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Resumo

Os avangos na area genética, permitiram que os testes genéticos se tornassem numa
ferramenta clinica com enorme potencial no diagnostico e monitorizacdo de doencas, sendo
expectavel, que estes constituam o futuro da medicina personalizada. A realizacdo do
presente trabalho pretende, demonstrar a importancia dos testes genéticos na prética clinica,
bem como, a contribuicdo da profissdo farmacéutica na sua aplicacdo, e ainda aferir a literacia
relativamente aos testes genéticos na populacdo portuguesa sobre este tema.

No que respeita a metodologia, realizou-se uma analise da literatura cientifica,
recorrendo ao PubMed e ao Google Scholar. Posteriormente, realizou-se um questionario
anonimo e confidencial, a fim de determinar o grau de literacia da popula¢cdo em genética.

Os resultados mostraram que as habilitagbes académicas estdo diretamente
relacionadas com o conhecimento revelado. Verificou-se ainda, que a maioria dos inquiridos
revelou conhecimentos razoavelmente elevados, demonstrando maior interesse na sua
utilizacdo. Os participantes consideraram a possibilidade de a interpretacdo dos resultados
ser falivel, e evidenciaram ainda preocupag¢fes deontoldgicas.

Esta dissertagdo destacou, inequivocamente, o impacto da componente genética nas
doencas humanas, como as demais inovadoras aplicagbes no diagnéstico e monitorizacéo.
Em suma, a aplicacao do conhecimento, relativo as tecnologias de diagnéstico genéticas pode
oferecer melhorias na saude publica e na inclusdo do farmacéutico na medicina

personalizada.

Palavras-chave: Testes Genéticos, Medicina Personalizada, Diagndstico, Monitorizacao,

Farmacéutico.
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Abstract

Advances in the genetic field have allowed genetic tests to become a clinical tool with
enormous potential in the diagnosis and monitoring of diseases, and it is expected that these
will constitute the future of personalised medicine. This study aims to demonstrate the
importance of genetic tests in clinical practice, as well as the contribution of the
pharmaceutical profession in their application, and also to assess literacy in relation to
genetic tests in the Portuguese population on this subject.

Regarding the methodology, an analysis of the scientific literature was carried out
using PubMed and Google Scholar. Subsequently, an anonymous and confidential
questionnaire was performed in order to determine the degree of literacy of the population in
genetics.

The results showed that academic qualifications are directly related to the knowledge
revealed. It was also found that the majority of respondents showed reasonably high
knowledge, showing greater interest in its use. The participants considered the possibility that
the interpretation of the results was fallible and also demonstrated deontological concerns.

This dissertation clearly contrasts the impact of the genetic component on human
diseases, like the other innovative applications in diagnosis and monitoring. In short, the
application of knowledge on genetic diagnostic technologies can offer improvements in public

health and in the inclusion of the pharmacist in personalized medicine.

Keywords: Genetic Tests, Personalized Medicine, Diagnosis, Monitoring, Pharmacist.
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Introducao

A presente dissertacdo, intitulada ‘Os testes genéticos no diagnostico e
monitorizacdo de doencas’, insere-se no ambito do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa. A sua
elaboracdo teve como objetivo, demonstrar a importancia dos testes genéticos na prética
clinica, bem como a sua contribuicdo para a profissdo farmacéutica, assim como aferir o grau
de conhecimento da populag¢ao portuguesa quanto ao tema, tendo em conta a sua opinido e
posicdo deontoldgica. A literacia, neste ambito, constitui uma ferramenta essencial para
ultrapassar alguns dos entraves da implementacao dos referidos testes na pratica clinica, para
a sua aceitacdo, e ainda para que exista uma procura responsavel por parte da comunidade.
Apenas, deste modo, poderemos refletir sobre a possivel implementacdo dos testes
genéticos, no contexto das farmacias comunitarias em Portugal.

A definicdo de testes genéticos nao € universalmente consensual. Estes podem ser
definidos, como testes que identificam os individuos com ou em risco de desenvolver um
disturbio genético (Pagon, Hanson, Neufeld-Kaiser, & Covington, 2001). Os testes genéticos
podem ser Uteis em diferentes fases da vida e permitem detetar inidmeros disturbios:
anomalias cromossOmicas; mutacfes monogénicas; mutacdes multifatoriais, com base
genética, que estao na etiologia de multiplas doencas humanas, como por exemplo doencas
mentais degenerativas, diabetes e o cancro (Meng, 2005).

A realizacdo dos testes genéticos, depende da utilizagdo de técnicas laboratoriais
para analisar o RNA, o DNA ou os cromossomas da amostra recolhida. A descoberta do
impacto da componente genética na etiologia de multiplas doencas, originou 0 aumento da
procura e da realizacdo de sequenciagcfes genomicas. Esse impacto desencadeou a
implementacéo de novas técnicas de sequenciacdo na area da genémica, o que, por sua vez,
levou a procura de novas técnicas mais rapidas, econdmicas, e com maior capacidade de
andlise, visando-se assim uma sequenciacdo com alta taxa de rendimento. Em resposta a
essa necessidade, surgiram as novas técnicas de sequenciagdo de segunda geracao e,
posteriormente, de terceira geracéo, que tém a capacidade de sequenciar milhares de milhdes
de fragmentos simultaneamente (Kremer, 2019; Neosprospecta microbiome technologies,
2016; Rohde et al., 2005).

O surgimento do projeto do Genoma Humano, possibilitou a sequenciacdo completa do
genoma humano e, consequentemente, introduziu a realizacdo dos testes genéticos, que
vieram facilitar o diagnéstico de certas patologias, bem como a realizacdo de planos de
monitorizacdo e tratamento personalizados para cada doente. A sua aplicacdo tem tido um

grande impacto na pratica clinica para o diagnostico e monitorizacao de doencas, contribuindo
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cada vez mais para o futuro da medicina personalizada (Goldfeder, Wall, Khoury, loannidis, &
Ashley, 2017; Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

No setor farmacéutico, a formagédo em genética, e consequente aplicagcdo dos testes
genéticos, vao transformar a pratica farmacéutica em diversos setores, permitindo assim uma
maior diferenciacdo do papel do farmacéutico (Jackson, Maria; Leah, Marks;May,
Gerhard;Wilson, 2018).

No que respeita a metodologia deste trabalho, procedeu-se primeiramente a uma
revisao da literatura sobre o tema. A pesquisa bibliogréfica teve a sua base, nos dados do
PubMed, a consulta de alguns artigos do Google Scholar e varias paginas na web
relacionados, com o assunto em estudo. Da metodologia, fez igualmente, parte a elaboracéo
e a aplicacéo de um questionario na populagéo portuguesa, cujos resultados foram analisados
e tratados.

O interesse pessoal por esta tematica surgiu desde cedo, com as unidades
curriculares de Genética humana e de Farmacogendémica, que também forneceram as
competéncias necessarias para aborda-la. Trata-se de um tema atual, inserido numa area da
ciéncia em elevado crescimento exponencial, e que tem vindo a revelar o potencial contributo
da sua aplicacdo para a melhoria da qualidade e da esperancga de vida dos doentes, bem
como para o futuro da medicina personalizada, sendo igualmente relevante a questdo do
impacto que poderd vir a ter na préatica farmacéutica, no futuro.

Na presente dissertacdo, esta tematica sera desenvolvida em trés capitulos. No
primeiro, serdo abordados alguns aspetos gerais dos testes genéticos, nomeadamente, o seu
aparecimento, a evolucdo das técnicas de sequenciacao, os tipos de alteracbes genéticas e
doencas associadas, os critérios de elegibilidade a sua realizacdo, bem como os fatores a
considerar, antes da mesma, e todas as suas implicacdes éticas, morais e legais. Em seguida,
no segundo capitulo, serdo abordados trés exemplos de testes genéticos inovadores, com
diferentes aplicacdes clinicas na area da oncologia, e com enorme relevancia para a evolucao
da medicina personalizada. Desenvolver-se-4, em primeiro lugar, o teste genético de rastreio
precoce do cancro colorretal ndo invasivo, o Septina9, passando-se, de seguida, ao teste
genético de suscetibilidade, o Guardant 360, que se trata de uma bidpsia liquida que
caracteriza o perfil genético do tumor sélido em andlise (Circulante, 2016; Mathai et al., 2019).
Seguidamente, como exemplo de um teste genético de monitorizacdo, ser4 abordado o
Uromonitor, indicado como um inovador método complementar na monitoriza¢éo de recidivas
em doentes sob vigilancia do cancro da bexiga ndo muscular invasivo (Alvi, Wilson, & Salto-
Tellez, 2017; Ipatimup, 2018).
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Por dltimo, ainda no segundo capitulo, estabelecer-se-4 o elo de ligacao entre o tema e as
ciéncias farmacéuticas, abordando-se ainda o papel que o farmacéutico assumird nesta
pratica. Refletir-se-4 assim acerca da contribuicdo dos testes genéticos na prética clinica
farmacéutica, mais especificamente, da sua implementacdo no contexto da farmécia
comunitaria como um novo servico farmacéutico. O Ultimo capitulo tem como finalidade
apresentar e discutir os resultados obtidos, a partir da realizacdo de um questionario para a
avaliacdo do conhecimento populacional acerca de testes genéticos, bem como para aferir a
sua opinidao relativamente a utilidade da sua aplicacdo no diagnéstico e monitorizacao de
doencas. Este foi 0 percurso escolhido, uma vez que, para uma utilizacdo dos testes genéticos
mais segura e eficaz na pratica clinica, surge a necessidade da existéncia de uma populagdo
mais esclarecida e de profissionais de salide mais preparados. A consciéncia da necessidade
de acompanhamento e de aconselhamento profissional, para a sua realizagéo e interpretacéo
€ igualmente importante. A relevancia deste questiondrio reside, precisamente, na
possibilidade de obter informag¢des acerca do conhecimento evidenciado pela populacéo,

relacionando-o com as suas carateristicas sociodemogréficas.
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1. Aspetos Gerais dos Testes Genéticos

1.1. Sequenciacdo do Genoma Humano e o aparecimento dos testes genéticos

O Projeto Genoma Humano, foi iniciado em 1990, e teve como principais objetivos a
identificacdo e sequenciacdo de todos os genes humanos (Green,E.D.,Watson,J.D.,&Collins,
2015).

Este projeto teve um custo total de cerca de 3 mil milhdes de dodlares, e foi
coordenado pelo departamento de energia dos EUA e por varios institutos internacionais,
como o National Institutes of Health (NIH). Os responsaveis acreditavam que a identificacao
das sequéncias genéticas iria ajudar no estudo de doencas humanas, bem como no
desenvolvimento de novas tecnologias de pesquisa e métodos computacionais
(Green,E.D.,Watson,J.D.,&Collins, 2015; U.S. Department of energy office of science, 2003).

iis
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Figura 1l - Squénbia de DA, aaaptado de (Giotto, 203).

O primeiro rascunho da sequenciacdo do genoma humano foi publicado em 2001 e
com ele surgiram centenas de artigos cientificos com uma analise mais exata da sequéncia
gendmica final (U.S. Department of energy office of science, 2003).

Os objetivos mais relevantes, que permitiram a conclusédo deste processo, incluiram
a identificacdo de 25 000 genes do DNA humano, a descoberta de sequéncias nucleotidicas
dos 3 mil milhdes de pares de bases quimicas que compdem o DNA humano, o
armazenamento de dados de sequenciacdo obtidos, a melhoria das ferramentas de analise
de dados, a abordagem das questdes éticas e legais que surgiram ao longo de todo o projeto
e a identificacdo das variagbes individuais do genoma humano (Green,E.D.,
Watson,J.D.,&Collins, 2015; U.S. Department of energy office of science, 2003).

A descoberta das variagbes no genoma humano originou a necessidade de delinear
mais objetivos, dos quais se destacam: tecnologias de identificacdo em larga escala de
polimorfismo de nucleotideo Unico; identificacdo de variantes comuns nas regifes
codificadoras para a maioria dos genes ja identificados; criacdo de um mapa SNP com pelo

menos 100 000 marcadores, assim como a criacdo de bases inteligentes para estudos futuros
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de variagdo genética (Green,E.D.,Watson,J.D.,&Collins, 2015; U.S. Department of energy
office of science, 2003).

Tabela 1. Acontecimentos mais relevantes do projeto de sequenciacdo do genoma (Goldfeder et al.,
2017).

Area do Estudo do Resultado

; Objetivo Inicial Data da ocorréncia
Projeto alcancado

95% do
sequenciamento do
genoma humano ser

99%do sequenciamento

Sequenciamento do do genoma humano foi

Abril de 2003

DNA : obtido com uma taxa de
= obtido com uma taxa de O 0
precisdo de 99,99% precisdo de 99,99%
Sequenciar 500 mb/ano  Sequenciaram -se mais
Cape\ud{;\de~ e custo da por menos de 0,25 de 1400 mb/anq por Novembro de 2002
sequenciacdo completa dolares por base menos de 0,09 délares
acabada por base acabada
Variacbes do genoma 100.000 SNPs 3,7 milhdes de SNPs Fevereiro de 2003
humano mapeados foram mapeados

Legenda: DNA — Acido Desoxirribonucleioco, mb - megabyte, SNPs — Polimorfismos de Nucleotideo Gnico

O impacto da componente genética na etiologia de multiplas doencas desencadeou
0 aparecimento de uma investigacdo mais aprofundada, e a implementagéo de novas técnicas
de sequenciagdo na area da gendémica. Nessas mdltiplas doengas, incluem-se o cancro, a
diabetes e algumas doengas mentais degenerativas. A possibilidade de determinacdo das
sequéncias de genes individuais ou da totalidade do genoma humano, veio facilitar o
diagnostico de certas patologias, bem como a realizagdo de planos de tratamento e

monitoriza¢cdo mais personalizados (Goldfeder et al., 2017).

1.2. Evolucéo das técnicas laboratoriais de anélise genética

As tecnologias de sequenciacgdo, que permitem um melhor entendimento do genoma
de varios organismos, associadas as ferramentas computacionais para analise e
interpretacdo de dados, constituem elementos imprescindiveis ao desenvolvimento de
diversas areas, como a genomica funcional, a transcriptomica, a oncologia, a biologia
evolutiva e as ciéncias forenses (Kremer, 2019; Neosprospecta microbiome technologies,
2016; Rohde et al., 2005).

As técnicas de sequenciacdo tém permitido, atualmente, diversas alternativas de
diagnéstico, e consequentemente a obtencao de tratamentos personalizados com resultados

terapéuticos mais eficazes em doencas como o cancro, doencas infeciosas e algumas

16



Universidade Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa
Testes Genéticos no Diagnoéstico e Monitorizagdo de Doengas Humanas

desordens genéticas hereditarias (Kremer, 2019; Neosprospecta microbiome technologies,
2016; Rohde et al., 2005).

Sequenciacao de 1.2 Geracao

A primeira geracdo de métodos de sequenciagdo constitui o inicio da era das
tecnologias de sequenciagédo e estabeleceu as bases, nas quais as geracdes seguintes se
desenvolveram. Nesta primeira geragao, destacam-se o Método de Maxam-Gilbert e 0 Método
de Sanger, mais conhecido, ambos descritos pela primeira vez em 1977 (Heather & Chain,
2016; Kremer, 2019; Neosprospecta microbiome technologies, 2016; Rohde et al., 2005).

O Método de Sanger foi desenvolvido pelo bioquimico britanico Frederick Sanger e
foi amplamente utilizado no Projeto Genoma Humano. Esta técnica passou por diversas
melhorias desde a sua criagdo, tendo sofrido um grande avanco devido ao uso da eletroforese
capilar, na qual os fragmentos gerados durante a sequenciagdo sao percorridos por capilares,
facilitando a andlise dos mesmos por detetores eletronicos (Heather & Chain, 2016; Kremer,

2019; Neosprospecta microbiome technologies, 2016; Rohde et al., 2005).

Sequenciacao de 2.2 Geragédo

O aumento do recurso a realizacédo de sequenciagdes levou, consequentemente, a
procura de novas técnicas mais rapidas, econémicas e com maior capacidade de analise,
visando-se assim uma sequenciacdo com alta taxa de rendimento. Em resposta a essa
necessidade, surgiram, posteriormente, as novas técnicas de sequenciacdo de segunda
geracao; novas plataformas de sequenciacéo, que tém a capacidade de sequenciar milhares
de milhdes de fragmentos simultaneamente. Estas plataformas apresentam um alto
rendimento face ao investimento econémico versus tempo de resposta do sequenciamento
(Goldfeder et al., 2017; Heather & Chain, 2016; Neosprospecta microbiome technologies,
2016).

O aparecimento da sequenciacdo de segunda geracao, também conhecido por NGS
foi decisivo para o cumprimento do prazo previamente estabelecido para a finalizacdo do
Projeto Genoma Humano. As principais vantagens da NGS face a 1.2 geracao, incluem a
reducdo no tamanho das leituras geradas, a reducdo no tempo e no custo de sequenciagéo
por base, a possibilidade de gerar milhdes de sequéncias de leitura em paralelo e ainda uma
diminuicdo consideravel do volume de reagentes por reacdo (Heather & Chain, 2016;

Neosprospecta microbiome technologies, 2016).
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Integram as técnicas de sequencia¢do de segunda geracao a Heliscope, o Solid, a
lon Torrent e a lllumina/Solexa, cujos principais aspetos serdo brevemente descritos de
seguida.

1. Heliscope

A técnica de 'sequenciacdo fluorescente de molécula Unica’ foi desenvolvida pela
HelicesBiosciences (Heather & Chain, 2016; Neosprospecta microbiome technologies, 2016).
O seu processamento engloba as seguintes etapas: fragmentacdo de DNA; ligacdo de
sequéncias homopoliméricas nas suas extremidades para fixar os fragmentos em placa de
vidro; processo de sequenciacdo por adicdo de dNTPs de base especificos e a enzima
polimerase; detecdo de cada molécula pela presenca do sensor a partir da interagéo do laser
com o fluor6foro adicionado (Heather & Chain, 2016; Neosprospecta microbiome
technologies, 2016).

No entanto, a sua comercializagcdo ndo vingou, devido ao custo elevado dos
reagentes necessarios para a sequenciacao, a incapacidade de leitura de maiores dimensoes,
e ainda, ao facto de se tratar de uma metodologia de sequenciamento extremamente

demorada (Heather & Chain, 2016; Neosprospecta microbiome technologies, 2016).

2. Solid

O ABI SOLID surgiu em meados de 2005 e realiza um sequenciamento por sintese,
ligacdo e detecao de oligonucleotideos. Este pertence a empresa Applied Biosystems e tem
uma metodologia, que se baseia na sequenciacdo por adicdo de enzima de ligacéo, para a
identificac@o das bases presentes em cada fragmento de DNA por detecdo da emisséo da
fluorescéncia (Heather & Chain, 2016; Kremer, 2019).

As etapas do processamento englobam: fragmentacdo de DNA e ligagdo dos
adaptadores para ligacdo aos beads; realizacdo do PCR; sequenciacdo por hibridizacdo de
sondas com incorporacdo da enzima ligase; clivagem com libertacdo do fluoréforo; detecdo
das bases por fluorescéncia (Heather & Chain, 2016; Kremer, 2019). O Solid produz uma
velocidade de sequenciacdo bastante elevada, mas apresenta leituras de tamanho curto,

sendo o seu processo de montagem, apos a fragmentacédo, muito complexo (Kremer, 2019).
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3. lon Torrent

O lon Torrent € a técnica de sequenciacao de transicdo da segunda para a terceira
geracdo. Surgiu em 2010, pela empresa Life Technologies, e a sua técnica de
sequenciamento baseia-se na formacdo de ligagbes covalentes em cadeia de DNA em
crescimento catalisada através da DNA polimerase (Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

A grande diferenca desta técnica reside na amplificagdo que ocorre quando s&o
inseridos os dNTPs. No caso de ocorrer ligacdo dos dNTPs, ocorre a libertacédo de ibes H+,
cuja variacdo de pH vai ser detetada a partir dos microsensores de pH. Estes sensores, por
sua vez, vao registar qualquer alteracdo existente com o intuito de determinar a sequéncia
genética final (Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

4. lllumina/Solexa

Esta tecnologia surgiu a meados dos anos 90 e foi desenvolvida pela empresa
lllumina (Rohde et al., 2005). A técnica de sequenciagdo lllumina tem a capacidade de
produzir até cerca de 60 milhdes de leituras com um comprimento de leitura médio de
aproximadamente 50 bases numa s6 execucdo. Assim, a sua enorme capacidade de gerar
grandes quantidades de dados num menor tempo e com custo inferior constitui a sua grande
vantagem, comparativamente as restantes técnicas de NGS (Kremer, 2019; Rohde et al.,
2005).

No ano de 2006, foi langado o primeiro sequenciador comercial. A sua metodologia
de sequenciacdo abrangia diferentes valores de dados processados, com diferentes
tamanhos de leitura, bem como divergentes modelos de equipamentos. De entre a
diversidade de tipos de sequenciacdes com a tecnologia lllumina destacam-se 0s seguintes:
Miseq, com uma utilizacdo mais direcionada para o estudo de genomas microbianos que
apresenta maior capacidade de leitura, mas uma menor velocidade de dados obtidos; e o
Hiseq cuja utilizacdo é mais direcionada para estudos do exoma e do RNA (Kremer, 2019;
Rohde et al., 2005).

Atualmente, a lllumina, ainda domina o mercado da sequenciacéo de alta preciséo a
nivel académico e na industria do diagndstico molecular, pela sua diversidade de ferramentas

e protocolos gerados por este equipamento (Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

No entanto, a partir de 2007, a comercializagdo da tecnologia de segunda geracgéo

sofreu uma quebra consideravel na sua comercializagédo, devido a sua consideravel taxa de
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erro e ao elevado tempo de resposta para a sequenciacdo de fragmentos de maiores
dimensdes (Heather & Chain, 2016; Neosprospecta microbiome technologies, 2016).

Sequenciacao de 3.2 Geracao

A terceira geragdo surge da necessidade de colmatar as principais limitagdes
existentes nas tecnologias de sequenciacao da geragao anterior, procurando dar resposta as
seguintes necessidades: a facilidade na execucédo de amostras, a diminuigdo no tempo do
processo de sequenciacdo, a maior possibilidade de automacao, a capacidade de maiores
comprimentos de leitura, uma analise precisa de amostras de DNA mais complexas e ainda
a diminui¢do no custo por base sequenciada para obtencéo de uma sequenciagcdo com melhor
rendimento (Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

O PacBio — SMRT e a Oxford Nanopore sdo duas técnicas de sequenciacdo desta

geracdo. Seguidamente, encontram-se descritos 0s principais aspetos que os caraterizam.

1. PacBio — SMRT

O sequenciamento por SMRT, Single Molecule Real-Time Sequencing, foi

desenvolvido pela Pacific Biosciences, e posteriormente incorporado pela empresa lllumina
(Heather & Chain, 2016; Neosprospecta microbiome technologies, 2016; Rohde et al., 2005).

Esta técnica engloba as seguintes etapas de sequencia¢do: a fragmentacao do DNA;
circularizacao do DNA; sequenciacdo em nano-poco; incorporagao de nucleotideos; detecao
da luz emitida como resultado da incorporacdo de nucleotideos com detecao em tempo real
a reacdo da enzima, bem como a velocidade com que realiza a incorporacdo (Heather &
Chain, 2016; Neosprospecta microbiome technologies, 2016; Rohde et al., 2005).

A grande inovacdo desta técnica de sequenciacdo, deve-se a sua capacidade de
realizar sequenciacdo em tempo real com tamanho de leitura até aos 20 KB. E, devido aos
seus sensores, € extremamente relevante a sua utilizacdo na detecdo de alteracdes
epigenéticas, como metilagbes em bases especificas (Neosprospecta microbiome
technologies, 2016; Rohde et al., 2005).

