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RESUMO

ROMANHOLI-CORIA, V. Investigacao clinica na interpretacao de achados genomicos
secundarios em idosos com 80 anos ou mais. 2021. Dissertacio de Mestrado em
Aconselhamento Genético — Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2021.

A populagdo brasileira enfrenta rdpida e acentuada transicdo demografica, com aumento
expressivo no numero de idosos, acompanhado dos respectivos impactos economicos € sociais.
Estudos voltados para os multiplos aspectos da senescéncia e da senilidade sdo de interesse
biologico e publico, em particular aqueles que envolvam a identificagao de fatores de risco para
o envelhecimento patologico e sem qualidade de vida. O envelhecimento se constitui em uma
cascata de eventos multifatoriais, dependente de fatores biologicos e ambientais, endogenos e
exogenos, modificaveis e ndo modificaveis, sendo os seus aspectos gendmicos uma area com
potencial para auxilio na compreensao das particularidades deste processo. Este trabalho
consiste em um braco de um conjunto de estudos colaborativos que se basearam em uma
amostra de natureza representativa de idosos da cidade de Sao Paulo (coorte SABE,
aproximadamente 1400 individuos) e de octogendrios cognitivamente saudaveis (coorte “80+”,
com 137 individuos). Tem como objetivo contribuir para a compreensao de fatores envolvidos
no envelhecimento saudéavel. Nesta nova etapa acompanhamos os idosos voluntarios da amostra
“80+” que tiveram o genoma sequenciado e a cogni¢ao avaliada durante a primeira fase do
projeto. Eles foram convidados a participar da coleta de novos dados demogréficos e clinicos
para ampliacdo do seu perfil de satude global e cognitiva, por meio de resposta a um
questionario, aplicacdo de escalas de funcionalidade e repeticdo das baterias de testes
cognitivos. Através dos resultados do sequenciamento, foram pesquisadas variantes genomicas
conhecidamente patogénicas em genes aciondveis associados a doengas de heranca
monogénica, para correlacdo com condigdes de satide geral de seus portadores e discussao sobre
a questdo da penetrancia e outros fatores relacionados a expressdo ou nao do gene. Por fim,
discutiu-se a questao da investigacdo genética em individuos sem queixas primarias, o risco de
identificagdo de variantes patogénicas e sua implicagdo para o participante e familia na pratica
do aconselhamento genético.

Palavras-chave: envelhecimento, dados clinicos, genomica, funcionalidade, cognigao.



ABSTRACT

ROMANHOLI-CORIA, V. Clinical data for interpretation of secondary genomic findings
in elderly people aged 80 or over. 2021. Thesis (Master degree) — Biosciences Institute,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

Brazilian population is facing a rapid and accelerated demographic transition, with a significant
increase in the number of elderly people, accompanied by economic and social impacts. Studies
focused on the multiple aspects of senescence and senility have biological and public interest,
in particular those that involve the identification of risk factors for pathological aging and lack
of quality of life. Aging involves a multifactorial cascade of events, dependent on biological
endogenous and exogenous environmental factors, modifiable and non-modifiable, and its
genomic aspects is an area with potential to aid in understanding the particularities of this
process. This thesis consists in an arm of collaborative studies that were based on a
representative sample of elderly people from the city of S3ao Paulo (sample SABE,
approximately 1400 independent) and cognitively healthy octogenarians (sample “80+”, with
137 people), and aims to contribute to the understanding the healthy aging. In this new phase,
the elderly volunteers of the “80+” sample, who had their genome sequenced and their cognition
assessed during the first stage of the project, were invited to participate in collection of new
demographic and clinical data to expand knowledge of global health status and cognitive, by
the answer to a questionnaire, application of functionality scales and repetition of the cognitive
test batteries. Through the sequencing results, known pathogenic genomic variants in actionable
genes associated with diseases of monogenic inheritance were searched, to correlate to the
general health conditions of their carriers and discussion about penetration and other factors
related to the gene expression or not. Finally, aspects of genetic research in individuals without
primary complaints were discussed, especially about the risk of identifying pathogenic variants
and their implication for the participant and his family in the practice of genetic counseling.

Keywords: aging, clinical data, genomics, functionality, cognition.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e impacto do envelhecimento populacional

A populacio mundial enfrenta rapida e acentuada transicdo demogréafica, com
consequente envelhecimento populacional acompanhado dos respectivos impactos econdmicos
e sociais. De acordo com os dados do World Population Prospects: the 2019 Revision
(UNITED NATIONS, 2019), em 2050 uma em cada seis pessoas no mundo terd mais de 65
anos (16%), contrastando com uma em onze em 2019 (9%). No ano de 2018, pela primeira vez
na histdria, o nimero de pessoas com 65 anos ou mais superou o numero de criangas com menos
de cinco anos de idade em todo o mundo. Nos préximos 30 anos ha projecao de triplicar o
nimero de pessoas com 80 anos ou mais, de 143 milhdes em 2019 para 426 milhdes. Seguindo
a tendéncia mundial, estima-se que no Brasil a populagdo idosa cres¢a nas proximas décadas:
em 2043 espera-se que 25% da populagdo tenha mais de 60 anos, enquanto a propor¢ao de
jovens, até 14 anos, serd de apenas 16,3% (IBGE, 2018).

A dinamica populacional descrita vem acompanhada de preocupagdes, especialmente
no que tange as esferas econdmica e social, dado que o avango da idade pode culminar em
dependéncia funcional e financeira do individuo. Na mesma medida em que a parcela da
populagdo economicamente ativa diminui, com a reducao da natalidade e o aumento da
expectativa de vida, a populacdo idosa requer maiores investimentos publicos em saude,
aposentadorias e outros mecanismos de prote¢ao social. A expectativa de vida no Brasil entre
homens e mulheres cresce a cada censo. No entanto o aumento do nimero de anos vividos nem
sempre vem acompanhado de qualidade de vida, a depender de diversos fatores prévios ao
envelhecimento, como os cuidados com a saude, habitos de vida e condigdes socioeconomicas.
A maior prevaléncia de doencgas cronico-degenerativas nas populacdes idosas configura uma
questdo complexa, que requer intervengdes multidimensionais, o reconhecimento precoce dos
problemas e educagdo/ treinamento de profissionais, visando a evitar uma série de complicagdes
em diferentes niveis (MARESOVA et al, 2019).

Tomando as fraturas de quadril como exemplo, geralmente ocorrem em decorréncia de
perda de massa 6ssea e muscular, que sdo, em si, processos de etiologia multifatorial. Estao
frequentemente associadas a quedas, acometem mais as mulheres e estima-se que cerca de 18%
da populagdo mundial feminina terd uma lesao de quadril ao longo da vida. Além do dispéndio
causado pelos custos diretos associados a esta condi¢do, devido a necessidade de

hospitalizagdo, por vezes prolongada, e reabilitagdo subsequente, a fratura de quadril esta
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associada ao desenvolvimento de outras consequéncias negativas, como deficiéncias, depressao
e piora das doengas cardiovasculares, gerando custos indiretos adicionais e piora da qualidade
de vida (VERONESE& MAGGI, 2018). Ademais, ha diversas externalidades negativas
adicionais decorrentes de episodios como este, como a dependéncia de outra pessoa alocada
com o papel de cuidador, a qual, em grande parte dos casos, ¢ um membro da familia que
também podera sofrer perda de proventos e até mesmo de liberdade, por precisar dedicar todo
seu tempo aos cuidados com o idoso.

