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Resumo

De forma resumida, descreve-se a situagio
presente quanto ao conhecimento do genoma
humano, e procura-se definir quais sdo, de momento,
as possibilidades reais para o clinico pritico de o
aplicar aos seus doentes. Existe hoje um grande
desvio entre o que se tem prometido (e corresponde,
sobretudo, a programas de investigagcdo em curso
ou previstos para um futuro préximo) e o que é
oferecido pelos servigos de Genética no campo do
diagndstico e tratamento. Sem entrar na analise dos
problemas bioéticos em Genética Médica, define-
se a eficdcia e limites dos testes genéticos na clinica,
chamando a atengdo para a necessidade da
obediéncia a um protocolo bem definido na hora de
pedir um desses testes: o protocolo deve incluir a
defini¢do do quadro hereditirio da doenga e as
alternativas de diagnostico e terapéutica a que o teste
ird responder. O clinico deve ter informagio sobre
0s testes que podem ser efectuados, saber as suas
indicagbées formais e preparar-se para as
dificuldades eventualmente postas pela interpretagcio
dos resultados.

De momento e perante os nossos doentes, as novas
técnicas de diagndstico podem ser muito iiteis,
sobretudo quando forem aplicadas com método.
Todavia, mais do que em qualquer outra drea, é
preciso saber quando e como proceder a estes
exames: o seu uso deve ser enquadrado num
protocolo de estudo e follow-up.
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Abstract

Current knowledge of the human genome is briefly
described, as well as the limitations of its practical
use by the clinician in patients. There is presently a
large gap between what the molecular geneticists
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promise, (such promises are included in research
projects under way or still in a blue-print stage) and
what is really available for diagnosis and treatment.
Bioethical issues aside, practitioners should be aware
of the usefulness and limitations of genetic testing
in clinical practice, and the need for a well-defined
set of rules before requesting a given test. This
includes a precise definition of the heredity pattern
for each condition and the diagnostic and treatment
alternatives suggested by each result. Practitioners
should have working information about the tests
currently offered, know the exact indications for each
one, and be prepared for the issues eventually raised
by the interpretation of expected results.

New diagnostic molecular tests will be very helpfill,
especially when used judiciously. However, more
than in any other medical field, it is necessary to
know when and how to request these tests: their use
should be included in a strict scheme of study and
follow-up.
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Introducio

O desenvolvimento da tecnologia molecular, aplicada ao
estudo do genoma humano, permitiu alcangar a meta que
todos os cientistas ambicionavam, a defini¢iio da sequén-
cia de bases inscritas no DNA humano. Dai, o compreensi-
vel entusiasmo que rodeou a noticia veiculada pelos jor-
nais de que estava na mio do Homem a mdgica “receita
para fazer homens” — noticia comentada com mais paixdo
que prudéncia, levantando falsas expectativas na popula-
¢do.

Parece pois adequado, ao abrir as Jornadas de Medicina
Interna, situar este avango no seu correcto contexto € ana-
lisar, ainda que de forma sucinta, o seu significado para o
clinico prético e as perspectivas que se lhe pdem na tarefa
de acompanhar e tratar os seus doentes. Deixarei de lado
as questoes bioéticas, que jd tém sido profusamente trata-
das por distintas personalidades, provenientes dos mais
diversos quadrantes e especialidades, e procurarei cen-
trar-me nalguns pontos muito simples e de interesse prati-
co.

O conhecimento do genoma humano

Que significa para nés o genoma humano, tal como o
conhecemos no presente momento? Que interesse tem esse
conhecimento, aqui e hoje, para o diagndstico e tratamen-
to de doengas?

