genes daquela
regiao. Nas duplicagdes um segmento

do cromossomo € duplicado. Quando
ocorre a inversao de um fragmente do
cromossomo, constitui-se uma inversao. Ja
no caso das translocagdes, um fragmento
de um cromossomo é transloucado para
outro cromossomo. Na figura 2 observa-
se as principais alteracoes estruturais
cromossémicas descritas acima. (NUSSB\
AUM, MCINNES, WILLARD, 2016). Dentre
as variagoes cromossémicas, podemos
citar a translocagao entre o cromossomo
9 e 0o cromossomo 22. Nesta translocagao,
observamos quebra e troca de material
entre 0s dois cromossomos.

Essa translocacdo da origem ao
cromossomo Filadélfia (Ph+), que foi

Voceé sabia?
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descrito em 1976 como causador de
leucemia mieloide crénica. A leucemia
mieloide cronica pode ocorrer em razao a
uma proteina de fusdo BCR-ABL. A proteina
de fusao ocorre porque No CroMOSsOMO
esta o gene BCR e no cromossomo esta o
gene ABL. Na forma normal, portanto, esses
genes produzem a proteina BCR e a ABL
de forma separada. Com a translocacao,

a sequéncia do gene BCR recebe a
sequéncia do gene ABL, formando a
sequéncia BCR-ABL, que leva a producao
de uma proteina BCR-ABL. Essa proteina
estimula as células da linhagem mieloide
(leucocitos), o que leva a uma proliferacdo
exagerada, com o desenvolvimento da
leucemia mieloide. A compreensao desse
exemplo é importante, porque a partir do
entendimento do mecanismo que causa

a leucemia mieloide crdnica, os cientistas
conseguiram desenvolver uma droga-alvo
para tratamento da doenca.

O imatinibe (nome comercial Glivec®) é chamado de inibidor de

tirosina-quinase, porque ele inibe uma reacdo quimica causada pela

tirosina que esta na proteina BCR-ABL. Com isso, ele interrompe
a formacao da proteina que estimula a proliferacdo das células

leucémicas.
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A Figura 2 apresenta diversos tipos de alteragdes cromossdmicas.

DELECAO DUPLICACAO INVERSAO
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Figura 2 - Diferentes tipos de altera¢des cromossdmicas.Crédito: National Human Genome Research Institute (NHGRI)
from Bethesda, MD, USA, CC BY 2.0 <https://creativecommons.org/licenses/by/2.0>, via Wikimedia Commons




Variacoes génicas

As variacoes génicas (conhecidas como
mutacoes), também sdo chamadas de
variantes pontuais, ou variantes de
ponto; alteram genes individuais e
resultam em mudancas em uma unica
base de DNA até milhares de pares de
base, mas em escala pequena para ver
detectada através de analise citogenética
(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

A mudanca de uma Unica base pode ter
um grande efeito, a depender de qual
gene estd sendo alterado, regido do gene
e também de como afetard a expressao
da proteina codificadora desse gene.

As variantes génicas podem alterar a
estrutura das proteinas, seu nivel de
expressao nas células, como elas se ligam
a outras moléculas. Essas alteracoes
podem comprometer mecanismos

células que acabam resultando no
desenvolvimento de doencas (NUSSBAUM,
MCINNES, WILLARD, 2016).
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Os tipos de variantes
incluem as seguintes:

1. Substituicao

Este tipo de variante substitui um
nucleotideo do DNA por outro.nAs
variantes de substituicdo podem
ainda ser classificadas pelo efeito
que tém na produc¢ao de proteina a
partir do gene alterado (Figura 3).

Sequéncia do DNA

Normal

Substituicao

Figura 3 - Substituicdo de uma
citosina (C) por uma timina (T).

2. Insercao

Uma insercdo altera a sequéncia de DNA
adicionando um ou mais nucleotideos
ao gene. Como resultado, a proteina
produzida a partir do gene pode nao
funcionar corretamente. A Figura 4
apresenta um esquema sobre a inser¢ao
de uma timina na sequéncia do DNA.

Sequéncia do DNA

Figura 4 - Variacdo génica com a insercao de um
nucleotideo (Adenina) e a alteracdo da sequéncia do DNA
e nos aminoacidos que serdo codificados.
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3. Delecao

Uma delecdo altera a sequéncia de DNA
removendo pelo menos um nucleotideo em
um gene. Pequenas dele¢oes removem um
ou alguns nucleotideos dentro de um gene,
enquanto dele¢des maiores podem remover
um gene inteiro ou varios genes vizinhos.

