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Andlise de trechos de DNA que contém os genes
aprofunda o diagndstico de doencas

Carlos Fioravanti
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m marco deste ano, em uma das salas do

ambulatério do quinto andar do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sdo Paulo (HC-FM-

-USP), o endocrinologista Alexander
Jorge atendeu um casal para apresentar a provavel
causa da microcefalia e da'baixa estatura da filha
de 4 anos. Néo era a infec¢do da mée com sifilis
durante a gravidez, como se cogitara inicialmen-
te, mas uma muta¢fo em um gene de reparo do
DNA conhecido como BRCA1L O médico explicou
que essa mutacéo, identificada na filha em homo-
zigose (duas cOpias) e nos pais em heterozigose
(uma copia), favorecia o desenvolvimento de tu-
mores de mama e ovarios. Em seguida, a mulher
de 32 anos comentou: “Doutor, tenho um caro¢o
na axila”. Era um sinal de que ela prépria poderia
ter um cancer de mama néo diagnosticado e ja em
expanséo. Diante da situacéo, Jorge encaminhou
amée de sua paciente para a equipe de oncologia,
no prédio ao lado, para fazer o diagndstico.
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Jorge tem vivido situacdes desse tipo com fre-
quéncia desde 2013, quando comecou a usar uma
técnica que faz olsequenciamento completo de
conjuntos de trechos do/DNA conhecidos como
éxons, que representam de 1% a 2% do material
genético. E no exoma, o conjunto dos éxons, que
estdo os 19 mil genes humanos, cujas mutacdes
podem causar doencas. O sequenciamento de
todo o material genético (genoma) raramente é
feito para finalidades médicas, por ser mais caro
e dar informacdes sobre trechos do DNA cha-
mados introns, raramente associados a doencas.

Nos ultimos anos, o sequenciamento completo
de exoma se sobrep0s a abordagem anterior, que
lia poucos éxons de cada vez, e tem se mostrado
eficaz para identificar a mutacéo responsével por
8.500 doencas genéticas provocadas por um tnico
gene em até 40% das pessoas examinadas. “A taxa
de sucesso pode chegar a 80% quando ja existem
genes candidatos previamente selecionados para
explicar o quadro clinico”, assegura Jorge.
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O custo para sequenciar o exoma ainda é alto
- no Brasil, pode chegar aR$ 10 mil. Outra di-
ficuldade é que o sequenciamento fornece uma
quantidade/monumental de informagio porque
qualquer pessoa apresenta cerca de 50 mil muta-
¢Oes, a maioria indcuas. As analises exigem equipes
especializadas de bidlogos, bioinformatas e médi-
cos para se chegar as 20 ou 30 alteracdes mais re-
levantes, que debilitam a funcéo original dos genes
e poderiam explicar os sintomas de uma doenca.

Apesar das limitacGes, essa técnica tem ajudado
a solucionar diagndsticos incertos e a direcionar
tratamentos. Depois de identificar a mutagéo no
gene BRCA1, que poderia explicar a microcefalia
e a baixa estatura da menina, com o apoio de rela-
tos semelhantes em outros paises, Jorge concluiu
que nio deveria adotar o tratamento tradicional
para baixa estatura, com hormonio de cresci-
mento, que poderia aumentar o risco de cincer.

O sequenciamento de exoma esta trazendo uma
nova forma de trabalho, mais aberta e colabora-

tiva, para pesquisadores e clinicos. Em setembro
de 2016, Jorge nio tinha como confirmar se uma
mutacéo no gene BCL11B seria responsavel pela
deficiéncia intelectual, defeito na arcada dentaria
e baixa estatura de um adolescente. Ele entrou
no site GeneMatcher, que compartilha informa-
cdes sobre mutacdes genéticas e suas possiveis
consequéncias com médicos, pesquisadores e
pacientes. Seu relato chamou a atencéo de pes-
quisadores da Alemanha e dos Estados Unidos
que tinham casos semelhantes, associados aquela
mutacéo, e lhe permitiu fechar o diagnéstico e
reunir informacdes sobre uma nova doenca que
poderiam facilitar o trabalho de outros médicos.

“Quanto mais detalhadas as descricdes dos
quadros clinicos dos pacientes e das familias,
com hipdteses diagndsticas consistentes, maior
a chance de fazer uma interpretacéo correta do
exoma”, diz a biéloga Maria Rita Passos Bueno,
uma das coordenadoras do Centro de Pesqui-
sas sobre o0 Genoma Humano e Células-Tronco

Placa com
milhdes de éxons
organizados em
oito trilhas que
serdo lidos
simultaneamente
no equipamento
(em segundo plano)
do laboratério de
sequenciamento
em larga escala da
Faculdade de
Medicina da USP
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(CEGH-CEL) do Instituto de Biociéncias da USP.
Em geral os médicos, os centros de pesquisa e
os laboratorios responsaveis pelos diagndsticos
trabalham de modo isolado, mas a integracéio de
equipes, a troca de informacdes e a harmoniza-
cdo de procedimentos técnicos e éticos poderiam
beneficiar os pacientes, os pesquisadores e as
equipes médicas, segundo estudo de um grupo
do Instituto Nacional do Cancer da Holanda pu-
blicado em maio na revista Annals of Oncology.