Aquilo de que dispomos agora € a série de nucleotideos
(com adenina, timina, citosina e guanina), onde a experién-
cia nos permite encontrar os pontos de inicio e fim de cada
gene, as regides a montante € a jusante que funcionam
como moduladores, intensificando ou reduzindo o seu efeito,
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e as zonas aparentemente inuteis, os chamados intrdes.
Torna-se necessdrio, primeiro, verificar, em grupos sufici-
entemente representativos das populagdes, quais sdo os
segmentos comuns 2 espécie, eliminando os segmentos
especificos de cada grupo, de cada familia ou de cada indi-
viduo (muito uteis para investiga¢des de paternidade, na
anilise da agregagio familiar ou nos estudos antropologi-
cos), e depois, recorrendo a Genética comparada, definir
os genes que correspondem a proteinas de estrutura ou
enzimdticas. O nimero de genes identificados na espécie
humana deve situar-se entre trinta mil e cinquenta mil, apa-
rentemente muito mais baixo do que a principio se pensa-
va: ndo se deve esquecer que um segmento de DNA, defi-
nido como “gene” pela presen¢a do cédigo inicial, pode
produzir dois ou mais polipeptideos consoante a sua con-
figuragdo de momento e os factores de estimulagdo; por-
tanto, o nimero de polipeptideos que podem ser produzi-
dos serd muito maior. O exemplo tipico deste fendmeno € o
gene da calcitonina, onde pode também ser lida a katacal-
cina ou CGRP (peptideo relacionado com o gene da calci-
tonina), que estd concentrada no locus ceruleus, possui
grande actividade hemo-dindmica e foi descoberta apenas
por técnicas de recombinagdo molecular.

O exemplo escolhido mostra ainda como se ird conseguir
identificar genes que produzem proteinas até agora desco-
nhecidas, com existéncia fugaz, de segundos, ou presen-
tes apenas em determinadas condi¢des ou em locais ina-
cessiveis. Este serd o efeito mais dramdtico, mas também o
de manifestagdo mais lenta: os conhecimentos que se es-
tdo a desenvolver neste campo terdo um importante efeito
na Fisiologia e, consequentemente, na Fisiopatologia e na
Farmacologia. Quando este desiderato for atingido, sabe-
remos que substincias se produzem, em que momento elas
aparecem durante o desenvolvimento do ser humano, des-
de o ovo até depois da morte, os mecanismos intimos de
predisposic¢io e génese de doengas, e saberemos também
quais os melhores farmacos e quais os mais eficazes para
cada situagdo. Todavia, esse estadio do conhecimento
médico-biolégico ndo estd proximo: o médico encontra-se
agora numa situagdo similar a do seu antepassado do sé-
culo XVI, que podia definir as estruturas do organismo
mas apenas adivinhava a forma como elas fincionavam e
agiam entre si. O problema reside na ideia, expandida entre
o publico (e os préprios médicos). do imediatismo da apli-
cagiio do genoma humano ao diagndstico e ao tratamento
das doengas: o paciente e o clinico assistente ndo gostam
de ouvir que as informagdes respigadas nos jornais ou na
Internet correspondem a programas de investigagio futu-
ra ou a experiéncias em curso, por vezes reduzidas ainda a
um nimero limitado de casos.

O terceiro passo nos estudos do genoma humano con-
siste na identifica¢iio de doentes e portadores de genes
que provocam doenga ou favorecem o seu aparecimento.
Nio é simples fazé-lo: € indispensdvel ter um diagndstico

correcto dos casos bem identificados, e aqui o papel do
clinico torna-se inestimdvel, garantindo um diagnéstico
diferencial seguro indicando quais os elementos da familia
que devem ser examinados e facilitando as relagdes entre
o geneticista molecular e os individuos estudados, sempre
receosos do significado e impacto dos exames no seu quo-
tidiano.

No passo seguinte, o estudo das populagdes, pretende-
se fazer a comparagdo da estrutura do DNA entre grupos
humanos diferentes, cotejando-a com a epidemiologia es-
pecifica de cada populagdo. Somente depois de tudo isto
efectuado, serd possivel voltar ao estudo molecular dos
farmacos — agora na Farmacogenética —, para isolamento
de genes *“benéficos” ou “normais” (por oposi¢do aos genes
“doentes” ou mutagdes nocivas) e tentativa de sua inser-
¢do nos individuos doentes ou, mediante fertilizagiio in
vitro, nos ovos provenientes de casais em alto risco de
descendéncia afectada.

