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PALAVRAS-CHAVE Resumo , , ,
Doencas da Objetivos: Resgatar conceitos de genética médica necessarios para o entendimento dos avancos
imunodeficiéncia na caracterizacdo genético-molecular das imunodeficiéncias primarias, como suporte na
primaria; compreensao e na interpretacao adequada de seus resultados.

)

Fonte de dados: Revisdao nao sistematica da literatura, com busca de artigos desde 2000 no

Testes genéticos; : °
PubMed com os termos “genetic evaluation” OR “whole exome sequence” ou “whole genome

Sequenciamento . . ) ” « ; . ”
completo do exoma; igquenced Cf)iR. nex::j.gener,:';ltlor!‘.sequer:icii .AND” 'Iln(;q_nirl;cla\lﬁ’g,lc deficiency syndromes” OR
Sequenciamento immune deficiency disease” ou “imune deficiency .

Sintese dos dados: O conhecimento da genética médica é essencial para a compreensao dos
principios de hereditariedade e padrées de heranca das doencas, tipos de variantes genéticas,
formas de sequenciamento genético e a interpretacdo de seus resultados.
A avaliacao clinica e imunofenotipica de cada paciente é fundamental para a correlacdo com
as variantes genéticas observadas no estudo genético de pacientes com imunodeficiéncias
primarias. A discussao de beneficios e limitacoes dos testes genéticos deve sempre pautar a
realizacdo dos testes genéticos.

Conclusées: Ha muitos beneficios evidentes da analise genética, como o diagnodstico definitivo
da doenca, o aconselhamento genético familiar e a possibilidade de um manejo mais adequado
e preciso. Custo, acesso e interpretacao dos resultados dos exames genéticos sao limitacdes
que demandam continuas melhorias. A compreensdao dos beneficios e limites das diversas
metodologias de avaliacdo genética relacionadas as imunodeficiéncias primarias é fundamental
para a obtencao de resultados mais efetivos do sequenciamento.
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G.R. Segundo

Introducao

As imunodeficiéncias primarias (IDP) sdo doencas causadas por
mutacdes monogénicas da linha germinativa de genes relacio-
nados ao sistema imunolodgico que resultam em perda de ex-
pressao e perda de funcao (LOF [loss of function] amorfico ou
hipomorfico) ou ganho de funcao (GOF [gain of function] hiper-
morfico) da proteina codificada. As IDP, também recentemente
classificadas como erros inatos da imunidade (Ell), manifes-
tam-se com maior suscetibilidade a doencas infecciosas, au-
toimunidade, doencas autoinflamatoérias, alergias e/ou doen-
cas malignas.’?

As IDP eram consideradas doencas raras, com prevaléncia
estimada entre 1 em 10.000 a 1 em 50.000 nascidos vivos. To-
davia, os recentes avancos nas plataformas de estudo genético
e sua interface com o conhecimento imunoldgico tornaram pos-
sivel um maior entendimento da imunogenética, que culminou
com a descoberta de genes causadores de IDP ja conhecidos
fenotipicamente e de muitas outras IDP novas.*“ Nesse sentido,
estudos mais recentes tém demonstrado que as IDP sdo muito
mais frequentes que previamente estimadas, e que cerca de 1%
da populacao apresenta alguma forma de IDP quando todos os
tipos e variagcdes sao considerados.*®

Esse grande avanco do conhecimento das IDP ocorreu em
paralelo ao Projeto Genoma Humano, com o desenvolvimento
das tecnologias de sequenciamento de DNA de proxima gera-
cao (NGS, de next sequencing generation), que possibilitaram
o estudo de um grande nimero de genes ao mesmo tempo,
inclusive o de todo o exoma ou mesmo de todo o genoma hu-
mano. Essas plataformas de sequenciamento genético sao res-
ponsaveis pela geracdo de um banco de dados massivo; entao,
houve a necessidade de desenvolver plataformas de analise
computacional para que todos esses dados gerados pudessem
ser analisados de maneira adequada e cada vez mais rapida.
Isso vem sendo nomeado de bioinformatica ou biocomputa-
cdo, especialidade que une os conhecimentos de biologia e
informatica em alto padrao. Em outras palavras, essas novas
plataformas levaram a um enorme salto na identificacao e no
diagnostico de defeitos do sistema imunoldgico, antes incon-
clusivos.®”

