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lIl - CONSIDERACOES/RESPOSTAS:

DADOS COPILADOS UP TO DATE

A intensa pesquisa genética aumentou exponencialmente nosso
conhecimento do cdédigo genético de humanos e outros organismos,
levando ao desenvolvimento de varios métodos que facilitam nossa
compreensao de processos genéticos normais e anormais. Muitos desses
métodos e técnicas relacionadas sdo agora usados rotineiramente no
diagnodstico molecular de disturbios hereditarios e doengas que resultam
de mutagbes somaticas, como as doengas hematoldgicas malignas. Os
diagnodsticos genéticos e citogenéticos moleculares sdo acréscimos

inestimaveis aos testes laboratoriais e avaliacido clinica, fornecendo
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informagdes diagndsticas, terapéuticas e progndsticas.

Embora o advento de métodos moleculares aprimorados e mais rapidos
tenha transformado o processo de diagnostico tradicional, manter-se atu-
alizado com os avangos mais recentes € assustador . Uma abordagem
conceitual para uma selecido dos padrdoes mais comuns e novas ferra-
mentas de diagnodstico sera aplicada a esta revisdo. Um esbogo das van-
tagens e limitagcdes de cada uma das técnicas € incluido, bem como al-
guns exemplos de suas aplicacbées. Uma breve introdu¢cdo aos termos
necessarios para entender adequadamente esses aplicativos € fornecida

separadamente.

Trés categorias gerais de teste podem ser distinguidas.

e A deteccao de mutacao de alteragoes de sequéncia conhecidas
pode ser realizada. Este tipo de teste € direcionado e normalmente limi-
tado a um numero predefinido de mudancas de sequéncia, selecionadas
com antecedéncia. A selecdo é geralmente baseada na associagdo com
fendtipos clinicos. As alteragcdes de sequéncia podem estar localizadas
em um unico gene ou em varios genes. Dependendo do método de teste
usado, o numero de alteragdes de sequéncia incluidas pode variar de

uma unica mutacao a milhares de mutacoes.

e Os estudos citogenéticos de grandes variantes estruturais sao
normalmente realizados quando o fendtipo nao parece limitado a muta-
¢des pontuais e delecbes e duplicagdes relativamente pequenas. Esses
estudos sao uteis em fendtipos sindrémicos e para constelagcdes de sin-
tomas tipicamente associados a anormalidades na escala dos cromosso-

mos, em vez de exons ou genes unicos.
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e Os métodos de genotipagem podem ser aplicados para identificar
mutacoes nao selecionadas com antecedéncia. Esses métodos tém
como objetivo descobrir mutagdes e podem ter como alvo um gene com
uma distribuicdo heterogénea conhecida de mutagbes ou podem ter
como alvo segmentos maiores do genoma para identificar variagdes co-

nhecidas ou novas.

DETECGCAO DE MUTACOES CONHECIDAS

Existem muitas abordagens diferentes para a identificacdo de mutagdes
conhecidas e selecionadas. Normalmente, estes comegam com a reagao
em cadeia da polimerase, apds a qual etapas de ensaio adicionais séo
realizadas. A secéo a seguir lista exemplos de algumas das técnicas usa-
das com frequéncia, junto com suas vantagens e desvantagens. Métodos
gerais de deteccdo de mutagdes, como sequenciamento de DNA, tam-
bém podem ser aplicados a identificacdo de mutagdes conhecidas. Em-
bora toda a sequéncia em um fragmento amplificado pudesse ser lida, as
mutagdes dentro desse segmento seriam prontamente identificadas por

este método mais abrangente.

Reacao em cadeia da polimerase - A reagao em cadeia da polimerase
automatizada (PCR) € comumente a primeira etapa na grande maioria
das analises de DNA porque aumenta a quantidade de DNA disponivel

para analise.

Digestao por enzima de restricdo - a digestdao por enzima de restricao
pode ser usada para detectar mutagdes que criam ou destroem um sitio
de enzima de restrigdo. Enzimas de restricdo especificas, geralmente
isoladas de bactérias, reconhecem sequéncias curtas unicas dentro de
um fragmento de DNA. Essas enzimas podem clivar as fitas de DNA na-

quele local exato. Se uma mutacéo altera o cédigo de DNA para uma
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sequéncia que cria um novo sitio de enzima de restricdo ou oblitera um
sitio de enzima de restricdo existente, a mutacido pode ser detectada

com base na presencga ou auséncia do sitio .

Um exemplo de tal teste € um ensaio de digestao de restricdo para a sin-
drome de Muenke, um tipo de sindrome de craniossinostose definida por
uma unica mutacdo (c.749C> G, p.Pro250Arg) no gene FGFR3 que cria
um novo sitio de restricdo. Neste ensaio, o exon 7 é amplificado por
PCR, e a amostra é submetida a uma digestao de restricdo com Ban [, a
enzima que reconhece o novo local. O DNA de pacientes portadores da
mutacao € clivado pela enzima, enquanto o DNA de controle sem a mu-

tagcado permanece nao clivado.