Assim, visando a acompanhar a transicao da piramide etaria, faz-se necessario que os
grandes centros de pesquisa se voltem para os estudos dos multiplos aspectos do
envelhecimento, buscando elencar os principais fatores contribuintes para a maior expectativa
de vida, com qualidade, e os principais fatores de risco envolvidos no envelhecimento
patologico, tendo em vista minimiza-los. Neste sentido destaca-se o projeto SABE (Satde,
Bem-estar e Envelhecimento), inicialmente lancado em 1999/2000 pela Organizagdo Pan-
Americana de Satde, no qual sdo colhidas informacgdes sobre as condi¢des de vida e satde dos
idosos (60 anos e mais) residentes em areas urbanas de metropoles, incluindo Sao Paulo, e
realizadas reavaliacdes perioddicas das coortes. Um dos objetivos € o de identificar os principais
fatores relacionados ao declinio no estado de saude e, assim, auxiliar na elaboragdo de politicas
publicas para mitiga-los (LEBRAO & DUARTE, 2003; LEBRAO & LAURENTI, 2005).

Da mesma maneira, o campo da genética, que avangou substancialmente a partir do
Projeto Genoma Humano, pode representar uma forma de se compreender os fatores de risco
intrinsecos associados as condi¢des de satde e, também, ao proprio envelhecimento,
fornecendo ferramentas para identificagdo precoce de condigdes que podem ser prevenidas ou

tratadas antes de causarem lesdes organicas permanentes.

1.2 Senescéncia X Senilidade

Em anélise resultante de pratica diaria nos consultorios médicos, especialmente os de
Geriatria, ¢ possivel identificar heterogeneidade de fenotipos prevalentes entre os idosos, 0s
quais sao conceitualmente multidimensionais. De forma simplificada, ¢ possivel classificar em
grandes grupos que representam extremos de algumas dessas dimensdes: o robusto- capaz de
gerenciar sua vida de forma independente e autdbnoma, sem incapacidade funcional ou condic¢ao
cronica de satde associada a maior vulnerabilidade; e o fragil- com declinio funcional
estabelecido e incapaz de gerenciar sua vida, em virtude da presenca de incapacidades unicas

ou multiplas (MORAES, 2014).
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Tal disparidade tem relagdo com os conceitos de senescéncia, resultante de uma
combinagdo de alteragdes organicas, funcionais e psicoldgicas proprias do envelhecimento
normal; e senilidade, relativa a modificagdes determinadas por afec¢des que frequentemente
acometem a pessoa idosa e culminam no envelhecimento patoldégico. Ambos sdo ligados ao
envelhecimento, no entanto, t€m impactos muito diferentes sobre a saude e a qualidade de vida.
A senescéncia abrange as alteracdes produzidas no organismo de um ser vivo diretamente
relacionadas a sua evolu¢ao no tempo, sem nenhum mecanismo de doenga reconhecido,
decorrentes de processos fisiologicos, ndo caracteriza doenga, nao reduz o tempo de vida ou
funcionalidade e sdo comuns a todos os elementos da mesma espécie, com variagdes bioldgicas,
como o embranquecimento dos cabelos, por exemplo. A senilidade, por outro lado, se sobrepde
a senescéncia, através de doencas que comprometem a qualidade de vida, nao sdo comuns a
todos os individuos em uma mesma faixa etaria, € podem resultar em limitagdes funcionais, e
até na morte (FREITAS et al, 2013; JACOB FILHO & SOUZA, 1994).

Diante do exposto, para melhora da sobrevida e da qualidade da vida humana, deve-se
atuar sobre os fatores modificaveis, neste caso, aqueles ligados a senilidade. Estudos voltados
para as doencas mais prevalentes nos idosos (cronico-degenerativas, cardiacas, vasculares,
metabolicas e neoplasicas) sdo necessarios para a melhor compreensdo e preven¢do do
envelhecimento patoldgico, sendo o campo da genética uma das frentes de pesquisas neste

sentido.

1.3 Impacto de doengas na cognicdo e na funcionalidade

Algumas condig¢des clinicas, como a hipertensdo, diabetes e insuficiéncia cardiaca, sao
frequentemente encontradas associadas a declinio cognitivo e deméncia (BIESSELS &
DESPA, 2018; SANTOS et al, 2011; CANNON et al, 2017, TSABEDZE et al, 2021),
sobretudo quando nao sdao bem controladas e acompanhadas. Muitos de seus portadores
desconhecem terem tais doencgas, geralmente silenciosas em seus estdgios iniciais e, quando
procuram ajuda profissional, podem ja apresentar algum grau de lesdo em o6rgdos alvo, como
coragdo, cérebro e rins. Estas condi¢des de satde sdo diretamente associadas a pior qualidade
de vida em diferentes cenarios de atencdo a satde, conforme mostram estudos (OLIVEIRA-
CAMPOS et al, 2012; SILVA, 2017; MARINHO et al, 2019).

Assim, nota-se que a cascata do mau gerenciamento de doengas -diagnostico tardio,

falta de acompanhamento profissional, falta de conhecimento do doente sobre sua condigdo-
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pode levar a consequéncias graves, como a instalacdo de deméncia e a perda de funcionalidade,

caracterizando o processo que culmina no envelhecimento patologico.

1.4 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) como ferramenta de detecgdo

precoce de risco para doengas

As primeiras técnicas de sequenciamento de DNA tém uma histéria de mais de cinco
décadas. Para que o primeiro genoma humano completo fosse sequenciado foram necessarios
cerca de 13 anos, fruto de um projeto bilionario que contou com varios grupos publicos e
privados. O Projeto Genoma Humano contribuiu ndo apenas com o primeiro genoma de
referéncia, mas também com avangos em métodos, incluindo novas técnicas de sequenciamento
massivo paralelo. Cursou de maneira concomitante ao desenvolvimento na area da informatica,
com aumento na capacidade de armazenamento e processamento, bem como na redugao de
custos. Especificamente, com os avangos conquistados nos ultimos anos, através de
desenvolvimento tecnologico em biologia molecular, sistemas de automacdo, microfluidica,
deteccao (cameras digitais capazes de detectar fluorescéncia em resolugdes superiores) e
bioinformatica foi possivel reduzir-se drasticamente o tempo € os custos para o sequenciamento
massivo de DNA. Foram também desenvolvidos testes especificos com a sintese de painéis
enriquecidos de genes clinicamente relevantes, tornando-o um método mais acessivel, tanto no
ambito da pesquisa, e de menor custo na pratica clinica. Neste sentido, destaca-se o
desenvolvimento e aperfeigoamento do sequenciamento de nova geracao (do inglés, Next
Generation Sequencing-NGS), método que permite a leitura massiva de milhares de fragmentos
de DNA, com a precisdo de identificar alteragdes em uma unica base nitrogenada a partir de
protocolos de bioinformatica (MARDIS, 2008; KOBOLDT et al, 2013; KUMAR et al,2019;
McCOMBIEet a/,2019).