O DNA deletado pode alterar a funcao da
proteina. A Figura 5 apresenta a delecao

de um uUnico nucleotideo e a altera¢do na
sequéncia dos aminoacidos codificados.

Sequéncia do DNA

- (2

Figura 5 - Delecdo de uma citocina (C
que altera a sequéncia do DNA.

4. Insercao-Delecao

Esta variante ocorre quando uma delecao
e inser¢do ocorrem ao mesmo tempo
no mesmo local no gene. Pelo menos
um nucleotideo é removido e pelo
menos um nucleotideo é inserido. No
entanto, a mudanca deve ser complexa
o suficiente para diferir de uma simples
substituicdo. A proteina resultante
pode ndo funcionar corretamente. Uma
variante de insercdo-delecao também
pode ser conhecida como uma variante
de inser¢do-delecdo (indel)(Figura 6).

Sequéncia do DNA

Figura 6 - Insercao de uma timina
(T) e delecdo da citosina (C).

5. Duplicacao

Uma duplicagao ocorre quando um trecho
de um ou mais nucleotideos em um gene
é copiado e repetido proximo a sequéncia
de DNA original. Esse tipo de variante
pode alterar a fun¢do da proteina feita

a partir do gene. A Figura 7 apresenta a
duplicacao de um fragmento de DNA.

Sequéncia do DNA

Duplicagso

Figura 7 - Variagao génica duplicacao de
um fragmento de DNA

6. Inversao

Uma inversdo altera mais de um
nucleotideo em um gene, substituindo a
sequéncia original pela mesma sequéncia
em ordem inversa.
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Aplicacao do conhecimento
na pratica clinica

Os genes BRCA1 e BRCA2 sao genes de
reparo do DNA cuja funcdo é impedir

o surgimento de tumores por meio

da reparacdo de moléculas de DNA
danificadas. Estes genes, portanto, sao
responsaveis pela nossa prote¢do ao
aparecimento de tumores. Mas, quando
uma das copias do gene BRCAL ou
BRCA2 sofre uma alteracao pontual
germinativa, pode perder a capacidade
protetora, o que torna seu portador
mais suscetivel ao desenvolvimento de
tumores malignos, como cancer de mama,
ovario, prostata e cancer de pancreas.

Na Figura 8 apresentamos um exemplo
de relatdério de um teste genético
germinativo que mostrou uma variante
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pontual (delecdo do nucleotideo nimero
4638) no gene BRCA2. Isso causou uma
alteracdo na proteina, e a variante foi
considerada patogénica (veremos o
significado disto no capitulo seguinte
desta semana). O exame da paciente
também demonstra uma alteracdo no
gene PALB2 que foi classificada como de
significado incerto (neste gene ocorreu
uma substituicdo de timina por citosina).

Como sabemos desta mudancga no

teste genético? Pelo que chamamos de
notagdo da variante. Ela é feita de acordo
com os padroes da literatura. Assim, no
gene BRCA2 estd a notagao c.4638del

- 0 "c" representa que a alteracao foi
observada no DNA codificante, ja o "del”
representa delecdo. Ja no PALB2 esta a
notacdo c.2482T>C, o sinal ">" representa

a substituicao de um nucleotideo.

Resultado do Teste Genético Germinativo

Dados de Identificacto

Nome do paciente: MAS
Sexo: Feminino Registro: 4829529

Dados do exame

Data de nascimento: 18/02/1976

Data de coleta: 10/03,/2022

Data do relatdrio: 12/04,/2022

Razdo para realizacdo do teste: teste diagndstico para histdria pessoal ou familiar da doenca

Teste genético realizado: andlise do sequenciamento e delecio ou duplicagio de 80 genes de predisposicde ao desenvolvimento de cancer

Tipe de Amostra: Sangue periférico

RESULTADO DO TESTE GENETICO: POSITIVO

Uma variante patogénica identificada em BRCA2. O gene BRCA2 esta associado 3 sindrome hereditdria autossdmica dominante de cincer de mama e ovario
e a sindrome autossdmica recessiva de anemia de Fanconi. Também foi identificada uma variante adicional de significado incerto em PALB2.