A Unido Internacional das Sociedades de Imunologia Clinica
(IUIS), com o objetivo de monitorar, acompanhar e catalogar as
descobertas recentes publicadas na literatura especializada,
montou uma equipe médica altamente qualificada, que tem
organizado publicacdes bianuais para o conhecimento de todos
0s avancos, novas doencas e genes envolvidos no campo das
IDP. A publicacdo mais recente, do inicio de 2020, traz um au-
mento dessas doencas imunoldgicas para 406, com 430 defeitos
genéticos conhecidos identificados como causadores dessas
condicgbes.’

0 objetivo deste artigo de revisao é resgatar conceitos de
genética médica necessarios para o entendimento dos avan-
cos na caracterizacdo genético-molecular das IDP, como su-
porte para auxiliar na compreensao das formas de avaliacdes
genéticas disponiveis atualmente e na interpretacdo de seus
resultados, bem como na importancia de conhecimento médi-
co para a realizacdo da correlacdo clinica com os achados
encontrados.
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Recordando conceitos basicos de genética
médica

Os conceitos basicos de genética sao essenciais para o enten-
dimento amplo da hereditariedade relacionada as IDP e ainda
a sua fisiopatologia. Inicialmente, vale lembrar que o ser hu-
mano tem 23 pares de cromossomos; um par determina o gé-
nero e é chamado de cromossomo sexual, enquanto os outros
22 pares de cromossomos sao denominados autossomicos e
neles estao contidos os genes, responsaveis por todo nosso
arcabouco estrutural e funcional. O material genético é trans-
mitido para cada individuo em duas partes, uma materna e
outra paterna, conhecidas por alelos materno e alelo paterno
dentro de cada gene.®’

Cada gene é formado por regibes conhecidas como exons,
responsaveis pela transcricao génica, e por introns, regides que
apresentam funcao estrutural e suporte do DNA, que se alter-
nam pelo gene. No processo de transcricao, apenas o contetido
dos exons é utilizado para a formacao do RNA mensageiro por
meio de um rearranjo estrutural do DNA. O material genético
presente nos exons e introns é formado por bases nitrogenadas,
conhecidas por adenina, timina, guanina e citosina, que se re-
petem milhdes de vezes em nosso DNA. Cada conjunto de se-
quéncia de trés bases nitrogenadas localizadas nos exons é de-
nominado de codon e leva a colocacdo de um aminoacido na
proteina formada ao final pelo gene. Essa sequéncia de pares
de bases é conservada na maioria dos individuos; entretanto,
algumas regides podem apresentar alteracdes sem prejuizo ao
produto proteico final, conhecidas por variantes genéticas. Es-
sas alteracdes sao encontradas em proporcdes diferentes na
populacao e podem ser acessadas em bases de dados genéticos
do genoma humano.??’

Entretanto, alguns erros nessa sequéncia de pares de bases
podem levar a mudanga em um aminoacido essencial para algu-
ma funcado da proteina, o que ocasiona a perda de sua funcao
(LoF) ou uma atividade excessiva da mesma (GoF). Outras ve-
zes, essas mudancas podem levar a formacao de um codon de
parada, responsavel por interromper a transcricdo antes da
formacao total da RNAm, o que leva a uma parada precoce da
formacao da proteina e, consequentemente, de sua estabilida-
de e funcao, tornando-a muitas vezes indetectavel. Outros er-
ros nessa sequéncia das bases nitrogenadas podem ocorrer,
como insercoes ou delecoes pequenas, que mudam toda a se-
quéncia de codons a partir da alteracao e, consequentemente,
toda a estrutura e funcado da proteina formada. Nessas situa-
¢Oes, essas mudancas nas bases nitrogenadas sao chamadas de
variantes ou mutacoes patogénicas.’

