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Apresentacao
Prezado(a) Colega,

Nesta apostila, abordaremos como os testes genéticos sao
realizados, com o objetivo de determinar, a partir de uma analise
minuciosa do nosso DNA, se temos maiores riscos e propensdes
a desenvolver determinadas doencgas, como € o caso do cancer.

Além disso, questdes importantes envolvendo o termo de
consentimento para realiza¢do de testes genéticos, o avan¢o da
tecnologia em relagao ao sequenciamento do DNA e o impacto
do resultado do teste ndao apenas para o portador de uma
variante patogénica em um gene, mas também para a familia

e como lidar com a complexidade de situagoes bem como o
impacto emocional de um teste positivo.

Agradecemos pela oportunidade de compartilhar esses
conceitos com todos vocés.

Desejamos 6timos estudos!

Atenciosamente,

Equipe Mapa Genoma Brasil
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1. Principios do
Teste Genético

Introducao

Nas ultimas décadas, a comunidade
cientifica alcancou um enorme progresso
no campo na genética e gendmica humana
e no entendimento de sua variabilidade
natural. Os estudos de "decodificacao”

do genoma humano, em seu sentido

mais amplo, levaram ao entendimento de
mecanismos moleculares e patogénese de
muitas doencas e que hoje sdo alicerces
para pesquisas e desenvolvimento

de novas tecnologias e tratamento de
doencas (Inoue and Lupski, 2002).

Sabemos que todos somos iguais, porém
diferentes. Apesar de sermos da mesma
espécie, nosso DNA, dentro daqueles
bilhdes de bases nitrogenadas, alinhadas
formando as moléculas de DNA, possui
variantes que nos fazem unicos do ponto
de vista molecular. Essas alteracoes
genéticas podem ser mais frequentes ou
mais raras em termo populacionais, ou
mais frequentes em uma determinada
populagdo. As mesmas encontram-se
espalhadas por todo nosso genoma e
podem estar em regides codificantes

de proteinas, regioes regulatorias,
regioes intrénicas ou intergénicas.

O tipo mais comum de variante no genoma
humano consiste na variacao de uma
Unica base - os chamados polimorfismos
de base Unica (SNP - Single Nucleotide
Polymorphism). Estima-se que uma pessoa

tenha de 4 a 5 milhoes de SNP(Shen et

al., 2013). Temos também outros tipos

de variagbes em nosso genoma como
insercoes e delecdes, regioes de pequenas
ou grandes repeticdes in tandem como

as regides de microssatélite, e variantes
estruturais que afetam grandes regides
cromossémicas. Muitas dessas variantes
estdo localizadas em regides gendmicas
ndo funcionais, consideradas "neutras” e
ndo causam impacto fenotipico. Porém,
quando essas variantes ocorrem em
sequéncias codificadoras de proteinas

ou em regides regulatodrias, elas podem
alterar a sequéncia de proteinas ou o

nivel de expressao e traducao de um
determinado gene, causando sérios efeitos
fenotipicos (Inoue and Lupski, 2002).

O espectro de variantes genéticas que
predispoem a doencas abrange desde
variantes raras e altamente deletérias
que s3ao responsaveis por doencas
hereditarias mendelianas a polimorfismos
comuns que sozinhos Nao causam por

si sO efeito nenhum, mas somados com
outros polimorfismos, podem influenciar
um determinado fendtipo e que
"combinados” podem constituir um risco
para uma determinada doenca. Nesse
ultimo caso, o termo Doenca Complexa

é frequentemente utilizado para denotar
esse padrao de heranca diferente do
padrao mendeliano, que ocorre no €aso
de variantes altamente deletérias em um
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Unico gene (Cambien and Tiret, 2007).
Dentro da genética cardiovascular, as
doencas hereditarias mendelianas sao mais
“facilmente” diagnosticadas geneticamente
do que doencgas complexas por serem
associadas a uma variante genética Unica

e ndo a um conjunto de polimorfismos.

Essas variantes podem ser classificadas de
acordo com a sua “consequéncia” funcional
no gene. As variantes mais frequentes

sdo do tipo pontuais, onde ocorre a
substituicdo de um unico nucleotideo

e podem ter 3 tipos de consequéncias

- substituicao de um aminoacido por

outro (ndo sindnima), sindbnima (apesar

da substituicdo do nucleotideo, ndo ha
alteracdo do aminoacido nas proteinas)

e altera¢des do tipo nonsense onde a
alteracao de base sinaliza um término
prematuro na traduc¢do da proteing, fazendo
com que ela seja mais curta impactando seu
funcionamento. Ha também as variantes

do tipo inser¢des ou delecbes quando

um ou mais nucleotideos sao adicionados
ou perdidos na sequéncia de DNA. Uma
das principais consequéncias desse tipo

de variante é a alteracao no quadro de
leitura do gene causando uma proteina

ndo funcional (den Dunnen et al,, 2016).

Os avancos nos estudos de genes
causadores de diversas patologias

(ndo apenas cardiovasculares) levaram

a necessidade da curadoria de dados

de forma organizada e de facil acesso

a comunidade cientifica, além de
padronizacdo da interpretacdo de variantes
genéticas e sua frequéncia na populacao
mundial. Surgiram dessa necessidade
diversos repositérios publicos que reportam
relagdes entre variantes genéticas e

fenotipos; repositorios de dados genéticos
de sequenciamento de exomas e genomas
de diversas populacdes com dado de
frequéncia alélica - que sdo extremante
importantes para a classificacao de
variantes genéticas; e de algoritmos de
predicao de patogenicidade de variantes in
silico que se baseiam no efeito da variante
genética para a proteina e conservagao

da variante entre diferentes espécies.

Em 2015, o American College of Medical
Genetics and Genomics e a Association
for Molecular Pathology conjuntamente
publicaram uma diretriz com o objetivo
de padronizar a classificagdo das
variantes genéticas, que antes eram
classificadas de forma desorganizada e
de forma independente pelos grupos

de pesquisa. Nesse artigo, introduziram
uma terminologia padronizada na
classificacdo de variantes que causam
doencas mendelianas - "patogénicas”,
"possivelmente patogénicas”, "significado
incerto”, "possivelmente benigna” e
"benigna”. Essa classificacdo baseia-se

em dados populacionais de frequéncisa,
dados funcionais, computacionais e de
segregacao e sao a base para a classificagao

de variantes até hoje (Richards et al., 2015).

A importancia da classificacdao dessas
variantes através de uma abordagem
translacional entre pesquisa basica e clinica
é extremamente importante. A necessidade
de cooperacao entre médicos, geneticistas e
biologistas moleculares somado a expertise
em analise de imagens e patologistas

s6 demonstra quao necessaria € uma
abordagem multidisciplinar para que ocorra
um diagnéstico correto dessas doencas,
classificacdo das alteracbes genéticas e




melhor entendimento dos mecanismos
moleculares das doencas genéticas. Dessa
forma, estratégias farmacoldgicas mais
eficientes e testes de novas substancias

e terapias se tornam possiveis.

Cardiogenética

A genética cardiovascular, ou
cardiogenética, é uma subespecialidade
emergente e em rapida evolugao dentro
da medicina cardiovascular. Seu avan¢o
se deu, principalmente, com as novas
tecnologias do sequenciamento e
interpretacao do genoma humano, com
o melhor entendimento de mecanismos
moleculares de varias doencgas cardiacas
incluindo cardiomiopatias, arritmias,
insuficiéncia cardiaca, disturbios
lipidicos, doencas cardiacas derivadas
de condi¢bes neuromusculares, doencgas
vasculares incluindo as aortopatias,
além da incorporagao do uso de testes
genéticos na pratica clinica. (Dainis and
Ashley, 2018; Ahmad et al,, 2019)

Antigamente, era complexa a realizacao
de um teste genético para diagnostico,
devido ao alto valor. Atualmente, com a
facilidade na geracao de dados genéticos
através dos sequenciamentos que
utilizam tecnologias de larga escala e a
grande oferta no mercado de laboratérios
comerciais que disponibilizam painéis

de genes e até mesmo testes do tipo
exoma e genoma, o diagnostico genético
se tornou uma ferramenta extremamente
importante para o diagndstico acurado

e manejo de pacientes com suspeita

de doenca cardiovasculares hereditaria
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(Otto, Savla and Hisama, 2020).