As vantagens desta técnica incluem o seguinte:

e E tecnicamente facil e pode ser executado em um dia.

e A analise de restricado enzimatica detecta mutacdes especificas e pode
ser aplicada a muitas amostras simultaneamente. Essas amostras sao

entdo executadas lado a lado em um unico gel.

As desvantagens sao as seguintes:

eEste meétodo € impraticavel para disturbios causados por um grande nu-
mero de mutacdes diferentes e para a deteccdo de mutacdes associadas
a sequéncias de nucleotideos que requerem o uso de enzimas de restri-

cao caras.

e Apenas uma pequena fragdo das mutacdes pontuais existentes real-

mente criam ou removem um site de restricdo. Em alguns casos, este
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problema pode ser contornado pela introducdo de um sitio de restricao

artificial durante a amplificagao por PCR .

e A digestao incompleta pode produzir resultados errébneos. Este proble-

ma pode ser superado usando controles adequados.

Sistema de mutacgao refratario a amplificagcao - O sistema de mutacéo re-
fratario a amplificagdo (ARMS) pode ser usado para detectar mutacdes
pontuais conhecidas. Esta técnica requer uma reacado PCR multiplex .
Nesta reagao, dois pares de primers sao adicionados a um unico tubo de
PCR e duas sequéncias separadas de um pedaco de DNA sao amplifica-
das na mesma reacédo. Uma reagao (usando o par de primer de controle)
€ um controle interno para demonstrar que a proépria reacdo de PCR fun-
cionou. A outra reagao (usando um par de primer especifico para a muta-
¢ao em estudo) amplificara a sequéncia alvo dependendo da presenca
ou auséncia de uma mutacéo pontual especifica. Um segundo tubo con-
tém DNA do mesmo paciente e inclui o par de primer de controle e um
par de primer que amplifica apenas a sequéncia normal. A Unica diferen-
ca entre os iniciadores para a sequéncia normal e mutante € a comple-
mentaridade de um iniciador na extremidade 3 ', onde um ¢é idéntico ao
normal e outro a sequéncia variante. O outro primer € 0 mesmo para am-
bas as reacgdes, e o tamanho do produto sera o mesmo. Quando execu-
tadas lado a lado em um gel, essas amostras exibirdao homozigosidade
para a sequéncia normal, homozigose para a mutagao ou heterozigosida-
de

Este ensaio € uma modificacao real do préprio PCR, em vez de uma eta-
pa adicional apos a amplificacdo original. ARMS pode ser executado
para apenas uma ou um pequeno numero de mutacgdes testadas simulta-

neamente. Um exemplo é um teste ARMS para a mutagcdo BRAF
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c.1799T> A (p.V600E), que foi identificado no carcinoma colorretal, mela-
noma e carcinoma papilar da tireoide. Como a mutacdo € uma mutacao
pontual, alterando um nucleotideo para outro, os iniciadores podem ser
projetados de modo que a sequéncia do tipo selvagem ou mutante cor-
responda perfeitamente a extremidade 3 do iniciador. Em um ensaio oti-
mizado, um produto de PCR seria entdo esperado apenas com o par de
primer que corresponde inteiramente.

As vantagens desta técnica incluem o seguinte:

e E facil de executar e concluir em um dia.

e Ele pode detectar mutagdes pontuais especificas e avaliar muitas
amostras simultaneamente. A modificacdo do método permite a analise

de varias mutagcdes em um tubo de ensaio.

As desvantagens sao as seguintes:

e E impraticavel para disturbios causados por um grande nimero de mu-

tacoes.

e Os pares de primer devem ser projetados para todas as reagdes. A
amplificacdo dessas reacdes nas mesmas condicdes € um pré-requisito.
Se as condigbes forem subdtimas para um dos pares de primers, a am-

plificacado fraca ou ndo especifica pode resultar em resultados ambiguos.

e Cada amostra de paciente requer varios tubos de PCR.

Hibridizagdo de oligonucleotideo especifico de alelo - a hibridizagdo de
oligonucleotideo especifico de alelo (ASO) envolve a colocagao ("spot-

ting") de DNA amplificado por PCR desnaturado em uma membrana e
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subsequente hibridizacdo com sondas marcadas especificas de alelo
curtas. Em condi¢des ideais de hibridizagc&do e lavagem, a hibridizac&o sé
ocorrera se a sequéncia da sonda for perfeitamente complementar a

amostra de DNA de fita simples.