Outro conceito central em genética médica é o de padrao
de hereditariedade, parte importante da histdria familiar dos
pacientes com suspeita de IDP e fundamental para a realiza-
cdo de aconselhamento genético. O padrao autossémico re-
cessivo (AR) é aquele em que um determinado fendtipo é ex-
presso quando os dois alelos de um determinado gene se
encontram alterados. Esse é o padrao observado na maioria
das IDP e quase sempre esta relacionado com a perda de fun-
cao daquele gene. No padrao AR, as variantes genéticas pato-
génicas podem ser semelhantes nos dois alelos (ditas em ho-
mozigose) ou cada alelo pode ter uma variante genética
distinta que leve a perda de funcdao do mesmo (apresentacao
em heterozigose composta).’?
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No padrao autossomico dominante (AD), um determinado fe-
notipo clinico é expresso por alteracdo em apenas um dos alelos
que compdem determinado gene. Ele pode ocorrer de maneira
familiar, ou seja, um dos genitores apresenta uma alteracao se-
melhante, ou por mutagées de novo, que ocorrem nos gametas e
sao transmitidas diretamente aos descendentes, mesmo que os
genitores ndo apresentem a variante genética. Esse padrao ocor-
re em varias IDP, como na sindrome da hiper-IgE, na haploinsufi-
ciéncia de CTLA4, na APDS, entre outras. A heranca ligada ao
sexo ou a heranca ligada ao X é relacionada a genes presentes na
parte ndo homdloga dos cromossomos sexuais — ou seja, genes
presentes no cromossomo X que ndo tém correspondentes no
cromossomo Y. Como os individuos do género masculino apresen-
tam apenas um cromossomo X e essa regiao nao homéloga nao
tem alelos, eles sdo chamados hemizigoéticos. Algumas das imu-
nodeficiéncias classicas apresentam esse padrao de heranca,
como a agamaglobulinemia ligada o X (XLA), a sindrome de
Wiskott Aldrich, o SCID por deficiéncia da cadeia gama-comum,
DGC ligado ao X, o IPEX, entre outros."?

A compreensao das nocdes basicas de genética sao primor-
diais para entender a histdria familiar dos pacientes com IDP e
para a interpretacao adequada dos laudos genéticos que solici-
tamos no dia a dia, e de como devem ser realizados os aconse-
lhamentos genéticos em cada caso.

Variantes genéticas

0 sequenciamento genético analisa os pares de bases nitroge-
nadas presentes no DNA avaliado, que sao comparados com as
bases de dados montadas a partir do Projeto Genoma Humano,
hoje sdo disponiveis com livre acesso em sua maior parte. A
variacdo genética é a diferenca nas sequéncias de DNA entre os
individuos de uma populacao, e ocorre nas células germinativas
— ou seja, espermatozoides e 6vulos — e também nas células
somaticas. Apenas a variacao que surge nas células germinati-
vas pode ser herdada de um individuo para outro, o que afeta
a dinamica da populacao e, em ultima analise, a evolucao.™

As mutacoes sao a fonte original da variacdo genética. Uma
mutacdo € uma alteracdo permanente em uma sequéncia de
DNA. Mutacdes de novo (novas) ocorrem quando ha um erro du-
rante a replicacdo do DNA que ndo é corrigido pelas enzimas de
reparo; assim, esse erro é copiado e fixado no DNA. As mutagoes
podem ser neutras para o organismo; em algumas situacées, po-
dem ser benéficas, e outras vezes deletérias, o que pode levar a
doencas clinicamente evidenciaveis (patogénicas). A recombina-
¢ao é outra fonte importante de variacdo genética. Cada indivi-
duo apresenta um mistura de material genético de seus pais que
ocorre durante a recombinacdo, quando as fitas homologas de
DNA se alinham e se cruzam e podem criar novas combinacdes de
variantes nas células germinativas filhas."