Gene Variante
BRCA2 c.4638del (p.Phel546Leufs*22)
PALB2 €.2482T>C (p.Cys828Arg)

Zigozidade Classificacdo da Variante
Heterozigose Patogénica
Heterozigose Significado incerto

Sobre este teste genético

Este teste avalia 80 genes para variantes (mudangas) que sdo associadas com doengas genéticas. O teste genético quando combinado & histdria familiar e
outros exames pode fornecer informac8o para esclarecer o risco individual, suporte ao diagnéstico clinico, e auxiliar na defini¢do de tratamento

personalizado e estratégia de manejo.

Figura 8 - Relatdrio do resultado do teste genético de uma paciente submetida
30 teste de predisposi¢do ao cancer.
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Qual a importancia do teste
genético para o paciente?

A partir deste teste genético é possivel
identificar que a paciente apresenta alto
risco para desenvolvimento de tumores.

Individuos que nasceram com uma variante
patogénica no gene BRCA2 apresentam

um maior risco de desenvolverem cancer
ao longo da vida, chegando ao risco de
69% para o cancer de mama, 17% para

0 cancer de ovario, 27% para o cancer

de prostata e 2,5% para o cancer de
pancreas. Além disso, o risco para cancer
de mama em homens portadores destas
variantes é de 3,8% ao longo da vida.

Assim, a equipe de saude consegue sugerir
medidas que tenham como objetivo a
reducdo de risco de desenvolvimento de
cancer. Estudos apontam também para
beneficios com a terapia-alvo em relagdo a
resposta e sobrevida.

Aplicacao do conhecimento
da pratica clinica da
cardiologia

A Cardiomiopatia Hipertréfica (CMH) é
caracterizada macroscopicamente por
hipertrofia ventricular esquerda na auséncia
de outras causas, como anormalidades
estruturais, hipertensao arterial sistémica
ou hipertrofia fisiolégica devido ao
treinamento esportivo rigoroso (coragdo de
atleta), e microscopicamente por desarranjo
dos cardiomiocitos e fibrose. Apresenta
uma grande variedade de fenétipos, como
morte subita e prematura causada por

arritmia ventricular, até a presenca da
hipertrofia caracteristica em pacientes mais
velhos. A incidéncia de CMH na populacao
geral é de aproximadamente 0,2% (1:500),
sendo a forma hereditaria mais prevalente.r

A CMH é transmitida de forma autossémica
dominante e possui penetrancia
incompleta. E causada principalmente
por variantes patogénicas nos genes que
codificam os componentes do sarcémero
cardiaco, unidade de contracao muscular.
Porém ja foram descritas mutagoes em
proteinas do disco Z e moduladoras

de calcio que também podem causar a
doenca. Diversos estudos mostraram que
mutacdes patogénicas que causam CMH
sao encontradas predominantemente

em genes relacionados aos sarcdmeros

e o citoesqueleto celular, como as
miosinas, troponinas, titinas e actininas.

Mutacdes em genes que codificam
proteinas que participam do metabolismo
também podem causar hipertrofia do
ventriculo esquerdo, mimetizando o
fendtipo da CMH e requerem terapias
especificas. Essas doencas consideradas
fenocOpias apresentam similaridades

na avaliagdao ecocardiografica, porém

na avaliacdo histopatoldgica ndao ha
presenca de desarranjo do miocardio.
Temos como exemplo a doenca de Fabry
que é um distdrbio raro do metabolismo
de glicoesfingolipidos resultado da
deficiéncia da enzima alfa-galactosidase
causada por variantes patogénicas no gene
GLA. Por ser localizado no cromossomo

X, a doenca de Fabry possui um padrao
de heranca ligado ao cromossomo X e
afeta principalmente individuos do sexo
masculino e o tratamento consiste na



reposicao de enzima alfa-galactosidase.
Nestes casos, o teste genético é uma
importante ferramenta no esclarecimento
da etiologia da doenca e desfecho de
tratamento, além do manejo de familiares
potencialmente portadores da doenca.

Na figura 9 vemos um exemplo de um
relatorio de um teste genético de um
paciente de 29 anos do sexo masculino
com hipertrofia cardiaca. A intencdo do
médico ao solicitar o teste genético era
esclarecer se a hipertrofia cardiaca de
seu paciente possuia etiologia genética e
poderia ser transmitida para seus filhos.