Ao longo dos ultimos anos, diversas
diretrizes e consensos de pratica clinica
foram publicados incorporando os

testes genéticos para diagndstico e
tratamento clinico personalizado como
modelo de medicina de precisdo. Nesse
contexto atual, se torna-se extremamente
importante que cardiologistas clinicos
entendam principios basicos de genética
cardiovascular. Saber identificar os
pacientes que poderiam se beneficiar do
diagnostico genético e, consequentemente,
do impacto na identificacdo de uma
variante genética patogénica € de suma
importancia para o paciente e sua familia.
Além disso, a avaliagao genética pode
auxiliar na tomada de decisdo quanto a
abordagem terapéutica mais adequada,
aconselhamento genético e mudancga de
estilo de vida. (Adams et al., 2016),(Stiles
et al, 2021), (Ackerman et al,, 2011).

Para maiores informacdes sobre doencgas
cardiovasculares, critérios para realizacao
do teste genético, principais genes e
implicacoes clinicas e terapéuticas buscar
nos folders que foram disponibilizados nas
aulas iniciais para cada uma das doencas.
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Defi nigéo de Teste Genético Ostipos de testes genéticos sdo (lowa

O teste genético (TG) pode ser definido
como o processo de analise do material
genético para encontrar alteracoes
(variantes) que podem causar alguma
doenca ou que podem aumentar o risco
de desenvolvimento de doencas ao longo
da vida (Holtzman e Watson 1999).

Essa analise visa identificar, de forma

mais especifica, quais sao as altera¢oes
na sequéncia do DNA ou na estrutura
cromossdmica. Além disso, é possivel
realizar a analise de RNA como resultado
da expressao génica ou por meio de
analise bioquimica para medir a producao
especifica de proteinas (American Medical
Association, 2019). Na pratica clinica,

o0 teste genético pode ser utilizado

para diagnosticar doencas em recém
nascidos, crianc¢as ou adultos, prever
riscos para condi¢Oes especificas ou obter
informacgoes que podem ser usadas para
personalizar tratamentos. (Burke 2002).

Além disso, também pode ser usado para

determinar filiacao biolégica de uma crianca

por meio de teste de paternidade de DNA
ou ser usado para prever amplamente
a ascendéncia de um individuo.

Com a difusao de realizacbes de teste
genético por toda a pratica clinica,
podemos distinguir os testes genético
de acordo com a sua intencgao.

Institute of Human Genetics):

a. Teste genético clinico: sao realizados
para ter o perfil genético do
individuo como informacao adicional
sem uma finalidade terapéutica
ou diagnostica especifica;

b. Teste genético de diagnéstico:
realizado para encontrar a causa
de uma doenca ou sintomas que
ja estao presentes no individuo;

c. Teste genético pré sintomatico:
antes do individuo expressar algum
sintoma, para descobrir se ha um
risco para o desenvolvimento de
certo tipo de doenca ou se ha alguma
variante que podera ser passada
para descendentes futuros que
também pode coloca-los em risco.

d. Teste genético pré-natal: é um

teste durante a gravidez para ver
se 0 bebé tera uma doenca.

e. Teste genético do recém-nascido:

um teste realizado um a dois dias
apo6s o nascimento do bebé para
ver se 0 bebé tem certas doencas.

f. Teste genético farmacogendémico:

para descobrir o melhor remédio
e dose para o individuo com base
em suas variantes de DNA.



O teste genético € uma ferramenta
molecular de extrema importancia na
pratica clinica, trazendo informacdes
personalizadas com a intencdo de
auxiliar profissionais de salde a
estruturar condutas clinicas preventivas
e terapéuticas como também, traz a
informacado aos individuos e familias
para que seja possivel compreender
e estabelecer como serd a rotina de
salde a partir desse conhecimento
sobre sua propria estrutura gendmica.

Papel do Teste Genético
em Oncologia

Ha uma necessidade crescente de
aconselhamento e testes genéticos para
individuos diagnosticados com cancet,
pois o tratamento pode ser afetado pelos
resultados. Além disso, a identificacdo de
variantes patogénicas em individuos antes
de um diagnostico de cancer permite uma
vigilancia, deteccdo precoce e prevencao
do cancer (Pritchard et al 2020).

Na pratica clinica da oncologia, podemos
realizar o teste genético com duas funcdes
principais, sendo a de analise genética

do tecido tumoral (somatico) ou a de
analise genética do material constitutivo
do individuo (germinativo). Ambos sdo
muito importantes para a estruturar as
questoes voltadas a terapéuticas e de
estratégias de prevencdo de cancer em
individuos e seus familiares (Smith, 2019).

O teste genético somatico é um exame
que utiliza o material coletado na biopsia
do tumor possibilitando a identificacao

Genoma Brasil

de alteragoes especificas em genes de
interesse clinico. De acordo com o perfil
gendmico do tecido tumoral, estratégias
personalizadas de tratamento que
garantem um melhor progndstico podem
ser aplicadas. Um exemplo sdao os casos de
cancer de pulmao de células, pois, sabe-se
que em tecidos desses tipos de tumores
dos quais sao encontradas variantes
(mutacdo) no gene EGFR sugere-se 0 uso
de terapias especificas (Khoo et al, 2015).

O raciocinio molecular para o uso de
terapias e compreensao dos melhores
prognosticos tém sido cada vez mais
detalhado e valorizado. Estudos

tém avanc¢ado para compreender o
funcionamento do cancer de forma

cada vez mais especifica, como pode ser
observado nas publicacdes da Rede de
Pesquisa do Atlas do Genoma do Cancer
(TCGA), que detalha o perfil molecular
de forma abrangente de diversos tipos
tumorais. No caso de adenocarcinoma
de pulmao foram descritas mutagoes,
estatisticamente significativas, em mais
de dezoito genes (TP53, KRAS, EGFR, BRAF,
PIK3CA, MET, RIT1, STK11, KEAP1, NF1,
RB1, CDKN2A, SETD2, ARID1A, MARCAA4,
RBM10, U2AF1 e MCA). Cada gene est3
atuando em vias e acdes diferentes no
mecanismo celular, mostrando o quao
especifico e diversificado € o universo
tumoral (Cancer Genome Atlas, 2014).

Esse é um grande avanco para o
conhecimento mais especifico dos

tipos tumorais, favorecendo o avango
de pesquisa e condutas de tratamento.
Com isso, profissionais estao cada

vez mais especializados e sentindo a
necessidade de aplicar na pratica clinica
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0s conhecimentos de bases moleculares
para conduzir suas rotinas clinicas.

Outro avanco € a introducao do teste
genético germinativo na pratica clinica. O
teste genético germinativo, tem intencao
diferente do teste somatico, uma vez que
tem como objetivo detectar variantes
(mutagdes) constitutivas dos individuos,
aguelas que foram e herdadas e podem
ser transmitidas para as geracoes futuras.

Essas alteracdes quando identificadas
em um individuo favorecem um grande
potencial de condutas a serem realizadas
para as questdes voltadas a saude.

No caso de individuos ja diagnosticados
com tipos especificos de cancer, a
realizacao do teste genético germinativo
pode favorecer na escolha de condutas
terapéuticas, como sdo 0s casos de
pacientes com tumores de ovario, pancreas
e prostata que possuem variantes
patogénicas germinativas no gene BRCA1
ou BRCA2 podem se beneficiar com
farmacos que sdo inibidores da enzima

poli adenosina difosfato ribose polimerase,
conhecida como PARP (Li et al, 2020).

Essa pratica se deu através do
conhecimento da letalidade sintética,

pois, 0 medicamento age inibindo as
enzimas da PARP que fazem parte da via
onde o0 BRCA1 e BRCA2 atuam, evitando a
multiplicacao celular, eliminando, portanto,
as células cancerosas (Li et al, 2020).

Além de condutas terapéuticas importantes,
a descoberta de uma variante germinativa
pode interferir em condutas de prevencao e
diminuicdo de risco ndo so para o individuo
como para todos os seus familiares.

Com o reconhecimento de que 10%

de todos 0s canceres sao hereditarios,
ha uma necessidade crescente de
melhorar 0 acesso ao aconselhamento
genético e aos testes genéticos,

tanto antes quanto no momento do
diagnostico (Robson, M., et al, 2015).

A presenca de uma variante germinativa

em genes ja conhecidos, como aqueles

que aumentam o risco de desenvolvimento
de cancer ao longo da vida, confere

a existéncia de uma Sindrome de
Predisposicao Hereditaria ao Cancer (SPHC).

Reconhecer a presenc¢a de uma SPHC faz
com que as estratégias de diminuicao de
risco sejam oferecidas para os pacientes,
e assim, 0 manejo desse risco podera ser
realizado de forma adequada de acordo

com o perfil molecular.