2. Oxford Nanopore

O Oxford Nanopore é o primeiro sequenciador portatii com uma tecnologia de
sequenciacdo por nanoporos, e foi licenciado e comercializado pela empresa Oxford
Nanopore, em 2008 (Heather & Chain, 2016; Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

A grande inovacao desta tecnologia face as restantes estéd associada ao facto de néo
requerer a marcacao, detecdo de nucleotideos ou amplificacdo por PCR (Heather & Chain,

2016; Kremer, 2019; Rohde et al., 2005). A sua tecnologia tem por base a leitura de variacdes

20



Universidade Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa
Testes Genéticos no Diagndstico e Monitorizagcdo de Doengas Humanas

de corrente elétrica, conforme uma molécula de DNA atravessa o nanoporo, sendo possivel
identificar o tipo de nucleético ligado com base nas diferentes resisténcias geradas (Heather
& Chain, 2016; Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

Este equipamento ja € considerado por muitos autores, como o principio da 4.2
geracao, devido as suas dimens@es, portabilidade, mas também a robustez dos resultados
gerados, tendo apenas como principal desvantagem; o0 seu custo, comparativamente as
outras tecnologias de sequenciacdo (Heather & Chain, 2016; Kremer, 2019; Rohde et al.,
2005).

O seu contributo em termos de aplicag@o na prética clinica é evidente, por exemplo,
no estudo de alguns agentes patoldgicos, com especial destaque para a sequenciagdo do
genoma do virus Zika (Heather & Chain, 2016; Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

A Tabela 2., abaixo apresentada, resume as principais caracteristicas dos diferentes
métodos de sequenciacdo a ter em conta aquando da escolha da tecnologia de sequenciagéo

mais adequada para uma determinada aplicagédo (Kremer, 2019; Rohde et al., 2005).

Tabela 2. Resumo das principais caracteristicas das trés geragfes de sequenciacdo (Rohde et al.,
2005).

Gera- Técnicade Empresa Custo Custo de Comprimen Tempo Rendimento Precisdo
cao sequenciag por material de to de leitura de
ao megaba sequenciagao (bp) execuca
se (USD) (USD) o]
Maxam NA - - - 2 horas Baixo -
Gilbert
12 Sanger Applied 2400 95.000 800 3 horas Baixo 99.99
Biosystem %
S
SOLiD Life ~0.13 495.000 35 8-14 dias  Muito alto 99.94
Technologi %
es
Genome Solexa, ~0.07 690.000 36 10 dias Muito alto +98.5
Analyzer Illumina %
Polonator  Dover ~1.00 155.000 13 8-10 dias Alto 99,7
22 %
HeliScope Helicos ~1.00 1.350.000 30 7 dias Alto +
Bioscience 99%
s
lon DNA 1.00 80.000 200-400 3 horas Moderado 99.2
Torrent Electronics %
Ltd.
Pacific Bio Pacific 0.13-0.6 695.000 1400 0,5- Moderado 88.0
RS Bioscience 2horas %
a s
3. Oxford Oxford - 750.000 Maisde 4 Tbh ~48 Muito alto 99.99
Nanopore  Technologi horas %
es

Legenda: NA- Nao aplicavel; USD — Dolar dos Estados Unidos da América; bp — Par de bases; Tb - Terabyte
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1.3. Patologias que recorrem aos testes genéticos no seu diagnéstico e

monitorizagao

O surgimento de doencgas genéticas constitui um grave problema de saude publica
com elevado impacto social, devido a sua diversidade e complexidade. Estima-se que cerca
de 5% da populacéo europeia seja afetada e que, em Portugal, existam cerca de 500 000 mil
pessoas portadoras de uma doencga genética, embora desconhecam a sua condi¢édo
(«Servico nacional de saude», 2017).

Deste modo, torna-se indispenséavel a elucidacdo da populacdo sobre a existéncia
de doencas genéticas, permitindo assim uma maior procura de consultas de aconselhamento
genético, nas quais se pode avaliar a extensdo da doenga, a sua etiologia genética, bem como
permitir a realizacéo de a¢des de rastreio de diagndstico ou a prevencao precoce da patologia

genética em questéo («Servigo nacional de saude», 2017).

As patologias genéticas, quanto a sua diversidade e etiologia genética, podem dividir-

se em trés principais categorias, a seguir tratadas.

1.3.1. Doencas genéticas associadas a anomalias cromossdmicas

As anomalias cromossémicas podem afetar o numero ou a estrutura dos
cromossomas e representam um terco das anomalias congénitas mais comuns que ocorrem,
ainda durante a fase inicial da gravidez. Estas podem ocorrer por falha do processo de divisdo
celular e sdo, na maior parte dos casos, responsaveis por abortos espontaneos (Alliance,
2009; Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018; Santos, Botelho, 2018).

As principais causas destas anomalias sdo os fatores ambientais e a idade da mée.
Contudo, existem casos em que as mesmas nao se manifestam e podem ser transmitidas a
descendéncia (Alliance, 2009; Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018;
Santos, Botelho, 2018).

As anomalias cromossomicas podem ser resultantes de alteragcfes a nivel estrutural

ou numeérica, tal como é possivel observar em seguida.

Anomalias Estruturais

Este tipo de anomalias causa uma alteracdo na morfologia do cromossoma e pode
ser classificada em:
= dele¢Bes, em que parte do cromossoma € perdida;

= duplicacbes, em que ha uma por¢cdo do cromossoma repetida;
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= inversbes, quando uma por¢do do cromossoma se separa, mas se une
novamente de forma invertida;

= translocag¢des, quando uma por¢cao do cromossoma € transferida para um
cromossoma ndo homologo (Jackson, Maria; Leah, Marks;May,
Gerhard;Wilson, 2018).

De um modo geral, as anomalias estruturais mais prejudiciais para a saide humana
sdo as delecdes e as duplicagBes, porque envolvem perda de material genético, com
consequente perda de fungdes fisiologicas, resultando, na grande maioria das situagdes, em
manifestacdes clinicas severas (Alliance, 2009; Jackson, Maria; Leah, Marks;May,
Gerhard;Wilson, 2018; Santos, Botelho, 2018).

Anomalias Numéricas — Aneuploidias

Estas anomalias sdo caracterizadas por um namero anormal de cromossomas. Verifica-se,
com mais frequéncia, neste grupo de anomalias a ocorréncia de trissomia, ou seja, trés copias
de um cromossoma, em comparagdo com a monossomia, na qual ocorre apenas uma coépia
de um cromossoma (Alliance, 2009; Santos, Botelho, 2018).

A Tabela 3. reine exemplos de doencas cromossOmicas diagnosticadas por testes

genéticos.

Tabela 3. Exemplos de doencas cromoss6micas diagnosticadas por testes genéticos (Jackson, Maria;
Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018; Santos, Botelho, 2018).

Doenca

L Mutagdo genética Manifestag6es clinicas
cromossémica

Copia extra do

Atraso mental e feigdes faciais caracteristicas
cromossoma 21

Sindrome de Down

Malformagdes graves do sistema nervoso central,
coracao e alteragdes fisicas nos olhos, palato e no tonus
muscular

Cépia extra do

Sindrome de Patau
cromossoma 13

Atraso no crescimento fetal, anomalias cardiacas e

Sindrome de Copia extra do noutros 6rgaos, e alteragdes fisicas (pescogo curto,
Edwards cromossoma 18 cabeca pequena, alongada e estreita) e incapacidade
intelectual

Desenvolvimento mental anormal, microcefalia e

Sindrome do ‘miado Delecéo parcial do L - S .
de gato’ cromossoma 5 caracteristicas flsn_:as limitantes (_mandlbula pequena,
degalo nariz largo, estrabismo)
Sindrome de Prader- Delecéo parcial Deficiéncia intelectual leve a moderada, problemas
Willi cromossoma 15 comportamentais e obesidade
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Monossomia do As raparigas afetadas apresentam normalmente baixa

Sindrome de Turner . ;
cromossoma X estatura, amenorreia, atraso da puberdade e escoliose

Desenvolvimento retardado da linguagem, funcao

Mutacédo do gene . PO .
motora, ténus muscular, alteragdes fisicas (face mais

Sindrome do X fragil FMR1 no cromossoma ;
X alongada, testa Iarga,,orelhas gran_des e salientes) e
caracteristicas de autismo
Atrofia testicular, baixos niveis de testosterona,
Sindrome de Copia extra do infertilidade, aumento de peso, aumento do risco do
Klinefelter cromossoma X (XXY) cancro da mama, discurso retardado e do

desenvolvimento da linguagem

Legenda: FMR1 - Codifica a proteina humana FMRP

1.3.2. Doencas Genéticas Mendelianas ou Monogénicas

Contrariamente as doencas cromossémicas, as monogénicas sao caracterizadas por
uma mutacdo num Unico gene, sendo estas de mais facil identificacdo e interpretacédo. Estas
doencas sdo transmitidas a descendéncia segundo as leis de Mendel, sendo por isso
conhecidas por doencas Mendelianas (Finegold, David, 2017; Jackson, Maria; Leah,
Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018).

Dentro desta categoria, existem diversas subcategorias de anomalias genéticas com
base nas variacfes da expressividade do gene em questdo, isto €, se 0 gene precisa da
expressao dos seus dois alelos, trata-se de uma doenca autossémica recessiva; no caso de
necessitar apenas de um alelo para se manifestar, estamos perante uma doenga autossémica
dominante (Finegold, David, 2017; Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018).

As subcategorias de doencas mendelianas classificam — se da seguinte forma:

Doencas Autossémicas Recessivas

Torna-se necessario que existam dois alelos mutados herdados pelos progenitores
para se manifestar o fenétipo da doenca. Em termos de hereditariedade, se ambos os
progenitores forem heterozigéticos para a condicdo genética. Isto é, ndo manifestam
fenotipicamente a doenca, mas sao portadores, um quarto dos seus descendentes podera ser
afetado (Finegold, David, 2017).

Doencas Autossémicas Dominantes

Torna-se apenas necessario herdar um alelo do gene mutante para se expressar
fenotipicamente. Cada pessoa afetada geralmente tem um dos pais afetados caso, a

probabilidade de um descendente herdar o gene mutante é de 50% (Finegold, David, 2017).
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Ocorrem quando o gene mutado se encontra no cromossoma X e, por sua vez, pode

ser transmitido de forma recessiva ou dominante. De um modo geral, os homens séo afetados

com maior gravidade do que as mulheres (Finegold, David, 2017).

A tabela 4. demonstra, em seguida, alguns exemplos de doencas mendelianas

representativas dos trés subtipos de transmissdo mendeliana abordados anteriormente.

Tabela 4. Exemplos de doencas mendelianas diagnosticadas por testes genéticos (Goldberg, Anne,
2018; Hamilton, Nina, 2018; Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018; Jaipaul,Navin,
2018b; Rubin, Michael, 2018)

Manifestacéo

Manifestacéo

Mutagao Clinica Mutagao Clinica
L Doenga
Aumento dos niveis
. . de colesterol total : pulmqnar
Hipercolesterolemia Gene (CT) e (LDL), risco Eibrose Gene cronica,
Familiar LDLR de aterosclerose e Quistica CFTR 'nzzzfézgzg
doencas coronarias pancre:
crénica
Doenca Poliquistica Gene Cistos renais, Deficiéncia de Gene ng?]z?r’]a
PKD1 e calculos renais, alfal- SERPINA -
renal . SO == Hepatobiliar,
—_ PKD2 insuficiéncia renal antitripsina 1
DPOC
Hipertrofia
] o 7]
S congénita do ©
2 epitélio pigmentado, -2
\g o quistos \g " Deficiéncia
» 8 Polipose Colica Gene epidermoides n © . . intelectual
(%] ’ 7] ’
o S Familiar APC osteomas, e ;, Eenilcetondria ~ Gene PAH perturbagbes
S £ adenomas > 9 cognitivas
< g suprarrenais <3 ’
(2 o] p L, ’ n O
© A cancro do colon- © XX
On On
c retal c
o )
o o
[a)] o
Gene Miotonia, fraqueza
DMPK e atrofia muscular Atrofia Gene
Distrofia Miotdnica (DM1) e cardiomiopatia, musculo- SMN1 e Hipotonia
CNBP deficiéncia espinhal SMN2
(DM2) intelectual
Nanismo (membros G Disfuncdes
) enes o
de reduzidas hepaticas e
Acondroplasia Gene dimensdes Galactosemia GALT, renais
FGFR3 - EE— GALKle L
macrocefalia, deficiéncias
. X . GALE -
hipoplasia facial) cognitivas
Gene Movimentos Anemia Gene HBA Anemia,
HTT involuntarios (coreia Falciforme infecBes
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Doenca de e atetose), bacterianas,
Huntington deterioragéo das acidente
fungbes cognitivas vascular
e morte cerebral
Alteragbes
musculo-
Sindrome de Gene Si?gg:(lzitlligzz’
Marfan FMR1 o
— endocardite
infeciosa,
pneumotorax
Défice intelectual,
X Gene alteracdes fisicas,
© Sindrome X fragil perturbacées
S FMR1 o
o cognitivas e
@ comportamentais
o
% Fragueza muscular,
O Distrofia muscular Gene problemas
o de Duchenne e DMD cardiacos,
S Becker escoliose, défice
< intelectual
°
>
i Hemofilia A e B Gene F8 Hemorragias
e —— e F9 severas
On
c
3 Hematuria,
[a] Nefrite Hereditéria Gene hipertenséo
COL4AS ’

insuficiéncia renal

Legenda: APC — Gene que codifica a polipose coli adenomatosa; DMPK — Gene que codifica a miotonina proteina
quinase; DM1 — Distrofia Mioténica tipo 1; CNBP — Gene que codifica a proteina de ligacdo celular ao &cido
nucleico; FGFR3 — Gene que codifica o recetor 3 do fator de crescimento de fibroblastos; HTT — Gene que codifica
a proteina Huntingtina; FMR1 — Gene que codifica a proteina FMRP; DMD — Gene que codifica a proteina
Distrofina; F8 — Gene que codifica o fator de coagulacdo VII; F9 — Gene que codifica o fator de coagulagéo IX;
COL4AS - Gene que codifica o colagénio tipo IV; CFTR — Gene que codifica a proteina do canal iénico da classe
transportadora ABC; SERPINA 1 — Gene que codifica a alfa 1 antitripsina; PAH — Gene que codifica a enzima
fenilalanina hidroxilase; SMN1 e SMN2 — Gene que codifica a proteina SMN; GALT — Gene que codifica a enzima
galactose-1-fosfato uridiltransferase; GALK1 — Gene que codifica a enzima galactoquinase; GALE — Gene que
codifica a epimerase; HBA — Gene que codifica a hemoglobina alfa; DPOC — Abreviatura de Doenca Pulmonar
Obstrutiva Croénica.

1.3.3. Doencas Genéticas Multifatoriais ou Multigénicas

Este grupo de doencgas resulta, muitas vezes, de alteracbes em mais do que um
gene, em combinacdo com fatores ambientais. A interferéncia dos fatores ambientais pode
atenuar o desenvolvimento das manifestacdes clinicas de uma doenga genética, mas
também pode provocar um avango no seu desenvolvimento, sendo extremamente complexo
guantificar a contribuicao dos fatores genéticos e ambientais no aparecimento de uma doenca
genética multifatorial (Contribuicdo Dos Fatores Genéticos No Desencadeamento, 2009;
Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018; Santos, Botelho, 2018).
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De um modo geral, o seu aparecimento ndo deixa de estar relacionado com a

hereditariedade, continuando a haver maior susceptibilidade em agregados familiares com

historial familiar de mais do que um caso com essa mesma condicdo genética. Apesar dos

fatores ambientais terem grande influéncia no seu aparecimento, a realizagdo de um

diagnostico precoce pode permitir corrigir o estilo de vida e assim atenuar possiveis

manifestacdes clinicas (Contribuicdo Dos Fatores Genéticos No Desencadeamento, 2009;
Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018; Santos, Botelho, 2018).

A Tabela 5., abaixo apresentada, evidencia algumas doencas multifatoriais passiveis

de diagnostico e/monitorizagdo por meio de testes genéticos.

Tabela 5. Exemplos de doengas multifatoriais diagnosticadas por testes genéticos (Dossus &
Benusiglio, 2015; Rebbeck, 2017; Sigala-Robles, Aguayo-Patron, & Calderén de la Barca, 2018;
Taliento, Dallio, Federico, Prati, & Valenti, 2019; Van Cauwenberghe, Van Broeckhoven, & Sleegers,
2016; Yusefi, Lankarani, Bastani, Radinmanesh, & Kavosi, 2018).

Doencas
multifatoriais

Genes alvo de
mutacées

Outros fatores de risco

Alzheimer

APOEA4, PS1, CLU,
PICALM, CR1

Idade avancada, colesterol, trauma craniano,
exposicdo a chumbo e aluminio

Cancro da mama

BRCAL, BRCA2, PTEN,
STK11, MLH1, MLH2

Idade >60 anos, fatores hormonais, alimentacéo e
exposicao a radia¢des ionizantes

Cancro do ovario

BRCA1, BRCA2, BTK

Idade >60 anos, obesidade, terapéutica hormonal de
substituicdo e antecedentes pessoais de cancro da
mama

Cancro tireoidiano

PTEN, APC, RET

Idade entre 25-65 anos, sexo feminino, bécio e
exposicao a radiagédo

Cancro renal

FHIT, TRCS8

Tabagismo, hipertensao arterial, obesidade e uso
inadequado/prolongado de analgésicos

Cancro do estbmago

CDH1, APC, MCC

Gastrite crénica, polipos, alimentagdo, sexo
masculino, tabagismo

Cancro da préstata

TPS3, PTEN, CDKN2,
AR, CTNNB1, MSH2,
PMS2

Localizacéo geogréfica (Europa e EUA), idade >65
anos, obesidade

Cancro do coélon

APC, TP53, MLH1, MSH2

Idade >50 anos, doenca inflamatéria intestinal,
alimentagao e tabagismo

Diabetes tipo 2

TCF7L2, CAPN10,
SLC2A2, GCGR

Sedentarismo, hipertenséo arterial, tabagismo, niveis
sanguineos elevados de colesterol e triglicéridos
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ADRB2, IL13, IL4, Infecdes respiratdrias, rinite alérgica, exposigdo a
Asma o I
— ORMDL3 alergénios e poluicéo
. LEPR, UCP2, UCP3, Diabetes tipo 2, hipertenséo arterial, depresséao,
Obesidade . : o L p
PPAR sistema imunoldgico deprimido e doencas cardiacas

Legenda: APOE4 — Gene que codifica a proteina apoliproteina E; PS1 — Gene que codifica a proteina S182; CLU
— Gene que codifica a proteina Clusterin; PICALM — Gene que codifica a proteina PICAL; CR1 — Gene que codifica
o recetor de complemento tipo 1; BRCA1 — Gene que codifica a proteina BRCAL; BRCA2 - Gene que codifica a
proteina BRCA2; PTEN — Gene que codifica a homofosfatase e tensina; STK11 — Gene que codifica a enzima
tirosina quinase; MLH1 — Gene que codifica a proteina multL homolog 1; MLH2 — Gene que codifica a proteina
MutS Homolog 2; BTK — Gene que codifica a proteina Bruton Tirosina Quinase; APC — Gene que codifica a proteina
polipose coli adenomatosa; RET — Gene que codifica o recetor tirosina quinase; FHIT — Gene que codifica a
proteina triade histidina fragil; TRC8 — Gene que codifica a Ring Finger Protein (RNF139); CDH1 — Gene que
codifica a caderina-1 (CAM 120/80); MCC — Gene que codifica a proteina do cancro mutante célon-retal; TP53 —
Gene que codifica a proteina tumoral p53; AR — Gene que codifica o recetor de androgénio; CTNNB1 — Gene que
codifica a Beta-Catenina; MSH2 — Gene que codifica a proteina de reparo de incompatibilidade de DNA Msh2;
PMS2 — Gene que codifica a endonuclease de reparo incompativel PMS2; MLH1 — Gene que codifica a proteina
Mutl homdlogo 1; TCF7L2 — Gene que codifica o fator de transcricdo 7; CAPN10 — Gene que codifica a proteina
Calpain-10; SLC2A2 - Codifica a proteina GTR2; GCGR - Gene que codifica o recetor Glucagon (GLR); ADRB2 —
Gene que codifica o recetor Adrenérgico Beta 2; IL13 — Gene que codifica a proteina interleucina (IL-13); IL4 —
Gene que codifica a proteina interleucina (IL4); ORMDL3 — Gene que codifica a proteina ORML3; LEPR — Gene
gue codifica o recetor da leptina (LEP-R); UCP2 — Gene que codifica a proteina de desacoplamento mitocondrial
2 (UCP2); UCP3 - Gene que codifica a proteina de desacoplamento mitocondrial 3 (UCP3); PPAR — Gene que
codifica os recetores ativados de peroxissoma.

1.4. Categorias dos Testes Genéticos

Os testes genéticos s@o habitualmente utilizados para detetar possiveis alterages,
nao s6 nos genes e nos cromossomas, mas também em proteinas especificas (Pagon et al.,
2001). Estes podem realizar-se num contexto clinico e os seus resultados podem ser
divulgados para beneficio do doente. No entanto, também existe a possibilidade de serem
Unica e exclusivamente usados em contexto de investigagdo, pelo que, nesse caso, 0S seus
resultados sao utilizados apenas no estudo em questdo (Pagon et al., 2001).

Existem diversos tipos de testes genéticos e a sua utilizacdo pode ser muito Gtil nas
diferentes fases da vida e em inUmeras situagdes clinicas, quer para um simples rastreio, para
o diagndstico de uma doenca genética, ou até mesmo para o calculo da probabilidade de

portabilidade genética a descendéncia direta (Pagon et al., 2001).

1.4.1. Teste de rastreio pré-natal

A realizacdo dos testes de rastreio pré-natal ocorre durante a gravidez, de forma a
detetar precocemente possiveis alteracfes nos genes ou cromossomas do feto e sdo
normalmente solicitados, quando existe um risco aumentado de o bebé vir a ter um distlrbio
genético (Stoler, 2017).
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Na maioria dos casos, existem fatores de risco, tais como a idade materna avancada,
trissomia identificada na gravidez anterior, historico familiar, etnia ou sono pré-natal anormal,
que justificam a realizac&o destes testes. Apesar de terem uma capacidade de identificacéo
limitada, estes testes genéticos podem ser cruciais na decisdo sobre o curso da gravidez
(Stoler, 2017). Contudo, o foco atual € tornar as terapias neonatais, cada vez mais
direcionadas, evitando o aumento crescente de interrup¢cdes da gravidez, como resposta a
certos resultados positivos (Stoler, 2017; Vaz-de-macedo, 2018).

A aminiocentese, a andlise as vilosidades coridnicas e a recolha percutidnea de
sangue umbilical sdo os procedimentos mais comuns para detetar anomalias antes do
nascimento. No entanto, estes procedimentos podem causar problemas a mulher e ao feto,
podendo levar ao aborto espontaneo (Stoler, 2017; Vaz-de-macedo, 2018).

Atualmente, no mercado, tem sido exponencial o aparecimento de testes nao-
invasivos que analisam DNA de origem fetal presente em circulagdo no sangue materno e
para sua realizagdo é apenas necessaria uma amostra de sangue materno (Stoler, 2017; Vaz-
de-macedo, 2018). Entre os testes de rastreio pré natal, destacam-se o rastreio das principais
trissomias 21,18 e 13 e aneuploidias dos cromossomas sexuais X0, XXY, XXX, XYY e XXYY
(Stoler, 2017).

1.4.2. Testes de rastreio neonatal

Este tipo de teste consiste na detecdo pré-sintomatica de doengas genéticas graves
em recém-nascidos, permitindo assim a prevengédo o mais precocemente possivel ou 0 seu
tratamento (DeTolve, 2016). O rastreio inclui normalmente doencas que afetam a capacidade
auditiva e o metabolismo, como a fenilcetondria ou o hipotiroidismo congénito. Contudo,
através deste rastreio € possivel referenciar os neonatos em maior risco para avaliacdo
posterior mais aprofundada (DeTolve, 2016).

Os testes de rastreio neonatal obrigatérios, e a sua constituicdo variam de regido
para regido, dependendo da prevaléncia local, entre outros fatores. Em Portugal, embora ndo
sejam obrigatérios, o Programa Nacional de Diagndstico Precoce realiza, desde 1979, testes
de rastreio em todos os recém-nascidos — o chamado ‘teste do pezinho’ (DeTolve, 2016).