0 termo variante genética é utilizado para definir as regies
especificas do genoma que diferem em relacao ao genoma pre-
sente nas bases de dados. As variantes podem ser nomeadas de
acordo com o tipo de troca e a consequente alteracdo promo-
vida por essa mudanca.

e Variante silenciosa: ocorre a troca pontual de uma base ni-
trogenada por outra que nao altera o codon, mas nao o ami-
noacido codificado — ou seja, a proteina permanece sem
nenhuma alteracdo. Para isso, é importante lembrar que
diversos aminoacidos podem ser codificados por diferentes
sequéncias de bases nitrogenadas. Em geral, essas variantes
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nao acarretam problemas para os pacientes, e sao consi-
deradas benignas.

e Variante do tipo sense: ocorre a troca pontual de uma base ni-
trogenada por outra que altera a codificacdo do aminoacido
naquela posicdo. A proteina sofre uma mudanca em sua estru-
tura linear, que pode impactar ou nao em sua estabilidade e
funcdo. Sao necessarios estudos funcionais para comprovar a
alteracdo ou nao da funcdo daquela proteina.

e Variante do tipo non sense: ocorre a troca pontual de uma
base nitrogenada que altera o cédon do aminoacido para um
codon de parada de traducédo, conhecido por stop codon. A
partir do ponto da troca, nenhum aminoacido é acrescenta-
do e, na maioria das vezes, a proteina formada € instavel e/
ou disfuncional.

e Variante do tipo frameshift: nesse grupo de variantes ocorrem
insercoes ou delecdes de bases nitrogenadas que mudam toda
a sequéncia de codons subjacente, ou seja, mudam os aminoa-
cidos que serao acrescentados a partir daquele ponto gerando
uma proteina completamente diferente. Sao também denomi-
nadas de INDEL (insercao e/ou delecdo). Na sua maioria, sao
instaveis e/ou disfuncionais.

e Variante do tipo splicing: sao variantes que promovem altera-
¢ao no rearranjo génico entre exons e introns para a formacao
do RNAm. Em geral, promovem a formacao de RNA mensageiros
alterados e, consequentemente, proteinas alteradas. As va-
riantes nas bases 1 e 2 na regiao de transicao entre os exons e
introns sao as mais associadas com esse tipo de alteracdo. Em
sua maioria, essas proteinas formadas de maneira alterada sao
instaveis e/ou disfuncionais

Inicialmente, para um entendimento universal, as variantes
detectadas em um sequenciamento genético devem ser repor-
tadas seguindo as regras de nomenclatura internacionais indi-
cadas pelo Human Genome Variation Society (HGVS). A nomen-
clatura também tem importancia nos casos em que a variante
precisa ser pesquisada nos familiares do paciente — isso asse-
gura que a mesma variante detectada anteriormente esteja
sendo avaliada e evita um resultado falso-negativo. '

Nos estudos de genética humana, as variantes genéticas sao
classificadas ainda de acordo com o efeito induzido pela modi-
ficacdo do genoma na funcao daquele gene e, consequente-
mente, da possibilidade de ser causa ou nao de doencas nos
individuos. Assim, as variantes podem receber as seguintes no-
menclaturas: patogénica, provavelmente patogénica, variante
de significado incerto (VUS), provavelmente benigna e benig-
na. As variantes patogénicas sao aquelas em que a presenca de
alteracao da funcao do gene estudado e a doenca clinica do
paciente ja foram estudadas e confirmadas laboratorial e/ou
clinicamente. As variantes provavelmente patogénicas sao as
que se encontram em genes reconhecidamente causadores de
determinada doenca que esteja em suspeicao e o tipo de va-
riante seja altamente indicativo de perda de funcao do gene,
como aquelas do tipo INDEL, stop codon e splicing. Por outro
lado, variantes benignas sao aquelas estudadas e confirmadas
clinica e/ou laboratorialmente em que nado ha perda da funcao
do gene em decorréncia da variacdo. Sao consideradas benig-
nas, ainda, as variantes com frequéncia elevada na populacao,
em geral mais de 1%, o que nao ocorreria se fossem patogéni-
cas. As variantes provavelmente benignas sao aquelas que nao
se espera nenhuma patogenicidade (p.ex., variantes silencio-
sas e/ou intronicas), mas que ndo preenchem todos os critérios
para serem classificadas como benignas.
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O grupo de variantes de maior dificuldade é de significado
incerto — aquelas cujas evidéncias cientificas disponiveis nao
possibilitam concluir que se trate de variante benigna ou pato-
génica. Geralmente, sao variantes raras, ausentes ou encontradas
em baixa frequéncia nos bancos de dados genéticos populacionais,
sem relatos anteriores e cujas avaliacobes de programas
computacionais de modificacao da funcao proteica apresentem
resultados conflitantes (in silico). Sao variantes que necessita-
riam de uma pesquisa laboratorial para verificar o efeito dessa
mutacao no resultado final e na funcao da proteina a ser forma-
da, o que nao podemos realizar na pratica clinica por demandar
laboratorios altamente especializados.