Teste genético para risco
de cancer

O teste genético germinativo para
avalia¢do de risco de cancer (preditivo)

é o tipo de teste usado para procurar
mutacoes genéticas herdadas que podem
colocar uma pessoa em maior risco de
desenvolver certos tipos de cancer.

Este tipo de teste pode ser aconselhado
(American Cancer Society, 2022):

a. Para uma pessoa com um forte
historico familiar de certos tipos
de cancer: Nesse caso é importante
verificar se ela carrega uma variante
patogénica que aumenta seu risco
para desenvolver a doenca. Se ela
tem uma mutacdo herdada, é possivel

10



realizar exames para diagnosticar o
cancer precocemente ou até mesmo
tomar medidas para diminuir o risco.

b. Para uma pessoa ja diagnosticada com
cancer: Nesse caso a sugestao do teste
genético pode ser para indica¢ado tanto
de condutas terapéuticas quanto se
houver outros fatores que sugiram que
o cancer pode ter sido causado por
uma variante patogénica germinativa
(como se o cancer foi diagnosticado
em idade jovem, presenca de tumores
raros ou um forte historico familiar).

c. Para membros da familia de uma
pessoa conhecida por ter uma
mutacdo genética herdada que
aumente o risco de cancer: Quando ha
na familia uma mutacdo previamente
identificada, o teste genético pode
auxiliar no diagnostico molecular
e saber se os individuos estdo sob
risco aumentado e se precisam tomar
medidas para tentar diminuir o risco.

Existem alguns pontos importantes
que se faz necessario para avaliar o
risco de cancer frente a uma variante
considerada patogénica (mutacdo),
como por exemplo, conhecer quais
S30 0S riscos que essa variante confere
ao individuo ao longo de sua vida.

Na tabela a seguir temos alguns genes que
estdo representados em suas respectivas

sindromes de predisposi¢do hereditaria ao
cancer e os tipos tumorais mais frequentes.

11
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Tabela 1: Genes e as principais sindromes de predisposicao hereditaria ao cancer com 0s
fenotipos oncologicos mais comum.™

-
Tumores comumente
Gene SPHC associados
. . Colon, polipos no intestino,
APC Polipose adenomatosa familiar .
tumores desméides
BRCA1, BRCA2 Céncer de mama e ovario Mama, ovario, pancreas, préstata,
hereditario melanoma
Sindrome Gastrico Difuso Tumor gastrico difuso, cancer de
CDH1 . .
Hereditario mama do tipo lobular
MLH1, MSH2, MSH, ) Cancer ,de.intes'l[ir_wo, reto,
Sindrome de Lynch endomeétrio, ovario, trato
PMS2, EPCAM urinario, polipos intestinais.
RET Neoplasia Enddcrina Mdltipla Tumor medular_de et
feocromocitomas.
RB1 Sindrome Retinoblastoma Retinoblastoma, melanoma,
Hereditario sarcoma
STK11 Sindrome de Peutz-Jeghers T pollpqs hermatomatosos
no intestino,
Sarcomas, tumor adrenocortical,
TP53 Sindrome de Li-Fraumeni tumores cerebrais, mama,
pulmao.
Tumor do saco
endolinfatioc, carcinoma
VHL Sindrome de Von Hippel-Lindau ae 1.lhotas pancreatlcgs,
hemangioblastomas em sistema
nervoso central, carcinoma de
\_ células renais.

*(Tabela adaptada de Schienda & Stopfer, 2020); ** Sindrome de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer.

A presenca de uma variante germinativa em genes ja conhecidos, como aqueles que
aumentam o risco de desenvolvimento de cancer ao longo da vida, faz com que as
estratégias de diminuicdo de risco sejam oferecidas para os pacientes e assim, 0 manejo
desse risco seja realizado de forma adequada de acordo com o perfil molecular.
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Evolucao do teste genético:
do teste de genes Unicos até
a avaliacao do genoma

A busca do perfil molecular avangou
de forma consideravel, tanto como na
evolugdo tecnologica quanto no acesso
para a pratica clinica, uma vez que

0s custos ficaram mais acessiveis.

Na década de 1970 surgiram duas técnicas
que permitiram o sequenciamento de
genes especificos: uma das técnicas

foi proposta por Maxam e Gilbert e

a outra foi proposta por Sanger.

O aprimoramento do método de

Sanger resultou nos sequenciadores
automatizados. O primeiro sequenciador
automatizado utilizou a metodologia de
Sanger et al. (1977) que sofreu algumas
modifica¢oes ao longo da década de 1990
por Edwards e colaboradores (1990).

No ano de 1995 foi sequenciado o
genoma da bactéria Haemophilus
influenzae, o primeiro organismo de
vida livre (Fleischmann et al., 1995).

Nos anos seguintes, observamos o
sequenciamento de diversas espécies,
incluindo da levedura, da mosca-das-
frutas, de Caenorhabditis elegans e
Arabidopsis thaliana (Brown, 2003).

Finalmente, no inicio do século XXI,
tivemos o sequenciamento de genomas

13
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de mamiferos, como o humano (Lander et
al,, 2001), do rato (Waterston et al.,, 2002)
e do chimpanzé (Mikkelsen et al., 2005).

O sequenciamento do genoma humano
iniciou em um estudo no ano de 1989
através de um consorcio publico

com a participacao de mais de 5000
cientistas do mundo inteiro, distribuido
em centenas de laboratorios, e com a
previsdao de conclusao para 2005.

A Celera Genomics, empresa fundada por
Craig Venter, decidiu sequenciar o genoma
humano, mas com um método diferente
daquele utilizado pelo consdrcio publico.
A Celera Genomics tinha como objetivo
obter as sequéncias para patentear os
genes. Em 2001 foi anunciado um “primeiro
rascunho” do genoma humano, e em 2003
foi anunciado o término do projeto, no
entanto, o sequenciamento completo foi
publicado em 2007.

Desde entdo, a ado¢ao de testes genéticos
disparou. Grande parte dessa tendéncia é
explicada pelo papel critico que os testes
genéticos desempenham na medicina de
precisdo (uma abordagem de tratamento e
prevencdo de doencas que busca maximizar
a eficacia levando em consideracao

a variabilidade individual em genes,
ambiente, e estilo de vida), bem como pelos
avancos nos métodos de sequenciamento
de ultima geracao e reduc¢oes simultaneas
nos custos de sequenciamento.
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A Figura 1 apresenta a evolucao dos métodos de sequenciamento.
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Figura 1 - Evolucao dos métodos de sequenciamento. Adaptado de creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0
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O modelo tradicional pelo qual um
individuo era identificado como portador de
uma suscetibilidade hereditaria ao cancer
era testar uma mutagao em um unico gene
ou um numero finito de genes associados

a uma sindrome especifica (por exemplo,
BRCA1 e BRCA2 para cancer hereditario

de mama e ovario ou genes de reparo
mismatch para a Sindrome de Lynch).

A decisao sobre qual gene ou genes
testar foi baseada em uma revisao
do historico médico pessoal do
paciente e seu historico familiar.

Com os avan¢os na tecnologia de
sequenciamento de DNA de ultima
geracao, agora € possivel oferecer testes
simultdneos para varios genes associados

a uma suscetibilidade hereditaria ao
cancer e doencas cardiovasculares. Esses
painéis geralmente incluem genes de alta
penetrancia, mas também costumam incluir
genes de penetrancia moderada e baixa.

Varios dos genes incluidos nesses painéis
ndo foram totalmente caracterizados em
termos de riscos de cancer ou opc¢oes de
gerenciamento (Lynce, F., Isaacs, C, 2016).

Assim, os testes genéticos evoluiram de
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testes de um Unico gene para testes mais
complexos que avaliam varios genes e
variam de acordo com o que esta sendo
analisado (genes Unicos, genes multiplos,
exomas ou um genoma inteiro).

Enquanto um teste de gene Unico é uma
analise de um Unico gene para uma Unica
indicagao, um painel genético testa varios
genes para uma indicagdo comum.

O sequenciamento de todo o exoma
analisa todas as regides de codificacao
do genoma, e 0 sequenciamento de
todo o genoma avalia todo o genoma
(regides codificantes e ndo codificantes).

O termo analise do genoma completo
refere-se ao teste de todo o genoma por
um amplo conjunto de métodos, incluindo
sequenciamento, microarray e caridtipo
e, portanto, inclui o sequenciamento

do genoma completo (Phillips, K., et al,
2018). Diferentes tipos de variacoes
genéticas podem afetar a funcao de um
gene e varias tecnologias sao usadas para
identificar essa diversidade de variantes,
dependendo da finalidade do teste.