E importante salientar, que qualquer resultado positivo tera de ser posteriormente
confirmado com uma amostra independente a previamente utilizada, podendo haver um
encaminhamento para as especialidades médicas mais adequadas, como, por exemplo,

endocrinologia, medicina metabdlica ou respiratéria (DeTolve, 2016).
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A Tabela 6. evidencia alguns exemplos de condi¢Bes genéticas de maior frequéncia

da sua utilizagéo no rastreio neonatal.

Tabela 6. Principais patologias genéticas pertencentes ao plano de rastreio neonatal (DeTolve, 2016).

Exemplos de testes NBS mais aplicados na Relevancia clinica do diagndstico precoce

préatica clinica

PKU
Mutagdo no gene PAH,
nascimentos de 1:14.000.35

com prevaléncia em

Evita o desenvolvimento de problemas intelectuais
como atrasos mentais e no desenvolvimento,
através da aplicagdo de uma dieta pobre em
fenilalanina

HAC
Alteracdo no metabolismo de esteroides com
producao deficitaria de cortisol e

mineralocorticoides, detetada pelo aumento dos
niveis séricos de 17- OHP, com prevaléncia em
nascimento de 1: 18000

Previne potenciais falhas no crescimento e
masculinizac¢éo do género feminino, caso ndo sejam
tratados a longo prazo

CH primério
Alteracdo funcional de TSH, com prevaléncia em
nascimento de 1:2750.35

Impede o desenvolvimento a longo prazo do
distarbio da tiroide, através do recurso a medicagao
controlar os niveis de tiroxina.

EQ
Mutagdo no gene CFTR que causa alteragdes nas

Melhora o progndstico a longo prazo com recurso a

secre¢fes como resultado do transporte de cloretos,
sendo detetado pela presenca de tripsina
imunoreativa, com prevaléncia em nascimentos de
1:2500

realizacdo de antibioterapia, bem como fisioterapia
para melhorar a fungdo pulmonar e pancreética

Galactosemia

Mutac&o enzimatica na GALT, a sua detegdo ocorre
através da medicao dos metabolitos da galactose -
1- fosfato de uridil transferase

Diminui a morbilidade e mortalidade a curto prazo,
pois ao ndo ser tratado pode resultar em ictericia
continua e sepsis por E. Coli

Legenda: PKU — Abreviatura da doenca genética fenilcetondria; PAH — Gene que codifica a enzima fenilalanina
hidroxilase; HAC - Abreviatura da doenga genética hiperplasia adrenal congénita; 17- OHP — Abreviatura da 17
alfa-hidroxiprogesterona; CH — Abreviatura de Hipotiroidismo congénito primario; TSH — Abreviatura de hormona
estimulante da tiroide; FQ — Abreviatura de Fibrose Quistica; CFTR — Gene que codifica a regulador
transmenbranar condutor da fibrose quistica ; GALT — Gene que codifica a enzima galactose-1-fosfato
uridiltransferase ; E.Coli — Abreviatura da bactéria Escherichia Coli.

1.4.3. Testes de Diagndstico

Estes testes estdo relacionados com uma area da genética que se encontra em

rapida expansao, e que abrange a andlise de cromossomas, acido nucléicos, proteinas e

metabolitos usados para diagnosticar condicdes genéticas, como mutacdes, genétipos,
fenotipos hereditérios ou somaticos (Claustres et al., 2014).

A sua utilizacao clinica permite identificar ou excluir a hip6tese da existéncia de algum

distarbio genético, mesmo em caso de diagnéstico prévio. Este tipo de teste permite identificar

a etiologia da condi¢do genética, (Claustres et al., 2014). Estes testes sao realizados para
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confirmar um diagndstico, quando ocorre uma suspeita com base em sintomas e sinais
especificos (Claustres et al., 2014).

Os seus resultados podem ter grande influéncia nos cuidados de saude e
tratamentos que devem ser seguidos posteriormente, bem como na sua vida pessoal, tendo,
muitas vezes, os resultados repercussdes na vida dos familiares diretos (Claustres et al.,
2014). As suas repercussdes podem néo s6 influenciar a vida do interveniente em analise,
como também ser de extrema importancia, caso se verifique que essa condi¢ao € hereditaria,
de modo a auxiliar os membros da familia na decisdo da realizag&o do teste (Claustres et al.,
2014).

As Tabelas 7. e 8. apresentam, respetivamente, o0s critérios que justificam a
elegibilidade para a prescrigdo do teste genético tipo diagnostico e as aplicagdes clinicas da

realizacdo dos mesmos.

Tabela 7. Critérios que justificam a elegibilidade para a prescri¢édo do teste genético tipo diagndstico
(Claustres et al., 2014).

1. No caso do doente revelar sintomas e sinais de uma possivel condi¢éo genética;

2. Investigar aspectos clinicos da sindrome previamente diagnosticada;

3. Identificar a etiologia genética e a sua possibilidade de hereditariedade.

Tabela 8. Aplicagfes clinicas da realizacao de testes genéticos tipo diagndstico (Molecular, 2019).

Aplicacbes Finalidade

Determinar o tratamento, mais eficaz para a condicao

Tratamento - ~
— genética em questao

Uma patologia genética pode ter uma evolugdo diferente
Evolucédo do progndstico clinico da mutacéo inicial, permitindo prever o curso da doenga,
e prevenir as suas manifestacdes precosemente

O distarbio genético pode transmitir-se de forma
recessiva ou dominante, e tém influencia de outros
Evitar a sua transmissédo hereditaria fatores. E o conhecimento todas essas aplicagées,
permite estimar as probabilidades de transmissédo a
descendéncia

As implicag6es de um estudo genético podem ser
relevantes, para os familiares diretos dos doentes, pelo
gue sempre que possivel devemos alastrar a realizagao

do teste a outros menbros familiares

Investigacdo do historial familiar
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1.4.4. Testes tipo Portador

Estes testes permitem identificar os individuos portadores de uma doenca genética.
Na maioria dos casos, o0s portadores sdo assintomaticos e a realizagao, destes testes, auxilia
na determinacdo da probabilidade de transmissdo a sua descendéncia, (Kraft, Duenas,
Wilfond, & Goddard, 2019).

Para além de serem requeridos com o intuito de determinar a presenca da mutagao
genética e/ou a probabilidade futura de a vir a desenvolver. A sua realizagdo, também se
aplica a casais que pretendam aferir a probabilidade de os seus descendentes, virem a
desenvolver uma condicdo genética. Desta forma, é-lhes possivel tomar decisdes
reprodutivas auténomas (Kraft et al., 2019).

Os testes realizam-se, sobretudo, em individuos que tenham historial familiar de uma
determinada condi¢cdo genética hereditaria ou em individuos pertencentes a grupos étnicos
mais susceptiveis de terem certas condi¢cdes genéticas (Kraft et al., 2019).

N&o obstante, pode ser realizado individualmente, reduzindo as incertezas de um
individuo com risco familiar conhecido, podendo usar essa mesma informagédo no caso de

mudar de parceiro (Kraft et al., 2019).

Em seguida, é possivel visualizar, na Tabela 9., exemplos das patologias mais

usualmente testadas por testes genéticos do tipo portador.

Tabela 9. Exemplos de patologias usualmente testadas na realizacdo do teste de portador (Kraft et
al., 2019).

Disturbio hereditario autossémico recessivo,
causado pela deficiéncia de hexosaminidase,
Doenca de Tay - Sachs originando sintomas neuroldgicos graves. A sua
prevaléncia é 1/27 judeus asquenaze em idade
adulta.

Mutagdo no gene da beta-globina, levando ao
Doenga da hemoglobina S - B comprometimento da producéo da hemoglobina A,
tatalassemia trata -se de uma hemoglobinopatia, que causa
sinais e sintomas semelhantes a doenca falciforme.

Mutacdo no gene FMR1 no cromossoma X, que
afeta cerca de 1/4000 homens. Esta anomalia
origina usualmente um défice intelectual e
transtornos comportamentais.

Sindrome do X frégil

Delecdo no gene SMA1 é uma forma grave de
atrofia muscular grave com aparecimento na
Atrofia muscular espinhal infancia, e uma prevaléncia de 1/80000. Este tipo
de atrofia é caracterizado por hipotonia, resultante
da perda de neurénios motores.

Legenda: FMR1 — Gene que codifica a proteina FMRP; SMA1 - Gene que codifica a proteina SMN
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1.4.5. Testes de Diagnéstico Pré-Implantacional

Os testes de diagnostico genético pré-implantacional, DGPI, sdo uma ferramenta
utilizada durante a fertilizacdo in vitro para detetar alteracGes genéticas e/ou cromossoémicas
em embrides, antes da sua implantacdo no Utero materno (Brezina & Kutteh, 2015; Pompeu,
Taina; verzeletti, 2015).

As etapas deste procedimento encontram-se resumidas na Tabela 10.

Tabela 10. Etapas do procedimento de diagnéstico genético pré-implantacional (Pompeu, Taina;
verzeletti, 2015).

Fases do diagndéstico genético pré-implantacional no processo de fertilizag&o in
vitro

A recolha de uma ou mais células pode ser feita em diferentes
niveis de desenvolvimento embrionario;
1) Blastomero: realiza-se ao 3° dia ap0s fertilizagédo
2) Blastocisto: realiza-se ao 5° dia ap06s fertilizagao

Bidpsia pré-implantacional

Devem produzir-se embrides in vitro através de técnicas de
reproducdo assistida

Obtencao de pré-embrides

Analise genética dos pré- A biopsia obtida é processada para analise e submetida a estudo
embrides genético

Seleccdo e Transferéncia Seleccao dos embrides geneticamente viaveis sao transferidos para
dos embribes o Utero materno

A grande vantagem da técnica de DGPI é o facto de diminuir o risco de conceber um
descendente com disturbios genéticos hereditarios, e ainda evitar uma possivel interrupgéo
da gravidez. Nao obstante, trata-se de uma técnica que levanta algumas questdes éticas e
controvérsias, devido a manipulacdo dos embrides. Por exemplo, utilizacdo o DGPI para a
escolha do sexo do bébé é proibido em muitos paises, s6 devendo ser utilizada em casos

com clara indicagéo terapéutica.

Na Tabela 11. estdo descritos os critérios considerados na elegibilidade para o

diagnostico genético pré-implantacional.
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Tabela 11. Critérios de elegibilidade no diagndstico genético pré-implantacional (Brezina & Kutteh,
2015).

1. Progenitores portadores de doengas autossdmicas recessivas (ex: Doenca de Tay-
Sachs, fibrose cistica, anemia falciforme

2. Progenitores portadores de doengas autossdmicas dominantes (ex: doenca de
Huntington)

3. No caso de progenitores com mutacdes génicas relevantes (ex: Gene BRCA,
mutacgdes relacionadas com o cromossoma X ou certas translocag8es ou
inversdes balanceadas)

4. Quando h& necessidade de criar um doador de tecido compativel com irmdo doente

5. No caso de infertilidade grave do progenitor masculino

6. Abortos espontaneos e recorrentes ou com aneuplodia recorrente em abortos

Legenda: BRCA - Gene responsavel pela sintese da proteina BRCA1

1.4.6. Teste Preditivo ou Pré-Sintomatico

Este tipo de teste, como o nome indica, é realizado, na maior parte dos casos, em
pessoas ainda assintomaticas, nas quais se pesquisa, a presen¢a de uma mutagdo genética
especifica. Contudo, um resultado positivo ndo garante o risco de desenvolver a doenga, mas
sim que existe uma maior predisposi¢do para vir a desenvolvé-la, uma vez que, apenas sédo
analisados o(s) gene(s) e ndo séo tidos em consideragéo todos os fatores de risco extrinsecos
para a patologia em questao (Marzuillo, De Vito, D’andrea, Rosso, & Villari, 2014).

Este teste é de extrema importancia para individuos que tenham historial familiar de
uma doenga genética, como o cancro, tendo como principal objectivo diminuir a sua
morbimortalidade (Marzuillo et al., 2014).

A Tabela 12. evidéncia alguns exemplos de doencas testadas através de testes

preditivos.

Tabela 12. Exemplos de doencas testadas em testes preditivos (Marzuillo et al., 2014).

Historial familiar de cancro Exemplos: Cancro da mama com mutagéo no gene BRAC1, Cancro do

célon-retal colorretal por polipose adenomatosa familiar

Doencas neurolégicas Exemplos: Doenca de Huntington, paramiloidose, ataxias hereditarias

Doencas neuromusculares Exemplos: Distrofia mioténica, distrofia facio-escapulo-humeral

Doencas cardiacas Exemplos: Cardiomiopatia hipertréfica, sindrome do QT longo

Legenda: BRAC1 — Gene que codifica a proteina BRAC1
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1.5. Vantagens e limitagBes da utilizacdo dos testes genéticos na pratica clinica

No momento em que se decide realizar um teste genético, deve ponderar-se a
realizacdo do mesmo. Para isso, torna-se fundamental realizar previamente uma consulta de
aconselhamento genético (Aswini & Varun, 2010; UK, 2016).

Nessa consulta deve proceder-se também a um aconselhamento psicolégico, no qual
se pretende dar resposta as necessidades do doente, incentivar a melhoria e a mudanca de
comportamento relacionado com a saude, e atenuar dificuldades comunicacionais familiares,
auxiliando na tomada de decisfes informadas e especializadas (Aswini & Varun, 2010; UK,
2016).

No aconselhamento genético, é analisado igualmente o historial familiar, os
antecedentes pessoais, a informagéo da etiologia da doenca genética, o prognéstico e as
alternativas terapéuticas, o fornecimento e esclarecimento do consentimento informado, bem
como todos os procedimentos relacionados com o teste genético (Aswini & Varun, 2010;
Rodrigues, 2013).

A consulta de aconselhamento genético € imprescindivel para se compreender e
esclarecer possiveis dividas de todas as informacdes fornecidas, pondo-se assim em
evidéncia todos os beneficios e riscos que o teste genético em questdo pode fornecer, antes
da tomada de deciséao final (Aswini & Varun, 2010; UK, 2016).

Em seguida, serdao abordados os principais beneficios e limitagdes da sua utilizacédo

(Associates, 2019; aswini, Y.B.,& Varun, 2010; Medicine, Lister Hill National Center for
Biomedical Communications U.S. National Library of Health & Services, 2019).
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Beneficios

Diagnosticar problemas de satde com
maior fator de risco na comunidade,

aplicando alternativas inovadoras menos

invasivas, mais rapidas e comodas;

Limitacbes

Recolha da amostra biologica para a
realizacdo dos testes genéticos, envolve
poucos riscos fisicos;

Os resultados dos testes genéticos, nédo
fornecem resultados seguros e precisos
em doencas genéticas multifatoriais, ndo
consideram a influéncia de fatores
extrinsecos;

Conforto emocional fornecido, através do
auxilio no diagnéstico da condi¢céo
genética;

Confirmacédo de diagndstico de condicéo
genética para o qual ndo existe
estratégias de opcdes terapéuticas
viaveis, pode desencadear implicacdes
psicoldgicas, sociais e financeiras;

Monitorizacdo da progressao de uma
doenca e da resposta terapéutica,
obtendo -se uma elevada eficacia

terapéutica;

A realizacdo de teste genético permite
auxiliar nas decisdes médicas
informadas, através da sensibilizacdo
para rastreios periédicos e/ou
conhecimento dos fatores de risco da
condicdo genética;

Os resultados de diversos testes
genéticos, fornecem informacdes
limitadas ndo sendo possivel determinar
com precisdo a severidade dos sintomas,
gue se desenvolveram e a sua
progresséo clinica;

Os resultados dos testes genéticos
obtidos, podem ajudar a tomar decisdes
médicas informadas, e ter precaucéo
com estilos de vida de risco;

O conhecimento de condicdes genéticas
hereditarias, pode criar alguma tenséo
familiar em outros membros da familia
implicados sem o0 seu consentimento;

Auxilio nas decisdes reprodutivas
futuras, determinando se o casal tem alto
risco de ter um filho com uma condicao
genética;

Discriminagdo genética a nivel social de
pessoas que possuam um disturbio
genético, por parte de empregadores e
empresas de seguros de salde;

Possibilidade de analise do material
genético fetal, durante a gravidez de
forma néo invasiva, fornecendo
respostas concretas, que podem
influenciar a progresséo da gravidez;

Elevado custo financeiro, na maioria dos
casos as apélices de seguros ndo
contemplam essas despesas mesmo,
quando prescritos e recomendados pelo
médico.

Diagnéstico de uma condicdo genética
hereditaria num individuo, pode fornecer
informacdes de alerta outros membros
da familia para essa mesma condicao
genética;

A Farmacogendmica, permite selecionar
o medicamento mais adequado para
cada doente, minimizando os efeitos
adversos e reduzindo 0s seus custos.
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1.6. Condicbes clinicas com elegibilidade para a realizacdo de testes

genéticos

A realizacdo de um teste genético deve ser, sempre que possivel, realizada no
ambito de cuidados de saude, isto é, devem ser executados com o intuito de fornecer
informacdo sobre a condicdo clinica do doente, caso esta possa acarretar
consequéncias nocivas para o seu estado de saude (Europa & Borry, 2012; Noonan,
2002).

De um modo geral, os testes genéticos melhoram a compreenséo do risco da
doenca genética por parte do doente. Estes permitem orientar na obtengéo da decisdo
médica mais adequada e na escolha da terapéutica, bem como na gestado de todos os
inconvenientes relativos ao risco da sua transmissao genética em ambito familiar. Nao
obstante, os fatores de elegibilidade para a realizag&o dos testes genéticos, dependem
da situacgéo clinica de cada individuo (Europa & Borry, 2012; Noonan, 2002).

No momento da prescricdo e aconselhamento médico para a realizagéo de um
teste genético, sdo diversas as situacfes que justificam a sua realizacdo, tais como
(Europa & Borry, 2012; Noonan, 2002):

. Evidéncia de sinais e sintomas, que indiquem tratar-se de uma doenca
com componente genética;

. Necessidade de avaliar o risco de manifestagdo fenotipica de uma
doenca genética com historial de transmissao familiar em varias geracoes,
como o cancro, a deficiéncia enzimatica ou a hemocromatose;

. Avaliacdo da probabilidade de transmissdo uma condicdo genética
hereditaria aos descendentes, sobretudo em caso de pertengca a um grupo
étnico ou subpopulagdo de maior risco. Sdo exemplos destas condi¢des
genéticas a fibrose quistica, a anemia falciforme, a sindrome de Tay-Sachs;

. Percecédo da causalidade de diversas gestacdes ndo chegarem a termo;
. Realizacdo, na reproducéo assistida in vitro de um diagndstico genético
pré-implementacdo para evitar a transmissdo de mutacdes genéticas
conhecidas dos progenitores;

. Orientacdo terapéutica personalizada e monitorizacdo da eficacia
terapéutica permitindo uma melhor eficacia terapéutica e menos efeitos

adversos;
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" Estabelecimento de um plano de prevencdo de fatores de risco
modificaveis ou de tratamento profilatico de uma condi¢do genética que ainda

nao se tenha manifestado.

Séao exemplos de grupos de subpopulagbes de risco com maior elegibilidade
para a realizacdo de um teste genético as seguintes:
. Cancro no ovario com mutacdo genética nos genes BRCALl, BRCAZ2,
BRIP1, RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ou EPCAM, cuja
mutacao pode ser transmitida a descendéncia e alterar a progressao da doenca,
bem como a sua resposta a terapéutica (Oncoguia, 2015; Puckett et al., 2019);
" Cancro da mama com as seguintes caracteristicas: diagnosticado antes
dos 50 anos, mais do que um tipo de tumor maligno na mama, cancro triplo
negativo (RE-/RP-/Her2-). Estas caracteristicas vao influenciar a decisédo do
tratamento mais adequado, a elegibilidade para a realizacdo de ensaios
clinicos e ainda auxiliar os familiares na gestédo do risco de desenvolvimento
futuro (Miko et al., 2019; Oncoguia, 2015);
. Casos de cancro raros na familia (ex: retinoblastoma, melanoma, cancro
do ovario, pancreas, mama no homem), devendo por isso ser realizado um
teste genético para se determinar se possuem alguma mutacdo genética
hereditaria subjacente, auxiliando os familiares a entenderem o seu risco,
mesmo no caso de ndo ser revelado nos testes genéticos alguma mutacao
genética (Alvi et al., 2017; Oncoguia, 2015);
. Individuos descendentes de individuos com consanguinidade
apresentam um maior risco de possuir sindromes genéticos, como, por
exemplo; sindrome de Meck, trombocitopénia congénita 3; sindrome de
Wolman; sindrome Maple Syrup Urine; ataxia telangiectasia (Shalev, 2019);
. A populacéo Judaica Ashkenazi tem propenséo genética de 1/40 pessoas
de apresentarem mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2. Ao ser um grupo de
risco, mesmo sem historial familiar, os individuos deste grupo étnico devem
consultar um geneticista, para entenderem os riscos de poder vir a ter cancro
e de o transmitir a sua descendéncia (Shalev, 2019);
. Familiares proximos portadores de sindromes genéticas conhecidas (ex:
polipose adenomatosa familiar, sindrome de Cowden, sindrome de Lynch).
Estes devem confirmar, com recurso a testes genéticos, a portabilidade dessas
sindromes, de forma a auxiliar num melhor entendimento relativo a sindrome
em questdo, e minimizando as suas implica¢des clinicas, através da mudanca

prévia de fatores de risco modificaveis conhecidos (Instituto Oncoguia, 2015).
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1.7. Questdes éticas e legais

O custo monetario e o tempo despendido na sequencia¢cao do genoma humano
decresceram exponencialmente nas ultimas décadas. Esta redu¢do aumentou a procura
e 0 acesso a realizacdo de testes genéticos, o que desencadeou algumas implicacdes
e dilemas morais e éticos ha aplicacao dos testes genéticos na pratica clinica (Jackson,
Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018).

Embora a realizacdo de testes genéticos seja um processo cada vez mais
simplificado, a interpretacdo dos seus resultados € bastante complexa, sendo ainda
mais dificil interpretar o impacto que determinada alteracao possa vir a ter a nivel celular,
mesmo com 0 recurso a algoritmos de analise computacionais (Jackson, Maria; Leah,
Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018). A quantidade de informacdo gerada pela
sequenciacdo do genoma humano, bem como a propriedade dessa informacédo, sdo
questdes cada vez mais problematicas. A privacidade e a protecdo de dados levantam
diversas outras questdes, mesmo dentro da prépria familia. Quando se deteta uma
doenca genética hereditaria num individuo, o direito de outros familiares implicados nao
é claro, nem consensual, neste tipo de situacbes (Jackson, Maria; Leah, Marks;May,
Gerhard;Wilson, 2018).

No momento do consentimento informado, e mesmo apds a realizacdo dos
testes genéticos, é necessario garantir o correto esclarecimento dos seguintes aspetos
médicos:

= Assegurar que, na consulta de aconselhamento prévio para o consentimento
informado, exista o esclarecimento relativo a natureza da doenca rastreada, bem
como informacgéo, relativa a utilidade clinica do teste na orienta¢do de cuidados
e tratamentos para essa mesma condi¢do genética. Isto é, pode ser o caso de
uma condicao genética sem tratamento disponivel ou com baixa fiabilidade nos
resultados obtidos (Alliance, 2009; Fulda & Lykens, 2006; Meng, 2005);

= Aferir que a realizacdo do teste genético, por parte do individuo, é informada e
voluntéaria (Fulda & Lykens, 2006; Meng, 2005);

= Esclarecer possiveis efeitos colaterais no procedimento de realizacao do teste
genético, nomeadamente, no processo de recolha da amostra biolégica (Meng,
2005), (Fulda & Lykens, 2006);

= Garantir que o individuo esteja ciente, apés o consentimento informado do
impacto dos resultados dos testes genéticos (Meng, 2005), (Fulda & Lykens,
2006);
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= Transmitir corretamente a interpretacdo dos resultados, bem como informacotes
relativas a validade analitica do teste a precisdo e sensibilidade do teste (Meng,
2005).