Técnicas de sequenciamento genético

0 sequenciamento genético é o estudo da sequéncia dos pares de
base nitrogenadas que formam nosso DNA. No caso da investiga-
cao de doencas, procuramos alteracdes nessa sequéncia que in-
terfiram na formacao do RNA mensageiro e, portanto, no produto
final dos genes — as proteinas, que exercem diversas funcoes em
nosso corpo. Ao solicitarmos uma avaliacao genética, & importan-
te saber o que procuramos, uma vez que ha muitos testes gené-
ticos disponiveis com diferentes metodologias, objetivos e nime-
ro de genes que podem ser estudados. Assim, optamos por fazer
uma pequena revisao direcionada aqueles que trabalham com a
parte clinica das opcoes de exames genéticos disponiveis hoje
para a ajuda no diagnostico dos pacientes, disponiveis para os
pacientes com IDP e também para outras doencas. ?

Técnica de Sanger

A técnica de Sanger foi a primeira a ser descrita e ainda é am-
plamente utilizada em diversos estudos genéticos basicos, mas
perdeu muito espaco na genética clinica nos Gltimos anos. O
sequenciamento genético por essa técnica é manual, realizado
em pequenos pedacos, em sua maioria exon por exon de cada
gene. Por essas caracteristicas, apresenta elevado custo por
gene estudado, ndo pode ser automatizada e é muito trabalho-
sa. Em investigacdes das IDP em que varios genes podem levar
a sintomas similares, torna-se um procedimento de custo ele-
vado e de maior tempo de execucdo. Ainda é uma técnica bas-
tante (til e realizada para situacoes especificas, como no estu-
do de genes que apresentem pseudogenes ou para uma
confirmacao em situacdes conflitantes com o uso das técnicas
de NGS. Também pode ser Gtil quando se suspeita de doencas
causadas por apenas um gene."?

Sequenciamento de DNA de préoxima geracao,
ou next sequencing generation (NGS)

O NGS foi idealizado a partir da necessidade de automatizacao do
processo do sequenciamento genético, possibilitando que um
grande volume de genes pudessem ser analisados ao mesmo tem-
po. Nessa técnica, sao utilizadas muitas estruturas padrées que
se ligam a pedacos do DNA, conhecidos como primers, amplifi-
cando-os e tornando possivel sua analise. Nesse processo, os da-
dos das bases nitrogenadas sdo convertidos em sequéncias bina-
rias, e o resultado do processo é analisado de modo computacional
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com um grande volume de dados. Assim, esse processo demanda
de investimento em bioinformatica, além do laboratorio. O NGS
nos possibilita diferentes niveis de estudos, de acordo com o in-
teresse da investigacao genética em curso, e tem sido extrema-
mente (til na avaliacdo das imunodeficiéncias primarias.™