Cada um tem seus beneficios e limitacbes
e pode afetar as praticas de pedidos.

Mapa
Genoma Brasil
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2. Técnicas
utilizadas no Projeto
Mapa Genoma Brasil

O projeto Mapa Genoma Brasil ira utilizar
duas técnicas de sequenciamento com
propositos distintos: sequenciamento de
Sanger e sequenciamento de nova geragao
(NGS), este Gltimo para analise do exoma
completo (WES) e do genoma completo
(WGS). Além disso sera utilizado como
tecnica complementar para avaliacdo de
variagoes de nimero de copias (CNV)

0s ensaios amplificacdao multiplex de
sondas dependente de ligacdo (MLPA).

Vamos discutir essas técnicas a seguir
para compreender como elas analisam o
material genético e quais as diferencas
entre essas formas de analise.
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Sequenciamento Sanger

O principio do método didesoxi (ou

de Sanger), baseia-se na habilidade

da DNA polimerase de incorporar
didesoxinucleotideo (ddNTP- uma

base analoga ao nucleotideo que nao
possue o grupo 3" -hidroxil essencial
para a formacao da ligacao fosfodiéster
durante a replicacdo do DNA).

Para a reacdo de sequenciamento por
Sanger é necessario DNA (por exemplo
DNA gendmico, fragmento de PCR), um
primer iniciador, enzima DNA polimerase,
nucleotideos (dNTP), didesoxinucleotideo
marcados fluorescentemente com
fluor6foros diferentes para base e um
buffer de reacdo. Durante a reacdo a DNA
polimerase adiciona um desoxinucleotideo
ou o correspondente didesoxinucleotideo
marcado com fluor6foros diferentes em
cada etapa da extensao da cadeia. Essa
reacao € um processo de extensao e ocorre
em um Unico tubo em um termociclador.
Quando um desoxinucleotideo (A, C, G

ou T) é adicionado a extremidade 3’, a
extensdo da cadeia pode continuar.

No entanto, quando um
didesoxinucleotideo (ddA, ddC, ddG ou
ddT) é adicionado a extremidade 37, a
extensdo da cadeia termina devido a falta
do grupo 3 -hidroxil essencial para a
formacao da ligacao fosfodiéster durante
a extencao. O resultado da reacdo de
sequenciamento de didesoxi Sanger é
formacao de produtos de extensao de
varios comprimentos terminados com
didesoxinucleotideos marcados com
fluorofores diferentes dependendo do
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ddNTP terminal na extremidade 3'.

Os produtos da reacao de sequenciamento
sao estao separados por tamanho

por eletroforese capilar. Durante esse
processo, um campo eletromagnético

é aplicado para que o DNA carregado
negativamente se mova em dire¢ao a um
eletrodo positivo. A velocidade com que
um fragmento de DNA se move através do
capilar é inversamente proporcional ao
seu peso molecular, o que faz com que 0s
fragmentos menores migrem mais rapido
que os maiores. Pouco antes de atingir o
eletrodo positivo, os fragmentos de DNA
marcados com fluorescéncia, separados
por tamanho, atravessam um feixe de
laser. O laser faz com que os ddNTPS dos
fragmentos fluoresgcam. Um dispositivo
de deteccdo Optica do equipamento
detecta essa fluorescéncia e converte o
sinal de fluorescéncia em dados digitais.
Como cada fluoréforo dos quatro ddNTP
emite luz em um comprimento de onda
diferente quando excitado pelo laser, todas
as quatro bases podem ser detectadas

e distinguidas em uma injecao capilar.

A sequencia com que os ddNTPs (o que
reflete no tamanho dos fragmentos
gerados na reagdo de extensao) passam
pelo laser que irad determinar a sequéncia
do DNA de interesse. Este processo de
eletroforese pode separar os produtos da
extensdo (reacdo de sequenciamento) por
tamanho em uma resoluc¢dao de uma base.
Um software entao converte os dados em
fluorescencia em um cromatograma, onde

cada base é identificada por uma cor.
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Figura 2 Fluxo do sequenciamento pelo método de Sanger.

Essa tecnologia foi utilizada no projeto para
0 sequenciamento do genoma humano.

Apesar de ser considerado o padrdo ouro
das tecnicas de sequenciamento, ela

é limitada pelo tamanho de fragmento
que consegue sequenciar por reagao

(no méximo 1000 bases) e pelo custo

de sequenciamento por base que ainda
é bastante elevado. Esta tecnica ainda é
muito utilizada para sequenciar regides
especificas do DNA, por exemplo no caso
da pesquisa de uma variante de ponto.

Porém, os métodos de sequenciamento
massivo mais recentes tornaram o tempo
de sequenciamento de DNA mais rapido,
juntamente com a reduc¢ao dos custos.

Esses métodos também chamados
de métodos de sequenciamento de
larga escala ou de nova geracao (NGS)

tornaram os testes de DNA em larga
escala acessiveis a um publico mais
amplo, pois exigem apenas alguns dias
para analisar um teste de genoma e ainda
produzem resultados de alta qualidade
(Garrido-Cardenas, 1., et al, 2017; https://
sequencing.com/educationcenter/
whole- genome-sequencing)
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NGS (Next Generation Sequencing - Sequenciamento de
Proxima geracao)

Com a publicagdo da primeira versao do genoma humano (Venter et al,
2001), observou-se um avanco nas tecnologias de sequenciamento.

Existem diversas tecnologias que realizam o sequenciamento do DNA em larga
escala. A Roche foi a primeira empresa a desenvolver esta estratégia, que esta
baseada em uma técnica chamada de pirosequenciamento. Outros métodos foram
desenvolvidos: o Polony (Shendure et al,, 2005) utilizado no sequenciador da marca
SOLiD® (Applied Biosystems) e o método de amplificacdo em ponte (Bennett et

al, 2005), que utilizado pelo sequenciador Genome Analyser®, da Illumina.

A Figura 3 apresenta a evolucao das tecnologias disponiveis para o NGS.
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Figura 3 - Evolucdo das tecnologias do NGS (Next Generation Sequencing).
Adaptado de creativecommons.org/licenses/by/3.0
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A maioria dos testes tumorais e para doencas cardiovasculares geneticamente
determinadas atualmente é realizada com a tecnologia de NGS. Embora o sequenciamento
Sanger de “primeira gera¢ao” tenha sido o padrao-ouro por anos em pesquisas e testes de
laboratério clinico, o NGS suplantou amplamente o sequenciamento Sanger para pesquisa
de cancer e uso de diagndstico complementar em oncologia clinica e cardiologia.

Os protocolos de sequenciamento de NGS involvem os seguintes passos: fragmentacao
do DNA, ligacao de sequéncias especificas adaptadoras nas extremidades dos fragmentos
gerados (chamados de tag), amplificados utilizando oligonucleotideos especificos para

as regides adaptadoras e sequenciamento propriamente dito. No caso do Projeto Mapa
Genoma Brasil, para o exoma (WES), o kit de preparo de biblioteca escolhido é baseado
em “captura”, utilizando probes biotiniladas complementares as regides exdnicas.

A captura é feita através da hibridiza¢ao das probes com os fragmentos amplificados
na etapa anterior, seguida de purificacdo com beads com estreptaviding, que se liga
fortemente com a biotina das probes. Esses fragmentos “"capturados” sdo purificados e
amplificados. Nesta altima amplificacdo, sao adicionados os indexes nas extremidades
5"e 3' de cada fragmento. Esses indexes sao sequéncias de DNA especificas para a
cada amostra e funcionam como identificadores apds o sequenciamento, de forma que
apo6s término do preparo das bibliotecas, seja possivel misturar as amostras para serem
sequenciadas. Detalhes da técnica do sequenciamento de nova geracao depende dos
procedimentos fornecidos pelos fabricantes dos sequenciadores.

Um dos processos estd evidenciado na figura 4.
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— —> /I/ U i . sao anelados nas
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Figura 4 - Esquema do processo de sequenciamento pelo método Illumina.

Adaptado de Ly, Yuan, et al. 2016.
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Durante cada ciclo de sequenciamento,
um nucleotideo ligado ao fluoroforo é
adicionado ao fio em crescimento.

O laser excita os fluoroforos em todos os
fragmentos que estdo sendo sequenciados
e um scanner optico realiza a leitura.