@ RESULT: POSITIVE

One Pathogenic variant identified in GLA. GLA is associated with X-linked Fabry disease.

Additional Variant(s) of Uncertain Significance identified.

GENE VARIANT ZYGOSITY VARIANT CLASSIFICATION
GLA ¢.1066C>T (p.Arg356Trp) hemizygous PATHOGENIC

ALPK3 ¢.1502C>A (p.Ala501Asp) heterozygous Uncertain Significance

BAG3 c.1585G>T (p.Ala529Ser) heterozygous Uncertain Significance

Figura 9 - Exemplo de um relatério de um teste genético.

Mapa
Genoma Brasil
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O resultado de teste foi uma surpresa
para o médico desse paciente: a
hipertrofica ventricular dele é causada
por uma variante missense (substituicdo
de um nucleotideo que leva a troca

de uma aminoacido)no gene GLA que
codificar a proteina alfa-galactosidase

— 3 troca de uma Arginina na posicao

da proteina 356 para um Triptofano.

Este gene encontra-se no cromossomo

X. Como o paciente é do sexo masculino
€ Seus cromossomos sexuais sao XY, a
Unica copia do gele GLA que ele possui
tem uma variante patogénica que faz com
que a proteina GLA ndo funcione direito,
causando uma doenca de deposito de
glicogénio chamada doenca de Fabry.

Felizmente, ha medicac¢des especificas
para a doenca, que consiste na
reposicao dessa enzima.

Qual a importancia do teste
genético nesse contexto?

Os beneficios do teste genético sao
muitos e abrangem diversos aspectos.
Dependendo da doenca em questao, ele
pode afetar o diagnostico, prognostico

e a tomada de decisao terapéutica,
planejamento familiar além de poder
identificar membros da familia que
estdo sob risco através da abordagem
de rastreamento familiar em cascata.

O resultado genético pode direcionar
o clinico quanto ao melhor manejo do
paciente através da estratificacdo de
risco, recomendacdo de implantacao
de dispositivos ou cirurgia, ou até

14

mesmo tratamento precoce.

Esclarecer se uma hipertrofia ventricular
é causada por variantes nos genes
sarcomeéricos ou no gene da enzima
alfa-galactosidase (GLA, que causa
doenca de Fabry), pode permitir
terapias direcionadas, como a reposi¢ao
da enzima alfa-galactosidase.
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2. Variantes Genéticas
e 0 Desenvolvimento
de Doencas

O estudo da variagdo genética e
gendmica é o pilar conceitual para a
genética na medicina e para o campo
mais amplo da genética humana.

Durante o curso da evolu¢ao, o fluxo
constante de nova variacao de nucleotideos
tem assegurado muita diversidade genética,
e este tema se estende através de todos

0s campos da genética médica e humana.

A diversidade genética pode manifestar-
se como diferencas na organizagao

do genoma, como alteragdes de
nucleotideos na sequéncia do genoma,
como variagoes no nimero de copias de
grandes segmentos de DNA gendmico,
como alteragdes na estrutura ou na
quantidade de proteinas encontradas
em varios tecidos, ou como qualquer um
destes no contexto de doencas clinicas
(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

15
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Variantes genéticas quanto ao tipo de alteracao na
codificacao da proteina

As variagoes genéticas sao classificadas de duas formas: primeiro de acordo com o
tipo de alteracdo na codificagcao da proteina, e depois se a variacdo esta associada
ao desenvolvimento de uma doenca (NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

Variante silenciosa

Neste tipo de variante, ocorre a mudanca na sequéncia do DNA, mas ndo altera o
aminoacido da proteina. Ou seja, a variante codifica 0 mesmo aminodacido. Por exemplo,
temos um trio de bases (c6don) CGC e ocorre uma mudancga para CGA. Ndo hd alteracdo
no aminoacido, porque os dois codificam o aminodacido arginina. A Figura 9 apresenta uma
variante silenciosa.

Sequéncia do
Aminoacido

>» 00O

Sequéncia do DNA

Figura 9 - Variante silenciosa: a substituicao de uma citosina por uma adenina nao altera o aminoacido. Isso porque o
aminoacido arginina é inserido na traducado tanto pelo codon "CGC" tanto pelo codon "CGA".