Para além das implicacbes médicas, existem muitas implicacdes legais, éticas

e sociais, como a seguir se demonstra.

1) Acesso aos testes genéticos

O acesso aos testes genéticos é concedido na maioria dos casos, apenas
aos médicos, dado que a maioria dos laboratérios exige prescricdo médica e a
sua assinatura nos formularios de requisicao para a sua realizacdo (Jackson,
Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018).

Embora o acesso da populacdo aos servigos de genética hospitalares
seja cada vez mais comum, aumentou exponencialmente a procura de testes
genéticos ‘Diretos ao consumidor’, sem necessidade de prescricdo, nem
acompanhamento do servico de genética. Estes testes sao obtidos, através de
empresas como "23andMe’ e ‘Living DNA’, que oferecem testes genéticos de
sequenciacao total do DNA, e fornecem informacgdes sobre a suscetibilidade de
algumas doencas genéticas, como, por exemplo, Alzheimer, Parkinson e
doenca celiaca, bem como a portabilidade de mdltiplas doencgas. Todo o
processo é desenvolvido a partir de uma amostra de saliva enviada por correio,
e sendo os seus resultados enviados por e-mail no periodo de trés meses
(Jackson, Maria; Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018).

Face ao aumento da oferta deste tipo de testes, ocorreu um consequente
acréscimo na realizacdo dos testes genéticos, adquiridos diretamente pelo
consumidor. Contudo, a realizacdo dos mesmos ndo garante, na maioria dos
casos, a sua conformidade por parte das autoridades competentes, nem
garante 0 acompanhamento genético antes da sua realizacdo e apls a
divulgacao dos resultados. Para além disso, ndo existe um controlo das razdes
e motivacfes dessa mesma andlise, que pode ser proveniente de razdes ou

motivacBes menos éticas, como por exemplo a eugenia (Meng, 2005).
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2) Direito de escolha livre e informada

O consentimento informado, deve esclarecer o individuo de todas as
etapas do processo, e garantir que o individuo € livre e informado aguando da
tomada de decisdo da realizacdo do teste genético, o que pode ndo ser
garantido nos seguintes grupos de individuos vulneraveis (Jackson, Maria;
Leah, Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018):

= menores de idade;
= mentalmente comprometidos;
= menor nivel de instrugédo ou problemas de linguagem.

Estes subgrupos da populacdo podem nd&o compreender o
consentimento informado e/ou sentirem-se coagidos a dar consentimento sem
a sua prépria vontade (Meng, 2005). O seu consentimento deve ser sempre
livre e informado no momento de escolha (World Health Organization [WHO],
2020). O aconselhamento genético deve ser realizado de forma a manter a
autonomia individual e garantir que a decisdo do doente é voluntaria e
informada (Fulda & Lykens, 2006).

3) Confidencialidade e privacidade

A informacéo genética gerada requer confidencialidade, uma vez que a
mesma pode revelar o risco de doengas, e incapacidades inerentes ao
individuo. Esta informagdo, ao ser do conhecimento de terceiros, podera
originar situac6es de rejeicdo e conflito, com os restantes membros da familia
e pode levar a consequéncias socioecondémicas. Alguns exemplos sdo o
desemprego, a desigualdade de oportunidades de carreira ou a perda da
cobertura de apolice de seguro de saude. A divulgacdo das informacdes
genéticas aos familiares pode afetar uma familia inteira, podendo levar um
individuo a tomar decisGes que alterem a sua vida com base nos resultados
dos testes genéticos (Alliance, 2009; Fulda & Lykens, 2006).

A questao do direito de divulgacéo dos dados vai para além das questdes
familiares. E igualmente suscetivel de debate o acesso aos resultados dos
testes genéticos por parte de seguradoras, servicos publicos e 6rgaos
reguladores, como a policia (Jackson, Maria; Leah, Marks;May,
Gerhard;Wilson, 2018).
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Deste modo, torna-se imperativo garantir o equilibrio entre a privacidade
e a confidencialidade das informacdes genéticas, bem como estabelecer
legislacdo que permita apenas acesso seletivo a essas informacdes, 0 que

constitui um desafio ético e social continuo (WHO, 2020).

4)  Processo de divulgacéo

O processo de divulgacéo pode revelar-se critico, pelo que devera ser
tido um especial cuidado na divulgacéo dos resultados ao doente. Torna-se
assim necessario que para a sua divulgacao, exista uma formacao prévia em
medicina genética, uma vez que no momento do aconselhamento ao doente,
ndo é apenas necessario o conhecimento cientifico, mas também experiéncia
anterior (Alliance, 2009; Fulda & Lykens, 2006).

O dever moral de divulgacdo dos resultados dos testes genéticos por
parte do paciente e/ou médico a restante familia para que os mesmos estejam
informados, relativamente ao seu risco genético ndo € consensual. Trata-se de
uma questao controversa e de dificil concordancia, cuja resposta depende da
teoria moral em uso, bem como da gravidade do disturbio (Alliance, 2009; Fulda
& Lykens, 2006).

Os resultados divulgados podem ter influéncia em fatores pessoais,
valores familiares e crengas, promovendo mudangas no estilo de vida ou em
determinados comportamentos, a fim de reduzir o risco ou a gravidade da
doenca. Por isso, os médicos, no momento da divulgacdo dos resultados,
devem ter em consideragdo os valores culturais e sociais do doente (Alliance,
2009; Fulda & Lykens, 2006).

5) Risco de stress psicolégico

O processo de realizacao de testes genéticos pode desencadear stress,
devendo, por isso, os meédicos assegurar ao doente um nivel aceitavel de
tempo de resposta, durante todo o processo (Alliance, 2009; Meng, 2005).

Os profissionais de saude devem abster-se de julgar o paciente,
relativamente aos resultados dos testes e/ou a sua divulgacdo a terceiros
(Alliance, 2009; Meng, 2005).
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Assim sendo, os referidos profissionais ndo devem coagir o paciente nas
decisbes que possam ter impacto na sua vida ou na da sua familia, nem agir
sem 0 seu consentimento no acompanhamento e divulgacdo dos riscos a
familia. A realizacdo do aconselhamento genético pode, e deve ser realizado
também com o intuito de auxiliar, no esclarecimento de todas as duvidas
existentes e lidar na superacdo de sentimentos de culpa, ansiedade,

inseguranca, medo e desespero (Alliance, 2009; Meng, 2005).

6) Risco de discriminacdo

O acesso aos resultados dos testes genéticos pode originar uma
incorreta interpretacdo dos resultados por parte dos provedores de seguros,
empregadores e da sociedade. Pode também originar um elevado risco de
estigmatizacdo por falta de conhecimento técnico, que, por sua vez, podera
ainda desencadear algumas situacdes de discriminagdo nos empregos,
cuidados de saude e ainda a nivel social (WHO), 2020; Meng, 2005).

No caso das seguradoras, face ao acesso que tém a estas informacoes,
podem recusar a cobertura de assisténcia médica, diminuir beneficios e/ou
aumentar prémios. Alguns doentes acabam mesmo por ndo imputar 0os custos
de certas despesas de saude por receio de discriminacdo genética, por
temerem, que 0 seu seguro seja comprometido futuramente, ou por colocarem
a hipotese de discriminacdo dos seus filhos (Alliance, 2009; Fulda & Lykens,
2006).

Nas entidades empregadoras, o conhecimento prévio dos individuos com
risco de doenca debilitante, pode levar a que as mesmas se recusem a atribuir-
Ihes um emprego ou mesmo ao despedimento desses colaboradores (Alliance,
2009; Fulda & Lykens, 2006).

Deste modo, 0 acesso a estas informag6es deve ser restringido, evitando
diversas consequéncias sociais e psicolégicas, que podem levar a
marginalizacdo social do individuo (WHO), 2020; Meng, 2005).
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2. Inovacéo dos testes genéticos e 0 seu contributo na pratica

clinica

O conhecimento na area da genética e 0 avanco tecnoldgico, na sequenciacdo
do genoma humano tem permitido um diagnéstico precoce, monitorizacdo e tratamento
terapéutico adequado mais direcionado para os doentes (Jackson, Maria; Leah,
Marks;May, Gerhard;Wilson, 2018).

Em seguida, serdo descritos trés exemplos de testes genéticos com diferentes
aplicacdes clinicas, na area da oncologia, e com enorme relevancia para a evolucao da
medicina personalizada.

2.1. Teste genético de diagnostico precoce Septina 9

O cancro colorretal (CCR), tumor maligno do trato digestivo, trata-se do
segundo cancro mais prevalente em paises industrializados e da terceira neoplasia,
mais recorrente em todo o mundo com elevada taxa de mortalidade (Ma et al., 2019). O
processo evolutivo do CCR pode ser observado na Figura 2., na qual se encontram
representados as suas diversas fases evolutivas, bem como a sua capacidade de

metastizac&o no decorrer da evolugdo da doenca.

Figura 2 - Diagrama das fases evolutivas do cancro colorretal, adaptado de Banco da Saude
(Care, 2014).

As taxas de incidéncia e mortalidade do CCR tém vindo a aumentar
consideravelmente em todo o mundo, estimando-se um aumento de 60% até 2030. Na
Figura 3. € possivel visualizar os dados do Globocan, de 2018, referentes a incidéncia
da doencga em Portugal, comparativamente aos outros cancros, e a mortalidade, a nivel

Mundial, dentro dos 10 tipos de cancro com maior incidéncia.
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Face a este flagelo do século XXI, torna-se imprescindivel a implementacao de

novos métodos de detecdo precoce do CCR (Ma et al., 2019).

(A) Namero de novos casos de cancro em Portugal, em ambos
0s géneros e idades

Colorretal
10 270 (17.6%)

Outros cancros = A\
= i Mama
26177 (45%) < 6974 (1296)

Prostata
6609 (11.4%)

Estomago

2885 (5%) Pulmao

5284 (9.1%)
Total 58 199

(B) Incidéncia e Mortalidade Globais dos 10 tipos de cancro mais frequentes

Incidéncia Mortalidade
Mama
Préstata
Colorretal
Pulméo
Tiroide
Estomago
Linfoma n&o hodgkin
Cervix Gtero

Colo do atero

Bexiga

ASR (World) per 100000

Figura 3 - Incidéncia (A) e mortalidade (B) do cancro em Portugal e no Mundo em 2018, adaptado
da Organizacdo Mundial de Saude (Globocan, 2019).

Os principais mecanismos moleculares responsaveis pela carcinogénese
englobam alteragBes genéticas, como a instabilidade cromossémica — NIC — e a
instabilidade de microssatélites — MSI (Nian et al., 2017; Sun et al., 2019).

A maioria dos individuos com CCR é habitualmente assintomética em estagios
iniciais da doenca, sendo, o diagndstico precoce a melhor abordagem para melhoria da
sua mortalidade (Sun et al., 2019). O seu rastreio permite a detecéo precoce, tornando-
o curavel em 90% dos casos (Ladabaum, Allen, Wandell, & Ramsey, 2013; Nian et al.,
2017; Toth et al., 2012).
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O aumento da taxa de mortalidade referente ao CCR deve-se, em grande parte,
a baixa adeséo da populacdo aos programas de rastreio, estimando-se que apenas
cerca de 55% adira a estas iniciativas. Segundo, os nimeros obtidos em 2015 pela
DGS, esta fraca adesdo deve-se, maioritariamente, as limitagbes dos métodos de
rastreio convencionais, que iremos abordar mais adiante (Moran, 2010; Vaz-de-macedo,
2018).

A colonoscopia € 0 método atualmente mais usado para detetar o CCR. Nao
obstante, o seu risco e desconforto tornou essencial a implementacdo de um novo
método complementar mais simples e comodo, que permita uma monitorizacdo mais
frequente da doenca, ndo tendo de se recorrer frequentemente a métodos invasivos (Ma
et al.,, 2019). Assim surge o teste Septina9, que se trata de uma forma de rastreio
complementar a colonoscopia. As proteinas Septina tém sido implicadas como
responsaveis no desenvolvimento de determinadas neoplasias, doenc¢as neurolégicas
e doencas infeciosas (Nian et al., 2017). Estes componentes desempenham diversas
funcdes celulares, como a formacao do citoesqueleto ou os processos de funcao celular,
por exemplo, a citocinese e o controlo do ciclo celular (Ladabaum et al., 2013; Nian et
al., 2017; Sun et al., 2019).

O gene SEPT9 localiza-se no cromossoma 17 (17g25.3), tal como se observa
na Figura 4., na regiao indicada pela seta. Este gene expressa a proteina Septina 9, que
desempenha um papel supressor tumoral (Ladabaum et al., 2013; Nian et al., 2017; Sun
et al., 2019).

pl2
ql2
q2l.1
q22

pl13.3
pl3.2
pl3.1
pll.2
pll.1
qll.1
qll.2
q21.2
q2l1.31
q21.32
q21.33
q23.1
q23.2
q23.3
q24.2
q24.3
q25.1
q25.2
q25.3

Figura 4 - Localizacdo cromoss6mica do gene SEPT9 no cromossoma 17, adaptado de Genetics
Home Reference (Library, 2020).

A metilacdo do DNA é uma importante modificacdo epigenética, que esta
intimamente relacionada com a ocorréncia e desenvolvimento de tumores; essas
metilagbes anormais presentes no CCR estéo relacionadas com a sua patogénese,
prognostico e resposta a quimioterapia (Ma et al., 2019; Sun et al., 2019).

No caso de metilacdo do gene da SEPT9, que atua como um gene supressor
de tumores, ocorre uma inibicdo da expressdo normal do gene supressor tumoral e da

reparacdo celular, e, consequentemente, acontece uma perda da regulacdo do ciclo
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celular, promovendo-se assim o desenvolvimento do CCR (Ma et al., 2019; Sun et al.,
2019).

A forma metilada do SEPT9 foi detetada em amostras de epitélio colénico, com
recurso a enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo, com valores muito superiores no
plasma humano de doentes com CCR. Posto isto, detetou-se que mais de 90% do tecido
tumoral tinha quantidades de mseptina 9 superiores as encontradas no tecido mucoso
do célon normal (Nian et al., 2017; Sun et al., 2019).

O grau de metilagdo do gene SEPT9 aumenta gradualmente com o
desenvolvimento progressivo do tecido neoplasico, sendo também superior em tecidos
neoplasicos menos diferenciados. Assim sendo, a sua utilizagdo como biomarcador
permite auxiliar na determinagéo da fase molecular do CCR (Church et al., 2014; Nian
et al., 2017).

O teste Septina9 consiste numa simples andlise sanguinea, que permite
detetar a presenca da forma metilada do gene SEPT9. Este é considerado um
biomarcador tumoral especifico e sensivel do CCR, detetavel no sangue na forma de
DNA livre, porque o seu material genético é libertado pelas células tumorais, desde o
inicio da carcinogénese (Church et al., 2014; Infogene, 2012; Ladabaum et al., 2013;
Nian et al., 2017; Téth et al., 2012).

Este teste foi desenvolvido pela Oncoalert, empresa portuguesa pertencente a
Infogene, em parceria com varios institutos internacionais. Este método surgiu de forma
a fornecer uma alternativa mais comoda e menos invasiva na dete¢éo precoce do CCR,
melhorando a aceitacdo dos planos de rastreio a populacdo (Church et al., 2014;
Infogene, 2012; Ladabaum et al., 2013; Sun et al., 2019; T6th et al., 2012).

No ambito da realizagdo deste teste, € necessario que os individuos sejam
elegiveis e relinam todas as condi¢Bes necessarias para a sua realizacao, tais como a
prescricdo médica e o consentimento informado assinado, antes da colheita da amostra
de sangue. A requisicdo da prescricdo médica deve ser realizada por um médico de
familia, gastroenterologista, urologista ou ginecologista, como teste individual ou parte
integrante da analises de rotina (Church et al., 2014; Infogene, 2012; Ladabaum et al.,
2013; Sun et al., 2019; Téth et al., 2012).
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A realizacao do teste Septina9 destina-se principalmente a seguinte populacéo
alvo (Church et al., 2014; Infogene, 2012; Ladabaum et al., 2013; Sun et al., 2019; Téth
et al., 2012):

= |ndividuos que nao realizam colonoscopias de rotina, conforme as
recomendacdes dos programas de rastreio colorretal,

= |ndividuos de ambos os géneros assintoméaticos a partir dos 50 anos;

= |ndividuos que tenham dois ou mais familiares em 2.° grau com cancro ou
pélipos, ou com um familiar em 1.° grau com cancro antes dos 60 anos;

= Doentes com complicagBes clinicas impeditivas da realizagcdo de método
invasivos, tais como insuficiéncia cardiopulmonar grave, enterostenose ou
perfuracéo intestinal;

» Individuos com historial pessoal de CCR ou adenomas anteriores;

= Doentes portadores de doengas inflamatdrias intestinais, como sindrome de

Lynch ou polipose adenomatosa familiar.

Contudo, a aplicacao clinica deste teste é contraindicada em gravidas, porque
0s niveis de mseptina9 presentes no plasma sao alterados no curso do desenvolvimento
embrionério, podendo dar origem a resultados falso-positivos (Infogene, 2012).

Por outro lado, este teste n&o substitui a necessidade de realizagdo posterior
de colonoscopia, sobretudo em individuos com antecedentes pessoais e/ou familiares
da doenga,(Infogene, 2012).

Como ja foi referido, o teste Septina9 € um método de rastreio complementar
a colonoscopia. E mais especifico e menos invasivo, e apresenta diversas vantagens,
comparativamente aos restantes métodos de diagnostico (Church et al., 2014; Nian et
al., 2017; Sun et al., 2019; Toth et al., 2012).

Os métodos mais sensiveis e especificos sdo mais invasivos para o doente e
a sua adesdo é consideravelmente reduzida. Contudo, os métodos menos invasivos
apresentam baixa especificidade e sensibilidade, tal como é possivel visualizar mais
detalhadamente na Tabela 13. apresentada em seguida (Nian et al., 2017; Sun et al.,
2019; Téth et al., 2012).
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Tabela 13. Principais limitacdes dos métodos convencionais de rastreio ao cancro colorretal
(CCR) (Nian et al., 2017; Sun et al., 2019; Téth et al., 2012).

Métodos de diagndstico do
CCR convencionais

Limitacdes

Exame de sangue oculto nas
fezes

Sensibilidade limitada deteta o cancro do colorretal em apenas 33-75%
dos casos

Colonografia por tomografia
computorizada

Deteta o0 CCR ou adenomas com dimensdes superiores a 10 mm em
90% dos casos, necessita de preparacéo intestinal prévia; exposi¢do
a radiacéo de raios X; método com custo elevado

Sigmoidoscopia flexivel

Reduz a incidéncia do CCR em 23% e a mortalidade em 31% pois tém
um alcance limitado de toda a extensdo intestinal; incapacidade de
detetar lesBes no colon proximal; baixa taxa de ades&o; necessidade
de preparacdo intestinal; requisitos de tempo pré e pds procedimento,
método invasivo e com um custo elevado

Colonoscopia

Apesar de apresentar uma elevada especificidade para o CCR com
reducdo da incidéncia até 72%, apresenta necessidade de preparagao
intestinal prévia; método invasivo e com um custo elevado;
necessidade de sedacao; requisitos de tempo pré e pos procedimento;
probabilidade de complicacdes associadas a perfuragdes intestinais;
baixa taxa de adeséo

O teste de rastreio Septina9 é consideravelmente mais caro, que 0s testes

fecais, mas de menor custo quando comparado a colonoscopia (Church et al., 2014). A

sua realizacdo apresenta uma boa relacdo custo-beneficio a médio prazo, ao prevenir

e detetar o cancro do célon em fases iniciais. Comparativamente as despesas,

associadas ao tratamento do CCR em fases mais avancadas, o seu custo de realizacao

€ compensatorio ao permitir o diagnostico atempado da doenga e, consequentemente,

a reducdo dos custos associados a tratamentos e cuidados mais prolongados

(Ladabaum et al., 2013).

O teste Septina9 oferece inUmeras vantagens face aos métodos de rastreio

anteriormente referidos, das quais se destacam (Infogene, 2012; Ladabaum et al., 2013;

Téth et al., 2012):

»= Pouco invasivo: Realizado a partir da recolha de uma amostra de sangue,

sem desconforto para o paciente, e permite uma realizacdo mais periédica do

rastreio ao cancro colon-retal (Infogene, 2012; Téth et al., 2012);

49



Universidade Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa
Testes Genéticos no Diagndstico e Monitorizagdo de Doengcas Humanas

= Deteta todos os tipos de CCR independente da localizacdo do tumor:
Apresenta sensibilidade independente do estagio clinico, do grau histolégico
da neoplasia e ainda da localizacao do tumor. Quando o carcinoma se encontra
do lado direito, € mais comum a presenca de les6es do tipo plana. No caso de
se localizar no lado esquerdo, encontram-se mais frequentemente as lesbes do
tipo polipoide do célon (Ladabaum et al., 2013; Téth et al., 2012);

= Na&o requer colheita de amostra fecal: Evita falso-positivos por detegéo das
fezes de sangramentos acidentais, em casos como o de hemorroidas (Infogene,
2012; Toth et al., 2012);

= Na&o requer preparacao prévia: Nao € necessario a realizagdo do jejum ou
dieta especifica antes do exame, nem a prepara¢ao intestinal com uso de
laxantes (Infogene, 2012; Téth et al., 2012);

= Melhor rendimento: Apresenta elevada sensibilidade (80,6%) e
especificidade (99,3%). Em dois resultados obtidos positivos no teste, ha pelo
menos um que tera efetivamente a patologia tumoral (Infogene, 2012; Téth et
al., 2012).

A realizacao deste teste ndo necessita de preparacao prévia do paciente, nem

alteracdo dos seus habitos alimentares ou medicacdo, antes da recolha da amostra

(Deteccéo precoce do cancer de colon em plasma, 2015). O processo de recolha da

amostra sanguinea ocorre, num laboratdrio de analises autorizado pelo laboratério da

Infogene (Detecgéo precoce do cancer de célon em plasma, 2015). Posteriormente ao

processo de recolha da amostra, esta € encaminha para a Infogene, na qual vao ser

realizadas as restantes etapas do processo, com uma duracdo média de 10 dias até a

divulgacéo dos resultados (Infogene, 2012).

A tecnologia presente na realizacdo do teste Septina9 para a detecdo do DNA

tumoral presente no plasma é a técnica laboratorial de PCR em tempo real (Deteccéo

precoce do cancer de colon em plasma, 2015). A tabela 14. evidencia as etapas, em

laboratorio, da realizacéo do teste Septina9.
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Tabela 14. Etapas laboratoriais do teste Septina9 (Church et al., 2014; Infogene, 2012; Sun et

al., 2019; Toth et al., 2012).

1.2 Etapa Colheita da
amostra

2.2 Etapa Obtencéo da
amostra de plasma

3.2 Etapa Extragdo de DNA
das amostras de plasma

Devem ser obtidos 2 tubos com
sangue por paciente. E
recomendado que a recolha da
amostra seja realizada utilizando
um dos seguintes tubos;

Tubo BD Vacutainer K2EDTA
(10 ml): Conservar a 2-8°C por
no maximo 24 horas antes da
obtencéo do plasma;

Tubo S-Monovette (9ml) K3E:
Conservar a 2-8°C por no
méaximo 24 horas antes da
obtenc¢éo do plasma;

Tubo  S-Monovette  (8,5ml)
CPDA: Conservar a temperatura
ambiente por no maximo 48
horas antes da obtencdo do
plasma.

1.° Centrifugar o0 sangue
recolhido nos dois tubos de
colheita, durante 12 minutos a
1350+/-150 RCF;

2.° Retirar o tubo da centrifuga;
3.2 Se for observada hemdlise na
amostra, deve ser realizada uma
nova centrifugagdo com outra
amostra;

4° No caso de o plasma
apresentar uma coloragdo clara,
transfere - se o plasma
centrifugado para outro tubo de
centrifuga de fundo cdénico com
polipropileno;

5.2 Centrifugar o plasma no tubo
de 15ml durante 12 minutos a
1350+/-150 RCF;

6.° Transferir com uma nova
pipeta de 22,5 cm os 3,5 ml de
plasma obtidos anteriormente
para um novo tubo de centrifuga;
7.° Enviar os 7 ml (3,5ml por
tubo) de plasma e armazenar até
a sua utilizacdo, congelando a

amostra em gelo seco -20°C;

A extracdo de DNA de amostras
de plasma e a conversdo de
bissulfito foram realizadas
usando o Epi proColon 2.0.