Um problema de momento

Contudo, a literatura médica estd ja cheia de informagéo
sobre a aplicag@o da genética molecular ao estudo de nu-
merosas situagdes clinicas, com numerosas propostas de
rastreio de individuos em risco. Em principio, parece 16gi-
co separar na populag¢do geral o grupo de pessoas que
apresentam uma tendéncia elevada de desenvolver no fu-
turo determinada doenga: afinal, é o sonho da Medicina
Preventiva e este sistema permitiria concentrar recursos e
verbas na revisdo aturada dessas pessoas. Rastreios do
género tém sido propostos e alguns mostram-se muito efi-
cientes na definigdo das pessoas que € necessdrio acom-
panhar com mais atengdo. Uma questdo séria € a aplicagido
pré-sintomdtica do método a doengas de aparecimento tar-
dio e sem terapéutica adequada (exemplo, a doenga de
Huntington), porque um resultado positivo tem um grave
impacto sociolégico (discriminagio, exclusio laboral, etc.)
e acarreta graves perturbagdes psicolégicas.

Contudo, o préprio sonho da eficicia desfaz-se quando
recordamos, por exemplo, que o rastreio do gene HPC]1 €
positivo numa pequena percentagem de cancros da pros-
tata e os genes BRCA1 e BRCA2, tdo falados nas neopla-
sias malignas da mama (os portadores desses genes tém
uma probabilidade de 50 a 85 % de desenvolver cancro),
definem apenas as formas hereditirias, que correspondem
somente a cinco ou 10 % de todos os cancros mamarios:
quer dizer. na melhor das hipdteses. o teste permite prever
8.5 % dos cancros da mama e serd falso-negativo em 90 %
das pacientes. Entdo, mesmo aqui, o papel do clinico é
fundamental, definindo as familias atingidas de cancro
hereditdrio da mama, e para essas, sim, é formal a indicagio
do estudo molecular. Quanto as formas esporadicas, o efeito
de outros genes (ou outras mutagdes naqueles genes) terd
de ser pesquisado, num niimero suficiente de pacientes.

A aplicagdo dos testes de rastreio ao diagndstico nio é
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isenta de riscos. Isto € bem conhecido dos pediatras e
pneumologistas que lidam com as diversas formas de fi-
brose cistica ou mucoviscidose, porque cada agregado
populacional tem o seu conjunto de muta¢des, com fre-
quéncias diversas. Cerca de metade dos casos, na nossa
populagio, deve-se a presenga da mutagio ?F508, em ho-
mozigotia, no gene da proteina que forma os canais de
passagem de ides entre a célula e o exterior— CFTR -, mas
um painel de 15 mutagdes (o conjunto habitualmente usa-
do num exame de rotina) define apenas 70 % das situa-
¢Oes, € para atingir o nivel de 80 % de sensibilidade serd
preciso estudar outras 15. Na populagdo heterogénea dos
E. U. A., sdo necessdrias 63 mutagdes para atingir os 95 %
de sensibilidade (excepto os individuos de origem asidti-
ca). Em termos praticos, sair do teste “habitual” sé se jus-
tificard, em termos de relagio custo-efeito, se houver um
estudo molecular anterior (por exemplo, identificagio de
uma mutagio rara num familiar do individuo em questao),
uma convic¢do muito forte quanto ao diagndstico ou a
informacgio de que se trata de um paciente com diferente
origem étnica (aten¢do aos falsos pruridos “anti-raciais”
na hora de identificar essa origem étnica, indispensavel
para um correcto raciocinio genético).