Sequenciamento alvo ou painéis genéticos

Os sequenciamentos alvo, também conhecidos por painéis ge-
néticos, sao hoje amplamente utilizados pela maioria dos labo-
ratorios de genética clinica. Nessa forma de sequenciamento,
podemos estudar grupos de genes que estao associados a mani-
festacoes clinicas dos pacientes, usados para quase todas as
areas da Medicina. Por ter um nimero limitado de genes, o
estudo em painéis apresenta menor custo, pela reducdo do ma-
terial gasto e uma analise de bioinformatica menor.'* Outra
vantagem dessa técnica é a possibilidade de realizacdo de uma
analise quantitativa de amplificacdo dos genes, que possibilita
a verificacdo da presenca de grandes delecbes/insercdes co-
muns como causa genética de varios Ell (DOCK8, LRBA, por
exemplo), analise essa conhecida como copy number variation
(CNV)."'® Também é importante lembrar que a maioria dos pai-
néis estuda apenas os exons desses genes. Os painéis genéticos
para IDP podem perder genes que nao estao contidos neles,
bem como genes localizados em regides nao codificantes, ou
seja, intronicas.” Para os médicos em atividade clinica, é im-
portante saber que o laboratorio de genética monta um painel
diferente e, algumas vezes, o(s) gene(s) que necessitaria(m) de
investigacao pode(m) nao estar presente(s) naquele painel. An-
tes de realizar um pedido, é importante conhecer o painel da
instituicdo que realizara o exame e especialmente saber se ele
contempla os genes que se deseja analisar.'>"

Whole exoma sequencing (WES)

O WES sequencia os exons de todos os genes do nosso DNA, o
que produz uma enorme quantidade de dados para uma analise
de bioinformatica. De modo simples, uma grande vantagem
desse exame seria a possibilidade de avaliar todos os genes ao
mesmo tempo. Entretanto, deve-se levar em consideracao o
alto custo do teste, muito mais elevado do que a realizacao de
um determinado painel, a grande quantidade de variantes que
podem ser encontradas relacionadas a outros processos do nos-
so corpo, que devem ser avaliadas a partir do resultado, e,
ainda, uma reducao na capacidade de avaliar os CNV, descritos
anteriormente.

Atualmente, o WES encontra-se disponivel na maioria dos
laboratorios de genética clinica, mas do ponto de vista pratico
e econdmico, tem sido utilizado principalmente em pesquisas.
Alguns laboratérios clinicos rodam apenas WES; entretanto, fa-
zem a analise de dados de acordo com a solicitacdo médica,
reduzindo custo e tempo para a analise de dados. A crescente
melhoria no processo de analise de bioinformatica, a presenca
de um banco de dados internacionais cada vez maior, alimenta-
do pelos sequenciamentos de diferentes populacdes ao redor
do mundo e, ainda, uma queda nos precos dos materiais utili-
zados podem nos levar, nos proximos anos, a um custo muito
proximo dos painéis genéticos, tornando o WES mais acessivel
do ponto de vista clinico.™
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Whole genome sequencing (WGS)

0 WGS ¢é o sequenciamento de todo o DNA, incluindo os exons
e introns de todos os genes. E uma técnica bastante utilizada
para a caracterizacdao de uma espécie e suas variantes. Tem
sido muito empregada durante a pandemia de COVID-19 para
a caracterizacao dos virus em diferentes regides, colaborando
no entendimento de mudancas que vém ocorrendo com o SAR-
S-CoV-2 durante a pandemia. Para o estudo de Ell, tem sido
utilizado para a investigacao de novas doencas. Esse painel
tem como desvantagem o custo elevado, além da necessidade
de um amplo aparato de bioinformatica para a realizacdo da
analise de dados — teremos bilhdes de letras para serem ana-
lisadas para cada individuo, na tentativa de encontrar um
erro nessa sequéncia que nao seja apenas uma variacao
do normal."™

Hibridizacdo e microarray

A variacdo do numero de cépias, do inglés copy number varia-
tion (CNV), considera o nimero de copias de um determinado
gene que varia de um individuo para outro. O Projeto Genoma
Humano demonstrou que o genoma experimenta ganhos e
perdas de material genético, e pode associar-se a patologias
no ser humano. Em termos praticos, essas variacoes podem
compreender grandes delecbes que reduziriam o numero de
copias normalmente amplificado em um sequenciamento,
uma vez que amplificaria somente um alelo."” Apesar do de-
senvolvimento de ferramentas de bioinformatica para a de-
teccdo desses CNVs nos NGS, o padrao ouro para o diagnostico
genético continua sendo a hibridizacdo genomica por mi-
croarray. Na hibridizacdo gendomica comparativa de matriz
(CGH), a hibridizacao de DNA do paciente com um microarray
de sondas de oligonucleotideos de DNA é comparada com a
hibridizacdo de DNA de referéncia competitiva com as sondas
no mesmo ensaio, e as sondas geralmente sao projetadas es-
pecificamente para a deteccao de CNVs.™