UM GENE, VARIAS DOENCAS

As analises do exoma estfo indicando que doen-
cas antes vistas como distintas poderiam ter a
mesma origem genética. A equipe da Mendelics,
uma das empresas de So Paulo especializada em
analises genéticas, em atuacdo desde 2013, verifi-
cou que o gene TRPV4 poderia causar tanto doen-
cas musculares quanto 6sseas. Em seu doutorado
na Universidade Estadual Paulista (Unesp), sob
a orientacdo da bidloga Silvia Rogatto, a também
bidloga Maisa Pinheiro identificou uma alteracédo
em um gene de reparo de DNA - a ser apresen-
tada em um artigo submetido para publicacéo
- como possivel causa do cdncer de mama e do
de tireoide. Maisa identificou a muta¢fio em pa-
cientes tratados no A.C.Camargo Cancer Center,
em Sio Paulo, que tinham um dos dois ou os dois
tipos de cincer, além de familiares atingidos por
esses tumores. “O cincer de mama e o de tireoide
poderiam integrar uma sindrome de predispo-
sicdo hereditaria”, sugere Silvia, atualmente na
Universidade do Sul da Dinamarca, em Odense.

O sequenciamento de exoma tem sido cada
vez mais usado por grupos de pesquisa em Sdo
Paulo, Belo Horizonte, Porto Alegre, Recife, Bra-
silia e outras cidades para descobrir as causas
de tumores, de doencas esqueléticas, muscula-
res, neuroldgicas e outras, de origem genética.
Um grupo do Baylor College of Medicine, dos
Estados Unidos, fez o sequenciamento de exo-
ma de 2 mil pacientes, a maioria criancgas, com
suspeita ndo confirmada de doencas genéticas
associadas ao atraso de desenvolvimento neuro-
légico. Todos tinham passado por testes bioqui-
micos de sangue, que néo definiram a causa das
doencas. Como relatado em um artigo de 2014
no Journal of the American Medical Association,
as mutacdes reveladas pelo sequenciamento de
exoma elucidaram a causa das doencas de 504
pacientes e permitiram planejar o tratamento e
o aconselhamento genético familiar.

O CEGH-CEL atende familias com doencas
genéticas desde 1968, trabalha com sequencia-
mento de exoma desde 2012 e identificou no-
vas mutacGes causadoras de autismo, doencas
musculares, doencas esqueléticas, deficiéncia
intelectual, obesidade e surdez. Em setembro,
o laboratério de testes genéticos do centro de-
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Na Faculdade de
Medicina da USP,
a biéloga Amanda
Narcizo (@ esq.)
prepara uma
placa com

96 microtubos
(detalhe acima)
para fragmentacdo
acustica de
trechos de DNA,
etapa inicial do
sequenciamento
de exomas

ve comecar a oferecer o miniexoma, a um custo
aproximado de R$ 4 mil, para procurar mutacdes
em até 6.709 genes ja associados a doencas gené-
ticas, em vez de examinar todos os 19 mil genes.
A reducéo de preco pode aumentar o uso dessa
técnica no sistema de satude brasileiro.

0O médico e bioinformata Guilherme Yamamoto,
que trabalha no Instituto da Crianca do Hospital
das Clinicas e no CEGH-CEL, avaliou a eficacia
do miniexoma para detectar mutag¢des em 500
genes responsaveis por um grupo de 26 doencas
genéticas de recém-nascidos com énfase em er-
ros inatos do metabolismo. Usando essa estratégia
de sequenciamento focado de genes, ele refez os
testes genéticos de 90 pessoas: 45 criancas aten-
didas no Hospital das Clinicas de Porto Alegre e
45 controles. Sem conhecer o diagndstico prévio,
Yamamoto encontrou um resultado falso-positivo
e um verdadeiro-positivo no grupo dos 45 que
inicialmente néio apresentavam doenca genética.
No outro grupo, ele identificou a doenca genéti-
ca adequadamente em 22 das 45 criancas. O teste
apresentou uma sensibilidade total de 50% e de
73% no grupo de erros inatos do metabolismo,
embora nio tenha detectado os casos de distrofia
muscular, epilepsia e imunodeficiéncia.