16
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Variante neutra

Na variante neutra observamos a alteracdo na sequéncia do DNA, com alteracao de um
cddon, com a substituicdo por aminoacido quimicamente semelhante. Por exemplo,

0 codon AAA é responsavel pela codificacdo do aminoacido arginina. Se ocorre uma
alteracdo para AGA, o aminoacido a ser codificado é a lisina.

Os aminoacidos arginina e lisina sao quimicamente semelhantes, e podem nao alterar a
funcdo da proteina (Figura 10).

Sequéncia do
Aminoacido

o (0 ED R > O OO

Sequéncia do DNA

e (0 D R > @ @O

Figura 10 - Variante neutra: neste exemplo, verificamos a substituicdo de uma adenina (A) por uma guanina (G). O
aminoacido a ser codificado muda de arginina para lisina. A variante é considerada neutra porque a arginina e lisina sao
semelhantes sem sua estrutura quimica.
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Variante missense

Neste tipo de variante a alteracdo do DNA leva a alteragao de um aminoacido na
proteina. Essa alteracdao de um aminoacido pode nao causar efeito na func¢do da
proteina. No entanto, temos variagoes que causam alteracdo da proteina, como
exemplo, podemos citar a doenca falciforme. Nessa doenca, o individuo apresenta
alteracao nas duas copias do gene da cadeira beta da hemoglobina. No sexto codon
(0os cédons sdo trios de bases que fornecem o cédigo para um aminoacido) ocorre uma
alteracao de GAG para GTG. Com isso, 0 aminoacido acido glutamico é substituido pela
valina. Essa alteracdo é suficiente para alterar a proteina da hemoglobing, levando a
formacdo de hemacias em forma de foice, que levam a doenca falciforme (Figura 11).

Sequéncia do DNA Sf,?,ﬁ'ﬁggl?ddoo

>» 00O

Figura 11 - Variante missense que pode levar ao desenvolvimento da anemia falciforme. A substituicdo de um
nucleotideo (timina substituida por adenina) leva a mudanca no aminoécido codificado (acido glutdmico é substituido
pela valina). Com isso, o paciente apresenta uma hemoglobina que provoca a mudanca na conformacdo das heméticas.
A anemia falciforme tem heranca autossémica recessiva, dessa forma a manifestacao da doenca ocorre se o individuo

apresenta as duas copias do gene alterada.
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Variante sem sentido (ou nonsense)

Nesta alteracdo, a mudanca da base causa uma interrup¢ao na producao da proteina. Isso
ocorre porque temos alguns cédons (UAA, TAG, TGA) que indicam que a proteina deve
interromper a adi¢do de aminoacidos. Por exemplo, a variante ¢.188T>A (p. Leu63Ter)

no gene BRCAL, significa que na posi¢cdao 188 do gene, ocorreu uma troca de uma base T
(timina) por A (adenina). Com isso no c6don 63, uma leucina é substituida por um cédon
de terminacdo. Assim, a proteina BRCA1 deixa de ser produzida ap6s o codon 63, o que a
torna sem funcao (Figura 12).

Sequéncia do DNA S,f,ﬁ',‘i'.fggl?ddf

>» 000

Figura 12 - Variante nonsense. Ocorreu a substituicdo de uma timina por uma adenina. Com isso, a codificacao do
aminodcido leucina é substituido por um c6don de parada (stop cédon), o que leva ao encurtamento da proteina.
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Variante de mudanca de leitura (ou frameshift)

Também é conhecida como variante frameshift. Nesta variante, pode ocorrer uma delecao,
adicdo ou troca de base (ou bases) que mudam toda a leitura do DNA. Como exemplo, a
variante ¢.5266dupC (p. Gln1756Profs) no gene BRCA1 é uma variante de mudanca de
leitura. Nesta variante, na posi¢cao do DNA 5266 ocorre uma duplicagao de uma citosina
(C). Essa base C a mais "empurra todo o DNA" e influencia a leitura para a fabricagao dos
aminoacidos. Assim, no cédon 1756, onde originalmente estava uma glutamina (Gln),
ocorre uma mudanca para prolina e logo ap0s, ocorre a parada da proteina. Assim, essa
variante leva a interrup¢do da proteina apds o codon 1756, que a torna sem funcao.

A Figura 13 demonstra um exemplo da variante de mudancga de leitura (frameshift).