12 Conversdo do DNA em

Bissulfito: O DNA extraido é

convertido com bissulfito, nesse
processo a citosina ndo metilada
€ substituida por nucleotideos de
timina, enquanto as citosinas
metiladas permanecem como
citocinas;

2.° Amplificacdo por PCR: As

sequéncias de DNA convertidas
em bissulfito metiladas foram
amplificadas por PCR em tempo
real, tendo sido utilizado
oligonucleotideos bloqueadores
de PCR e sondas especificas de
metilagéo;

3.2 Detecdo da mSeptina9 por
PCR

especifica com a utilizacdo de

fluorescente:  Detecéo

bloqueadores especificas da

sequéncia nao metilada
convertida em bissulfito e
iniciadores projetados em

regides sem dinucleotideos CpG

para reacfes de PCR.

Legenda: RCF — Abreviatura de forca centrifuga relativa; DNA — Abreviatura de &cido desoxirribonucleico;
PCR — Abreviatura de rea¢do em cadeia da polimerase

O teste Septina9 apresenta uma elevada especificidade e sensibilidade, como

referido anteriormente, um valor preditivo negativo de 99,9% e um valor preditivo

positivo de 45,7% (Deteccao precoce do cancer de célon em plasma, 2015),(Infogene,

2012).
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A Tabela 15. coloca em evidéncia a interpreta¢céo dos resultados do Septina 9,

tanto num caso positivo, como negativo.

Tabela 15. Interpretacdo dos resultados do teste SEPTINA9, (Detecgdo precoce do cancer de

c6lon em plasma, 2015).

Resultado Negativo

Resultado Positivo

Nao é detetada a presenga de mSEPT9 no plasma
do paciente.

O paciente é classificado aparentemente como
saudavel com 99% de precisdo, que ndo sofre de
CCR. Contudo nenhum método € infalivel podendo
ocorrer falsos negativos.

Posto isto, é recomendéavel repetir-se esta analise a
anual ou bianualmente.

Quando é detetada a presenca de mSEPT9 no
plasma do paciente. Este indica que héa
probabilidade de ter CCR, devendo logo que
possivel aconselhar -se com o seu médico para se
submeter a uma colonoscopia para confirmacéo
diagndstico e se dar inicio ao tratamento.

Em cada dois pacientes com resultados positivos
para o teste, um tém a patologia tumoral.

COLONOSCOPIA

o)
Q
5 Z Septina9 POSITIVO POSITIVO
Zo
a5 _® o + 2 — -
W=
=8 PROCEDIMENTO
&= MEDICO
0
= & recanvo © NEGATIVO
TESTE IAS
A 2 M ol
UM GU DOIS ANOS DO SEU ESPECIALISTA

Figura 5 - Esquema resumo do procedimento da Septina9, adaptado de (SYNLAB, 2015).

A fiabilidade dos resultados do teste Septina9, revelou-se muito superior a

maioria dos métodos de diagnéstico, sobretudo comparativamente as técnicas de

diagnostico ndo invasivo (Infogene, 2012). Este teste, ao constituir um método de

diagnostico ndo invasivo, permite uma maior aceitacdo por parte do doente, sendo por

isso facilmente repetido anual ou bianualmente. Para além disso, dada a fiabilidade dos

seus resultados, demonstrada cientificamente, espera-se que a sua aplicagdo aumente

a adesdo a programas de rastreio CCR (Deteccdo precoce do cancer de coélon em

plasma, 2015).
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2.2. Teste genético de suscetibilidade Guardant 360

O cancro é a segunda causa de morte no mundo, cuja incidéncia e mortalidade
a nivel global foram de aproximadamente 18,1 milhdes e 9,6 milhdes, respetivamente,
em 2018, segundo o Globocan (Mathai et al., 2019).

Trata-se de uma patologia que envolve diversas mutacfes no seu genoma
celular. Essas mutacdes aleatérias, ocorrem devido a instabilidade gendmica das
células cancerigenas, que conferem ‘imortalidade’ as células tumorais. A ‘imortalidade’
das células cancerigenas depende da capacidade de sinalizagdo proliferativa, do
blogueio supressor tumoral, da inibicdo da apoptose, do desenvolvimento da
angiogénese, e da ocorréncia do processo de metastizacdo (Mathai et al., 2019).

A quimioterapia é cada vez mais eficaz, contudo raramente é curativa. A
maioria dos doentes com doenca metastética, apresentam progressao da doencga no
decorrer do tratamento. Deste modo, surge a necessidade de reavaliar em tempo Util as
alteracdes gendmicas dos tumores em progressao (Kim et al., 2015; Mathai et al., 2019).

Em seguida, sdo referidos alguns exemplos de alteracdes gendmicas com

impacto na resisténcia a terapéutica (Lanman et al., 2015):

» Mutacdes nos exdes 12 e 13 do gene KRAS no CCR, adquirem resisténcia
a terapia anti-EGFR;

» Mutacdo negativa no fator de crescimento epidérmico humano recetor tipo
2 (HER2), origina resisténcia na eficacia terapéutica do transtuzumab no
cancro da mama;

» Mutagcdes no ESR1 com recetores de estrogénio — ER - positivos
desenvolvem resisténcia aos inibidores da aromatase;

» Mutacdes no EGFR T790M originam resisténcia aos inibidores de tirosina-
quinase de primeira linha — TKIS — no cancro do pulm&o de células nao

pequenas.

Perante o aumento da resisténcia ao tratamento quimioterapéutico, verifica-se
que o crescente desenvolvimento de novas terapéuticas direcionadas e combinadas
para alteracdes genéticas especificas tem prolongado o tempo de sobrevida em
pacientes com cancro, comparativamente com quimioterapias citotéxicas convencionais
(Lanman et al., 2015).
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Nesse sentido, surge o conceito de oncologia de precisdo, que fornece um
tratamento mais personalizado e eficaz para cada doente com cancro, a partir do perfil
genético de cada tumor. Trata-se de uma alternativa para enfrentar diversos obstaculos
recorrentes no tratamento do cancro, como a resisténcia a medicamentos, a
heterogeneidade gendémica de tumores e a inexisténcia de métodos de monitorizacédo
da resposta terapéutica. A implementacdao clinica da oncologia de precisdo depende da
identificacdo e detecdo de biomarcadores moleculares que permitam antever o
prognéstico, a sensibilidade ou a resisténcia a um agente Unico especifico, terapias
combinadas e reacdes adversas a medicamentos especificas (Kim et al., 2015; Mathai
et al., 2019).

A biopsia liquida deteta os biomarcadores tumorais, que fornecem informacgdes
protedmicas e genémicas do tumor em questdo através essencialmente do isolamento
de (Kim et al., 2015; Mathai et al., 2019):

» CTC, que séo as células tumorais intactas lancadas dos locais primérios do

tumor e dos locais metastéaticos para o sistema circulatorio;

= CtDNA, que se trata do DNA libertado na circulagdo como fragmentos por

apoptose e necrose de células cancerigenas;

= Exossomas circulantes do tumor, que sdo uma bicamada lipidica que

contém proteinas transmembranares e ndo membranares.

No ambito da oncologia de precisao, surge entéo a bidpsia liquida, uma técnica
que permite detetar as células cancerigenas que sdo diretamente libertadas na corrente
sanguinea, a partir das quais é possivel realizar a reconstituicdo do genoma tumoral
(Kim et al., 2015; Mathai et al., 2019).

O isolamento do CtDNA, acima referido, é conseguido a partir de uma amostra
de sangue e € analisado por recurso ao sequenciamento gendémico para a detec¢éo de
todas as mutacgdes clinicamente relevantes. O DNA tumoral circulante pode ser utilizado
clinicamente como indicador de prognostico de sobrevivéncia. As informacdes
provenientes do seu sequenciamento genémico permitem revelar as caracteristicas
clinico-patolégicas do tumor, o que auxilia na monitorizacdo da sua progressao e no
controlo do surgimento de metastases e/ ou recidivas (Guardant Health, 2020).

O recurso a bidpsia liquida para analise do CtDNA pode ser aplicado na
monitorizacao e pos-tratamento de uma terapia oncoldgica, porque a bidpsia liquida ndo
deteta apenas as mutac¢des, mas também o nivel sanguineo de CtDNA. No caso de o

nivel sanguineo das células tumorais ser elevado, o nivel de CtDNA também se
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encontra elevado. Deste modo, pode monitorizar-se periodicamente a resposta
terapéutica de um tumor a uma terapia direcionada com base no nivel CtDNA, que
diminui proporcionalmente com a reducao tumoral. Consequentemente, € utilizado para
adequar as terapias de forma mais individualizada e especifica a cada paciente, sem
necessidade de recorrer a realizacdo de uma biépsia tecidual (Mathai et al., 2019; Nian
et al., 2017).

Resumidamente destacam-se as seguintes vantagens da bidpsia liquida
(Lanman et al., 2015; Mathai et al., 2019):

= Auxilia a oncologia de precisdo fornecendo conhecimento sobre a

heterogeneidade espacial e temporal do cancro;

= Necessita apenas de uma pequena amostra de sangue;

=  Procedimento pouco invasivo que permite a dete¢édo precoce do cancro;

» Permite a monitorizacdo em tempo real das respostas relativas a

resisténcia ao tratamento sem necessitar de repetidas biopsias teciduais.

Trata-se de um meétodo inovador de diagnéstico complementar, que evita a
realizacdo recorrente de uma biopsia invasiva, quando a biopsia inicial do doente nédo é
suficiente para os restantes testes moleculares. O Guardant 360 foi a primeira bidpsia
liquida validada clinicamente. A mesma recorre a andlise molecular do ctDNA. A
Guardant Health langcou-o0 em 2014 e a sua utilizagéo €, neste momento, recomendada
por oncologistas de todo o mundo em mais de 1000 hospitais, tendo sido ja aplicada em
mais de 40000 doentes (Yang et al., 2017). A sua técnica de andlise, utiliza a plataforma
de sequenciamento digital, o qual permite atingir uma especificidade analitica de 99,6%,
detetando até 0,1% DNA tumoral. Este ensaio permite obter informac¢éo de todo o tumor,
ou seja, analisar todas as caracteristicas biol6gicas do mesmo (Circulante, 2016; Mathai
et al., 2019).

Este teste consiste num painel NGS com mais de 50 genes, cuja detecdo
ocorre por sequenciamento digital do DNA tumoral circulante sem células, através de
uma simples amostra sanguinea (Kim et al., 2015; Lanman et al., 2015). As alteracdes
gendmicas presentes no painel foram escolhidas, dada a sua relevancia clinica por se
encontrarem diretamente relacionadas com as linhas terapéuticas, aprovadas pela
agéncia FDA (Food and Drug Administration) e com ensaios clinicos existentes para 0s
diversos tipos de tumores soélidos (Lanman et al., 2015; Mathai et al., 2019).

Esta técnica inovadora tem demonstrado elevada especificidade para a
identificacdo de alteracdes gendmicas clinicamente relevantes, como por exemplo:

mutacdes pontuais, indel, amplificagfes e fusbes presentes durante a progresséao do
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tumor. Na Figura 6. encontram-se as alteracfes genomicas detetadas pelo Guardant
360 (Mathai et al., 2019).

Mutacoes Pontuais (SNVs) Indel
(73 genes) (23 genes)
1 ATM

AKT1 GNAQ PTPN DDR2 MYC

Amplificacoes Fusdes
(18 genes) (6 genes)
AR

APC BRAF ALK

BRAF JAK3 ROS1 FGFR2 NTRK3 ARID1A BRCA1 CCND1 CCND2 :: iFR2
CDK4 MET VHL HRAS RET BRCA2 CDH1 CCNE1 CDK4 SFR3
ESR1 NOTCH1 AR MAP2K1/MEK1 STK11 CDKN2A EGFR CDK6 EGFR NTRK1
GNAT1 PTEN CCND1 MTOR ATM ERBB2 GATA3 ERBB2 FGFR1 RET
JAK2 RIT1 CTNNB1 NTRK1 CDH1 KIT MET FGR2 KIT ROS1
MAPK2/ERK1 TsC1 FGFR1 RB1 ERBB2(HER2) MLH1 MTOR KRAS MET

NFE2L2 APC HNF1A SMO GATA3 F1 PDGFRA MYC PDGFRA +
PIK3CA BRCA2 KRAS ARID1A IDH2 PTEN RB1 PIK3CA RAF1

RHOA CDKN2A MPL CCNE1 MAPK1/ERK2 SMAD4 STK11

P53 FBXW7 NRAS EGFR NF1 TP53 T5C11

ALK GNAS RAF1 FGFR3 PDGFRA VHL

BRCA1 KIT SMAD4 IDH1 RHEB —_—
CDK6 MLH1 ARAF MAP2K2/MEK2Z ~ TERT**

EZH2 NP1 CCND2

Figura 6 - Imagem relativa & listagem das altera¢cdes gendmicas detetadas pelo Guardant 360,
adaptado de Guardant 360 (LabcoNOUS, 2015).

Como referido anteriormente, a aplicagéo clinica deste tipo de bidpsia ndo deve
substituir a bidpsia inicial do tecido, pois o diagnéstico histopatolégico completo do
tumor primario € critico (Lanman et al., 2015). Encontra-se contraindicada a sua
realizacdo nas seguintes situagfes: malignidades hematoldgicas; tumores sélidos
estaveis em fases I-1I; doenga com progressao estavel, e ainda durante a quimioterapia
ou radioterapia (Circulante, 2016).

O Guardant 360 é um teste indicado, antes do inicio, do tratamento de primeira
linha ou com doenca em progressao para doentes com tumores sélidos avangados ou
metastaticos, nas seguintes situacdes clinicas (Circulante, 2016; Lanman et al., 2015;
Mathai et al., 2019; Nian et al., 2017):

= Existéncia de progressédo da doenca com o tratamento atual;

» Quantidade insuficiente de tecido para biopsia e/ou por qualidade

inadequada da amostra biopsiada para NGS;

» Impossibilidade de realizacdo de bidpsia tecidual por se encontrar numa

zona inatingivel;

» Existéncia de tecido biopsiado com mais 6 meses;

» Realizagdo anterior de uma ou mais linhas terapéuticas desde a ultima

bidpsia com resultados pouco significativos;

» Preferéncia do doente pela realizacdo nédo invasiva de uma avaliacdo do

perfil genético do tumor.

Este teste é uma opcdo extremamente benéfica no planeamento terapéutico
dos doentes mais debilitados, com tumores sélidos em estadios mais avancados da

doenga, em alternativa a biopsia invasiva, no caso de o tecido da amostra ser
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insuficiente ou de a mesma ser pouco conclusiva (Circulante, 2016; Guardant Health,
2020; Yang et al., 2017).

A taxa de sucesso é de 99,8% para o painel Guardant360, o que contrasta
enormemente com as taxas de insucesso do teste NGS em amostras de tecido em cerca
de 25%. Na maioria dos casos, estas taxas de insucesso devem-se, em cerca de 20%,
a quantidade insuficiente de tecido e, em aproximadamente 5% dos casos por
ineficiente sequenciacao (Kim et al., 2015; Mathai et al., 2019).

A bidpsia cirdrgica é a técnica mais habitualmente realizada no diagndstico e
caracterizacdo genética do tumor. Contudo, a sua aplicacéo clinica na monitorizagéo a
longo prazo possui diversas limitagdes (Mathai et al., 2019; Yang et al., 2017):

» Possibilidade de obtencdo de resultados falso-negativos, devido a

acessibilidade limitada da bidpsia cirtrgica ao tecido tumoral;

» Informacédo escassa relativamente a heterogeneidade espacial e temporal

do tumor |[;

= Risco de complicacdes clinicas do paciente, durante o procedimento da

biopsia cirdrgica;

= Elevado custo do procedimento, devido a necessidade de utilizacdo de

recursos humanos extremamente qualificados, material cirdrgico e sedacéo;

» Atrasos no inicio do tratamento inerentes a imprevisibilidade do tempo de

espera até a obteng&o dos resultados.

Comparativamente a biopsia tecidual, este avalia, de forma néo invasiva, todos
os alvos gendémicos com menor tempo de espera, entre a avalia¢ao inicial e o inicio do
tratamento (Lanman et al., 2015; Mathai et al., 2019).

O teste Guardant 360 surge como uma técnica revolucionaria, que supera as
limitacbes da bidpsia tecidual, e pode fornecer uma detecdo rapida da genética do
tumor. Este apresenta diversas vantagens comparativamente a biopsia tecidual
(Lanman et al., 2015; Mathai et al., 2019):

= Método minimamente invasivo;

» Evita a mdltipla realizacdo de biopsias invasivas;

= Diminui o risco das complicacfes de hospitalizacdo por hemorragia das

biopsias invasivas com agulha em metéstases viscerais, bem como no risco de

pneumotorax por aspiracao transtoracica ou transbrénquica;

= Elevada especificidade analitica: Permite a cobertura de muitos genes sem

os falsos positivos observados frequentemente nos ensaios de

sequenciamento tradicionais em frequéncias de alelos mutante abaixo de 5%;
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» Reduc¢do dos custos e tempo associado as bidpsias invasivas de tecidos
para testes genémicos;
= Evita desperdicio de tempo e custo de terapias nao eficazes;

=  Permite monitorizacdo da doenca apos tratamento.

A bidpsia liquida tem fornecido evidéncias cientificas consistentes de que a
detecdo da mutacdo do ctDNA constitui um método menos invasivo, mais sensivel e
especifico. Permite a realizacdo de um diagnéstico precoce, prognédstico, adaptacao
terapéutica e monitorizagdo de resisténcia, ultrapassando assim, 0s erros de
amostragem de bidpsia cirdrgica relacionados com a heterogeneidade intra ou inter-
tumoral. A Figura 7. demonstra, em percentagem, a elevada precisédo, sensibilidade e
especificidade do Guardant 360, comparativamente a biopsia tecidual (Circulante, 2016;
Kim et al., 2015; Mathai et al., 2019; Yang et al., 2017).

Tecido

GS

Sensibilidade Clinica 85,0% 80,7%
Especificidade Clinica 99,6% 99,7%
Precisao Diagnéstica 99,3% 99,3%

Figura 7 - Base cientifica do Guardant 360, adaptado de (Guardant 360, 2015).

As condi¢cbes necessdrias para a realizacao do Guardant 360, englobam a
prescricdo médica com o pedido realizado pelo médico oncologista; o consentimento
informado assinado pelo doente; a recolha de dois tubos de amostra de sangue num
dos kits recomendados. A recolha deve ser realizada pelo menos duas semanas depois
de tratamentos com quimioterapia intravenosa, radioterapia ou no caso da realizacao
de bidpsia tecidual (Circulante, 2016). A execucao laboratorial do Guardant 360 exige
um laboratério certificado pelas alteragbes da Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA) para testes de grande complexidade e ainda credenciado pelo CAP
(Lanman et al., 2015; Mathai et al., 2019).

A tecnologia presente na realizacdo do teste Guardant 360 para a detecdo do
ctDNA presente no plasma é a técnica laboratorial de sequenciacdo de segunda
geracao com NextSep 500, HiSeq 2500 ‘lllumina 2500’ (Lanman et al., 2015; Mathai et
al., 2019; Odegaard et al., 2018).As etapas laboratoriais, desde a recolha da amostra
até a elaboracdo do relatorio clinico do teste Guardant 360, encontram-se resumidas ha
Tabela 16.
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Tabela 16. Etapas laboratoriais do teste Guardant 360 (Lanman et al., 2015; Mathai et al., 2019;

Odegaard et al., 2018).

1.2 Etapa — Recolha da amostra

Recorrendo as instrugbes do kit de colheita de
sangue clinico Guardant 360, da Guardant Health
foram recolhidos 2x10 ml de sangue venoso

periférico.

2.2 Etapa — Armazenamento da amostra

Acondicionamento da amostra num isolamento
térmico acolchoado, para conter o risco de
contaminacéo bioldgica.

3.2 Etapa — Extracdo do plasma

Realiza-se por centrifugacdo do sangue total
(1.600xg por 10 min a 10°C), e posteriormente do
sobrenadante. O plasma obtido é transferido para
um novo tubo a 2°C para extragcdo imediata ou
armazenado a -80°C.

4.2 Etapa — Extracdo do ctDNA

Na extragdo do ctDNA, deve-se garantir que a
amostra sanguinea recolhida de 10 ml, contenha
pelo menos 5 a 30 ng de ctDNA. Este é
posteriormente marcado com codigos de barras
oligonucleotideos ndo aleatérios, que sdo usados
em seguida para a preparacdo das bibliotecas de
sequenciagdo. O isolamento deve ser realizado
com o kit apropriado e com recurso a solventes
organicos com fenol, cloroférmio ou esferas

magnéticas.

5.2 Etapa — Sequenciacdo completa do ctDNA

Sequenciamento por uso da sequenciacdo de
segunda geracdo com NextSep 500, HiSeq 2500
(Mumina 2500), com o auxilio da bioinformatica na
utilizagdo de algoritmos. Tal permite a
reconstrucdo de sequéncias digitais robustas de

fragmentos de DNA.

6.2 Etapa - Andlise das alteracdes gendmicas

Andlise bioinformatica e dete¢do de variantes da
sequéncia usando um ‘pipeline’ de analise
personalizado para detetar as quatro principais

alteracdes gendmicas.

7.2 Etapa — Relatério clinico

Validagdo analitica a partir da elaboragdo do
relatério clinico, no qual constam, de forma
guantitativa, todas as alteragbes genomicas

detetadas com significado clinico, bem como as

59



Universidade Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa
Testes Genéticos no Diagndstico e Monitorizagdo de Doengcas Humanas

opcodes terapéuticas mais adequadas e/ou, se for o
caso, ensaios clinicos disponiveis para a situacéo

clinica.

Legenda: DNA — Acido desoxirribonucleico, ctDNA — DNA tumoral circulante

Na Figura 8. é visivel o resumo, que contém as principais etapas laboratoriais
do teste Guardant360, desde a recolha da amostra até a identificacdo das alteracdes
gendmicas e consequente atribuicdo das opc¢des terapéuticas mais apropriadas.

Figura 8 - Resumo esquemaético do procedimento de realizagcdo do Guardant 360, adaptado de
Validation of a Plasma-Based Comprehensive Cancer Genotyping Assam (Odegaard et al.,
2018).

A validacdo clinica deste teste fornece a informacdo completa da
heterogeneidade intra tumoral e, em cerca de 85% dos casos sequenciados, sdo
encontradas mutacgdes clinicamente relevantes (Circulante, 2016). Os resultados, desde
a recolha da amostra até ao envio do relatério clinico sdo obtidos em média em 7 dias.
Este relatério é de facil interpretacdo e informa relativamente as linhas terapéuticas
mais adequadas para o perfil genémico do tumor analisado (Yang et al., 2017).

No relatério constam todas as opgcbes de tratamento disponiveis,
nomeadamente, medicamentos direcionados com indicagéo da FDA para o tumor em
questdo, ou indicacdo aprovada pela FDA para outro tipo de tumores, e ainda quais 0s
ensaios clinicos disponiveis mais adequados para a situacao clinica (Circulante, 2016).
A Figura 9. representa um exemplo de um relatério clinico do Guardant 360, no qual
constam as alteracfes somaticas existentes e as opcdes de tratamento: as que
correspondem para a indicagéo clinica, as que sao adequadas para outra indicagéo ‘off-

label’, e aquelas que n&o iram responder positivamente.
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Doe, James (A37111) GUARDANT 360
Patient MRN: 2345678 | DOB: MAR-21-1970 | Gender: Male

Diagnosis: Non-small Cell Lung Cancer | Test Number 1 Therapy Finder Page
REPORTING PHYSICIAN

Final Report Date: NOV-08-2017 Mary Smith

Receipt Date: OCT-31-2017 Account: Pleasantville Oncology

Collection Date:  OCT-30-2017 Address: 1234 Main Street,

Specimen: Blood Nashville, TN 37011 United States
Status: Final Ph: 1111111111 | Fax: 222.222 2222
Additional Recipient: James Brown
Complete Tumor Response Map on page 2

Summary of Somatic Alterations & Associated Treatment Options

KEY: @ Approved in indication Approved in other indication  (X) Lack of response

Alteration % cfDNA or Associated Clinical trial availability
Amplification FDA-approved therapies (see page 3)

EGFRL858R 05% @ Eriotinib, Gefitinib, Afatinib Yes

EGFR Amplification Low (+) Necitumumab Yes

TP53 R156P 1.2% None Yes

Variants of Uncertain Significance

EGFR L392M (9.2%)

The and clinical of are unknown. Relevance of therapies targeting these alterations is uncertain.