Tal técnica ¢ uma das principais bases da medicina gendmica, a qual, através da
correlagdo entre fenodtipo e gendtipo, permite melhorar significativamente a taxa de
diagnosticos de doencas, bem como possibilita o uso de acdes preventivas e curativas
antecipadamente, proporcionando uma pratica clinica mais precisa e aplicada a cada individuo,
levando-se em conta suas particularidades (WISE et al, 2019).

A medida em que novos genomas completos sdo sequenciados em diferentes
populacdes, gera-se um aumento de informagdes em grandes bancos de dados gendmicos
disponiveis, além da identificagdo de novas variantes genéticas com potencial correlagao a

fenotipos clinicos, alguns associados a um unico gene. Intimeras variantes tém sido
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identificadas ao longo dos anos de coleta e estudo de dados. No contexto de fendtipos com
padrdo Mendeliano de herancga, particularmente doengas monogénicas (cuja manifestagdo ¢
suficientemente explicada por alteracdes em um unico gene), variantes podem ser classificadas
de maneira sistematica com graus crescentes de patogenicidade, tendo como extremos o
certamente benigno (variantes sem valor clinico individual para o fenétipo mendeliano) e o
certamente patogénico (comprovadamente correlacionado com doenca Mendeliana), de acordo
com os guidelines da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e da
Association for Molecular Pathology (AMP). A revisdao mais recente deste documento foi
publicada ha 6 anos (RICHARDS et al, 2015).

Desde que o sequenciamento completo do genoma humano ou do exoma se tornaram
mais acessiveis um dilema ético importante emergiu: reportar ou nao os achados incidentais ou
secundarios. Isto ¢, quaisquer achados patogénicos de um determinado teste genético que nao
tém relacdo com a razdo primeira do encaminhamento, mas pode apresentar-se como uma
informagao valiosa para toda uma familia (CREMESP, 2016), com impacto direto na satide dos
individuos e sua prole. A conduta mais comumente aceita ¢ comunicar sobre a possibilidade de
se identificarem achados incidentais de valor clinico na consulta de aconselhamento genético
pré-teste e assinalar a vontade do paciente, sobre ser notificado ou ndo da existéncia de tais
achados, em termo de consentimento informado, livre e esclarecido. Neste contexto, as
pesquisas envolvendo o sequenciamento de exomas e genomas completos t€ém implicacdes de
relevancia médica, dado que hé a possibilidade de se identificar nos participantes os achados
“incidentais” ou secundarios.

Visando a padronizagdo sobre quais genes e variantes deveriam ser reportadas, a ACMG
também estabeleceu recomendagdes para guiar as decisdes sobre reportar ou ndo os achados
incidentais. A orientacdo inicial (GREEN et al, 2013) foi que, quando um laudo de
sequenciamento de exoma ou genoma fosse emitido, uma lista minima de 56 genes,
considerados pela comunidade médica como clinicamente aciondveis, deveria ser analisada
rotineiramente e relatada ao médico solicitante, o que pode vir a auxilid-lo no contexto da
historia clinica e familiar do paciente, do exame fisico e de outros testes laboratoriais. O grupo
recomendou, também, que tais descobertas fossem relatadas sem buscar as preferéncias do
paciente e da familia e sem limitacdo relativa a idade do paciente. A justificativa para tal era
que achados genomicos que pudessem estar relacionados as doencas que se manifestam no
inicio da vida adulta, poderiam levar os familiares das criangas a ajuda-las a se prevenir mais
cedo, bem como poderiam se prevenir também. Cabe ressaltar que esta lista minima foi feita

com base em condi¢des de heranga monogénica que permitem prevengdo, controle ou cura e
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que entdo, o diagndstico precoce poderia trazer beneficios. Por outro lado, um debate realizado
durante a Conferéncia da Sociedade Europeia de Genética Humana (ESHG) 2014 em Milao,
Italia, terminou sem um voto conclusivo sobre relatar ou nao os achados incidentais em genes
clinicamente acionaveis e levantou a importancia da discussao a nivel nacional e europeu, a fim
de desenvolver recomendagdes para lidar com tais achados (HEHIR-KWA et al, 2015).
Posteriormente a ACMG publicou novas recomendacdes (KALIA et al,2017) apos
revisdo do primeiro documento publicado, realizando alteracdes na nomenclatura, a comegar
pela denominacgao: achados incidentais passaram a ser chamados de achados secundarios, uma
vez que sdo encontrados a partir de outra queixa primaria. Também foram modificados os
critérios de inclusdo e exclusdo, com adi¢do de quatro genes na lista e a remogao de um,
restando 59 genes considerados de importancia clinica devido a sua acionabilidade. Ademais,
a questao sobre reportar o achado secundério ou ndo passou a ser discutida mais profundamente,
levando o grupo a recomendar que as situacdes fossem analisadas dentro de um contexto,
reservando-se os laboratdrios a reportar apenas em casos em que, de fato, o achado fizesse
diferenca em relacao a saude futura do paciente e/ou familiares e estes tivessem optado por
receber a informagao, através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Recentemente,
em maio de 2021, a ACMG publicou dois documentos, com novas recomendagdes € uma lista
revisada, acrescida de mais de dez genes, detalhando os achados secundérios a serem
reportados, denominada ACMG SF v.3.0 (MILLER et al, 2021a; MILLER et al, 2021D).
Considerando-se o uso clinico do sequenciamento de genomas e exomas cada vez mais
frequente, o grupo também decidiu que as recomendacdes e a lista de genes passariam a ser
publicadas separadamente, sendo que a primeira serd atualizada conforme necessario, em média
a cada 3 a 4 anos, e a lista de genes sera revisada anualmente, dado o aumento expressivo no

numero de genes da ultima lista (KALIA et al, 2017) para a atual (MILLER et al, 2021b).

1.5 Coortes “80+” e SABE

No Brasil, um dos centros pioneiros nos estudos sobre o envelhecimento foi o Centro
de Pesquisas do Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL); partiu da premissa de que
dados genomicos de idosos podem contribuir para a interpretacdo da patogenicidade e
penetrancia de variantes associadas a doencas monogénicas, bem como para se estudar o
envelhecimento saudavel. Dentre os trabalhos, destacou-se o relatado na tese de doutorado “A
contribuicdo de estudos populacionais em idosos saudéaveis: base de dados gendmicos,

compreensdo do envelhecimento e lateralidade cerebral” (NASLAVSKY, 2015), o qual deu



17

inicio, em 2010, ao acompanhamento da coorte denominada “80+”, que tinha como objetivo
mais amplo recrutar octogenarios com a cogni¢do e a funcionalidade preservadas, elencar
fatores genéticos e ndo genéticos envolvidos no envelhecimento saudavel e construir um banco
de dados genomicos de uma amostra da populacdo brasileira. Em 2016, os genomas de 121
participantes desta coorte foram sequenciados e a interpretacdo dos resultados se inicia no
presente estudo.