Sequéncia do
Aminoacido

JRCTRC RO

Cédon 1 Cédon 2 Cédon 3

Insercao -

Coédon 1 Cédon 2 Cédon 3

Sequéncia do DNA

Figura 13 - Variante frameshift: uma citosina é adicionada a sequéncia do DNA e com isso, desloca toda a sequéncia.
A glutamina é substituida pela prolina, e os demais aminoacidos da cadeia, e leva em algum momento,
a interrup¢do da proteina.




Vamos retomar a aplicacao
do conhecimento na pratica
clinica?

A Figura 8 apresentou um exemplo

de relatorio de um teste genético
germinativo. Neste relatorio, verificamos
que a paciente apresentou duas alteracdes
genéticas: uma no gene BRCA2 c.4638del
(p.Phel546Leufs*22) e outra no gene
PALB2 c.2482T>C (p.Cys828Arg).

Vimos antes a altera¢do na sequéncia
do DNA. Agora conseguimos
compreender a alteracdo na proteina.

Na variante em BRCA2, verificamos
a notacao "p.Phel546Leufs*22". O
que isso significa: 0 "p"” representa
a alteracdo ao nivel proteico.

Assim, verificamos que o0 aminoacido
fenilalanina (Phe) na posicdo 1546

é substituida por uma leucina (Leu)

e o deslocamento da leitura (fs) leva
a um aminoacido de terminacao 22
aminoacidos depois (a interrup¢do da
proteina é representada pelo "*").

J& na variante no gene PALB2 a

substituicdao da timina pela citosing, leva a
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substituicao do aminoacido cisteina pelo
aminoacido arginina na posicao 828.

Essas alteracdes causam a doencga?
Veremos a aplica¢ao dos conceitos a seguir.

Classificacao das
variantes quanto a
associacao a doenca

No relatério de um teste genético
verificamos duas questoes: qual a alteragao
genética que ocorreu (a alteracdo no DNA
e a repercussao na codificacdo da proteina)
e se a alteragdo pode ser relacionada

ao desenvolvimento de uma doenca.

Para classificar as variantes, os laboratérios
utilizam as diretrizes do ACMG (Colégio
Americano de Genética Médica e
Genbdmica). Essas diretrizes, baseadas

em um conjunto de caracteristicas
moleculares, clinicas e de literatura,
classifica as variantes de acordo com o

seu potencial para o desenvolvimento de
uma doenca (ou aumento no risco para
desenvolver a doenca de interesse).

As variantes sdo classificadas em
cinco categorias (Figura 14).
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Categorias de classificacao de variantes genéticas da ACMG

. Provavelmente Significado Provavelmente -

Pelo menos
Definitivamente 90% de
nao causa

doencas de nao causar

doencas

O efeito no
probabilidade |organismo ainda
é desconhecido | de causar doencas

Pelo menos 90%

de probabilidade Definitivamente

causa doencas

Figura 14 - Classificagcdo das variantes genéticas de acordo com a ACMG.

Variante Benigna

A alteracao identificada ndo causa
doenca ou risco de desenvolvimento de
doencas. Faz parte da variacdo genética,
e ndo é reportada no relatorio do teste
genético (RICHARDS et al 2015).

Variante Provavelmente
Benigna

Nesta variante, as caracteristicas apontam
para uma probabilidade de 90% para
que a variante nao seja causadora

de doenca ou aumento no risco.

Essas variantes, geralmente, sao
classificadas para benignas na medida
em que o conhecimento sobre a
variante aumente e novas evidéncias
cientificas possam ser agregadas.

Elas ndo sdo incluidas nos relatdrios do
teste genético (RICHARDS et al 2015).
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Variante de Significado
Incerto (VUS)

Foi identificada uma alteracao genética,
mas o efeito no organismo é desconhecido.
Ou seja, ndo se tem evidéncias suficientes
para classificar essa variante como benigna
ou patogénica (RICHARDS et al 2015).

Essa variante, geralmente, é reportada
nos relatérios do teste genético.

Ela pode ser reclassificada para benigna
ou patogénica de acordo com o maior
conhecimento sobre seus efeitos

no organismo (maiores evidéncias
cientificas) (RICHARDS et al 2015). ).

Variante Provavelmente
Patogénica

Nesta variante, as caracteristicas
apontam para uma probabilidade

de 90% para que a variante seja
causadora de doenca ou aumento
no risco. Essas variantes, geralmente,



sdo classificadas para patogénicas na
medida em que o conhecimento sobre
a variante aumente e novas evidéncias
cientificas possam ser agregadas.