O sequenciamento repetido ou redundante
é geralmente necessario para garantir que
cada nucleotideo de uma determinada
posicao de DNA seja sequenciado de
forma suficiente para distinguir mutacdes
verdadeiras de NGS ou artefatos que
podem ocorrer durante a criacao de
bibliotecas e o proprio processo de
sequenciamento (Mansfield, A, et al, 2018).

A Figura 5 apresenta aplica¢oes do NGS.

Perfil de micro Quantificacao
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Metagendmica . Sequenclanje!l L
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(regibes gendmicas) (NGS) PRIUIoNas
Sequenciamento Epigenética
Completo do Genoma * CHIP-seq (Histonas)
Bactéria/Viral/Humano * DNA metilagao

DNA / RNA / Proteina

Figura 5. Aplicagoes do NGS.
Adaptado de Mentja et al. 2011
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WES (Whole Exoma Sequencing) ou Sequenciamento
Complexo do Exoma

O Exoma é o conjunto de todas as regides codificadoras (exons) do DNA humano.
Podemos ver na figura 7 que os éxons sdo as sequencias de DNA que s3do transcritas em
RNA, e assim, traduzidas em proteinas para que sua funcao seja desempenhada.

Exon Intron Exon Intron Exon
Exon Intron Exon Intron Exon

ra LLLUORD DRRIOO0 0 TRORONE TOORR0N JORE B1 |

| _ -
| - -

- -
| -

—_ LU DTV T

Figura 6 - Os éxons sao as sequéncias de DNA transcritas em RNA e traduzidas em proteinas;
os introns sdo regides ndo codificantes.
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O Exoma representa 1,5% do DNA
total. Aparentemente pequeno em
ndmero, essa quantidade tem extrema
importancia, uma vez que a maioria das
doencas genéticas estao relacionadas
com variacdes (mutacdes) nos éxons.

Quando realizamos o WES, ou seja, 0
sequenciamento do exoma completo, é
possivel analisar, em média, cento e oitenta
mil éxons com a finalidade de buscar as
variantes que podem estar relacionadas

com o fenétipo patologico de um individuo.

N3o é necessario selecionar genes alvos
pois com esse teste genético é possivel ter
0 sequenciamento de quase todos os vinte

Genoma Brasil

mil genes, contribuindo para o diagndstico
de doencas que ainda ndo se tem uma
hipotese diagnostica bem definida ou por
quadros inespecificos que necessitem a
busca de genes diferentes dos que existem

em painéis comumente utilizados.

A técnica do sequenciamento de nova
geracado é utilizada para realizar o WES

e detalhes da realizacao depende dos
procedimentos fornecidos pelos fabricantes
dos materiais. Um exemplo estd sendo
evidenciado na figura 7 onde podemos ver
de forma mais simplificada o que acontece

durante a realiza¢do dessa técnica.
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Figura 7 - WES (Whole Exoma Sequencing) ou Sequenciamento Complexo do Exoma.
Adaptado de creativecommons.org/licenses/by/3.0
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WGS (Whole Genome
Sequencing ou
Sequenciamento Completo

do Genoma)

O sequenciamento do genoma inteiro,
também conhecido como WGS, é uma
técnica laboratorial na qual sao obtidas
todas as regides codificantes (exons)

e ndo codificantes do genoma.

Ele fornece um mapa completo e
abrangente da composicao genética de
uma pessoa e permite que seja realizada
uma analise extensa de todos os genes.

O sequenciamento do genoma completo

€ uma tecnologia de teste genético que
obtém dados abrangentes sobre cada gene.

Enquanto outros testes de DNA obtém
dados sobre um gene ou pontos
dentro do seu DNA (microarranjos

de genotipagem), o sequenciamento
do genoma inteiro é diferente.

A Figura 8 apresenta algumas das
informacgoes que podem ser obtidas
pelo WGS.

Grupo de interesse

o
Wi

Variantes comuns Variantes raras
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Variantes conhecidas

Figura 8 - Informacgdes identificadas com o WGS.
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O sequenciamento de nova geracao, dentro
da pesquisa genética em humanos, pode
fornecer informacdes como diversidade
genética, presenca de elementos

moveis no genoma, presenca de genes
adquiridospor transferéncia lateral, relacoes
evolutivas, além de ser um teste capaz de
indentificar variantes de diferentes tipos:

variantes de ponto, insercoes, delecdes
e variantes de nimero de copias.

O processo do WGS tem algumas fases:

* O sequenciamento;
* A montagem do genoma;
e Varredura;

* Anotacao.

Um resumo do WGS esta apresentado na

Figura 9.
o D o N a D o D
| | | UD -
| |
\ y \ — y \ J \ J
Obtencdo do DNA Fragmentacao NGS Analise dos dados
gendémico

Figura 9 - Resumo das fases do WGS.
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Apds a obtencdo dos fragmentos

pelo sequenciamento, € necessario
"montar o genoma”, ou seja, organizar o
sequenciamento. O processo é realizado
por programas de montagem (assemblers)
que alinham os fragmentos (reads) gerados,
baseando-se em regides de sobreposicao.

Antes da montagem, porém, deve ser

a retirada que regides que nao fazem
parte do genoma, tais como vetores e
adaptadores. Apds a organizac¢ao dos
fragmentos é obtida uma sequéncia
Unica para genomas circulares, ou varias
sequencias contiguas, representando o
ndmero total de cromossomos de uma
espécie. Em seguida, é realizada a predicao
genética que consiste numa varredura
para buscar sequéncias correspondentes
a cada um dos genes ou de outras
regioes de interesse. Para isto, sao
utilizados programas de bioinformatica
que reconhecem os nucleotideos que
sao caracteristicos de cada elemento
génico (regides promotoras, jungdo de
éxons com introns, cédons de inicio e
parada na traducado, e o inicio das regides
5"e 3" UTR [regides ndo traduzidas]).

O processo de anotacao é o proximo
passo. Neste momento, o objetivo é
descobrir os diversos elementos que
estdo em determinado genoma, e se
extrai o maximo de informacao bioldgica.
Esta anotacdo pode ser automatica,
quando sao utilizados programas de
bioinformaticas, que tem a propriedade
de anotar o conjunto génico de um

organismo de uma s6 vez. O outro

método de anotac¢do é manual, pois é
efetuada pelo anotador para cada gene
de forma separada. O mais comum é
vermos 0s dois tipos de anota¢do. A base
do processo de anotacdo € comparar a
sequéncia de cada transcrito (ou ORF),
através de programas de alinhamento,
com os bancos de dados disponiveis.

Uma das primeiras aplicacdes do WGS
em oncologia foi a analise de amostras
de leucemia mieloide aguda com
citogenética sem alteracdes, em 2008.
Nesta época, o uso de ferramentas de
bioinformatica que permitiriam a analise
do genoma estava em seu inicio. Hoje,
além da reduc¢ao do custo para o WGS,
as ferramentas de analise permitem
avancos importantes (Zhao et al., 2019).

A utilizacdo do WGS em oncologia
proporciona oportunidades para a maior
compreensao da biologia do tumor, com
impacto na descoberta de drogas e no
sucesso de estudos clinicos; e na avaliacao
de marcadores de resposta ao tratamento
(Zhao et al,, 2019). O genoma do cancer
tem caracteristicas complexas e padrdes
interrelacionados de variantes estruturais
somaticas, o que expande a possibilidade
de alteracOes direcionadoras (chamadas de
“driver mutations”). Desde a descoberta do
cromossomo Philadelphia, a caracterizacao
de fusGes em oncogenes tem sido central
para o diagndstico e tratamento.

Além de fusodes, as alteracdes estruturais
também modulam a expressao génica
pelos rearranjos do genoma nao
codificante (Zhao et al,, 2019).
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Amplificacao Multiplex de Sonda Dependente de Ligacao

(MLPA)

O MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification ou Amplificagao Multiplex

de Sonda Dependente de Ligacao) é uma técnica desenvolvida capaz de evidenciar

a falta ou excesso de material gendmico. De forma mais especifica, sdo as alteracdes

conhecidas como grandes delecdes, amplificacdes e insercées no gene. O MLPA pode

ser utilizado no diagnostico molecular de diversas doencas genéticas cuja patogénese

estd relacionada a presenca de delecdes ou inser¢des de genes especificos.

A Figura 10 apresenta a técnica de MLPA.
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Figura 10 - Técnica de MLPA.
Adaptado de creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0
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A correta caracterizacao das delec¢oes

e insercoes é um ponto crucial para
identificar a correlacdo gendtipo-fendtipo.
De fato, dele¢des ou insercoes, de genes
parciais ou inteiros, podem produzir um

efeito fenotipico completamente diferente.