Além da coorte de octogenarios, o CEGH-CEL e o Instituto de Biociéncias da USP
fazem parte do projeto colaborativo com a Faculdade de Satide Publica da Universidade de Sao
Paulo denominado “SABE - Satide, Bem- Estar ¢ Envelhecimento” (LEBRAO & DUARTE,
2003; LEBRAO & LAURENTI, 2005), o qual inclui um questionario extenso, contendo dados
sociodemograficos e historico de doengas, bem como medidas antropométricas e testes
funcionais de pessoas com 60 anos de idade ou mais. Posteriormente, iniciou-se a coleta de
amostras bioldgicas para exames laboratoriais e extragdo DNA genomico derivado de sangue
periférico da coorte SABE, o qual foi realizado no CEGH-CEL. Os resultados dos primeiros
sequenciamentos desta coorte deram origem ao conjunto de dados gendmicos ‘SABE609’
(exomas sequenciados alinhados ao genoma de referéncia versao hgl9), no qual 609
participantes deram inicio ao Arquivo Brasileiro On-line de Mutagdes (NASLAVSKY et
al,2017), que pode ser acessado através do /ink http://abraom.ib.usp.br/.

Dentre as contribui¢des do banco ABraOM para a gendmica, estd a identificacdo de
variantes patogénicas com relevancia clinica em 1,15% dos individuos do conjunto SABE609,
de acordo com os guidelines do ACMG (KALIA et al, 2017), as quais foram correlacionadas
com fenotipos clinicos auto-reportados.

Em 2020 foram depositados no ABraOM (Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes) os
dados de sequenciamento de genoma completo de 1171 idosos inscritos no SABE de 2010 a
2012, dando origem ao conjunto de dados mais recente, 0 SABE-WGS-1171 (hg38), no qual
foram identificadas um total de 77.236.632 variantes de nucleotideo unico (single nucleotide
variants -SNV), pequenas insercdes e delegdes — INDELs (NASLAVSKY et al, 2020). Dentre
elas, mais de 60 milhdes de variantes eram de alta qualidade e 2 milhdes estavam ausentes de
bancos de dados internacionais como dbSNP e gnomAD, indicando a necessidade de inclusao
de populagdes ndo europeias nos estudos gendmicos.

A pesquisa em gendmica tem contribuido para a identificacdo de variantes
potencialmente deletérias, presentes em genomas de individuos sem queixas clinicas, € com
frequéncias globalmente maiores que as preditas anteriormente. Assim, variantes classificadas

como patogénicas em bancos internacionais, quando encontradas em coortes de idosos
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saudaveis, podem expressar o menor risco de se desenvolver certa doenca em idade mais
avancada e os bancos de dados genéticos compostos por idosos podem facilitar a interpretagdo
sobre a patogenicidade de determinada variante. Neste contexto, as pesquisas envolvendo o
sequenciamento de exomas e genomas completos t€m implicag¢des de relevancia médica, posto
que ha a possibilidade de se identificarem nos participantes achados secundarios inesperados,

que podem impactar diretamente a saide do individuo e de seus familiares.

1.6 Aconselhamento genético

O aconselhamento genético (AG) consiste no processo conduzido por um profissional
de saude com formacao especializada em genética e tem como objetivo central dar suporte ao
paciente e sua familia em todas as etapas que envolvem a confirmagdo da existéncia de uma
doenga com base genética, bem como o calculo de risco de sua recorréncia (PINA-NETO, 2008;
THAN & PAPP, 2017). Tal processo, portanto, envolve o diagnéstico, explicagdao sobre o que
o achado representa ao consulente e seus familiares em linguagem acessivel, o prognostico € o
calculo de risco de recorréncia da doenca na familia. Com o volume de variantes detectaveis
em testes genéticos a partir do uso do NGS, aumentou a complexidade do AG. Em particular,
com a quantidade de informacdes que estes testes revelam a partir de maior cobertura horizontal
e de anotacgdes, o nimero de potenciais achados secundarios e variantes cujo significado clinico
pode ser dificil de determinar com base no conhecimento atual aumentam (VEARS et al, 2017),
incluindo as variantes de significado incerto (variant of uncertain significance - VUS). Esta
classificacdo indica que nao ha informagdes suficientes para que a variante seja considerada
patogénica, mas também ndo ha evidéncias para classifica-la como benigna.

O estudo de Haer-Wigman e colaboradores (HAER-WIGMAN et al, 2019) mostrou que
1 em 38 individuos saudaveis (2,6%) apresentam uma variante provavelmente patogénica em
um dos 59 genes clinicamente acionaveis para doengas, dos quais a ACMG recomenda que
sejam reportadas as variantes clinicamente relevantes encontradas (KALIA et al, 2017). No
mesmo estudo, discute-se se os beneficios potenciais e se as opgdes preventivas relacionadas a
esse conhecimento (ser portador de uma variante patogénica) superam o risco do impacto
emocional do resultado do teste e possivel estigmatizacdo. Por fim, ainda cita a possibilidade
de os dados encontrados estarem subestimados no que tange as variantes patogénicas, posto
que as descobertas continuam avancando e o numero de genes/variantes clinicamente
acionaveis conhecidos tem potencial para se expandir. Destaca também que as melhorias na

tecnologia de sequenciamento provavelmente permitirdo deteccdo de novas variantes e,
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simultaneamente, a interpretacado clinica das partes ndo codificantes do genoma podera permitir
a deteccdo de outros achados potencialmente patogénicos.

O exposto acima demonstra a urgéncia na capacitacao de profissionais para o adequado
AG, diante da rapida evolucao das descobertas e os desafios por elas impostos, bem como a
reconsideragdo de seus principios, para, dinamicamente, moldar-se a nova realidade, buscando
alcangar os principais objetivos do AG: interpretacdo, orientagdo, educagdo e apoio (YANG &
KIM, 2018; CROOK et al, 2021). Portanto, ¢ recomendado que todo resultado de
sequenciamento do genoma humano e testes afins seja apoiado por estes profissionais
qualificados, mediante assinatura de termo de consentimento por consulentes e profissionais
envolvidos, visando a clarificagdo dos achados aos seus portadores (PLOTHNER et al, 2018).
Dentre os resultados buscados a partir do AG, o levantamento da historia familiar acerca dos
fenotipos associados aos genes testados primariamente (e secundarios, de acordo com a lista
ACMG) ¢ essencial. Adicionalmente, 0 acompanhamento clinico individual pode estabelecer a
correlacdo com achados gendmicos, especialmente as VUS, que podem ser reclassificadas ao

longo do tempo.
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2 OBJETIVOS

Geral:

Contextualizar os achados gendmicos secundarios, declinio cognitivo e/ou funcional,
através de dados clinicos de saude, identificados em idosos cujo genoma foi
sequenciado no Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células- Tronco

(CEGH-CEL).

Especificos:

Identificar, em idosos octogenarios, a presenca de variantes patogénicas em 59 genes
clinicamente acionaveis, lista recomendada pela ACMG (KALIA et al, 2017);
Realizar consultas de acompanhamento para identificar informacdes clinicas relevantes
sobre os voluntarios, incluindo historico familiar, que pudessem estar associadas as
variantes genéticas encontradas;

Correlacionar resultados de dados gendmicos aos clinicos;

Comparar o desempenho cognitivo da coorte entre a primeira ¢ a segunda avaliacao;
Avaliar a capacidade funcional dos idosos a partir de escalas de avaliacdo de
funcionalidade;

Verificar a incidéncia de variantes patogénicas em idosos saudaveis, em comparagao
com a populagdo geral;

Discutir a importancia e as implicagdes bioéticas do acompanhamento clinico e
aconselhamento genético do participante e sua familia, no ambito de um projeto de

pesquisa com voluntarios sem queixas primdrias de saude.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

Amostra de conveniéncia, recrutada a partir de antncios e indicagdes, inicialmente
formada por 137 individuos idosos, com 80 anos de idade ou mais, cognitivamente saudaveis.
Os voluntarios foram previamente incluidos na amostra 80+, a partir do ano de 2010, pelo grupo
de pesquisadores do CEGH-CEL, sob a lideranga da Prof* Dr* Mayana Zatz.