“A triagem por teste genético tem uma alta
especificidade, com apenas um falso-positivo”,
argumentou Yamamoto. Segundo ele, essa abor-
dagem poderia complementar a triagem neona-
tal, mais conhecida como teste do pezinho, que
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detecta doencas genéticas, metabdlicas e infec-
ciosas. “O teste do pezinho apresenta baixa espe-
cificidade, com alta frequéncia de falso-positivos,
para algumas doencas examinadas”, diz. Segundo
ele, o ganho de precisio no reconhecimento das
doencas genéticas de recém-nascidos poderia
adiantar o inicio do tratamento.

“O sequenciamento de exoma funciona bem
para identificar erros inatos de metabolismo”,
concorda o neurologista Fernando Kok, professor
da FM-USP e diretor médico da Mendelics. Sua
empresa pretende lancar neste ano um teste para
identificar mutacdes em 260 genes responsaveis
por 150 doencas genéticas em recém-nascidos.

REANALISES

Na Mendelics, bidlogos, geneticistas, médicos re-
cebem os resultados organizados por meio de um
programa de computador chamado Abracadabra,
desenvolvido pelo grupo liderado pelo neurolo-
gista David Schlesinger, presidente da empresa,
destacado em 2014 pela MIT Technology Review
como um dos 10 pesquisadores com menos de 35
anos mais inovadores do Brasil (ver Pesquisa FA-
PESP n° 220). O Abracadabra filtra as mutacdes

por grupos de doenca, indicando as prejudiciais
e eliminando os achados incidentais em genes
de menor interesse, e procura automaticamente
relatos semelhantes em bases de dados on-line.
Outro programa da equipe do bioinformata
Jodo Paulo Kitajima, da Mendelics, comecou a
ser testado em agosto para identificar genes que
escapam das andlises normais de exoma. Esses
genes tém uma peculiaridade: néo toleram a per-
da de funcéo de uma de suas cdpias - sdo os cha-
mados constraints. Com essa estratégia, espera-se
resolver casos nio solucionados. Em dois dias
de trabalho, a médica geneticista Luiza Ramos
encontrou uma alteracdo genética que poderia
explicar um dos primeiros 52 casos nfio solucio-
nados examinados por meio do novo programa.
Em frente a outro computador da mesma sala, a
médica geneticista Fabiola Monteiro comentou
que as andlises de exomas estdo ampliando o
conhecimento sobre genética, ao revelar muitas
formas e muitas causas para as mesmas doencas.
“O que esta escrito nos livros de genética”, diz ela,
“é muito pouco, diante do que estamos vendo”. m

Projetos

1. Novas abordagens e metodologias na investigacdo genético-
-molecular dos disturbios de crescimento e desenvolvimento pu-
beral (n°13/03236-5); Modalidade Projeto Tematico; Pesquisador
responsavel Alexander Augusto de Lima Jorge (USP); Investimento
R$ 2.948.891,06.

2. CEGH-CEL - Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e de
Células-Tronco (n° 13/08028-1); Modalidade Centro de Pesquisa,
Inovacdo e Difusédo (Cepid); Pesquisadora responsavel Mayana Zatz
(USP); Investimento R$ 27.221.413,39 (para todo o projeto).
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Para entender os resultados

Na Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), um grupo coordenado pela
médica geneticista Iscia Lopes Cendes
atualmente desenvolve programas de
computador para facilitar a interpretacdo
dos resultados do sequenciamento de
exomas, que pode ser (Gtil na busca pela
causa de doencas provocadas por apenas
um gene. Esses programas também
integram essas informacées com as
disponiveis em bases de dados como a
Iniciativa Brasileira em Medicina de
Precisdo (BIPMed), com informacdo
genética especifica da populacdo
brasileira. Os primeiros programas devem
ser liberados para uso publico ainda

neste ano, conta Iscia, que é professora
da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp e pesquisadora do Instituto
Brasileiro de Neurociéncia e
Neurotecnologia (Brainn), um dos
Centros de Pesquisa, Inovacdo e Difusdo
(Cepid) financiados pela FAPESP.

Além de buscar novas estratégias para
avaliar o sequenciamento de exomas, o
grupo de Iscia também investiga a
relacdo entre o custo e o beneficio de se
incorporar esse exame ao sistema publico
de satide. Em um estudo em fase final de
desenvolvimento com 150 pacientes, a
médica geneticista Joana Trotta verificou
que o exoma poderia indicar a provavel

causa de 80%de doencas
neurodegenerativas com inicio na vida
adulta, como ataxia e deméncia, nem
sempre detectadas mesmo apds
sucessivos exames de imagem. A
proporcdo de diagndsticos positivos para
a deficiéncia intelectual foi de 20%,

10 vezes mais elevada do que a obtida
pela técnica adotada no servico publico
de salde, que consiste no exame de
cromossomos (cariétipo). “Aumentando a
proporcdo de diagnésticos corretos sobre
a origem das doencas, 0s gastos com
outros exames e consultas caem e o
tratamento, quando possivel, pode
comecar logo”, conta Iscia.
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