Uma duplicagdo completa do gene pode
levar a uma doenca devido a presenca de
uma copia extra do gene, enquanto uma
duplicacao parcial pode levar a perda da
fun¢do dessa cépia do gene (Stuppia L., et
al, 2012). As variantes genéticas podem
ser muito diferentes entre si, podendo ser

desde alteracdes menores como troca de
uma unica base ou até mesmo aquelas
que envolvem delecbes ou insercdes de
cromossomos e também aquelas que sao
maiores envolvendo questdes estruturais
como as duplicagdes ou dele¢des de

até mesmo cromossomos inteiros.

Nesse sentido, 0os exames genéticos
também precisam ser diferentes entre
si para serem capazes de identificar
as alteracdes. A tabela 2 demonstra

a diferenca entre as técnicas que
discutimos até o momento.

4 . I
!’a_mel de um Exoma Genoma
MLPA unico gene ou
diversos genes completo completo
Anélise de
todos os genes Nao Nao Sim Sim
conhecidos
Anélise de
grandes Sim N3o N3o Sim
delecoes e
duplicagoes
Anélise
de genes N3o Sim Sim Sim
clinicamente
mais relevantes
Anélise de
achados Nao Nao Sim Sim
incidentais
g J

Tabela 2 - Diferenca entre as técnicas moleculares com relacdo as respectivas analises

Como cada exame é focado em avaliar cada tipo de alteracao, é importante o

conhecimento do que cada técnica ira trazer como resposta e assim, avaliar a necessidade

da realizacdo de mais de uma técnica para a obtencao de respostas diagnosticas.
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3. Implicagoes do
teste genético

Consentimento para a
realizacao do teste genético

As investigacoes gendmicas sao complexas
e podem produzir varios resultados ao
longo do tempo, a medida que diferentes
perguntas sdo feitas sobre os mesmos
dados, ou diferentes conhecimentos sao
utilizados no processo de interpretacao.

E dificil aplicar no¢des de “consentimento
informado” a uma situacdo em que os
possiveis resultados sao tao desconhecidos,
tanto em virtude da individualidade dos
dados genémicos inseridos, mas também
devido a complexidade de navegar por
esses dados para um “resultado”. A pratica
do consentimento na medicina evoluiu
amplamente em torno de cenarios mais
simples, por exemplo, fazer ou ndo uma
operacao ou iniciar ou ndo uma medicacao.

Os riscos sao muitas vezes mais facilmente
previstos e os resultados possiveis sao
mais claros. Ao tentar encaixar no¢oes

de consentimento derivadas dessas
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situacdes no cenario dos testes gendmicos,
encontramos varias dificuldades. Em
termos legais, para que o consentimento
seja valido, os pacientes precisam ser
devidamente informados sobre o0s
objetivos do teste e 0 seu consentimento
deve ser dado voluntariamente

(Horton, R., Lucassen, A, 2019).

No campo dos testes genémicos, todos
esses elementos estdo indiscutivelmente
em duvida. Para que uma pessoa consiga
tomar uma decisao particular, ela precisa
ser capaz de compreender, reter e pesar
as informacoes necessarias para decidir

e comunicar seus desejos. Para testes
gendmicos, é duvidoso que alguém possa
realmente atender a esses critérios — as
ramificagcdes dos testes genémicos podem
ser imprevisiveis mesmo para pessoas que
conhecem bem o campo. Por exemplo,
James Watson foi uma das primeiras
pessoas a ter seu genoma sequenciado e
optou por ter suas informacoes redigidas
(ja que ele preferia ndo saber se tinha um
gendtipo associado a uma chance maior
de desenvolver a doenca de Alzheimer).
No entanto, a partir das informacgoes que
foram colocadas em dominio publico, foi
possivel inferir o genétipo de Watson,

ja que as informacdes nao estavam
suficientemente protegidas. Nas conversas
de consentimento, os profissionais de
salde sao encarregados de fornecer aos
pacientes as informacdes que eles desejam
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ou precisam para tomar uma decisao
especifica, mas no contexto da gendmica,
ndo devemos presumir que qualquer
pessoa possa antecipar todas as provaveis
ou sérias consequéncias potenciais dos
testes. "Informar adequadamente” uma
pessoa que esta tomando uma decisao
sobre testes gendmicos € uma tarefa
desafiadora. Por exemplo, a pesquisa indica
que varios participantes do Projeto 100.000
Genomas tém uma lembranca imprecisa

se escolheram ou ndo saber sobre riscos a
saude nado relacionados a condi¢ao que 0s
levou a ingressar no projeto. O que quer
que tenham escolhido, muitas pessoas
presumiram que seriam informadas se
"algo importante” fosse encontrado.
Apesar de um processo de consentimento
detalhado, o que os pacientes achavam
que concordavam as vezes era diferente
do que seus médicos achavam que haviam
concordado. Se o consentimento for julgado
puramente pela compreensao e retencao
de informacdes relevantes, ndao funcionou
bem para esses pacientes. Muitas vezes,

a participagao em testes genémicos tem
consequéncias mais amplas — por exemplo,
a0 acessar testes clinicos por meio do
Projeto 100.000 Genomas, os participantes
também concordam em disponibilizar

seus dados para uso pela pesquisa e

pela indUstria (com varias salvaguardas).
Algumas pessoas querem um diagnostico
clinico, mas podem ser reticentes sobre



o compartilhamento de dados — fazer dos
dois um "pacote” mina a voluntariedade
de seu consentimento? Podemos
argumentar que um genoma nao pode ser
interpretado isoladamente: ele se baseia
na comparagdo com controles "normais” e
bancos de dados de variantes causadoras
de doencas “"anormais”, portanto, o
compartilhamento de dados é parte
integrante do processo de interpretacao
(Horton, R., Lucassen, A, 2019).

No entanto, um diagnostico gendmico faria
uma grande diferenca para varias pessoas e
familias, e exigir que as pessoas fornecam
seus dados a indUstria para buscar um
diagnostico desesperadamente necessario
pode ser retratado como coercitivo (talvez
especialmente porque mais da metade nao
obterd um diagndstico por meio de testes
gendmicos, pelo menos a curto prazo).

Como podemos preparar processos

de consentimento robustos para a era
gendmica? A variedade de resultados
possiveis dos testes gendmicos da a
impressao de que os testes gendmicos
devem se encaixar bem com a posi¢ao
politicamente popular de que mais
op¢oes sdao sempre boas. No entanto, a
complexidade da interpretacao do teste
gendmico, o que significa que a escolha
do paciente pode ser dificil de honrar
diretamente, corre o risco de alimentar o
medo de que, ao exercer seu julgamento
sobre 0 que constitui um resultado

Genoma Brasil

clinicamente significativo, clinicos e
cientistas estejam sendo paternalistas
(Horton, R., Lucassen, A, 2019).

Aideia de ‘amplo consentimento’ ganhou
forca em circunstancias em que, em
virtude da incerteza e diversidade de
possiveis intervencdes ou resultados,

as pessoas podem consentir com base
em acordo com principios gerais que
governam o que sera feito, sem conhecer
detalhes especificos do que sera feito.

As pessoas que contribuem para 0s
biobancos fornecem consentimento sob
esse modelo, essencialmente optando por
delegar decisbes sobre quais pesquisas
futuras serdo feitas com suas amostras com
base em algum conhecimento do que o
processo de tomada de decisdo envolveria.

O consentimento de uma pessoa pode

ter implicagoes para uma variedade de
outras: ao participar de testes gendmicos,
uma pessoa pode encontrar informacoes
relevantes para seus parentes biologicos.
As vezes, isso pode estar abertamente
relacionado a deteccdo da mesma variante
BRCA1 causadora de doenca rara em duas
primas com cancer de mama de inicio
jovem, e em esséncia, encontrara a mesma
variante nos pais que 0s conectam.
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Normalmente, solicitamos apenas o
consentimento da pessoa que fornece
uma amostra de DNA para teste (ou de seu
representante, se menor de idade ou sem
capacidade). Outros membros de sua familia
que podem ser diagnosticados por meio
do teste ndo sao questionados, embora em
certas circunstancias essa possibilidade seja
explorada detalhadamente como parte do
processo de consentimento. O “resultado
gendmico” de uma pessoa é muitas vezes
ligado ao de seus parentes bioldgicos,
independentemente de ser confortavel ou
conveniente do ponto de vista social. As
no¢oes de consentimento que conceituam
0S pacientes como inteiramente separados
de sua familia biologica sado, portanto,
passiveis de falhar. Consideramos que

as informacoes genéticas hereditarias
devem ser confidenciais para as familias,
ndo para os individuos (embora as
consequéncias pessoais para uma
determinada pessoa de ter uma variante
especifica devam ser confidenciais apenas
para elas) (Horton, R., Lucassen, A, 2019).