Outro exemplo de dificuldades aparentemente inespera-
das reside no sindrome do segmento QT longo (LQTS).
Para este sindrome hereditario, caracterizado por taquiar-
ritmia, sincope e eventual morte subita, estio identifica-
dos seis loci, com numerosas muta¢des em cada um dos
polipeptideos formados: para o gene KCNQI, por exem-
plo, estdo jd identificadas 76 mutag¢des em 202 doentes do
grupo europeu de referéncia (secretariado por Larsen), mas
somente uma aparece em mais de 25 casos. Alids, toda a
andlise genética da patologia cardioldgica € prejudicada
pelo facto de ser muito elevado o nimero de genes que
podem ser expressos no aparelho cardio-vascular, entre 21
€27 mil.

Testes genéticos — Fazer o qué?

Vejamos entdio que testes poderemos realizar nos nos-
sos doentes. Os métodos actuais permitem-nos ji, com
alguma facilidade e com custos mais baixos do que se po-
deria pensar hd dez anos, aplicar a clinica de todos os dias
exames moleculares que definem:

. aidentifica¢do de sequéncias anormais de DNA (ex.:
mutagio na fibrose cistica)

2. os marcadores cromossémicos, i.e. sequéncias es-
pecificas situadas muito perto de genes (de que ndo co-
nhecemos ainda a estrutura) € que sao herdadas em con-
junto com eles

3. oestado de funcionamento de um segmento de DNA:
um gene pode existir, mas s6 provoca doenga quando estd
activado (ex: nivel de funcionamento do gene que produz
a 21-hidroxilase, no metabolismo dos esteréides supra-re-
nais)

Do que fica dito, facilmente se concluird que ao clinico
pertence, com o eventual apoio de especialistas, definir a
conveniéncia de solicitar um determinado exame molecu-
lar, avaliando a sua utilidade no doente em estudo: aqui,
como, de resto no recurso a todos os outros meios auxilia-
res de diagnéstico e terapéutica, € indispensavel distin-
guir a investiga¢do da rotina clinica, decidir da aplicabili-
dade do exame e ainda verificar se dai resulta alguma alte-
rag¢do substancial no diagndstico, no estabelecimento do
progndstico e na institiugiio da terapéutica.

Os meios de que dispomos hoje para fazer os testes ge-
néticos estdo ja a passar do laboratdrio de investigagdo
para a rotina, o que significa uma redugio notavel de cus-
tos — embora um estudo de genética molecular possa ain-
da ser dos exames mais dispendiosos em bioquimica. Quando
conhecemos a mutagdo, sobretudo se estamos em presen-
¢a de doentes que pertencem a familias jd identificadas
como possuindo essa mutagdo, podemos recorrer a hibri-
dagdo por sondas especificas (método hoje facilitado pelo
uso de sistemas “multiteste” ou multiarray), ao corte do
DNA em locais especificos, com enzimas de restrigdo, etc.,
a ligagao de oligonucleotideos (OLA), a polimerizagdo por
diversas técnicas (SSP, ASA, ARMS, GBA, PASA etc.)e,
finalmente, a sequenciagiio do segmento de DNA que nos
interessa.

Se a mutagdo ndo € conhecida (situagdo habitual nos
doentes sem histéria familiar), elas podem ser procuradas
por complementag@o ou sequenciagiio da regiio do gene
(DNAc, DNAg), o teste da proteina truncada (PTT), estu-
do da conformagio especifica da sequéncia do DNA (SSCP,
DOVAM, etc,), etc. Por certo, € mais rdpido e mais ficil
pesquisar uma alteragio que ji foi observada num agrega-
do familiar, mas convém ndo esquecer cinco regras funda-
mentais na hora de escolher o teste a pedir e ao fazer a
interpretaciio do resultado (Quadro 1).