Normalmente, os produtos de PCR de uma amostra de paciente sao fixa-
dos em duas membranas idénticas (um "dot-blot"), uma das quais € hibri-
dizada com uma sonda que contém a sequéncia normal, enquanto a ou-
tra é hibridizada com uma sonda para a sequéncia mutante. As duas
sondas devem diferir em apenas um nucleotideo, correspondendo a mu-
tacdo pontual sob investigacdo. Apos a exposicdo a um filme autorradio-
grafico no caso de marcacdo de sonda radioativa, ou apés tratamento
quimico no caso de oligbmeros biotinilados, os sinais positivos sdo mar-
cados e a heterozigosidade ou homozigosidade para a sequéncia normal
ou mutante pode ser determinada

A hibridizacdo ASO pode ser modificada para analisar um painel de mu-
tagcdes para um unico paciente. Na hibridizacdo especifica de alelo "re-
versa", por exemplo, sondas especificas de sequéncia sdo colocadas na
membrana e apenas uma membrana € usada por paciente. O ASO rever-
so € menos econdémico do que o ASO normal, mas pode diminuir o tem-
po de resposta por amostra. Este método é frequentemente aplicado em

testes moleculares para fibrose cistica.

As vantagens da hibridizagcdo ASO incluem o seguinte:

e E adequado para analise de mutacdes especificas ou polimorfismos

em varias amostras

e E altamente sensivel e especifico se for otimizado corretamente.
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e S30 possiveis adaptacdes para analise PCR multiplex ou analise auto-

matizada de microarray (chip de DNA).

As desvantagens incluem:

e Cada sonda ASO pode detectar apenas uma sequéncia especifica.

e A hibridizacdo ASO ¢ sensivel apenas a pequenas mutacoes de DNA.

e Ha potencial ndo especificidade se as condi¢des de hibridizacdo e / ou

lavagem nao forem totalmente otimizadas.

Microarrays de genotipagem - microarrays de genotipagem estéo dispo-
niveis em uma variedade de plataformas moleculares diferentes. Todos
eles podem interrogar um numero flexivel de mutacbées ao mesmo tem-
po, 0 que os torna atraentes para analises de alto rendimento em um ou
varios genes, para um ou varios pacientes diferentes ao mesmo tempo.
Esses ensaios sdo normalmente automatizados e em uma configuracao
de alto rendimento (ou seja, analise automatizada de varias amostras si-
multaneamente), ndo requerem trabalho pratico apds o inicio da execu-
cao do ensaio.

As vantagens deste método incluem o seguinte:

e E adequado para anélises de alto rendimento de mutagées ou polimor-

fismos especificos em varias amostras.

e E necessario um trabalho relativamente menos pratico por amostra.

e A interpretacao dos dados também pode ser altamente automatizada.
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As desvantagens incluem:

e O equipamento de analise de microarray, bem como os arrays individu-

ais, podem ser caros.

e Frequentemente, esse método ndo é adequado para teste de baixo vo-
lume, em particular quando os microarrays podem ser usados apenas
uma vez, independentemente de apenas uma ou varias amostras serem

testadas.

IV - CONCLUSOES

v As ferramentas de diagndstico citogenético e molecular séao

aplicadas para trés propoésitos principais em genética clinica: detectar
mutacbes  especificas, estudar grandes variantes estruturais
cromossémicas e genotipagem para encontrar mutagdes que nao foram
previamente identificadas._

v Mutacdes conhecidas - a maioria das ferramentas para identificar
mutacdes selecionadas envolve a tecnologia de reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR). Técnicas envolvendo enzimas de restricdo especificas
podem ser usadas para encontrar mutacdes que podem afetar o local de
clivagem alvo da enzima, embora apenas uma pequena fragdo de
mutagbes pontuais sejam passiveis de tais técnicas. O sistema de
mutacéo refrataria a amplificacdo (ARMS) envolve uma reagdo de PCR
multiplex e pode detectar mutacdes pontuais especificas. Outras técnicas
envolvem hibridizagcdo de oligonucleotideos e genotipagem de
microarranjos. Microarrays podem permitir alto rendimento.

v No caso em tela trata-se de mutagao conhecida

v A demanda em tela solicita um tipo especifico de teste genético
(microarrays) para paciente que ja apresenta diagndstico por outro método
de teste genético ( caridtipo)

% Uma desvantagens do método ( para padrdes de paises de primeiro
Nota Técnican? 4713 /2021 NATIUS - TIMG



4 NatJus

Estadual

mundo ) € o alto custo

% Nao ficou demonstrado os benéficos que o novo teste poderia trazer
para o paciente e/ou familiares

v Nao ficou demonstrado que condutas seriam tomadas ou ndo em
beneficio do paciente com a realizacdo de um novo teste uma vez que ja

existe diagnostico
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