E importante explorar isso antes dos
testes gendmicos, em parte para evitar as
situacOes muito raras em que os pacientes
nao estdo dispostos a compartilhar
informacgoes genéticas relevantes para a
saude com seus parentes biologicos, mas,
mais comumente, para considerar como
essa comunicacao pode ser realizada se
necessario. Ao oferecer testes genémicos a
uma pessoa, temos que estar cientes de que
potencialmente estamos testando outras
pessoas também, sem consentimento.

Outro aspecto que requer um tratamento
particularmente cuidadoso € a
possibilidade de a interpretacao do teste
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gendmico evoluir ou ser derrubada a
medida que o conhecimento cientifico
avanca. As discussdes de consentimento
precisam trilhar um equilibrio delicado
entre deixar as coisas em aberto, de
modo que os pacientes estejam cientes
de que as coisas podem mudar, e

ndo gerar uma expectativa de que os
dados genémicos serdao examinados
rotineiramente novamente e os pacientes
serdo atualizados, se nenhum mecanismo
estiver em vigor para garantir isso. Muitas
vezes, ha falta de clareza sobre quem pode
ser responsavel por contatar novamente os
pacientes se novas informacdes surgirem,
ou tiverem o potencial de surgir, de
dados genéticos ou gendmicos antigos.
Qualquer responsabilidade parece estar
em algum lugar entre os pacientes e 0s
profissionais de saude, com um resultado
provavel de que, em alguns casos,
ninguém a vé como sua responsabilidade
e, portanto, o contato nunca acontece
(Horton, R., Lucassen, A, 2019).

Dada a complexidade e a natureza evolutiva
da interpretacdo de testes gendmicos,
argumentamos que o consentimento para
testes gendmicos pode ser conceitualmente
Util como uma conversa continua, onde
aspectos da discussao sao revisitados
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conforme necessario ao longo da vida de
uma pessoa. No entanto, em vez de confiar
no consentimento (embora continuo) para
“fazer todo o trabalho”, consideramos que
precisaremos estar situados dentro de

um sistema confidvel, onde os pacientes
possam ter confianca de que seus dados
gendmicos serdo tratados com cuidado e
que suas preferéncias sejam acomodadas
0 maximo possivel sem a necessidade

de especificar antecipadamente
exatamente o que serd procurado ou
encontrado. Encontrar um equilibrio
adequado entre reabrir as discussoes
quando necessario e se intrometer
inesperadamente na vida das pessoas
para fazer perguntas potencialmente
indesejadas sera claramente dificil.

No entanto, achamos que essa abordagem
nos aproximaria do consentimento

valido, do que tratar o consentimento
como um evento Unico e aproximar as
respostas para toda e qualquer pergunta
subsequente, observando qualquer
formulario que o paciente preencheu
naquele dia (Horton, R., Lucassen, A, 2019).

Assim, os testes gendmicos apresentam
um desafio as nocdes tradicionais de
consentimento e autonomia: como uma

pessoa pode consentir em um processo
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em que os resultados potenciais sao

tdo desconhecidos e imprevisiveis, e
como uma pessoa pode determinar
independentemente como seu genoma
é testado quando os interesses de

seus parentes biolégicos podem ser
inextricavelmente dependentes de suas
decisbes? Argumentamos que nossos
conceitos de consentimento e autonomia
precisam se expandir para se adequarem
a0 proposito na era da gendmica.

Em particular, sugerimos que o
consentimento para testes genémicos
precisa ser considerado como um
consentimento mais amplo do que
especifico, bem como parte de uma
conversa em andamento com espaco
para abrir mais discussdes quando
necessario, em vez de ser pensado

como um evento bloqueado no tempo.
Também argumentamos que os conceitos
relacionais de autonomia oferecem uma
maneira mais frutifera de se envolver com
as realidades dos testes gendmicos.

Em um nivel biolégico, uma pessoa
compartilha seu cédigo genético com
seus parentes proximos e, em um nivel
social, uma pessoa que opta por se
submeter a testes gendmicos se envolve
em um processo que exige que outros
usem sua experiéncia e habilidade para
interpretar o codigo genético desse
individuo. Considerar como podemos
fortalecer as redes e relacionamentos
que facilitam as escolhas em relacdo aos
testes gendmicos é um aspecto importante
para aumentar a autonomia e um pré-
requisito de preparacao ética para a era
gendmica (Horton, R, Lucassen, A, 2019).
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Achados secundarios ou
incidentais

O crescente uso e recursos de ferramentas
gendmicas, como sequenciamento de
genoma e do exoma, levantam questdes
importantes sobre como lidar com
informacgoes genomicas relacionadas

a saude que podem fornecem dados
sobre predisposicao genética a alguma
doenca mas nao estdo relacionadas as
razoes pelas quais o teste foi solicitado.

As questdes sobre se — e como — divulgar
esses achados secundarios (também
chamados de achados incidentais)

de testes genéticos geraram muito
debate. Esses achados sao chamados de
secundarios ou incidentais. Basicamente
achados incidentais sao variantes
genéticas encontradas em um gene

nao relacionado ao quadro clinico do
paciente e a intencdo primaria do teste
genético. Por exemplo, uma paciente com
hipertrofia cardiaca familiar, histérico de
morte subia na familia, fez um exoma
para pesquisa de variantes genéticas
associadas a cardiomiopatia hipertrofica.

No seu laudo genético vieram reportadas
duas variantes: uma variante patogénica

no gene MYH7 (que causa cardiomiopatia
hipertrofica), e outra variante patogénica no
gene BRCA2 que aumenta a predisposicao
de cancer de mama e ovario. Porque a
variante no BRCA2 foi reportada? O Colégio
Americano de Genética Médica e Genbmica
publicou em 2015 recomendacdes para
achados incidentais em exomas e genomas
clinicos que é baseada na acionabilidade
médica associada a predisposicao de
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uma determinada condicao, ou seja,

Caso o paciente se beneficiasse daquela
informacao genética pois seria possivel
tomar medidas preventivas ou terapéuticas.

A presenca de um achado incidental
significa que o paciente possui um risco
maior de desenvolver uma condi¢ao
médica especifica, porém ndo significa
que o paciente possui a doenca ou que
ird desenvolvé-la definitivamente.

Os achados incidentais sao reportados
apenas em genes recomendados

pelo consenso do Colégio Americano
de Genética Médica e Genbmica.

Desde a publica¢ao dessa recomendacao,
a lista de genes de achandos incidentais
foi atualizada a medida que o estudo

de associacdo de gendtipos e fendtipos
foi aumentando, e cada vez mais se
conhecendo genes associados a um pior
diagnostico ou desenvolvimento de
tratamenos gene-especificos. Segue a lista
mais atualizada (Green et al., 2013; Kalia
et al, 2017; Miller et al,, 2021, 2022).
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Tabela 3 - Genes de achados incidentais recomendados pela ACMG SF3.1