Um dos exemplos que melhor ilustra as dificuldades que
se levantam ao clinico € o das expansdes de repeti¢es de
trinucleotideos, alterag¢dio que aparece em vdrias afecc¢des
(Quadro 11): na doenga de Steinert, por exemplo, um resul-
tado que se situe entre os valores normais e os que tém
sido descritos nos doentes nfo permite definir com clareza
a situaciio do paciente, doente ou normal; quando isto
acontece, serd preciso reavaliar o doente €, se o diagn0s-
tico se confirma, modificar os limites de anormalidade. Alids,
tal como nos restantes exames bioquimicos, um valor in-
termédio faz sempre pensar numa doenga em estadio pré-
clinico. Neste exemplo, um resultado desses pode corres-
ponder a uma pré-mutagdo: € normal a presenga de algu-
mas repeti¢des do tripleto GCT (entre || e 34); uma peque-
na expansido dessa sequéncia constitui uma alteragio an-
terior a doenga (pré-mutagio), que predispde o seu porta-
dor para novas expansdes nesse ponto, € a doenga poderd
aparecer em descendentes seus.

Quando se pretende solicitar um teste genético, deve-se
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Quadro I - Riscos de erro de interpreta¢io

Quadro II - Expansoes de repeticoes 3n

I. Nenhuma técnica mostra todas as mutagdes (se Doenga Trinucl. Normal Doentes

bem que muitas das mutagdes descritas na literatura

s‘eJar’nl czisos |sglados ou entdo hmnildos‘ a uma Huntington CAG 11-34 40-100 e +

familia ndo relacionada ou uma populagio afastada). i d

s : acima de

2. Nenhuma técnica ¢ aplicavel a todos os genes, pelo DM Steinert GCT 5-30 100

que ¢ preferivel indicar qual é o gene que se _

d ; Ih 1 ¢ : 5 Ataxia Medul _

pretende pesquisar ou, melhor, qual ¢ a situagdo do : GCT 17-26 40-52

doente, e deixar ao laboratério o trabalho de Esp.Bulbar, ligX

seleccionar o teste. Ataxia

o ) o Epi CAG 19-36 43-81

3. As técnicas usadas variam de um laboratério para spinoCerebelosa

outro, e nem sempre os resultados sdo directamente FRAXA# CCG ou 6-50 200

transponiveis. CGG ) et
4. A comparagdo de resultados obtidos com técnicas FRAXE*# GCC 6-25 200 ¢ +

diferentes pode ser dificil. .

o i o ) Ataxia

5. Técnicas muito soflstlcadgs podem tornece{ DentoRubrPalido CAG 725 49-75

resultados de interpretagdo delicada e, por vezes, até Lu.

sem significado clinico.

“Sindrome de X [Irigil, tipo A
**Sindrome de X frigil, tipo E
Quadro I1I - Perguntas antes de pedir um teste genético
1. DEFINICAO DO QUADRO HEREDITARIO

a. J4 inquiri da histéria familiar ? A presenca de um ou mais doentes ji estudados simplifica o
trabalho, se dispusermos da informagdo da mutagdo presente.

b. Ji esbocei a drvore genealdgica ? Ela € indispensdvel para indicar quais os eventuais
diagndsticos diferenciais e quais os individuos que deverdo fazer o teste. se ele for positivo no
nosso doente.

¢. Os critérios de heredabilidade sdo aplicdveis ? No cancro colo-rectal hereditdrio ndo polipdide
(HNPCC), os "critérios de Amsterdam" exigem a presenca de cancro em pelo menos trés
familiares (um deles com relagdo do 1° grau com os outros dois), distribuidos por duas
geragdes, pelo menos, e aparecendo antes dos 50 anos pelo menos num caso).

d. Tenho a certeza de que os sintomas ndo correspondem, nalguns casos, ao efeito de uma
causa ambiental? Os factores ndo hereditdrios podem muitas vezes mimetizar uma doenga
genética. transmitida de acordo com as regras das leis de Mendel ou outra regra genética
(imprinting, por exemplo).

e. Tenho a certeza de que a doenca é a mesma em todos os que apresentam sintomas similares?