Synonymous Alterations

MET A1357A (0.2%)

This sequence change does not alter the amino acid at this position and is unlikely to be a target. Clinical corre is advised.

We evaluated 73 genes, including the following guideline-recommended genes for NSCLC:

EGFR (T790M and others) ALK ROST1 BRAF MET ERBB2 (HER2) RET

Figura 9 - Exemplo de um relatdrio clinico do Guardant 360, adaptado de Validation of a Plasma-
Based Comprehensive Cancer Genotyping Assay (Odegaard et al., 2018).

O Guardant 360 tem contribuindo para a evolugdo da medicina personalizada,
ao acelerar os programas de desenvolvimento clinico, tornando mais rapida a
comercializacdo de novos medicamentos. Este auxilia na identificacdo de pacientes,
cujo cancro tem um perfil molecular certo para o seu programa clinico, monitorizando a
sua resposta a esses mesmos medicamentos experimentais (Guardant Health, 2020;
Yang et al., 2017).

Deste modo, o Guardant 360 veio revolucionar o tratamento oncoldgico, nas
tltimas décadas, com base na identificagdo das caracteristicas gendémicas do tumor
(Circulante, 2016; Mathai et al., 2019). Assim, € possivel personalizar para cada doente
a opcao terapéutica mais direcionada para determinado tipo de tumor, otimizando a taxa
de sucesso da resposta terapéutica e aumentando o tempo de sobrevida dos doentes
oncolégicos em fases mais avancadas (Circulante, 2016; Lanman et al., 2015; Mathai
et al., 2019; Yang et al., 2017).
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2.3. Teste genético de monitorizacdo Uromonitor

O cancro da bexiga encontra-se entre as cinco doencas malignas mais
frequentes em todo o mundo (Goodison, Rosser, & Urquidi, 2013). Trata-se da neoplasia
maligha mais frequente do sistema urinario, que afeta cinco vezes mais homens do que
mulheres, sendo a sua idade média de diagnéstico 65 anos (Batista et al., 2019;
Goodison et al., 2013). A sua incidéncia média anual é de cerca de 330 000 pessoas
em todo o mundo e, aproximadamente 145.000 individuos padecem da mesma todos
0s anos (Goodison et al., 2013; Ipatimup, 2018). Na maioria das situacfes clinicas, a
doenca encontra-se circunscrita a mucosa, nao tendo capacidade de infiltracdo na
camada muscular da bexiga, designando-se cancro da bexiga ndo muscular invasivo,
(Batista et al., 2019; Goodison et al., 2013). Este tipo de tumor apresenta um prognostico
mais favoravel desde o momento da detec¢éo, sobretudo aquando de um diagnéstico
precoce, a taxa de sobrevida em 5 anos € de cerca de 94% (Goodison et al., 2013).

Neste tipo de tumor, ndo é habitualmente necesséaria uma cirurgia radical,
podendo ser tratado por resseccao transuretral do tumor (Goodison et al., 2013;
Ipatimup, 2018). A Figura 10. representa o processo evolutivo do cancro ndo invasivo
muscular da bexiga, e o desenvolvimento do cancro muscular invasivo da bexiga, bem

como 0 seu processo de invasao, ao longo das camadas da mucosa da bexiga.

Doenca Néo-
[~ invasiva muscular

| Doenca invasiva
muscular

Mucosa —|:

Submucosa

Masculo detrusor

Adventitia

Figura 10 - Diagrama das fases do cancro da bexiga, adaptado de Medicina Net (Bellmunt,
joaquim; Nadal, 2015).
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No entanto, o principal problema reside na reincidéncia da doenga em cerca de
70% dos casos nos dois anos seguintes, mesmo ap0és tratamento por Ressecao
Transuretral (TUR) e remocao primaria do tumor, tornando-se necessario que 0s
pacientes sejam submetidos a um programa de acompanhamento intensivo (Batista et
al., 2019; Goodison et al., 2013; Ipatimup, 2018).

Deste modo, torna-se fundamental a monitorizagdo pds-tratamento regular dos
doentes na detecdo de possiveis recidivas e, se necessario, intervencao cirargica para
evitar a progressao de tumores em estadio inicial (Batista et al., 2019; Goodison et al.,
2013; Ipatimup, 2018). A monitorizagdo do aparecimento de novos tumores da bexiga
implica habitualmente a realizagdo de citologia da bexiga e/ou e cistoscopia da urina
(Goodison et al., 2013; Hayashi et al., 2019; Ipatimup, 2018). Estes exames, segundo
as diretrizes internacionais, devem ser realizados a cada 3 meses durante 2 anos,
posteriormente a cada 6 meses por dois anos e, a partir de entdo devem ser realizados
uma vez por ano (Batista et al., 2019; Goodison et al., 2013; Ipatimup, 2018). Neste tipo
de cancro, tendo em conta a frequéncia com que estes exames tém de ser realizados,
a sua monitorizacéo torna-se numa das mais dispendiosas (Batista et al., 2019; Ipatimup,
2018). O método de avaliacdo por citologia da urina, consiste numa visualizacao
microscopica de células cancerigenas presentes na urina. A sensibilidade da técnica é
relativamente baixa, cerca de 20-40% na detecdo de tumores em fase inicial, porque
estas lesbBes libertam poucas células cancerigenas na urina, podendo originar
resultados falsos negativos (Goodison et al., 2013; Hayashi et al., 2019; Ipatimup, 2018).

Por sua vez, a cistoscopia € um procedimento endoscoépico invasivo da bexiga,
cuja realizacdo cria dor e desconforto aos doentes, necessitando da realizacdo de
anestesia. E por isso considerado um procedimento dispendioso. Na Figura 11. é
possivel visualizar uma imagem ilustrativa da realizagdo de uma cistoscopia. Pode ser
observado o interior da bexiga, bem como a recolha de bidpsias suspeitas para

diagnostico e monitorizagdo (Goodison et al., 2013; Hayashi et al., 2019; Ipatimup,

2018).
< S | Oy
A /f @
<
\ ‘

Figura 11 - Imagem ilustrativa da realizacdo de uma cistoscopia, adaptado de (UnMedicare,
2020).
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Torna-se assim relevante o desenvolvimento de novos ensaios n&o invasivos
na monitorizacdo do cancro da bexiga, que reduzam a necessidade da realizagdo mais
frequente de cistoscopias, 0 que constituiria uma enorme vantagem para os doentes e
para o sistema nacional de saude (Batista et al., 2019; Goodison et al., 2013). A
existéncia de um teste de monitorizacdo do cancro na bexiga nao invasivo, permitiria a
obtencdo da amostra de forma nao invasiva, o que iria reduzir bastante o desconforto
do paciente, bem como a existéncia de possiveis complicacdes resultantes do
procedimento invasivo. Permite ainda obter maiores quantidades de amostra, e repetir
o0 exame mais frequentemente, pelo que sdo evidentes as vantagens este método
(Goodison et al., 2013).

As mutagBes do promotor do gene da transcriptase reversa da telomerase
(TERT), e mutagdes do promotor do gene do recetor 3 do fator de crescimento de
fibroblastos (FGFR3) séo alteragbes somaticas frequentes no cancro da bexiga néo
invasivo muscular que tém demonstrado, em diversos estudos, um enorme potencial
como biomarcadores de monitorizagao (Batista et al., 2019; Hayashi et al., 2019). Nos
tumores da bexiga, é possivel detetar a mutacao do promotor TERT em qualquer fase
da doenca. Contudo, a mutagcdo do promotor TERT esta mais presente em lesdes pré-
cancerigenas de baixo grau, por isso é considerado um indicador genético precoce da
carcinogénese (Batista et al., 2019; Hayashi et al., 2019). Dentro das mutac6es no gene
TERT, as mais relevantes sdo as seguintes: TERTp, um indicador de monitorizagédo e
detecdo de recorréncia no cancro da bexiga; TERTpas, que se trata de um indicador
de mutacdes relevantes na transformacdo urotelial ndo presentes nas infecbes
inflamatérias ou urinarias; TERTA, considerado um biomarcador precoce da
carcinogénese da bexiga (Batista et al., 2019; Hayashi et al., 2019).

As mutacbes no FGFR3 s&o consideravelmente menos frequentes, e estéo
presentes em cerca de 80% dos cancros da bexiga ndo muscular invasivo de estagio
inicial. Este é considerado um biomarcador confiavel para a determinacdo da sua fase
evolutiva, e ainda apresenta um papel relevante na determinagéo da eficacia a terapias
direcionadas ao FGFR3 (Batista et al., 2019; Hayashi et al., 2019).

Deste modo, o Uromonitor surge como uma alternativa ndo invasiva, que pode
ser realizada como complemento da cistoscopia (Alvi et al., 2017; Ipatimup, 2018). Este
teste consiste num ensaio ultrassensivel capaz de detetar biomarcadores moleculares
presentes em células tumorais libertadas na urina (Batista et al., 2019). O teste genético
Uromonitor € um produto com marcacdo CE, em conformidade com a legislacéo
europeia. Este foi desenvolvido por uma equipa de investigadores do Instituto de

Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP) especialistas
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em biomarcadores na area da oncologia e genética molecular (Ipatimup, 2018). A sua
validacao clinica foi realizada através de amostras clinicas, provenientes de doentes
nacionais e internacionais, sob vigilancia para o cancro da bexiga ndo muscular
invasivo, seguidos no Instituto Portugués de Oncologia do Porto (Alvi et al., 2017;
Ipatimup, 2018). O teste é patenteado para a detecdo de mutacdes no gene FGFR3 e
mutacdes do promotor do gene TERT, a fim de monitorizar a reincidéncia do cancro da
bexiga ndo muscular invasivo a partir de uma amostra de urina (Alvi et al., 2017;
Ipatimup, 2018).

A realizacdo do teste Uromonitor é indicada como método complementar na
monitorizacao de recidivas em doentes sob vigilancia do cancro da bexiga e a todos os
doentes, que necessitem e prefiram métodos de detecdo menos invasivos (Ipatimup,
2018). Tendo em conta a sua sensibilidade e especificidade, pode substituir a
cistoscopia em algumas situacfes como (Alvi et al., 2017; Batista et al., 2019): doentes
aos quais nao € possivel realizar a cistoscopia ou se recusam a realiza-la; doentes de
baixo risco sob vigilancia, alternando com a realizacdo da cistoscopia, de forma a
diminuir o nimero de cistoscopias. Este teste genético de monitorizacao confiavel ndo
invasivo, apresenta os seguintes beneficios (Alvi et al., 2017; Hayashi et al., 2019):

= Tem elevada especificidade, independentemente do grau do tumor ao

contrario da citologia;

= E realizado a partir de uma amostra simples de urina n&o criando

desconforto ao doente na sua realizagdo ao contrario da cistoscopia;

= E facil e de simples execucéo, ndo necessitando de equipamento especifico,

além de um kit de urina que é disponibilizado gratuitamente;

» Tem sensibilidade superior a 97,3%, detetando a presenca de 7 moléculas

anormais em 1000 normais;

* Reduz o impacto econdémico associado a monitorizagdo extensiva dos

doentes que tiveram cancro da bexiga apos tratamento.

A tecnologia presente na realizagdo do teste Uromonitor para a detecdo de
alteracdes gendmicas, presentes na urina é a técnica laboratorial de PCR em tempo
real. As principais etapas laboratoriais do processo encontram-se descritas na Tabela
17 (Batista et al., 2019; Ipatimup, 2018).
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Tabela 17. Etapas laboratoriais do teste Uromonitor (Batista et al., 2019; Ipatimup, 2018).

LaEt Requisigcao do kit de filtragem de urina do Uromonitor, a partir do formulario
.2 Etapa ] o )
online, por parte do médico urologista.

Recolha da amostra de urina num frasco de recolha. Posteriormente, procede-se
a filtragem da amostra até 4 horas para garantir a sua qualidade.
Filtrar, com cada um dos trés filtros fornecidos separadamente, a urina com a
seringa de 10 ml presente no kit. Apds as trés filtragbes, recolhe-se os trés filtros
—ver Figura 12.

Figura 12. Procedimento de filtracdo da amostra, adaptado de

(Uromonitor, 2017).
F2 i

2.2 Etapa

Os filtros, apds serem tapados, séo acondicionados num saco de fecho hermético
e enviados para analise — ver Figura 13.
Figura 13. Acondicionamento dos filtros recolhido, adaptado de

(Uromonitor, 2017).

ApOs a recolha da amostra, os filtros sdo enviados para o laboratério central de

3.2 Etapa Ipatimup, onde o teste é executado e conservado no frio entre 2-8°C, pelo periodo

méximo de 1 més até a realizagdo da extracdo de DNA.

A extracdo de DNA ocorre por filtragdo novamente a 4°C. Posteriormente, 0s
4.2 Etapa filtros sdo colocados numa microcentrifuga de 2ml com uma solugéo de lise

celular injetada em cada filtro e coletada em tubo de microcentrifuga.

Os lisados filtrados sdo incubados a 60°C por 30 minutos com 30ul de proteinase
5.2 Etapa K a 10mg/ml, expostos a lise caotropica /tampao de ligagdo para libertar os acidos

nucleiocos e proteger o DNA das DNases.

Detecéo das alteracdes gendmicas por PCR em tempo real por discriminagdo
6.2 Etapa especifica por alelos competitivos. Esta técnica permite resultados robustos,

sensiveis, permitindo uma interpretacao clara dos resultados.

e Desde a recolha das amostras até a entrega dos resultados, o periodo é de,
.2 Etapa
P habitualmente, 5 dias Uteis.

Legenda: DNA — Acido desoxirribonucleioco, DNases —Desoxirribonuclease que tem como funcéo
quebrar as ligacdes fosfodiéster de DNA, PCR — Reacgdo em Cadeia da Polimerase

O teste in vitro apresentou cerca de 100% de sensibilidade e 97.3% de
especificidade para o cancro da bexiga e elevada sensibilidade, independentemente do

grau do tumor (Batista et al., 2019; Ipatimup, 2018). Deste modo, no caso de o resultado
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ser positivo e de eventuais recorréncias, recomenda-se-a realizacdo de uma cistoscopia
confirmatéria e tratamento por TUR. Contudo, se o resultado for negativo, o teste deve
ser repetido na consulta de acompanhamento seguinte (Alvi et al., 2017; Sampaio et al.,
2018).Na Figura 14. encontra-se um resumo das principais etapas da realizacdo do

teste Uromonitor, desde a recolha da amostra de urina até a obtencéo dos resultados.

Filtrar a urina usando o
material fomecido e enviar
os filtros & tempettura
ambiente na embalagem
pré-paga

Receber os resultados do

teste relativos a presenca

de mutagdes de promotor
TERT e FGFR3 na urina

Oteste do Uromonitor é
efetuado no IPATIMUP,
prestigiado instituto de
investigagdo de cancro

Paciente sob vigilancia de
cancro da bexiga nao-
muscular invasivo

Recolher 30 ml de amostra
de urina num redipiente
apropriado

Repetir teste a cada
3meses/ 1ano

Realizar cistoscopia confirmatoria
e ressecdo transuretal de
eventuais recorréncias.
Manter vigildncia a cada 3 meses/
1ano

Figura 14 - Procedimento clinico da realizacdo do Uromonitor, adaptado de (Uromonitor, 2020).

Apoés a apresentacdo e a descricdo dos trés testes genéticos realizadas ao
longo deste capitulo, reuniu-se na Tabela 18., o resumo e a comparacao das principais

caracteristicas de cada teste.

Tabela 18. Tabela resumo das principais caracteristicas dos testes genéticos SEPTINA 9,
Guardant 360 e Uromonitor.

SEPTINA 9

Guardant 360

Uromonitor

Categoria de teste
genético

Diagnéstico precoce

Susceptibilidade

Monitorizagdo

Fundamento técnico Detec¢édo da forma Biopsia liquida para Detecdo de mutacdes
metilada de andlise do CtDNA nos genes FGFR3 e
mSeptina9 TERT

Empresa Oncoalert Guardant Health IPATIMUP

Aplicagao clinica

Rastreio do cancro
colorretal (CCR)

Planeamento
terapéutico
personalizado e
monitorizagéo da
resposta terapéutica de
acordo com perfil
genomico do tumor

Monitorizagdo de
recidivas do cancro da
bexiga ndo muscular
invasivo

Populacéao alvo

Populacéo saudavel
em grupos de risco

Doentes oncoldgicos
nao estaveis com tumor
so6lido

Ex-doentes oncoldgicos
pos tratamento

Tipo de amostra recolhida

Sangue

Sangue

Urina

Tecnologia PCR em tempo real Sequenciacéo de PCR em tempo real
segunda geracdo,
lllumina 2500

Duragéo do processo de 10 dias 7 dias 5 dias

andlise

Legenda: PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase; ctDNA — DNA tumoral circulante; FGFR3 — Gene que codifica o
recetor 3 do fator de crescimento de fibroblastos; TERT — Gene que codifica a transcriptase reversa da

telomerase.
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2.4. Contributo dos testes genéticos na pratica Farmacéutica

Este subcapitulo pretende abordar o contributo, e a possibilidade de integracéo
dos testes genéticos no contexto da pratica farmacéutica, mais propriamente na
farmécia comunitaria.

A profissdo farmacéutica encontra-se em constante mudanca, o que exige que
os farmacéuticos adaptem as suas competéncias a medida que o0s avancos cientificos
continuam a transformar a pratica da medicina (Council, 2018; Interest, 2019; Kennedy,
2018). O papel do farmacéutico deve ser definido com clareza, face as crescentes
expectativas da popula¢do, aos avancos tecnoldgicos e ao maior acesso de informacao
por parte da populacéo (Christopher, John, 2018; Council, 2018).

Nos ultimos 100 anos, a profissdo farmacéutica evoluiu de um modelo focado na
formulacéo e preparagao de medicamentos, para um modelo de atendimento ao doente
focado na dispensa e aconselhamento de medicamentos ja previamente preparados
(Aungst, Timothy, 2018; Kennedy, 2018).

Deste modo, as fungdes do farmacéutico comunitario resumem-se na sua
grande maioria a dispensa de medicamentos, aconselhamento terapéutico e gestéo de
stocks. No entanto, apesar de a lei ainda ndo o permitir sem a supervisdo de um
farmacéutico, torna-se cada vez mais possivel a possibilidade de automacdo da
profissdo farmacéutica no futuro (Aungst, Timothy, 2018; Christopher, John, 2018;
Kennedy, 2018).

Posto isto, face as necessidades de evolugdo da profissdo, o papel do
farmacéutico tem de ser reinventado, e centrar-se cada vez mais nos cuidados e nas
necessidades dos utentes e ndo tanto na venda de produtos com a prestacdo de
servicos farmacéuticos avancados (Aungst, Timothy, 2018; Christopher, John, 2018;
Kennedy, 2018).

Atualmente, a nova tendéncia da prestacao de servigcos farmacéuticos, consiste
na venda direta de testes genéticos ao consumidor em farmécias comunitarias. Alguns
paises, como os Estados Unidos da América, Canada e Australia, ja disponibilizam a
venda de testes genéticos em farmacia (DTC) (Kennedy, 2018; Yousset Essra, Mostafa
Sam, Wright David, 2020). Nos Estados Unidos da América, a distribuicdo de testes
genéticos iniciou-se em 2010, pela empresa americana de biotecnologia Pathway
Genomics na rede de farmacias Walgreen (Globo, 2010). Os testes genéticos que
algumas dessas farmacias disponibilizam apresentam as seguintes aplicacdes (El-
Ibiary, Cheng, & Alldredge, 2008; Patrinos, Baker, Al-Mulla, Vasiliou, & Cooper, 2013):

- Detecao de distarbios monogénicos;
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- Farmacogendmica para individualizar o tratamento farmacoterapéutico e para orientar
decisbes de tratamento direcionado a mutacao;

- Preditivo de distlrbios multifatoriais, doencas cardiacas, osteoporose, diabetes,
cancro;

- Nutrigendmicos, individualizar as escolhas alimentares, desempenho atlético;

- Teste de paternidade.

Considerando, que os farmacéuticos sao os prestadores de servi¢cos de saude
com maior contacto e procura pela comunidade, a farméacia ao disponibilizar este tipo
de servigo farmacéutico, permitiria 0 esclarecimento e aconselhamento genético da
comunidade (Interest, 2019; Kennedy, 2018).

A implementacdo deste novo servico dependeria do exercicio das seguintes
funcdes por parte do farmacéutico: aconselhamento genético, dispensa dos testes,
recolha de amostra bioldégica, armazenamento e acondicionamento da amostra
biol6gica, e acompanhamento e esclarecimento na interpretagédo dos resultados e nas
suas possiveis implicacdes na decisao clinica (Christopher, John, 2018; El-lbiary et al.,
2008; Patrinos et al., 2013; Yousset Essra, Mostafa Sam, Wright David, 2020). Com
base na informacao obtida, poderia ainda ser possivel a sua participacdo nas decisbes
terapéuticas, em colaboracdo com o médico responsavel, assim como na escolha do
plano terapéutico personalizado, mais adequado ao perfil genético do doente
(Christopher, John, 2018; Yousset Essra, Mostafa Sam, Wright David, 2020).

Atualmente, a lei portuguesa ainda ndo permite a venda ao publico de testes
genéticos, direta ou indiretamente relacionados com a saude, segundo o artigo 27.° do
Decreto-Lei n.° 131/14, de 29/8/2014, publicado no Diario da Republica Portuguesa
(Republica, 2014). Nao obstante, em 2010 chegou a ser comercializado em farmacias
comunitarias portuguesas o0 teste de paternidade UNODNAtrust. O teste foi
desenvolvido e operacionalizado em instituicbes sediadas em Portugal e permite
estabelecer uma analise comparativa entre os perfis de DNA em analise (Médico, 2010;
Publico, 2010). O UNODNAtrust tinha um custo aproximadamente de 250€, mais barato
comparativamente ao teste convencional que tem custo minimo de 400€, para além
disso este teste evitava deslocacdes e submissdes de procedimentos formais para a
sua realizacdo (Médico, 2010; Publico, 2010). No entanto, considerando que as
amostras recolhidas eram anodnimas, a sua realizacdo ndo tinha validade judicial
(Médico, 2010; Publico, 2010). As amostras de saliva recolhidas, eram posteriormente
enviadas para o laboratério em parceria com a UNODNAtrust, sediada em Portugal no
laboratorio nacional STAB Vida, na Universidade Nova de Lisboa. Os resultados obtidos

eram transmitidos a partir de aplicagdo em CD-ROM, que permitia acompanhar o teste

69



Universidade Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa
Testes Genéticos no Diagndstico e Monitorizagdo de Doengcas Humanas

e cuja instalagdo no computador do cliente, permitia acompanhar em tempo real todo o
processo e ainda adverte-lo para os procedimentos relacionados com a recolha de

amostras, a fim de evitar o uso indevido do produto (Agéncia Lusa, 2010; Médico, 2010).

Figura 15 - Contetdo do Kit do UNODNAtrust, adaptado de (Diario de Noticias, 2010).