-

Fenétipo

Genes relacionados a cancer

ACMG SF
Versao
da lista

Modo de
heranca

Variantes para
reportar

Polipose Adenomatosa 1.0 APC Autossdmica Todas patogénicas e
Familiar : dominante possivelmente patogénicas
Cancer medular 1.0 RET® Autossdmica Todas patogénicas e
de tiredide familiar ’ dominante possivelmente patogénicas
1.0 BRCA1
Sindrome hereditaria para Autossdmica Todas patogénicas e
cancer de mama e ovario 1.0 BRCA2 dominante possivelmente patogénicas
3.0 PALB2
1.0 SDHD
1.0 SDHAF2
Feocromocitomas-paraganglioma 1.0 SDHC | autossémica Todas patogénicas e
hereditario 1.0 SDHB dominante possivelmente patogénicas
3.0 MAX
3.0 TMEM127
; : . 2.0 BMPR1A | Autossémica Todas patogénicas e
SRR €8 (Holl]eE3 0vEmn 2.0 SMADA4C dominante possivelmente patogénicas
. 1 . Autossomica Todas patogénicas e
Sindrome de Li-Fraumeni 10 TP53 dominante possivelmente patogénicas
MLH1
. MSH2 | Autossémica Todas patogénicas e
Sindrome de Lynch 1.0 dominante possivelmente patogénicas
MSH6
PMS2
Neoplasia end6crina 1.0 MEN1 Autossdmica Todas patogénicas e
multipla tipo | ’ dominante possivelmente patogénicas
Sindrome de polipose 1.0 MUTYH Autossomica | Todas patogénicas e possivelmente
de MUTYH : recessiva patogénicas (2 variantes)
. Autossdmica Todas patogénicas e
Neurofibromatose tipo 2 1.0 NF2 dominante possivelmente patogénicas
. i Autossomica Todas patogénicas e
Sindrome de Peutz-Jeghers LY SULER dominante possivelmente patogénicas
Sindrome do tumor 1.0 PTEN Autossdmica Todas patogénicas e
hamartoma-PTEN ’ dominante possivelmente patogénicas
. Autossdmica Todas patogénicas e
Retinoblastoma oY LR dominante possivelmente patogénicas
1.0 T5C1 Autossémica Todas patogénicas e
CeEE CH CEEOEER Sl Ees 1.0 TSC2 dominante possivelmente patogénicas
Sindrome de von Hippel-Lindau 1.0 VHL Autossomica logdacipatoEEnicast
PP : dominante possivelmente patogénicas
. Autossémica Todas patogénicas e
Tumor de Wilms 1 e Ly dominante possivelmente patogénicas
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-

Genes associados a fenétipos cardiovasculares

A

1.0 FBN1
1.0 TGFBR1
1.0 TGFBR2 5mi ani
Aortopatias dominante. ossivelmente patogenicas
1.0 SMAD3 ominante P 1V P g 1
1.0 ACTA2
1.0 MYTH11
Cardiom: . 1.0 PKP2
ardiomiopatia
arritmogénica do ventriculo -0 > Autossomica Todas patogénicas e
d"e('ito C(un:F supcatf.gona 1.0 psc2 dominante possivelmente patogénicas
© -ardiomiopatia 1.0 TMEM43
arritmogénica)
1.0 DSG2
Autossomica Todas patogénicas e
) ) 1.0 RYR2 dominante possivelmente patogénicas
Taquicardia Autossémica | Todas patogénicas e possivelmente
ventricular po l1’m9rﬁca 3.0 CASQ2 recessiva patogénicas (2 variantes)
catecolaminérgica FYo—
utossémica
3.0 TRON recessiva
Todas patogénicas e
1.0 TNNT2 possivelmente patogénicas
1.0 LMNA
3.0 FLNC
Cardiomiopatia dilatada 3.0 TTN A:tos_sﬁmica
ominante
31 BAG3
31 DES
31 RBM20
31 TNNC1
Sind rome de Ehlers-Danlos, 1.0 COL3A1 Autossémica Todas patogénicas e
tipo vascular dominante possivelmente patogénicas
1.0 LDLR SD
Autossdmica -
Hipercolesterolemia familiar 1.0 APOB dominante pos;ri%ﬁm:eztt%g:::;;zﬁicas
Autossdmica
1.0 PCSK9 dominante
1.0 MYH7d
1.0 MYBPC3
1.0 TNNI3
1.0 TPM1 Autossémica Todas éni
R C p patogénicas e
Cardiomiopatia hipertréfica 1.0 MYLE dominante possivelmente patogénicas
1.0 ACTC1
1.0 PRKAG2
1.0 MYL2
Sindrome do QT longo tipos 1.0 KCNO1 Autossémica Todas patogénicas e
le2 1.0 KCNH2 dominante possivelmente patogénicas
Sindrome do QT longo 3, 1.0 SCN5A! Autossdmica Todas patogénicas e
sindrome de Brugada : dominante possivelmente patogénicas

~
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-

Genes associados a erros inatos do metabolismo

-

o ACMG.SF Modo de Variantes para
Fenétipo Versao heranca reportar
da lista ¢ P
Deficiéncia de 3.0 BTD Autossomica | Todas patogénicas e possivelmente
biotinidase ’ recessiva patogénicas (2 variantes)
Ligada ao AU hemi, het, homozygous P
Doenca de Fabry 1.0 GLA Cromossomo
X and LP
Deficiéncia da ornitina Ligada ao All hemi, het, homozygous P
. 2.0 oTC Cromossomo
transcarbamilase X and LP
Autossémica | Todas patogénicas e possivelmente
Doenca de Pompe 3.0 s recessiva patogénicas (2 variantes) )
~

Genes relacionados a fenétipos diversos

o ACMG.SF Modo de Variantes para
Fenétipo Versao Gene heranca reportar
da lista § P
Hemocromatose Autossdmica Apenas HFE p.C282Yl
o 3.0 HFE . .
hereditaria recessiva homozigoto
Telangiectasia 3.0 ACVRL1 Autossomica Todas patogénicas e
hemorragica hereditaria 3.0 ENG dominante possivelmente patogénicas
1.0 RYR1 Autossami Tod —
Hipertermia maligna utossomica odas patogénicas e
1.0 CACNA1S | dominante possivelmente patogénicas
Diabgtes de im’gio na 3.0 HNF1A | Autossomica Todas patogénicas e
maturidade dos jovens dominante possivelmente patogénicas
Retinopatia associada 3.0 RPEG5 | Autossomica | Todas patogénicas e possivelmente
a RPE65 : recessiva patogénicas (2 variantes)
. . Autossomica | Todas patogénicas e possivelmente
Wilson disease 2.0 ATP7B recessiva patogénicas (2 variantes)
Amiloidose hereditaria 31 TTR Autossdmica Todas patogénicas e
TTR : dominante possivelmente patogénicas

J

No projeto Mapa Genoma Brasil faremos o exoma e genoma clinico de diversos pacientes

com cancer e doencas cardiovasculares. Pode acontecer de algum paciente ser testado

devido a uma condicdo clinica especifica e ter variante patogénica em algum dos genes

listados na tabela acima e que nao tem relacao a sua doenca.
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Como proceder nesses casos?

Primeiramente, no primeiro atentimento do paciente com o assistente de pesquisa
do projeto esse assunto deve ser abordado e deve ser explicado ao participante
que existe a possibilidade de ser encontrado esses achados indicidentais.

O participante deve optar se ele quer ou ndo quer ser notificado caso isso aconteca.

Segue abaixo trecho do termo de consentimento livre e esclarecido do projeto:

O teste genético consiste na analise de centenas de genes do seu DNA para a busca
de alteragdes que possam estar relacionadas com as doencgas cardiovasculares que
estudamos. Durante essa analise, a equipe do projeto pode encontrar alteracoes

em genes que nado estavam procurando; isso se chama "achado incidental". Esses
achados inesperados nao estdo diretamente relacionados com o estudo, no entanto,
podem indicar alguma informacdo importante sobre a sua saude. Por vezes os pes-
quisadores podem ndo saber o significado de um achado nem como ele pode afetar
a sua vida ou a sua salude de uma maneira geral.

Pode ser um beneficio saber o resultado dos achados incidentais. Por exemplo, eles
podem indicar o risco de desenvolver uma doenca. Em alguns casos, isso permite
tomar medidas para reduzir o seu risco e em outros casos, a informag¢ao pode ajuda-
-lo a tomar decisdes na sua vida. Entretanto, receber informacao inesperada sobre

a sua saude pode causar-lhe um grande desconforto emocional. Isso pode dar-se
particularmente no caso de saber que tem ou pode desenvolver um problema para
0 qual ndo ha tratamento ou cura. A opc¢ao de ter acesso a informacao sobre o0s acha-
dos incidentais € exclusivamente sua. De qualquer forma, a equipe do projeto estara
disponivel para esclarecer todas as duvidas sobre os achados incidentais e sobre
como vocé deve proceder caso algum achado seja encontrado.

Vocé gostaria de ser notificado e receber um laudo com as informacdes de achados
incidentais, caso esses sejam encontrados durante seu teste genétivo?

() Sim () Nao

Apés a realizagao do teste genético, vocé recebera o seu laudo impresso com o
resultado da analise e um profissional da salde participante do projeto prestara
todas as informacdes sobre o resultado e estara disponivel para tirar todas as dlvi-
das que vocé tiver.

NS J

Caso o participante queira ser informado acerca de achados secundarios, essa informacgao
constara em seu laudo e sera realizado aconselhamento genético sobre essa questao
também. Caso ele opte por ndo, os achados secundarios nao serdao informados ao
participante. As implicac¢des clinicas dos achados incidentais devem ser discutidas em
consulta de aconselhamento genético com um especialista.
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