Os participantes da amostra 80+ foram recrutados pelo CEGH-CEL, ap6s cadastro por
formulario online (www.tinyurl.com/80mais), o qual contém uma explicagdo sobre os projetos
e perguntas pertinentes as pesquisas. Os participantes foram incluidos apos a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2 Aprovagdo por comités de ética

Este estudo constitui um braco dos projetos “Estudo de associagdo entre SNPs dos genes
HEY1 e LMO4 e assimetria cerebral em individuos idosos cognitivamente saudaveis”
(posteriormente modificado e ampliado para a tese de doutorado “A contribui¢ao de estudos
populacionais em idosos saudéveis: base de dados gendomicos, compreensao do envelhecimento
e lateralidade cerebral ”de Naslavsky, publicada em 2015),“SABE - Satde, Bem- Estar e
Envelhecimento” (LEBRAO& DUARTE, 2003; LEBRAO & LAURENTI, 2005) e “Estudo da
correlagdo de ressondncia magnética com variantes genéticas em octogenarios saudaveis”
(Pesquisador responsavel: Edson Amaro Junior). Estes estudos obtiveram aprovacdo para
coleta de dados a amostras pelos Comités de Etica em Pesquisa respectivamente do Instituto de
Biociéncias da USP (protocolo no 110/2010 — FR 336816), da Faculdade de Saude Publica da
USP (n° 2044) e do Hospital Israelita Albert Einstein (11/1498).

3.3 Metodologias

3.3.1 Dados clinicos e epidemiologicos

3.3.1.1 Abordagem dos voluntarios
Participantes do projeto 80+ ou familiares foram contatados por telefone e/ou e-mail

fornecidos a época da primeira coleta. O intuito revelado no contato era de atualizar os
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participantes sobre o andamento do projeto, de apresentar os novos pesquisadores e,
principalmente, de repetir os protocolos da primeira coleta de dados clinicos e
sociodemograficos, bem como complementar as perguntas de saude com dados relevantes para
avaliacdo conjunta com achados de variantes patogénicas em genes acionaveis (ACMG). Nesta
oportunidade, verificamos como estava o estado geral de satide do participante ou obtivemos

informagdes através dos familiares, no caso de falecimento.

3.3.1.2 Questiondario

A equipe elaborou um questionario de avaliagdo sociodemografica e saude global, que
teve como documento norteador o questionario completo do estudo SABE (LEBRAO &
LAURENTI, 2005). Este novo instrumento (Anexo I), elaborado a partir da redugdo do
questionario SABE, teve como objetivo identificar dados clinicos que pudessem estar
correlacionados a achados gendmicos obtidos através do sequenciamento prévio do DNA e ao

declinio cognitivo e/ou funcional dos participantes.

3.3.1.3 Miniexame do estado mental e Miniexame do estado mental modificado

Os idosos foram submetidos a avaliagao de fungao cognitiva em dois momentos — 2011
e 2012 (em projeto anterior) € 2019 (no presente estudo), através da aplicacao dos instrumentos
Mini Mental State Examination- MMSE (FOLSTEIN et al, 1975) e Modified Mini-Mental
State- SMS (TENG & CHUI, 1987), uma expansao do MMSE. Os testes consistem em baterias
de perguntas agrupadas em 6 dimensdes: orientagdo, retengdo, atencdo e calculo, evocagao,
linguagem e habilidade construtiva (Anexo II). Uma pontuagdo maxima de 30 para o MMSE
e 100 para o 3MS, permite avaliar os individuos com declinio cognitivo (MMSE < 26 ou 3MS

<77, cortes aplicaveis para individuos alfabetizados).

3.3.1.4 Indice de Kat; e Escala de Lawton e Brody

Para avaliagio da funcionalidade foram aplicados o Indice de Katz (KATZ et al, 1963)
e a Escala de Lawton& Brody (LAWTON & BRODY, 1969) que avaliam, respectivamente, o
desempenho do idoso em relagdo as atividades basicas e instrumentais de vida diaria (ABVD e
AIVD, respectivamente), através da identificacdo da necessidade de auxilio na realizagao.

O indice de Katz (Anexo III) verifica as ABVD: banho, vestir-se, usar o banheiro,
transferéncia, continéncia e alimentagdo. O melhor resultado nesta escala ¢ 0 de pontuagao

(nenhuma dependéncia) e o pior ¢ 6 (dependéncia para todas as atividades bésicas de vida
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diaria). A Escala de Lawton &Brody (Anexo IV) avalia a capacidade de realizagdo
independente das AIVD: preparar refeigdes, fazer tarefas domésticas, lavar roupas, manusear
dinheiro, usar o telefone, tomar medicacdes, fazer compras e utilizar os meios de transporte,
sendo o melhor resultado 27 (autonomia completa na realizagdo das nove atividades
pesquisadas) e o pior, 9 (dependéncia completa para a realizagdo de cada uma das nove

atividades).

3.3.2 Obtencao de amostras e analise molecular

3.3.2.1 Coleta e extracdo do DNA

As coletas foram realizadas previamente, durante a execucdo das atividades dos estudos
principais dos quais o presente ¢ derivado. Naquela ocasido, o sangue periférico dos
participantes foi coletado em tubos padrao com EDTA e o DNA foi extraido por protocolo
padrdo de lise alcalina com o auxilio do sistema de automagao Qiagen/Gentra Autopure LS. As
amostras foram eluidas em tampao de elui¢do Tris-EDTA (TE) e posteriormente diluidas em
agua. As amostras- estoque foram armazenadas em tubos com rosca e anel de vedacao, a 4°C e
quantificadas por espectrofotometria em NanoDrop (ThermoScientific), onde foi verificada a
qualidade pela razao de absorbancias em 280nm e 260nm.

Todas as amostras foram devidamente catalogadas e nomeadas com vinculo chaveado

para pareamento com as identificacdes dos Estudos SABE e 80+.

3.3.2.2 Sequenciamento de nova geracio

Em 2016, em parceria com o Human Longevity Inc. (San Diego, California), realizou-
se o0 sequenciamento do genoma completo (WGS) de 1323 amostras das coortes SABE e 80+,
das quais 121 pertencem a ultima. O WGS foi realizado em plataforma //lumina paired-end
150x150 com cobertura média alvo de 30x. O alinhamento e a chamada de variantes foram
obtidos com o pipeline Illumina Isaac em protocolo semelhante ao descrito por Telenti e
colaboradores em 2016 (TELENTI et al, 2016). Os dados estao armazenados no formato BAM
e VCF, no Data Center Profa. Maria Lucia Lebrao, situado no CEGH-CEL.