Genética nos erros inatos da imunidade

Como ja dissemos, o avanco no campo das tecnologias do se-
quenciamento genético foram fundamentais para uma com-
preensao melhor das IDP. O avanco cientifico gerado por todos
esses estudos vem sendo acompanhado de beneficios signifi-
cativos na area clinica, uma vez que, ao chegarmos ao diag-
noéstico molecular, podemos entender melhor a fisiopatologia
da doenca e a correlacao com o quadro clinico dos pacientes.
Em muitos casos, esse entendimento nos proporciona op¢oes
de tratamento especificas para cada quadro, dentro do con-
ceito de Medicina de precisdo. Entretanto, da bancada até a
beira do leito, ou melhor, dos consultorios, existem desafios a
serem superados.

Atualmente, mais de 430 genes ja foram descritos como
causas monogénicas de imunodeficiéncias primarias, e esse
numero deve crescer ainda mais nos proximos anos. A interfa-
ce entre a imunologia e a genética se tornou extremamente
produtiva em razao da necessidade de conhecimento das me-
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todologias de sequenciamento genético por parte dos profis-
sionais médicos que atendem pacientes com IDP, pois s6 assim
havera o entendimento da grande diferenca de exames em
genética e, ainda, da grande diferenca de custo desses se-
quenciamentos em diferentes laboratorios. Com base nessa
interface, os profissionais frente a um paciente com suspeita
de IDP devem realizar um avaliacao clinica e laboratorial de
acordo com suas suspeitas clinicas e, se de acordo com seus
achados iniciais a investigacao genética puder proporcionar
uma confirmacéo ou exclusao diagndstica, ou proporcionar a
possibilidade de tratamentos especificos ou mesmo o acesso a
esses tratamentos, devemos pensar no sequenciamento para
o paciente.™

Para ressaltar a importancia do sequenciamento genético
no campo das IDP, um estudo recente verificou que em 60
(55%) de 110 familias houve uma mudanca no diagnéstico da
sua IDP inicial baseado nos dados clinicos de imunofenotipa-
gem apos o diagnostico molecular realizado por WES. O mes-
mo estudo também verificou que em 25% dos casos, ou seja,
em 26 familias dessas 110, houve uma substancial modifica-
¢ao no manejo dos pacientes com IDP; pelo menos 14 pacien-
tes foram submetidos ao transplante de células hematopoiéti-
cas apos os achados da investigacdo genética com WES.™ Além
da indicacdo do TMO para um grande nimero de IDP, o diag-
nostico molecular pode direcionar um tratamento mais preci-
so de acordo com a via imunologica afetada, como por exem-
plo o uso de abatacepte nas insuficiéncias de CTLA4 e
LRBA,?>%" o0 uso de inibidores de janus associate kinase/STAT
nos quadros de ganho de funcao de STAT1 e STAT3,?2% o uso de
inibidores da via AKT-mTOR nos pacientes com alteracdes da
via PIK3 com aumento dessa atividade,? o uso de antagonistas
de IL-1 em pacientes com quadro de algumas doencas autoin-
flamatorias,? interferon alfa para defeitos da via TLR3,% en-
tre outros.

Por outro lado, o mesmo estudo citado anteriormente nao
encontrou alteracdes genéticas que pudessem confirmar o
diagnostico molecular de IDP em 60% das 278 familias partici-
pantes.?® A presenca de regioes de genes sem uma cobertura
adequada, incluindo regides reguladoras e polyA, mosaicis-
mos em baixo grau, pequenas CNV e INDEL, mutacdes introni-
cas e a presenca de pseudogenes podem estar associadas ao
nao encontro de variantes nesses casos.?>?” Como exemplo,
as plataformas de WES mais utilizadas atualmente apresen-
tam para genes presentes na lista da IUIS uma cobertura me-
nor que 100% em 94 genes, menor que 99% em pelo menos 26
genes e cinco com cobertura menor que 90% (IKBKB, NCF1,
TACI, UNC93B1 e TBX1) — em outras palavras, parte dos ge-
nes nao sao sequenciadas e analisadas e, portanto, variantes
genéticas nessas regides nao sao identificadas.”