Um erro de diagndstico pode anular o valor de uma drvore genealégica.
2. INDICACAO DO TESTE

a. As alternativas de diagnéstico, de acordo com o resultado, estio bem definidas e tém
significado para o meu doente e/ou para a familia.

b. A realizagdo do teste pode ser util para estabelecer o tratamento e o progndstico: sem o
resultado do teste. ndo posso decidir-me pelo tratamento r ou y. e tenho as respostas
alternativas consoante o resultado.

c. Este doente vai fazer um tratamento de alto risco ou com efeitos secunddrios graves.

d. Pretendo ministrar um medicamento para o qual estd descrita uma susceptibilidade herdada

e. O teste é praticdvel. existe em rotina e tenho informagdo do laboratério sobre as condigdes e
requisitos do exame.

f. Atécnica tem alta fiabilidade. com uma boa relagiio entre a especificidade e a sensibilidade.
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seguir um dos protocolos correntes em Genética Médica
(Quadro II1). Se atentarmos bem, ele ndo é especifico des-
ta especialidade, mas corresponde, afinal, ao raciocinio que
um médico consciencioso faz antes de solicitar qualquer
meio auxiliar de diagndstico.

Exemplo: o rastreio da tendéncia hereditaria

para a trombose

Como exemplo, apliquemos este protocolo a uma situa-
¢do clinica pratica, a predisposigéo hereditaria para desen-
volver trombose venosa, onde estdo envolvidos factores
genéticos de risco, além de factores ambientais conheci-
dos, como os excessos alimetares, o uso de tabaco e o
stress.

Ha um nimero elevado de genes que participam na cas-
cata metabdlica da trombose venosa e na sua facilitagdo
local, mas desses hd trés com mutagdes mais frequente-
mente associadas a trombose hereditdria:

. mutagio no gene do factor V de Leiden, que leva a
resisténcia a protefna C reactiva e existe em 2 a 5 % da
populacio. Enquanto os individuos heterozigotos para esta
muta¢do apresentam um risco cinco a dez vezes maior de
ter uma trombose venosa, os homozigotos t&€m um risco 50
a 100 vezes maior do que a populagéo geral.

2. mutaglio no gene da protrombina, cujos niveis se
encontram aumentados no plasma. Uma mutagio, presen-
te em cerca de 2 % da populagio, dd aos heterozigotos um
risco 3 a 8 vezes maior de trombose venosa e aos homozi-
gotos um risco muito superior.

3. mutagio do gene da NTHFR.

A presenga simultdnea de mutagdes em dois destes ge-
nes (ou em todos) aumenta a gravidade da doenga, que se
manifesta mais cedo do que se houver apenas uma muta-
¢ao.

As mutagdes estdo identificadas, existem sondas para
elas e as técnicas de exame estdio em rotina. Sdo candida-
tos a este rastreio:

1. A populagdo adulta para identificagdo de portadores
de mutagdes

2. Individuos assintomaticos com histéria familiar de trom-
bose venosa

3. Mulheres candidatas a contracepgio oral

4. Doentes com trombose venosa profunda ou embolia
pulmonar

5. Doentes candidatos a grande cirurgia

O resultado positivo neste rastreio constitui uma indica-
¢do formal para a aplicagio de terapéutica profildctica com
anticoagulantes em situag¢des de risco.

Conclusao

Os conhecimentos que se irdo desenvolver nos proxi-
mos anos nesta drea (e, por arrastamento, no que comega a
ser conhecido como Medicina Molecular, uma aproxima-
¢do moderna a interpretagdo fisiopatoldgica da doenca e
dos caminhos para a terapéutica) vdo ser extraordindrios e

muito uteis. Contudo, torna-se necessdrio compreender
que € indispensdvel ainda aplicar muito esfor¢o na inves-
tigagdo, e o médico pritico tem um importante papel a de-
sempenhar, ajudando a clarificar os aspectos clinicos que
somente ele pode definir para o investigador.

De momento e perante os nossos doentes, as novas téc-
nicas de diagnéstico podem ser muito tteis, sobretudo
quando forem aplicadas com método. Todavia, mais do
que em qualquer outra drea, € preciso saber quando e como
proceder a estes exames: o seu uso deve ser enquadrado
num protocolo de estudo e follow-up.
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