3.3.3 Anotacoes e de filtragem de variantes
O arquivo VCF foi extensivamente anotado com informagdes sobre gene, transcrito e
consequéncia das variantes, dados de frequéncia alélica, de asser¢cdes ClinVar, OMIM e

predicao de deleteriedade. A anotagdo foi realizada com diversas bases de dados incluidas via
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ANNOVAR e scripts desenvolvidos pela equipe de bioinformatica do CEGH-CEL. Detalhes
sobre o método estdo disponiveis em pré-publicacdo por Naslavsky e colaboradores (2020). Os
dados tabulares de VCF anotados foram transportados para uma planilha no formato Excel,
permitindo a filtragem dos dados, a qual ocorreu em varias etapas para priorizagao de variantes

para classifica¢do de patogenicidade, conforme descritas na tabela 1, a seguir.

Tabela 1. Etapas percorridas para selecdo das variantes de interesse clinico (classificadas como patogénicas ou

potencialmente patogénicas) da lista de genes aciondveis recomendadas pela ACMG.

Etapas Coluna da tabela gerada a partir do Filtros
VCF
1° Func.ref.Gene Removidas: downstream, upstream,

intronic, UTR3 e UTRS.

Mantidas: exonic, exonic; splicing e
splicing.

2° ExonicFunc.refGene Removidas: no assertions (NA),
nonframeshift deletion, nonframeshift
insertion, synonymous SNV, unknown.

Mantidas: frameshift deletion,
frameshift insertion, nonsynonymous
SNV, stopgain.

3° ClinVar_SIG* Removidas: Benign, Benign/Likely
Benign, Likely Benign, VUS,
Conflicting interpretation of
Pathogenicity (incluindo association e
risk factor), drug response, todas com
o codigo "CP" anotado antes da
classificag@o? e no assertions (NA).

Mantidas: Pathogenic, Likely
Pathogenic.

4° ExAC_ALL** Mantidas apenas as com frequéncia
menor ou igual a 1% no ExAC.

5° esp6500siv2_all*** Mantidas apenas as com frequéncia
menor ou igual a 1% no esp6500.

6° 1000g2015aug_all**%** Mantidas apenas as com frequéncia
menor ou igual a 1% no 1000
Genomas.

7° gnomAD exome ALL**%** Mantidas apenas as com frequéncia

menor ou igual a 1% no gnomAD.

8° 60mais609_AC (NASLAVSKY & Mantidas apenas as com frequéncia
YAMAMOTO, 2017) menor que 1% no SABE609 (hg19).
9° Cobertura (reads) Foram mantidas apenas as variantes

cuja cobertura (nimero de reads) fosse
maior ou igual a 10 nos dois alelos.
10° Padrao de Heranca Mantidas apenas as variantes

relacionadas a doengas de heranga
autossdmica dominante.
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*ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).
** Banco populacional EXAC (http:/bigd.big.ac.cn/databasecommons/database/id/3774).

*** Banco populacional Esp6500 (https://evs.gs.washington.edw/EVS/)

**** Banco populacional /000 Genomes (https://www.internationalgenome.org/).

*¥****¥Banco populacional GnomAD exomes (https://gnomad.broadinstitute.org/).

v CP significa ‘chromosome-position’ ¢ indica variantes que estdo localizadas em coordenadas gendmicas onde outras variantes foram
classificadas no ClinVar. Exemplo CP-Pathogenic, indica uma variante que, apesar de ndo ter sido classificada no ClinVar, colocaliza-se com

outra variante classificada como patogénica.

3.3.4 Estudo das variantes
A variante resultante do processo de filtragem foi estudada utilizando-se as plataformas:

- ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), um arquivo publico onde sdo

reportadas as correlagdes entre variantes genéticas e fenotipos humanos, com apoio de
evidéncias cientificas.

-Varsome, um conjunto de ferramentas de bioinformatica para processamento e
anotacdo de dados NGS, que permite auxiliar na interpretagdo das variantes

(https://varsome.com/). Na plataforma foi selecionada a op¢do Germline, excluindo-se as

mutacdes somadticas e o genoma de referéncia utilizado foi o HG38.
- OMIM®, Online Mendelian Inheritance in Man®, onde estio catalogadas, de forma

abrangente, mais 16 mil desordens de carater Mendeliano (https:/www.omim.org/) .

- Mastermind, banco de dados que reune variantes citadas em artigos cientificos

completos (https://mastermind.genomenon.com/), onde foram encontrados estudos funcionais

ou com indicativos de penetrancia incompleta, uteis no auxilio a interpretagao das variantes.
- Orientagdes do Guideline mais recente da ACMG (KALIA et al, 2017).
Tal avaliagdo foi realizada por duas diferentes pessoas, a fim de chegar-se a um

“veredito” comum sobre a patogenicidade da variante.

3.3.5 Analise estatistica

Nas associacdes entre variaveis numéricas (escalas com pontuacgdo), foi desenhado o
grafico de dispersdao e realizado o teste de correlacio de Spearman, com p <0,01 para
significancia estatistica. No tocante aos achados genomicos, dado nimero restrito de variantes
patogénicas e provavelmente patogénicas em genes acionaveis encontradas na amostra, o
presente estudo traz uma andlise descritiva. Os dados sdo expostos, majoritariamente, em
numeros absolutos ou em porcentagem, para possivel comparacdo com outros dados
disponiveis na literatura cientifica. A andlise descritiva inclui contagens, proporcdes e

concordancia/discordancia entre variantes e condigdes reportadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Achados sociodemogrdficos

A casuistica inicial da amostra 80+, que comegou em 2010, era composta por 137
idosos. Destes, 121 foram sequenciados (genomas completos) em 2016. Até meados de
novembro de 2019, foram registradas 27 mortes entre os 137 participantes da amostra inicial,
sendo que 3 dos falecidos ndo tiveram o genoma sequenciado.

O fluxograma a seguir mostra os resultados das tentativas de contato com os idosos

supostamente vivos e sequenciados (figura 1).

2019]
Falecidos
confirmados
24 3
Participantes 80+
Primeira coleta 137
2010-2015 (n)
—>{ 97 i 13 A
- Nao
Sequenciados J sequenciados

Tentativas
de contato

—>|I| Dispostos mas impedidos de participar no momento
—————{ 2| Dispostos mas residiam fora de S&o Paulo

N&o contatados (contatos desatualizados)

Participantes atendidos presencialmente | 43 4 4
+ por telefone em 2019

Figura 1. Resumo esquematico mostrando o numero de idosos sequenciados, os que foram sabidamente

a Obito e os desfechos apds tentativas de contato.

A idade média dos 44 idosos atendidos na segunda etapa foi de 90,84 anos, tendo o mais
novo 86 anos e, o mais idoso, 104 anos. Eram 25 mulheres e 19 homens. A média de filhos
nascidos vivos por participante era de 2,68. Mais de 50% (23 participantes) ja estavam viivos
na segunda avalia¢do. Quanto a cor da pele (autodeclarada), 91% se declararam brancos,
correspondendo a 40 individuos. Dois se autodeclaravam pardos/morenos e dois amarelos.

Quanto a escolaridade, 6 possuiam pos-graduacao; 25 o superior completo; 5 haviam concluido

Desisténcias por dificuldades de locomogZo, transporte ou satide
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o ensino médio ou técnico; 1 o gindsio; 4 o fundamental e 3 tinham o ensino fundamental

incompleto, sendo as trés do sexo feminino.