No entanto, em menos de um més apos o inicio da sua comercializagdo em
farmacias comunitérias a sua comercializacao foi suspensa por parte do Infarmed. O
Infarmed alegou que “os testes de paternidade ndo sdo considerados dispositivos
médicos para diagnéstico in vitro por ndo se destinarem a um fim médico” (Agéncia
Lusa, 2010; Médico, 2010). Perante isto, a empresa cessou a comercializacdo do seu
produto em farmacias, limitando a sua venda a parafarmécias, apesar destas ndo
garantirem um acompanhamento farmacéutico, aquando da sua dispensa (Agéncia
Lusa, 2010; Médico, 2010). Segundo o responsavel pela empresa, Mario Mendes, o
intuito da empresa ao disponibilizar o teste unicamente em farmacias, era garantir que
a sua dispensa fosse realizada num estabelecimento de confianca, no qual trabalhavam
profissionais competentes e especializados. Para além disso, tencionavam apostar na
seguranca e na transparéncia, evitando a sua comercializagédo por meios de distribuicdo
duvidosos como a internet (Médico, 2010; Publico, 2010).

Existem no entanto, alternativas de contornar a lei para aquisicdo dos testes
genéticos de forma menos ética e certificada, com recurso a internet (Médico, 2010;
Publico, 2010). Apesar de em Portugal ser proibida a sua venda em sites portugueses,
podem ser adquiridos em sites estrangeiros. Em alternativa, a venda dos mesmos
poderia ser aprovada no contexto da farmécia comunitaria, desde que este seja um
servico realizado em cooperacao com o Servico Nacional de Saude e com a supervisado

e prescricdo médicas adequadas.

Assim, ao contrario do que acontece na aquisicdo de testes genéticos pela

internet, este servico, ao ser disponibilizado pelas farmacias, passaria a ser certificado,
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licenciado, sigiloso e ao mesmo tempo, seguro e personalizado. Para além disso,
realizar-se-ia em cooperacdo com outros profissionais de salde e em parceria com
laboratérios de genética médica acreditados e idéneos (Kennedy, 2018; Yousset Essra,
Mostafa Sam, Wright David, 2020). Posto isto, considera-se que o aconselhamento
genético, deva ser parte integrante das funcdes do farmacéutico comunitario, para isso
torna-se fundamental, que os mesmos recebam formacdo prévia certificada
relativamente aos testes genéticos (Aungst, Timothy, 2018; Kennedy, 2018; Patrinos et
al., 2013).

Relativamente a formagdo em testes genéticos, ainda durante o percurso
formativo do mestrado integrado em ciéncias farmacéuticas em Portugal, apesar da
unidade curricular de genética ser de frequéncia obrigatoria comum para a maioria dos
estudantes de ciéncias farmacéuticas. Apenas duas instituicbes de ensino, a
Universidade do Algarve e a Universidade Lus6fona de Humanidade e Tecnologias de
Lisboa, possuem Farmacogendémica como unidade curricular de carater obrigatério
(Simdes, Ana, 2017).

Em resposta a essa lacuna formativa de especializacdo nesta area, apés a
conclusdo do curso de ciéncias farmacéuticas a ordem dos farmacéuticos ja realizou,
no decorrer deste ano, uma proposta para a implementacao do colégio de especialidade
em genética humana. No entanto, apenas para o setor hospitalar, tendo entrado em
vigor a 1 de marco de 2020. O Decreto-Lei 6/20, de 24/2/2020 estabelece os termos da
residéncia farmacéutica em genética humana para a posse do titulo de especialista, a
gual ird capacitar o farmacéutico de formacao teorica e pratica na area da genética
(Diério da republica, 2020). No contexto da farmacia comunitaria, ainda nao se verificou
a sua implementacdo, assim como se continua a verificar uma falta de formagé&o
especializada relativamente aos farmacéuticos.

A primeira declaracdo relativa as competéncias que sao necessarias ser
adquiridas em Farmacogendmica por parte dos farmacéuticos, foi desenvolvida pelo
Comité de Assuntos Académicos da Associacdo Americana de Faculdades de Farmacia
(AACP). A declaragdo menciona algumas competéncias, das quais se destacam as
seguintes (Aungst, Timothy, 2018; Bonner, Loren, 2020; Christopher, John, 2018);

= Conhecimento relativo aos conceitos e nomenclatura genéticos / genémicos de
base;

= Compreenséo da influéncia dos fatores comportamentais, sociais e ambientais
na etiologia genética da doenca;

= Capacidade de identificar os fatores genéticos associadas a medicamentos e

doencgas;
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= Avaliar os potenciais beneficios fisicos e / ou psicossociais e o risco das
informacfes genéticas nos individuos, familiares e comunidades, sobretudo

gquando estao relacionados com a predisposi¢do a doenca;

Paralelamente, a realizacao deste servico por parte das farmacias comunitarias,
torna-se essencial os farmacéuticos tenham formacdo na area genética, a fim de
esclarecer eventuais duvidas, bem como fornecer acompanhamento genético, aos
individuos que tenham adquirido diretamente pela internet. Posto isto, o farmacéutico
deve ter em consideracdo essencialmente os seguintes aspetos no aconselhamento aos
individuos que os tenham adquirido pela internet: verificagdo da presenca de
certificacdo CLIA no produto e/ou laboratério que realizou o teste genético; os testes
genéticos ndo fornecem informacgéo suficiente para induzir mudancas autébnomas de
medicacdo sem a decisdo do seu médico; e a avaliacdo das diretrizes utilizadas na
interpretacdo dos resultados e sempre que possivel em colaboracdo direta com o
médico do paciente (Aungst, Timothy, 2018; Bonner, Loren, 2020).

No que concerne, a aplicacao dos testes genéticos em farmacias comunitarias,
esta promete indmeras oportunidades para os farmacéuticos expandirem as suas
funcbes a medida que a medicina personalizada evoluir (El-Ibiary et al., 2008; Interest,
2019; Kennedy, 2018). A sua introdugdo nas farmacias comunitarias € um pequeno passo,
para incentivar os farmacéuticos atuais e futuros a pensar além da dispensa de
medicamentos e aproveitar a tecnologia para ser mais interventivo e garantir a
viabilidade da profissédo farmacéutica no futuro (Aungst, Timothy, 2018; Yousset Essra,
Mostafa Sam, Wright David, 2020).

No entanto, para o sucesso da aplicacéo clinica de tecnologias e informacdes
genéticas, torna-se importante avaliar previamente, se os farmacéuticos estdo prontos
para se adaptar a esta nova etapa, que redefinird o papel do farmacéutico e garantira
um lugar para a farmécia na era da medicina personalizada, sendo preciso considerar
previamente o0s seguintes fatores; educacdo, formacgdo, competéncias técnicas,
recursos humanos e tecnologias de informacéo (Bradley, 2009; El-Ibiary et al., 2008;
Interest, 2019; Kennedy, 2018; Vogenberg, Barash, & Pursel, 2010).
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3. Questionario sobre o conhecimento populacional acerca

dos testes genéticos
3.1. Objetivos do estudo experimental

Este capitulo tem como finalidade apresentar e discutir os resultados obtidos
da realizacdo de um questionario — Apéndice | — sobre a avaliacdo do conhecimento
populacional acerca de testes genéticos, bem como para aferir a sua opinido
relativamente a utilidade da sua aplicacao no diagndstico e monitorizacdo de doencas.

O presente estudo tem como objetivo geral a avaliagdo do conhecimento
acerca dos testes genéticos aos niveis:

a) do conhecimento cientifico sobre os aspetos gerais dos testes genéticos;

b) da percecéo do custo da realizagéo dos testes genéticos;

c¢) da opinido relativa a veracidade e concordancia sobre a sua utilizagao;

d) da posicao deontologica nos testes adquiridos diretamente pelo consumidor.

Os objetivos especificos deste estudo experimental sdo os seguintes:

= Determinar se, efetivamente, os individuos que consideram saber o que é
um teste genético, demonstram realmente aferir esse conhecimento;

= Avaliar o conhecimento cientifico sobre os testes genéticos e verificar se
existe uma relacdo com as habilitacdes académicas e a area de estudo dos
inquiridos;

= Verificar a existéncia de uma relacéo direta entre os inquiridos com maiores
habilitacbes académicas e um maior poder econdmico e a percec¢ao da
valorizacdo do seu custo subjacente;

» Analisar a influéncia que o conhecimento cientifico demonstrado em
Genética pode ter na opinido relativa a falibilidade dos resultados dos testes
genéticos;

= Perceber se existe uma correlagdo direta entre os inquiridos que tém uma
opinido discordante relativamente a realizacdo de testes adquiridos
diretamente pela internet com a sua formacao académica;

= Avaliar a relagéo entre a literacia e a importancia que os inquiridos atribuem
a realizagdo dos testes genéticos para o progresso da medicina personalizada

no diagndstico precoce e monitorizacdo de doengas.
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3.2. Metodologia do estudo

3.2.1. Identificacdo da populacdo alvo em estudo

No que respeita & amostra, o questionario foi realizado por 50 inquiridos da
populacdo de Lisboa e Vale do Tejo, de ambos os géneros, com idades compreendidas
entre os 15 - 85 anos. O preenchimento dos questionarios decorreu durante o periodo
de 7 de Outubro de 2019 a 1 de Fevereiro de 2020.

Neste estudo observacional, transversal e exploratério (Alencar, 2012), a
populacdo alvo foi composta por elementos que sdo, maioritariamente, do género
feminino, com uma expressao de 72%. A faixa etéria mais prevalente situou-se entre 0s
15-35 anos, com 62 %. O Unico critério de excluséo aplicado tendo em conta os objetivos
pretendidos na realizacdo do questionario foi a idade, uma vez que dificilmente
individuos até aos 15 anos de idade teriam um conhecimento suficiente ou uma opinido
totalmente consciente e formada sobre este tema. No total de inquiridos, 78% possuiam
habilitacdes académicas superiores.

A amostra em estudo tratou-se de um tipo de amostra nao probabilistica, pelo
facto dos inquiridos ndo terem tido a mesma igualdade de probabilidade de serem
selecionados, na globalidade da populacdo em estudo. Dentro das amostras nao
probabilisticas, é do tipo intencional, pois os participantes foram escolhidos pelo
investigador com base nas caracteristicas em analise (Morais, Carlos, 2005).

Os questionarios foram distribuidos por individuos escolhidos previamente.
Integraram o grupo: trabalhadores do hospital Cuf Infante Santo, da Farmacia Patuleia,
da RTP, da PriceWaterHouseCoopers (PWC) e da NOWO; alunos da Universidade
Lus6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa, da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Lisboa, do ISEL, do ISCTE, e ainda alguns familiares.

3.2.2. Procedimento aplicado na recolha de dados

Este estudo experimental teve por base a realizacdo de um inquérito a partir da
aplicacdo de questionarios — Apéndice I.

A aplicacéo de questionarios consiste numa técnica que engloba um conjunto
de questdes, dirigidas a uma amostra, a fim de registar as suas opinides, neste caso,
indiretamente, uma vez que o proprio inquirido leu e registou diretamente as suas

respostas, sem a intervenc¢ao do investigador (Hill, Manuela, Hill, Andrew, 1998).
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A recolha do questionario realizou-se de duas formas diferentes. Dos 50
questionarios obtidos, 27 foram recolhidos por via eletrénica, através da plataforma
Google Forms, e os restantes 23, presencialmente, em formato de papel. A divulgacéo
dos questionarios a partir do formulario online, permitiu a angariagdo de um maior
namero de respostas, € um acompanhamento e tratamento dos resultados mais
intuitivo. Por sua vez, a divulgacdo sob o formato de papel ndo exclui os inquiridos sem
acesso a internet, nem individuos de faixas etarias mais elevadas, com maiores
dificuldades em realizar 0 questionario sem acompanhamento.

No momento da realizagdo do questionario, foi explicado o seu ambito, bem
como a finalidade dos dados recolhidos. Salientou-se ainda o seu anonimato e a
confidencialidade dos dados, tendo o consentimento dos participantes sido concedido,

a partir do momento de aceitacdo da realizagdo do questionario.

3.2.3. Composicao do guestionario

A construcdo do questionario baseou, naturalmente, nos objetivos do mesmo,
de forma a ser possivel avaliar, e confirmar os objetivos e as hipéteses em investigagéao.

O questionario foi composto por dezoito questdes: dezasseis de resposta
fechada e duas de resposta aberta e curta. Nas primeiras cinco questdes, realizou-se
perguntas sobre dados pessoais com base nos dados sociodemogréaficos para a
estratificacdo da amostra. As quatro questdes, seguintes constituiram itens de resposta
fechada e de cariz objetivo para avaliar o conhecimento sobre os testes genéticos, no
geral. As oito ultimas questdes tiveram carater subjetivo, avaliando a opinido e a sua
posicdo deontologica.

A escolha de uma maioria de itens de resposta fechada visou facilitar a
obtencéo de resposta e a sua andlise no estudo estatistico, assim como a interpretacao
dos resultados.

De forma a garantir a qualidade dos questionarios e que 0S mesmos
cumprissem os objetivos estabelecidos, aplicAmos inicialmente o questionario apenas a
uma amostra reduzida. Esta andlise preliminar serviu para avaliar o entendimento da
linguagem por parte dos inquiridos, bem como a clareza de alguns conceitos mais
cientificos. Apdés uma breve analise reajustou-se o questionério e obteve-se a versao

final (Apéndice I).
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3.2.4. Tratamento dos dados

BN

Seguidamente, apés a recolha das respostas, procedeu-se a andlise dos
dados. Esta analise realizou-se de forma qualitativa nominal, por ndo existir uma ordem
natural nas suas variaveis, permitindo assim explorar mais pormenorizadamente o
conhecimento, e as opinides provenientes das respostas obtidas nos questionarios
(Measure Evaluation, 2008; Reis, Edna, Reis, llka, 2002).

Nesta investigacdo, verificou-se a existéncia de relagcdes entre as principais
variaveis, tendo em conta o0s objetivos pré-estabelecidos, com recurso as ferramentas
existentes no Microsoft Excel 2019.

Através da andlise dos dados recolhidos, numa fase inicial, caracterizou-se o
perfil da amostra, a partir de uma analise descritiva da amostra populacional, com base
nos dados sociodemograficos, na faixa etaria, no género, nas habilitacdes académicas
e ainda na area de estudo. Desta andlise resultaram quatro graficos circulares,
representando a estratificagdo da amostra com base nos critérios referidos
anteriormente.

Numa segunda fase do tratamento de dados, procedeu-se a analise das
restantes questdes. De forma, a responder aos objetivos inicialmente estabelecidos,
recorreu-se a realizacdo de uma analise de frequéncias e correlacional. Para a
elaboragéo desta analise, agruparam-se algumas variaveis em estudo, com o auxilio da
utilizacdo de filtros nas seguintes questfes: habilitacdes académicas; area de estudo;
namero de respostas corretas nas questbes 7.,8.,9., 11., e ainda nas questdes de
opinido relativas as questdes 12., 13. e 14. Determinou-se assim, as correlacdes entre
as variaveis e possiveis relagfes de causa-efeito.

De forma, a analisar globalmente todas as questfes as respostas obtidas foram
organizadas numa tabela com as frequéncias absolutas e relativas para cada questéo.
Seguidamente, foram realizadas seis representacfes graficas, com graficos de barras
e circulares, em resposta as questdes mais pertinentes relativas aos objetivos

pressupostos inicialmente, tal como é possivel observar no proximo subcapitulo.
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3.3. Apresentacédo dos resultados

A andlise descritiva da amostra foi realizada, de acordo com 0s objetivos do
estudo. Tendo-se optado por estratificar a amostra, com base nos seguintes dados
sociodemogréficos: género, faixa etaria, habilitacbes académicas e area de
estudo/trabalho.

Na distribuicdo por género, a reparticdo dos resultados nédo foi equitativa. Os

inquiridos do género feminino representaram 72% da amostra, e 0os do género

masculino representaram 28%, como se pode visualizar na Figura 16.

Distribuicdo da amostra por género

u Género Feminino

28% '

Género Masculino

Figura 16 - Representagdo grafica da distribuicdo da amostra entre o género feminino e
masculino.

No que respeita a distribuicdo etaria, a maior parte dos individuos pertenciam
a faixa etaria dos 15-25 anos, com 38%. Em seguida, com uma menor frequéncia,
tivemos a faixa etaria dos 25-35 anos, com 24%, sendo que estas duas faixas
representaram 62% da amostra total. A restante faixa etaria representa 38% da

globalidade dos inquiridos, como é possivel observar na Figura 17.

Distribuicdo da amostra por faixa etaria
75-85 ANOS 2%

65-75 ANOS 2%
45-55 ANOS
35-45 ANOS
25-35 ANOS

15-25 ANOS

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 17 - Representacao grafica da distribuicdo da amostra por faixa etaria dos 15-85 anos.
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Em relacao as habilitacdes académicas, a grande maioria dos inquiridos referiu
possuir uma frequéncia académica elevada, com especial prevaléncia para o mestrado,
com 44%. Seguiram-se os que detinham a concluséo da licenciatura, com 24%, o que,
no seu conjunto, representou 68% da populacdo em estudo. Os restantes participantes,
32% apresentavam habilitagces académicas com uma frequéncia inferior, sendo a
categoria de conclusédo do ensino secundario, mais prevalente comparativamente aos

restantes, como é possivel visualizar na Figura 18.

Distribuicdo da amostra por habilitag6es académicas

44%

24%

T 14%
10%
— e - F
— -

3°CICLO CURSO ENSINO LICENCIATURA POS- y MESTRADO
BASICO PORFISSIONAL SECUNDARIO GRADUACAO

Figura 18 - Representagdo grafica da distribuicdo da amostra por habilitagbes académicas
superiores (licenciatura, pos-graduacdo, mestrado) e ndo superiores (3.° ciclo bésico, ensino
secundério, curso profissional).

Relativamente a area de estudo ou trabalho dos inquiridos, verificou-se que a
maioria, correspondente a 53%, ndo era da area da saude, como é possivel verificar na
Figura 19. A area da saude contabilizou 47% dos participantes, sendo que 36% dos
participantes frequentavam ou possuiam formacao superior na area de Farmécia. Os
restantes participantes da area da saude, detinham formacdo na area da enfermagem

e terapia da fala e ocupacional.

Distribuicdo da amostra por area de estudo

H Salde Farmacia
® Salde outras areas

Outras areas

Figura 19 - Representacao gréafica da distribuicdo da amostra por area de estudo em trés grupos;
area da saude farmacia, area de salde outras areas e ainda outras areas de estudo.
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Da analise dos resultados dos questionarios aplicados, podemos verificar o

seguinte:
| Tabela de frequéncia de respostas
Resposta N %
5. Sabe o que é um teste genético ﬁlyo 419 928
. - L SIM 4 8
6. Possui um familiar portador de uma doenga genética NAO I 2
. - . Opcao C (Correta) 37 74
7.Qual das seguintes opgdes refere, alguns exemplos de testes genéticos? =
Outras opcdes (Incorretas) 13 26
8.Qual o tipo de doengas que os testes genéticos podem diagnosticar? %ﬁﬁg IZ {EZarsre:_:}m" o ?g 68
R - . Opcao C (Correta) 39 78
9. Em que casos se justifica a realizagéo de testes genéticos? —E—(N—}
Outras opcdes (Incorretas) 11 22
P . = pny i E i
10. Custo médio darealizagéo de um teste genético gﬁ?ﬁ?ﬁ;e usr;wa:algc:rs:;’:;adc fixo gj g
11.Como se processa a realizagéo de um teste genético? —M—}g mra;;fesco;:lsa Fre— ‘112 g
uiras respostas (incorretas) 2
12. Considera os resultados dos testes genéticos infaliveis ﬁl,gﬂo f1 ;g
N Opgéo C
12.1. Se respondeu NAQ na questdo anterior, escolha a justificagdo mais correta Omas P 3: 776
13. Concorda com a realizag&o dos testes genéticos adquiridos pela internet ﬁlyo 473 ;:
" Opgéo C 8 |
13.1. Se respondeu NAO na questéo anterior, escolha a justificagéo mais correta Omas P 17 ?i
14. Concorda com a possibilidade de realizar um teste genético para diagnostico precose de doengas ﬁl'gﬂo f ?g

Figura 20 - Frequéncia de respostas aos questionérios.

Legenda: (N) — Frequéncia relativa, que representa o nimero de respostas dos inquiridos; (%) — Frequéncia
absoluta, que caracteriza a percentagem de resposta.

Na questdo 5., quase a totalidade da amostra, correspondente a 98%,
considerou saber o que é um teste genético. Ndo obstante, esse valor ndo é
concordante com a percentagem de respostas corretas as questbes 7., 8., 9. e 11.,
relativas ao conhecimento genético. Na resposta a estas questdes, verificou-se que a
percentagem de respostas corretas atingiu um maximo de 84% na questdo 11 e um
valor minimo de 68% na questdo 8. Idealmente, os referidos valores deveriam estar
proximos dos 98% para que estivessem em concordancia com a percentagem de
inquiridos que responderam afirmativamente a questao, referente a saber o que era um
teste genético. Esta discrepancia pode significar a existéncia de um viés na questéo 5.,
devido a uma possivel incorreta interpretacdo da questdo. Uma das possibilidades é
gue podem ter interpretado a questao no sentido de ‘saber que existe’ e ndo de ‘saber
em que consiste’, tal como era pretendido.

Em relacdo a questdo 6, referente a ter um familiar direto portador de uma
doenca genética, a maioria 92% respondeu que ndo. Estes resultados podem estar
sobrevalorizados, uma vez que alguns dos participantes ndo souberam identificar ou
mencionar um exemplo de uma doenca genética na questdo 6.1. Esta ultima serviu

também para verificar que os quatro inquiridos que responderam ‘SIM’ na questdo 6
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referiam-se, efetivamente, a uma doenca genética, os exemplos mencionados foram os

seguintes; a doenca de Parkinson, a esquizofrenia e o cancro da mama hereditario.

Na Figura 21. encontra-se ilustrado o conhecimento cientifico na area da
Genética, relativo a este estudo experimental. O grafico demonstra as percentagens de
respostas corretas as questbes 7., 8., 9. e 11. As respostas dos individuos a esta
questdo foram organizadas em trés categorias. Em primeiro lugar, com uma
representacdo de 40%, surge o grupo dos individuos que demonstraram maior
conhecimento ao responder assertivamente a todas as questées. Seguiu-se, com uma
percentagem semelhante a anterior, com 38%, o grupo dos que nao sabiam ou
responderam incorretamente a uma questdo. Por fim, os que n&o sabiam ou
responderam incorretamente a duas ou mais questdes, com uma representacdo
minoritaria de 22%. De uma forma geral, pode dizer-se que a maioria dos inquiridos
revelou possuir um elevado conhecimento nesta &rea, como se subentende a partir da
elevada percentagem de participantes que erraram, no maximo, uma questdo,

correspondente a 78%.

Percentagem de respostas corretas as questdes 7., 8., 9. e
11. relativas ao conhecimento cientifico

® Responderam assertivamente a
todas as questdes

22% I
38% I

Responderam incorrectamente a 1
questao

Responderam incorrectamente a 2
ou mais questdes

Figura 21 - Percentagem de respostas corretas as questdes 7., 8., 9. e 11. relativas ao
conhecimento em genética.

A partir da analise das respostas do grupo que revelou assertividade, verificou-
se a existéncia de uma correlagéo entre o conhecimento, demonstrado na literacia em
genética, as habilitacdes académicas e a area de estudo.

Através da Figura 22. pode observar-se uma possivel correlacdo direta, entre
as variaveis, considerando que 85% possuia habilitacdes académicas superiores e mais
de metade tinha habilitacdes académicas na area da saude. Apenas 15% dos inquiridos
nao tinham habilitac6es académicas superiores e/ou ndo tinham experiéncia nesta area

de estudo.
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Relacédo entre os inquiridos que responderam
assertivamente a todas as questdes de conhecimento 7.,8.,9.
e 11. com as suas habilitagdes académicas e area de estudo

ENSINO SUPERIOR NOUTRAS AREAS DE
0,
ESTUDO 35,0%

ENSINO SUPERIOR NA AREA DA SAUDE 50,0%

SEM ENSINO SUPERIOR 15,0% ‘
|

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 22 - Relacéo entre os inquiridos que responderam corretamente a todas as questfes de
conhecimento com as habilitagbes académicas e area de estudo.