Elas sdao incluidas no relatdrio do teste
genético (RICHARDS et al 2015).

Variante Patogénica

A alteracao identificada é associada com
doenca ou risco de desenvolvimento de
doencas. Ela é incluida no relatério do
teste genético (RICHARDS et al 2015).

Classificacao das
Variantes em Somatica ou
Germinativa

Esta classificacdao é utilizada nas amostras
de pacientes com cancer. As neoplasias
sdo por definicdo uma doenca genética,
uma vez que sao o resultado de alteracdes
nos genes. Entretanto, é possivel observar
alteragdes genéticas apenas no tecido
tumoral. Quando a variante é observada
no DNA germinativo (ou constitutivo),

ela é classificada como germinativa
(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2016).

A variante somatica tem esse nome porque
ela ocorre no tecido (prefixo "soma”)
tumoral. Por exemplo, é possivel observar
uma variante no BRCA1 apenas no tumor de
uma paciente com cancer de mama. Se essa
variante ocorre apenas no tumor de mama,
a paciente ndo pode passar a alteracao para
seus descendentes (portanto, ela ndo é uma
variante hereditaria). Portanto, seus filhos
ndo estdo sob risco de herdar a variante.
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A variante germinativa esta presente no
ovulo e no espermatozoide da paciente,
portanto pode ser passada para os filhos.
Ela pode ser originada de duas formas —
Ou a pessoa recebe a alteracdo do pai ou
da mae; ou ela ocorre ainda nas primeiras
fases da formacao do embrido. Como
todas as nossas células sao originadas da
juncdo do 6vulo e espermatozoide, todas
as células da pessoa tém a variante. Por
exemplo, se vocé observa que uma mulher
apresenta uma variante germinativa no
BRCAL, isso quer dizer, que ela recebeu

a alteracao do pai ou da mae, e que
todos as suas células apresentam a
alteragdo genética, incluindo o 6vulo.

Portanto, temos uma doenca hereditaria
e a paciente pode passar essa alteracao
para seus filhos (veremos isso em
detalhe na parte da oncogenética).
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Dica do Professor

A maioria dos tumores (90%) é formada pelo acimulo

de variantes somaticas. Esses tumores sdo chamados de

esporadicos, e as variantes observadas sao consequéncia

do envelhecimento e de agressdes causadas pelos agentes

externos (os carcinégenos). Cerca de 10% dos tumores

sao chamados de tumores hereditarios. Isso porque sao

consequéncia de variantes transmitidas que estdao no évulo

ou espermatozoide. Se a paciente apresenta a variante

germinativa no gene BRCAL, por exemplo, ela pode transmitir

essa variante para seus filhos. A identificacao dessas

variantes é fundamental para o processo de orienta¢ao as

familias com alto risco para desenvolvimento de cancer.

Finalizando a aplicacao do
conhecimento na pratica
clinica

O teste genético indica o tipo de

variante que foi investigada (teste
germinativo). A variante BRCA2 c.4638del
(p.Phel546Leufs*22) foi considerada
patogénica, ou seja, a paciente possui uma
alteracdo genética que estd associada

com o risco aumentado para cancer.

A variante PALB2 c.2482T>C (p.Cys828Arg)
foi classificada como de variante de
significado incerto (VUS), ou seja, ndo é
possivel estabelecer se esta variante é
causa de aumento no risco de cancer.
Assim, podemos concluir que a paciente

é portadora de uma variante no gene
BRCAZ2, e portanto, tem sindrome mama-
ovario hereditarios. A equipe de saude
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deve avaliar a historia familiar e discutir
com a paciente medidas de reducdo de
risco, além de orientar da chance de seus
familiares portarem a variante patogénica.

Para o paciente da cardiologia, o teste
genético foi de extrema importancia
para definir a etiologia de sua doenca

e consequentemente seu tratamento
médico. As outras duas variantes
encontras no teste genético ndo possuiam
correlagao com seu quadro clinico de
acordo com a literatura médica. Portanto
podemos concluir que o paciente possui
Doenca de Fabry e ndo cardiomiopatia
hipertrofica causada por variantes
patogénicas em genes sarcomericos.

Este paciente deve passar por processo
de aconselhamento genético para
avaliar histérico familiar e ser orientando
quanto a chance de transmissao dessa
variante patogéncia para seus filhos.
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