4.2 Achados clinicos

4.2.1

Historia pregressa de comorbidades e eventos de saude

Para fins de correlagdo com os achados genéticos recomendados pela ACMG (KALIA

et al, 2017), foram valorizados os dados clinicos relacionados as doengas cardiacas, vasculares,

metabolicas e neoplasicas. Os numeros de pacientes portadores ou nao de cada doenca, bem

como o numero de comorbidades por participante entrevistado na segunda avaliagdo, estdo

detalhados na figura 2 e no grafico 1. A média de comorbidades por idoso foi 3,5.

Comorbidades

Hipertensao
Hipercolesterolemia
Neoplasias (varios sitios)
Arritmia

Doenga Coronariana
Aneurisma (cerebral, aorta ou iliaca)
Diabetes Melitus
Hipertrigliceridemia
Acidente Vascular Encefélico
Infarto Agudo do Miocérdio
Uso de marcapasso

Insuficiéncia Cardiaca

) 31
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Figura 2. Distribui¢do das principais comorbidades, condigdes e eventos cardiacos, vasculares,

metaboblicos e neoplasias, entre os idosos avaliados.
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Grafico 1. Nimero de comorbidades por participante entrevistado em 2019.

4.2.2 Indicadores de fragilidade, declinio cognitivo e/ou funcional
Dados relativos a fragilidade (quedas nos tultimos 6 meses e fraturas prévias),

funcionalidade e cogni¢do também foram obtidos, conforme as tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Numeros relativos a quedas e fraturas.

Sim Frequéncia (%) Niao Frequéncia (%)
Queda nos ultimos 6 meses N=13 29,55 31 70,45
Fraturas ao longo da vida N=27 61,36 17 38,64
Meédia de idade (em 2019) 91,32 anos 90,44 anos

Tabela 3. Distribuigdo das pontua¢des maximas ¢ minimas obtidas nos instrumentos: Escala de Lawton

& Brody, ndice de Katz, 3MS e MMSE.

Instrumento Mixima N°idosos Minima N°idosos Média Mediana
Lawton & Brody 27 19 9 3 23,7 26
Katz 0 38 6 1 0,4 0
3MS 100 12 52% 1 90,4 94
MMSE 30 18 16* 3 27,4 28

*01 participante ndo foi considerado, pois ndo tem mais condi¢des de realizar os testes.
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O numero de comorbidades acumuladas por idoso ndo estava relacionada a um pior

desempenho nas AIVD.(gréfico 2).

rho = 0.02 (p.value 0.89)
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Grafico 2. Comparagdo do resultado do MMSE, por individuo, entre as duas avaliagdes.

4.2.3 Resultados relativos as avaliacdes cognitivas

Dos 44 idosos atendidos na etapa atual do estudo, 33 possuiam avaliagdes com o0s
instrumentos MMSE e 3MS realizadas na etapa anterior. A correlagdo entre os resultados
obtidos nas duas etapas esta representada nos graficos 3 e 4.

Da mesma forma, foram correlacionadas as respostas alcancadas no MMSE e no 3MS,

para cada idoso, em 2019 (grafico 5).
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Grafico 3. Comparagdo do resultado do MMSE, por individuo, entre as duas avaliagdes.
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Grafico 4. Comparagdo do resultado do 3MS, por individuo, entre as duas avaliagdes.
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Grafico 5. Comparagao entre o resultado do MMSSE e do 3MS, por individuo, em 2019.

4.2.4 Resultados de correlaciao entre funcionalidade e cognicao

Os resultados obtidos nas avaliagdes realizadas em 2019, foram correlacionadas da
seguinte forma: 3MS x AIVD, MMSE x AIVD, 3MS x ABVD e MMSE x ABVD. Todas as
correlagdes mostraram que a funcionalidade e bom desempenho cognitivos sdo diretamente

proporcionais, com p<0,01 para cada um dos itens estudados, conforme figura 3.
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Figura 3. Demonstragdo das correlagdoes 3MS x AIVD, MMSE x AIVD, 3MS x ABVD ¢ MMSE x ABVD.

4.3 Achados genomicos

Apos filtragem, estudo e andlise das variantes encontradas nos 59 genes clinicamente
acionaveis recomendados pela ACMG (KALIA et al, 2017) seguindo os passos descritos nos
itens 3.3.3, foi encontrada uma variante de interesse para o presente estudo, detalhada na tabela

5.
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Tabela 5. Variante com potencial significado clinico encontrada.

Parametros

Inicio 43093844

Referéncia G

PredictedFunc.refGene stopgain

Clinvar_RS 1580356898

Contagem de alelos 1

Frequéncia no ExAC 0,0000413

Frequéncia no 1000 genomas 2015 0

Contagem de alelos no 60mais609 0

Cobertura 24,13

Do processo de filtragem relatado, foram identificadas, também, duas variantes
patogénicas no gene MUTYH e uma no gene ATP7B, com uma copia apenas em cada um dos

portadores, e todas relacionadas a heranga autossdmica recessiva.
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5 DISCUSSAO

5.1 Dados demogrdficos, clinicos, cognigdao e funcionalidade

No que tange a demografia, a média de idade dos 44 idosos reavaliados em 2019
encontrava-se acima dos 90 anos, como esperado, visto que ha cerca de uma década a mesma
coorte foi convidada a participar do projeto que avaliava individuos com 80 anos de idade ou
mais. Ademais, puderam comparecer para a reavaliagdo mais mulheres do que homens, fato
que pode estar ligado as taxas consistentes de maior sobrevida no sexo feminino em todo o
mundo. Tal diferenga guarda relagdo com as vantagens bioldgicas inerentes a mulher (por
exemplo, a maior taxa de sobrevida ao nascer, em relacao aos bebés do sexo masculino e taxas
relativamente mais baixas de doencas cardiovasculares e cancer) e com comportamentos
adotados ao longo da vida, sendo um deles a menor exposi¢do a riscos, como tabagismo,
etilismo e exposi¢do a violéncia (UNITED NATIONS, 2019).

Chama a atencdo o reduzido nimero médio de filhos nascidos vivos por participante e
alto grau de escolaridade do grupo, sendo que 31 deles tinham nivel superior ou pos-graduagao.
Por se tratar de pessoas com idade média em torno dos 90 anos, nota-se que a coorte conta com
mulheres componentes de uma geragdo vanguardista, que se encorajou a deixar de priorizar
exclusivamente as atividades domésticas, passou a procurar formacdo em nivel superior,
alocacao no mercado de trabalho e, provavelmente por esta razao, reduziu seu nimero de filhos.
A participagao das mulheres na forca de trabalho vem aumentando desde os anos 70, sendo que
em 2004 elas constituiam 48% dos trabalhadores dos EUA, nimero que dobrou em 30 anos, de
32,2 milhdes em 1971 para 68,3 milhdes em 2003 (BARNETT, 2004). Por outro lado, ¢ valido
ressaltar que os Unicos trés participantes com menor nivel de escolaridade (ensino fundamental
incompleto) eram mulheres, em consonancia com a realidade da maioria delas que, quando
jovens, eram estimuladas a se dedicar exclusivamente ao lar.