A tabela 1 mostra uma série de genes presentes na lista da
IUIS que apresentam mutagdes intrénicas patogénicas ou pro-
vavelmente “ADA” en la pagina 5patogénicas ja descritas na
base de dados ClinVar. A tabela 2 traz genes presentes na lista
da IUIS com pelo menos um pseudogene, que podem interferir
na adequada interpretacao da sequéncia dos mesmos.

Pelo nimero de citacdes nesta revisao, é importante men-
cionar que a IUIS traz uma revisao de todos os novos genes
associados as IDP a cada dois anos, bem como a expansdo
fenotipica para defeitos genéticos ja caracterizados ante-
riormente, e sao uma fonte essencial para a consulta no dia
a dia junto aos pacientes e na solicitacdo das avaliacoes
genéticas.'
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Tabela 1 Genes relacionados a imunodeficiéncias primarias
presentes na lista da Unidao Internacional das Sociedades de
Imunologia Clinica (IUIS) com variantes patogénicas ou prova-
velmente patogénicas localizadas em regides nao exonicas
listadas no ClinVar

ADA G6PD NOD2 TA2
ADAR GATA2 OSTM1 TCN2
ATM GINS1 PMS2 TERC
BTK IKBKG PNP TERT
CARD14 IL10 POLA1 THBD
RMRP IL2RG POLE TPP1
CD30 IL36RN PRKDC TRAC
CFH KMT2D PTEN TRNT1
CFTR MSH6 RNASEH2B TT37
CHD7 MVK SBDS TTC7A
CTLA4 NBN SERPING1 UNC13D
CYBB NCF1 SH2D1A VPS13B
DNMT3B NFkb SPINK5 WAS
ELANE NLP12 STAT2 ZAP70

Fonte: Adaptada de Henrickson et al.?”

Tabela 2 Genes relacionados a imunodeficiéncias primarias
presentes na lista da Unido Internacional das Sociedades de
Imunologia Clinica (IUIS) que apresentam pela menos um
pseudogene

Genes da IUIS C190rf40, CD46, CDCA7, CSF2Rb, DCL-
com 1 RE1C, FPR1, HAX1, IKBKG, ITCH, MAGT1,
pseudogene MSN, MTHFD1, NBAS, NCSTN, NHP2,
NOP10, PIK3CD, PNP, PTEN, RANBP2,
RLTBP2, RLTPR, RNASEH2C, RTEL1, TCF3,

TMCé, ZBTB24

Genes da IUIS ~ ACTB, AK2, CFTR, IGLL1, NCF1, PMS2,
com maisde 1 RAC2, RNF168, RPSA, SBDS, TRNT1, UNG,
pseudogene XIAP

Fonte: Adaptada de Henrickson et al.”

Conclusoes

A avaliacdo genética no campo das imunodeficiéncias prima-
rias trouxe um avanco sem precedentes no conhecimento e
manejo dos pacientes. Na pratica clinica, os beneficios sao
evidentes, como diagnostico definitivo, aconselhamento ge-
nético familiar e a possibilidade de uma abordagem mais ade-
quada e precisa, o que melhora a qualidade de vida e reduz
riscos de morte e sequela para os pacientes com IDP. Por outro
lado, temos diversas barreiras que precisam ser superadas,
como o custo, 0 acesso aos exames e a interpretacao dos re-
sultados genéticos. E necessario que médicos que acompa-
nham pacientes com IDP possam compreender cada vez mais
os beneficios e limites das diversas metodologias de avaliacao
genética e que possam direcionar a investigacao da maneira
mais adequada, de acordo com a avaliacao clinica e imunofe-
notipica de cada paciente, aumentando assim a chance de
resultados mais efetivos do sequenciamento.
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