A questao 10. foi considerada como uma questdo que nado avalia diretamente
o conhecimento cientifico. O seu caracter € subjetivo, dado que a valoriza¢ao dos custos
dos testes genéticos pode depender das habilitagcbes académicas, e das nocdes
cientificas na area. Pode ainda depender do seu poder econdémico, que € expectavel
estar diretamente relacionado com as habilitagcdes académicas.

E possivel observar na Figura 23., a relacdo entre essas variaveis, o que
corrobora o que foi mencionado anteriormente. Nesta figura é possivel observar que a
maioria dos inquiridos que tinha uma nocéo real dos fatores, subjacentes ao custo de
um teste genético, possuia habilitacdes académicas superiores 80,8%. Mais de metade
dos inquiridos tinham formacédo de base na area da saude, o que pode ter contribuido
para uma valorizagdo mais aproximada dos custos reais dos testes genéticos. No
entanto, cerca de 19% dos inquiridos demonstrou ter no¢ao da variabilidade, a que esta
sujeito o custo total da realizacdo de um teste genético, mesmo ndo possuindo

habilitagbes académicas superiores.

Relacédo entre as habilitagdes académicas e area de estudo
com a questédo 10. relativa a percegéo sobre o custo de um
teste genético

46,2%
34,6%

19,2

SEM HABILITACOES HABILITAGOES ACADEMICAS HABILITACOES ACADEMICAS
ACADEMICAS SUPERIORES SUPERIORES NOUTRAS ~ SUPERIORES AREA DE SAUDE
AREAS

Figura 23 - Representacéo dos inquiridos que possuiam uma percecao real do custo dos testes
genéticos demonstrada na questéo 10. com as suas habilitacdes académicas e a area de estudo.
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De um modo geral, como é possivel verificar na Figura 24., a maioria dos
inquiridos considerou os resultados dos testes genéticos faliveis na questdo 12. Apenas
trés ndo justificaram corretamente a sua escolha na questdo 12.1. A maior parte dos
inquiridos informados sobre a falibilidade dos resultados, demonstrou ter nocado dos
fatores condicionantes na interpretacdo do resultado de um teste genético.

Deste modo, considerou-se relevante verificar a influéncia que o conhecimento
em Genética, demonstrado anteriormente, pode ter na opinido dos inquiridos
relativamente a falibilidade dos testes genéticos. Na Figura 24. foi possivel estabelecer
essa correlagdo, verificando-se a enorme prevaléncia de inquiridos, que tinham uma
no¢ao mais aproximada relativamente a falibilidade dos testes genéticos (85%) e tinham
aferido um elevado conhecimento sobre testes genéticos anteriormente. Por outro lado,
apenas 15% considerou os resultados dos testes genéticos faliveis, ndo respondendo

corretamente a todas as questdes de conhecimento.

Relac&o entre os inquiridos que responderam corretamente
a todas as questfes de conhecimento com as respostas a
guestdo 12. relativa a falibilidade dos testes genéticos

CONSIDERARAM OS RESULTADOS NAO | o
FALIVEIS g

CONSIDERARAM OS RESULTADOS FALIVEIS 85%

I
0O 20 40 60 80 100

Figura 24 - Relacéo entre os inquiridos que responderam corretamente a todas as questfes de
conhecimento com as respostas a questédo 12. relativa a falibilidade dos testes genéticos.

Na questédo 13., relativa a opinido dos inquiridos sobre a realizagdo de testes
genéticos adquiridos diretamente pela internet, a maioria teve uma opinido discordante.
Os participantes demonstraram grande preocupacdo deontoldgica, relativamente a
guestdes de certificagdo pelas autoridades de salde competentes e de privacidade,
relativas a protecéo de dados.

A relacéo entre os inquiridos que demonstraram ter uma opinido discordante,
e as suas habilitacbes académicas, assim como a area de estudo encontra-se
representada na Figura 25., que permite corroborar a hipétese da existéncia de uma
relacdo direta entre estas duas variaveis. Verifica-se que 83,7 % dos inquiridos que
tinham opinido discordante, apresentavam habilitacbes académicas superiores, e cerca

de 44% possuia formacgao na area da saude.
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Relacédo entre as habilitagdes académicas e a area de estudo
dos inquiridos que na questdo 13. n&o concordaram com a
aquisicao de testes genéticos pela internet

0
39,5% 44,2%
16,3%
SEM HABILITAGOES HABILITACOES ACADEMICAS HABILITAGOES ACADEMICAS
ACADEMICAS SUPERIORES SUPERIORES NOUTRAS SUPERIORES AREA SAUDE

AREAS

Figura 25 - Relacéo entre as habilitacdes académicas e a area de estudo dos inquiridos que na
guestdo 13. concordaram com a aquisi¢éo de testes genéticos pela internet.

De um modo geral, na Ultima questao, a maior parte dos inquiridos concordou
e achou, relevante a utilizagéo de testes genéticos no diagndstico e na monitorizacao
de doencas. A maioria das opinides concordantes foram provenientes de participantes
com caracteristicas sociodemogréficas, bastante abrangentes. Contudo, tentou
verificar-se a relacdo entre a existéncia de alguma tendéncia dos inquiridos com uma
opinido concordante o conhecimento, demonstrado nas questdes de conhecimento
cientifico. Pelos resultados obtidos na Figura 26., parece provavel a existéncia de uma
correlagdo entre o conhecimento na area genética, e a importancia conferida a
relevancia, destes testes no futuro da medicina personalizada para o diagnostico e
monitorizacdo precoce de doencas. A generalidade dos individuos que demonstrou
maior conhecimento na area, concordou com a importancia da aplicacdo dos testes
genéticos para beneficio da populacéo. Dos restantes inquiridos, apenas 15% discordou
da sua utilizacdo, apesar de demonstrar conhecimentos suficientes. A maioria destes
revelou discordar por ndo querer estar sujeita a um diagnéstico precoce de uma doenga

genética de caracter irreversivel.

Correlagéo entre os inquiridos que responderam
corretamente a todas as questdes de conhecimento com a
sua opinido na questdo 14. relativamente arealizacéo de
teste genéticos como forma de diagnéstico precose

— 85%
15%

CONCORDARAM COM A SUA REALIZAGAO NAO CONCORDARAM COM A SUA
COMO FORMA DE DIAGNOSTICO PRECOSE NO REALIZAGAO COMO FORMA DE DIAGNOSTICO
FUTURO PRECOSE NO FUTURO

Figura 26 - Correlacdo entre os inquiridos que responderam corretamente a todas as questées

de conhecimento com a sua opinido na questdo 14. relativamente a realizagdo de testes
genéticos como forma de diagndstico precoce.
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3.4. Discussao dos resultados

Em primeiro lugar, determinou-se que a maioria dos individuos que
considerava saber o que era um teste genético, na realidade, ndo demonstrou esse
conhecimento, nas suas respostas, as questfes relativas a aspetos gerais dos mesmos
testes, tal como é possivel verificar na Figura 19.

O conhecimento cientifico demonstrado sobre os testes genéticos foi
razoavelmente elevado, pois a maioria errou ou ndo sabia apenas uma questdo, como
evidencia a Figura 20.

Posteriormente, verificou-se a relagdo dos conhecimentos demonstrados com
as habilitacdes académicas e area de estudo dos inquiridos, cujos resultados se
traduzem na Figura 21. A partir da sua analise, foi possivel averiguar que, quanto mais
elevadas forem as habilitacbes académicas e/ou a experiéncia na area da salde como
formacao de base, maior seré a literacia em genética. Tal facto vai ao encontro do que
foi referido por em artigos publicados por diversos autores (Chapman et al., 2019;
Drummond & Fischhoff, 2017; Schmidlen et al., 2016). Nestes estudos, foi possivel aferir
gue os niveis de alfabetizacdo genética sdo superiores em inquiridos com niveis de
educacao superiores, e ainda mais significativos em profissionais de saude que tenham
experiéncia prévia em educacgéo genética.

Deste modo, considerou-se de interesse verificar a existéncia de uma relagéo
direta das habilitagbes académicas e, consequentemente, do poder econémico dos
inquiridos, com a sua percecéo relativa a valorizagdo do custo subjacente aos testes
genéticos, que se encontra representada graficamente na Figura 22. Os seus resultados
comprovam visivelmente a existéncia desta relagéo, pois a maioria dos inquiridos que
apresentam habilitacbes académicas superiores, demonstraram ter uma nocao mais
proxima do valor real e das variaveis, subjacentes ao custo da realizacao dos testes
genéticos. O estudo de Ries, Hyde-Lay e Caulfield acerca da disposigdo para pagar por
um teste genético (Ries, Hyde-Lay, & Caulfield, 2010) corrobora a hipétese de que um
individuo mais informado, e com maior poder econémico tem uma percecdo mais
correta, e valoriza mais o custo subjacente a todo o processo de realiza¢cdo de um teste
genético.

Analisou-se também a influéncia que o conhecimento cientifico demonstrado
em Genética pode ter na opinido dos individuos, relativamente & falibilidade dos
resultados obtidos nos testes genéticos. Os resultados estdo representados na Figura

23. Apos a andlise, foi possivel constatar que um maior conhecimento fornece nogdes
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mais reais das variaveis presentes na interpretacdo e veracidade do resultado de um

teste genético.

A existéncia desta relacao foi observada em estudos anteriores (Chapman et
al., 2019; Mills Shaw, Van Horne, Zhang, & Boughman, 2008), nos quais 0s autores
referem que os inquiridos que demonstram um maior conhecimento, consideram os
resultados dos testes genéticos menos fidveis e suscetiveis a interpretacdes incorretas.

A fim de perceber se existe uma correlacdo direta, entre os inquiridos, que
tinham uma opinido discordante relativamente a realizagdo de testes genéticos
adquiridos pela internet com a sua formacdo académica, realizou-se uma analise
comparativa. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 24., mostraram que a
maioria dos inquiridos, que discordaram da realizacdo de testes genéticos adquiridos
pela internet possuia habilitagdes académicas superiores. Em consequéncia, averigua-
se também uma maior preocupacdo deontolégica. Estes resultados suportam a teoria
de que, quanto mais elevadas forem as habilitagbes académicas, maior a literacia e,
consequentemente, existe uma maior preocupacdo com questdes deontologicas. Em
estudos anteriores (Carere, Kraft, Kaphingst, Roberts, & Green, 2016; Chapman et al.,
2019; Puckett et al., 2019), verificou-se que individuos com um grau de conhecimento
mais baixo tinham maior intencdo em realizar este tipo de testes, levantando menos
preocupacdes deontoldgicas. Por outro lado, entre individuos com um conhecimento
razoavel, havia uma grande percentagem de inquiridos que, ao ter realizado este tipo
de testes genéticos, tinha uma baixa capacidade de compreenséo de informacdes sobre
os resultados e 0s riscos genéticos subjacentes (Carere et al., 2016; Chapman et al.,
2019; Puckett et al., 2019; Ries et al., 2010).

Por fim, avalidmos a relagéo entre a literacia e a importancia, que os inquiridos
conferem a realizagdo dos testes genéticos e 0s seus beneficios. Através da andlise
dos dados evidenciados na Figura 25., foi possivel observar que os individuos, que
demonstraram maior conhecimento concordaram com a realizagédo de testes genéticos.
Deste modo, € consistente afirmar que um maior conhecimento origina inquiridos mais
informados, que reconhecem a importancia da realizacao de testes genéticos para o
progresso da medicina personalizada e, consequentemente, o seu beneficio na
melhoria da qualidade de vida da populacdo. Em trabalhos realizados anteriormente,
demonstrou-se que, quanto mais elevado for o conhecimento por parte dos inquiridos,
maior a sua aceitacdo e disponibilidade para compreender os beneficios da sua
realizacao (Chapman et al., 2019; Oksana, Makeeva, Markova, Valentina, Roses, Allen,
2010; Ries et al., 2010).
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Em relacéo as principais limitacdes deste estudo experimental, destacam-se a
reduzida dimensédo e a diferenciacdo da amostra. Por outro lado, esta amostra é
maioritariamente oriunda da regido de Lisboa, ndo se podendo extrapolar ou generalizar
conclusBes para a restante populacdo portuguesa. A amostra ndo probabilistica foi
constituida por inquiridos maioritariamente com habilitagdes na area de saude, o que
pode ter aumentado a percentagem de conhecimento cientifico revelada. Isto também
limitou a possibilidade de extrapolacdo dos resultados a generalidade da populacéo
portuguesa. Todas estas limitagdes dificultaram a analise dos dados obtidos,
aumentando a margem de erro, e diminuindo o intervalo de confianga nos resultados.

Por fim, a auséncia de estudos comparativos semelhantes sobre a literacia em
Genética e sobre testes genéticos, na populacao portuguesa, em particular, condicionou
e impossibilitou uma analise comparativa fiavel, bem como uma discussdo mais
aprofundada, sobre os resultados obtidos neste estudo.

Aparentemente, este estudo experimental € pioneiro, ndo tendo sido possivel
comparar os resultados obtidos com outros estudos semelhantes realizados em
Portugal. Neste sentido, torna-se fulcral colmatar essa falha, realizando mais estudos
sobre a literacia desta area em varias regibes de Portugal, envolvendo ndo sé a
populacdo em geral, mas também os profissionais de salde. Observa-se ainda que
existe a necessidade de uma maior formacao, informacéo e divulgacao, por parte dos
profissionais de saude, sobre a importancia e as implicagcdes da realizagdo dos testes

genéticos.
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Concluséao e Perspetivas Futuras

O presente trabalho iniciou-se com uma revisdo da literatura, abordando de
uma forma geral os testes genéticos. Pretendeu-se assim demonstrar quais 0s aspetos
gerais, que devem ser considerados para um melhor entendimento do impacto da
componente genética nas doencas humanas.

Em seguida, foram referidos os testes genéticos mais inovadores com impacto
no diagnastico e monitorizagédo de doengas. No segundo capitulo foram abordados trés
exemplos representativos dos Ultimos avanc¢os na sequenciacdo do genoma humano.
Tendo estes testes amplas aplicagdes na pratica clinica, cuja aplicacao promete uma
melhoria significativa da esperanca média e qualidade de vida dos doentes.

Este trabalho teve assim como propdsito, demonstrar inequivocamente o
impacto positivo dos testes genéticos na pratica clinica, assim como referir a possivel
contribuicdo benéfica da aplicagdo dos mesmos por parte dos farmacéuticos.

As farmécias, ao disponibilizarem este servigo de venda de testes genéticos,
irdo acrescentar valor ao papel do farmacéutico, permitindo também uma maior
diferenciagdo face aos restantes profissionais de saude. Por outro lado, permitiria
igualmente engrandecer o papel do farmacéutico na promocédo da saude publica. No
entanto, para a implementacdo destes testes na pratica farmacéutica, torna-se
imprescindivel, que a populacdo esteja informada e tenha os conhecimentos
necessarios. Com base nesta problematica, realizou-se um questionario, a fim de aferir
0 grau de conhecimento da populacdo portuguesa acerca dos testes genéticos, bem
como a sua opinido e posicdo deontoldgica relativamente aos mesmos. Através da
andlise dos resultados, este estudo tornou possivel chegar a algumas conclusées,
nomeadamente que 40% dos inquiridos revelaram ter elevados conhecimentos sobre
testes genéticos. As habilitacbes académicas apresentaram um grau de
proporcionalidade direta com o conhecimento demonstrado sobre os testes genéticos,
assim como uma melhor percecao das variaveis relativas ao custo de todo o processo.

Paralelamente, demonstraram também uma maior preocupacédo deontoldgica
relativamente & venda direta de testes genéticos pela internet. Os individuos que
revelaram maior conhecimento cientifico na area da genética mostraram maior interesse
na sua realizagdo, entendendo a sua importancia para a medicina personalizada,
embora tivessem considerado que os resultados provenientes dos testes genéticos

possam ser faliveis.
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Pode assim concluir-se que o grau de literacia em genética é fundamental, para
que haja um aumento da procura racional, ponderada e informada por parte da
populacdo que procura este tipo de servico.

Refletindo acerca desta problemética, conclui-se também que seria
fundamental melhorar a oferta de formacdo nesta area aos profissionais de saude,
nomeadamente, aos farmacéuticos, uma vez que estes sdo muitas vezes o primeiro
contato com o utente em resposta as suas necessidades. Assim sendo, fara sentido que
os farmacéuticos tenham os conhecimentos necessarios, para auxiliar os utentes que
desejem usufruir deste servigo.

No que concerne as perspetivas futuras da profissdo farmacéutica
relativamente a esta tematica, a farméacia comunitaria deve acompanhar a evolugéo
tecnolégica e cientifica na area da genética. Neste caso concreto, este novo servico
farmacéutico ira redefinir a funcao farmacéutica, assim como revolucionar o contexto
atual da farméacia comunitéria, permitindo um aumento da sua sustentabilidade. Além
da venda dos medicamentos, passariam a existir este e outros servigos farmacéuticos
com os quais as farmécias poderdo aumentar a sua rentabilidade. Simultaneamente,
permitiria uma maior diferenciacdo dos servi¢os disponibilizados, e que o farmacéutico
comunitario desempenhe um papel mais interventivo no processo clinico do doente.

Em suma, os avancos na genética humana oferecem novas possibilidades de
melhoria da saldde puablica e a implementacdo dos testes genéticos inumeras
oportunidades na pratica farmacéutica. A formagdo em genética para os farmacéuticos
e, consequentemente, o esclarecimento da restante populagdo permitiiam a
capacitacdo da populacdo na tomada de decisbes sobre a utilizagdo de tecnologias
genéticas.

Assim, podemos concluir que os testes genéticos vao possibilitar, que os
farmacéuticos desempenhem um papel cada vez mais interventivo no diagnéstico,
monitorizacao e tratamento do doente com base no seu perfil genémico, podendo assim
considerar que serdo a chave para o contributo do farmacéutico no futuro da medicina

personalizada.
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Apéndices
Apéndice |

Questionério: “Testes genéticos no Diagndstico e Monitorizagdo de Doencas
Humanas”

Estou a realizar um inquérito sobre os testes genéticos, no ambito da
minha dissertacdo do mestrado integrado em Ciéncias Farmacéuticas pela
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa, com a
finalidade de avaliar o conhecimento populacional, e a sua opinido relativamente
aos testes genéticos.

Deste modo, este questionario pretende recolher respostas entre
profissionais de saude de diversas areas, bem como entre a populagédo em geral.

Os dados recolhidos dos voluntarios séo utilizados para investigacao
experimental no ambito deste tema, a sua identidade é mantida em anonimato.
Os resultados obtidos sdo confidenciais, e apenas utlizados Unica e

exclusivamente com esta finalidade.

=

Qual é o seu género?
Feminino
Masculino

o O

Em que faixa etaria se encontra?
15-25
25-35
35-45
45-55
55-65
65-75
75-85
85-95

O O O O OO O0OO0ODN

Quais as suas habilitacbes académicas?
1° Ciclo Ensino Basico

2° Ciclo Ensino Basico

3°Ciclo Ensino Basico

Ensino Secundario

Curso Tecnologico/ Profissional
Licenciatura

Pés-Graduagao

Mestrado

Doutoramento

O 0O OO0 O0OO0OO0OO0Oo0O W

Qual a sua area de estudo/trabalho?
Humanidades

Artes

Gestao/Economia

Salde

0000 N
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4.1. Especifigue dentro da sua é&rea de estudo a profissdo que
desempenha/desempenhou?

5. Sabe o que é um teste genético?
Sim
o Nao

o

6. Possui algum familiar direto portador de uma doenca genética?

o Sim
o Nao
6.1. Se respondeu SIM na resposta anterior, mencione qual a doenca:

7. Qual das seguintes opcdes refere, apenas exemplos de testes genéticos?

o Teste de paternidade, Teste de medi¢édo de diabetes, Teste de diagndstico precoce
do cancro.

o Teste do “pezinho” realizado a nascenca, Teste para monitorizagdo da eficicia da
terapéutica oncolégica num individuo, Teste cuténeo de diagndstico de alergias.

o Testes de rastreio pré-natal (Ex: trissomia 21), Teste para avaliar o risco de vir a
desenvolver uma doenca hereditaria (Ex: hemofilia), Teste para avaliacdo da
resisténcia de uma doenga oncoldgica a uma medicagéo especifica.

o Nao sei

8. Qual o tipo de doencas que os testes genéticos podem diagnosticar?

o Doengas Hereditarias (Ex: Fibrose quistica, alguns tipos de cancro da mama e dos
ovarios ou cancro colon retal hereditario)

o Doengas Genéticas Multifatoriais (Ex: Diabetes tipo 2, asma, doenca de Parkinson,
alzheimer, artrite reumatoide, doencas cardiovasculares)

o Doengas CromossOmicas (Ex: Sindrome de Down, Sindrome de Turner)

o Todas as anteriores

o Nao sei

9. Em que casos se justifica a realizacé@o de testes genéticos? Escolha a resposta que
achar mais adequada.

o No caso de o doente apresentar sintomas, necessitando de um diagnéstico que
confirme e/ou em casos com historial familiar de uma doencga hereditaria.

o Quando um portador de uma doenca hereditaria, quer avaliar o risco dos seus
descendentes virem a desenvolver a mesma doenca hereditéria.

o As duas opgOes anteriores estdo corretas.

o Na&o sei

10. Na sua opinido, quanto custa em média a realizacdo de um teste genético?

o Entre 50 - 100€

o Na&o existe um valor estipulado. Os custos estéo relacionados com o local, entidade,
bem como o caracter do teste, ou seja, o tipo de mutagéo, contudo o seu valor pode
chegar aos 3000€.

o Entre 500 — 2000€

o Na&o sei

11. Como se processa a realizacdo de um teste genético? Escolha a op¢ao que
considera mais correta.
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Prescricdo médica do teste genético — Recolha da amostra (ex: tecido, sangue,
saliva, células internas da bochecha ou liquido amniotico) — Analisada em
laboratorios especializados em testes genéticos — Recolha dos resultados no
laboratdrio — Andlise e acompanhamento médico na andlise dos resultados dos
testes genéticos

Prescricado médica do teste genético — Recolha da amostra (ex: tecido, ou saliva
apenas) — Analisada em laboratérios especializados em testes genéticos — Entrega
dos resultados ao domicilio sem o acompanhamento médico na analise dos
resultados dos testes genéticos

N&o sei

Considera os resultados dos testes genéticos infaliveis?
Sim
N&o

12.1. Se respondeu NAO na questdo anterior, escolha uma das op¢des que considere

(o]

©]
©]

mais adequada.
No caso de obter um resultado positivo num teste genético, ndo garante
obrigatoriamente, que no futuro a doenca se v desenvolver.
A obtencédo de um resultado negativo num teste genético, ndo garante, que néo
possa vir a desenvolver a doenga, por outra via sem ser a hereditaria.
As duas opcdes anteriores estéo corretas.

Concorda com a realizacao de testes genéticos adquiridos diretamente pelo
consumidor através da internet?

Sim

N&o

13.1. Se respondeu NAO na questéo anterior, escolha qual das seguintes justificacdes
considera mais adequadas.

(o]

14.

Estes testes genéticos adquiridos a partir da internet, que realizam a descodificacdo
do nosso cédigo genético, ndo garantem que a informacéo seja confiavel, pois a sua
qualidade ndo esta comprovada pelas autoridades de saude.

Nos testes genéticos adquiridos pela internet, ndo é realizado aconselhamento
genético, que esclareca o doente sobre 0s riscos e prejuizos dos resultados do
respetivo teste, nem a relevancia do consentimento informado, para garantir o
respeito de todos os principios de privacidade em relagéo a protecéo dos seus
dados.

Ambas as opc¢des anteriores estdo corretas.

Concorda com a possibilidade de na medicina, passar a ser possivel analisar o seu
ADN, para saber que doencas podera vir a ter no futuro?
Sim, seria importante antecipar o conhecimento do aparecimento de doencas como
diabetes, cancro, alzheimer, etc.
N&o, a utilizacdo dessa informacdo é cada vez mais questionavel, podendo levantar

guestbes éticas e morais.
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