Ha de se destacar, também, a predominancia massiva de individuos brancos na coorte
(91%), informacao que pode ser reflexo do racismo estrutural, ainda mais arraigado no passado
vivido por estes idosos. Ele tem impacto importante no formato da distribuicdo dos
determinantes sociais da saude e no perfil de satide da populagdo (BAILEY et al, 2017). Existe
a possibilidade de individuos de minorias étnicas terem menor acesso a participacao em estudos
nos quais o recrutamento ¢ feito por meios de comunica¢ao em massa e, extrapolando, talvez
tais minorias tenham menor numero de representantes com as boas condi¢cdes de saude

necessarias para participacao nesta pesquisa.
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Do ponto de vista clinico, a hipertensao e a hipercolesterolemia foram as comorbidades
mais prevalentes no grupo, presentes em 70 e 59% dos participantes, respectivamente. Em
seguida, as condi¢des de satde mais identificadas foram as neoplasias (varios sitios), doengas
cardiacas (arritmia, doenga arterial coronariana, infarto agudo do miocardio, uso de marcapasso
e insuficiéncia cardiaca), diabetes melitus e doengas vasculares (aneurismas ¢ acidentes
vasculares encefalicos). Tais condic¢des estao diretamente relacionadas as principais causas de
morte em individuos acima dos 65 anos (CDC, 2019), sendo hipertensao, hipercolesterolemia
e diabetes os principais fatores de risco para desenvolvimento e agravamento de doengas
cardiovasculares (ZHAO et al, 2019).

Em relacdo as quedas nos 6 meses anteriores e fraturas ao longo da vida, as frequéncias
foram de 70,45 e 38,64, respectivamente. As quedas da propria altura sao uma das principais
causas de lesdes evitaveis, como: fraturas de quadril, hematomas subdurais ou mesmo a morte
como desfecho (DYKES ef al, 2020). Os dados encontrados sdo alarmantes e evidenciam a
necessidade da prevencdo ostensiva da ocorréncia de quedas nesta populacdo. Entre os idosos
que ndo cairam e nao relataram fraturas, a média de idade foi de 90,44 anos. Entre os que
sofreram quedas e/ou fraturas, a média foi de 91,32 anos. Estudos demonstram que pacientes
com idade acima de 80 anos apresentam maior probabilidade de morte ap6s fratura de fémur
proximal, se comparados com individuos na faixa etaria de 60 a 80 anos, com aumento do risco
a cada ano, e cerca de 20% evoluem a 6bito no primeiro ano apds o evento (MESQUITA et al,
2009). Os cuidados com a satude 6ssea e muscular sao fundamentais para a prevencao de quedas
e fraturas, através de medidas farmacolégicas (ZHOU et al, 2020) e ndo farmacologicas, como
o estimulo a atividades fisicas (SHERRINGTON et al, 2019). A necessidade de
desenvolvimento de politicas publicas neste sentido ¢ urgente.

Entre os 44 idosos reavaliados em 2019, dois relataram ndo terem qualquer uma das
comorbidades ou condig¢des clinicas consideradas no presente estudo, enquanto, por outro lado,
um Unico idoso relatava ser portador de dez comorbidades e/ou condi¢des clinicas prévias.
Dentre estes trés participantes alocados nos extremos, todos apresentaram resultados de 3MS e
MMSE maior ou igual a 90 e 27, respectivamente e eram totalmente independentes para as
ABVD. Uma participante sem comorbidades apresentava dependéncia para quatro das AIVD,
tendo pontuado 22 na escala de Lawton&Brody. Tal declinio se devia a redugdo da acuidade
visual, irreversivel, o que trazia limitagdes especialmente para atividades que requeriam
deslocamento e manejo de finangas. Esta informacdo evidencia a importincia do bom
desempenho dos 6rgaos do sentido e que nem sempre a auséncia de doencas relacionadas ao

aumento da morbimortalidade significa auséncia de limitagdes. Em contrapartida, o idoso



36

portador de multiplas comorbidades era independente para todas as AIVD, exceto para
gerenciar suas medicacdes, atividade para a qual recebia ajuda. Levando-se em conta a
quantidade de remédios que usava para manejo de suas condigdes clinicas ¢ compreensivel que
necessitasse de auxilio para seu uso correto, sem que isso fosse considerado um prejuizo em
sua cognicdo. Os resultados globais do estudo confirmam que ser portador de um maior nimero
de comorbidades ndo estd relacionado a pior desempenho nas AIVD. Um bom controle e
acompanhamento das doencas estd relacionado a melhor qualidade de vida e desempenho
funcional (SOUZA et al, 2016).

Globalmente, o desempenho do grupo na avaliagdo cognitiva foi bastante satisfatorio:
doze idosos atingiram pontuacdo méaxima (100) no 3MS e dezoito no MMSE, sendo que dentre
estes ultimos, todos obtiveram 3MS acima de 93. A média e a mediana da pontuagdo obtida
para o 3MS foram 90,4 ¢ 94 e para 0 MMSE 27,4 e 28, portanto, acima dos valores de corte
para suspeicao de declinio cognitivo. Tais achados sdo consistentes com a alta escolaridade do
grupo, bem como com a boa condi¢do de satde geral da maioria dos participantes. A despeito
destes bons resultados, 9 idosos dos 33 que foram submetidos a avaliacao cognitiva em duas
etapas apresentaram uma reducdo de dois pontos ou mais no MMSE, sendo que 7 deles
obtiveram resultados abaixo do valor de corte (26) e 11 uma reducdo de cinco pontos ou mais
no 3MS, com 5 idosos abaixo do valor de corte (76). Estes achados confirmam a possibilidade
de piora de desempenho em avaliagdes cognitivas com o aumento da idade, ja relatada em
estudos publicados anteriormente (ALMEIDA, 1998).

Com relagdo a funcionalidade, 38 dos 44 idosos (86,4%) eram totalmente independentes
para as ABVD e apenas 1 deles apresentava dependéncia completa. Quanto as AIVD, 19 eram
completamente independentes e 3 totalmente dependentes. Tais achados demonstram que
apesar da alta faixa etaria do grupo, eles fazem parte de uma parcela da populacao idosa que
supera a média das Américas, ndo somente nas expectativas em anos de vida, mas também pela
capacidade de preservacdo da funcionalidade e manutencdo da independéncia para os atos
basicos da vida cotidiana. Em 2015, estimou-se que a expectativa de vida saudavel média na
Regido das Américas era de 66,45 anos, e 12% das pessoas com mais de 60 anos de idade
apresentavam alguma dependéncia para as AVD (OPAS, 2019).

Os resultados obtidos entre as avaliacdes de desempenho cognitivo e funcional (3MS x
AIVD, MMSE x AIVD, 3MS x ABVD e MMSE x ABVD) comprovaram, com significancia
estatistica para cada uma das correlagdes (p<0,01), que os idosos mais funcionais estavam
cognitivamente melhores. Ha estudos que correlacionam a realizagdo de atividades fisicas a

preservacdo ou mesmo melhora do desempenho cognitivo (JOUBERT & CHAINAY, 2018;
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ERICKSON et al, 2019). Neste ponto deve-se considerar que o idoso com melhor
funcionalidade est4d mais apto a realizar o exercicio fisico e, portanto, tem maior chance de obter
os beneficios deste, como a melhora cognitiva. Por outro lado, a relagao inversa deve ser
considerada — o declinio cognitivo pode ser o disparador de perda de interesse por atividades,
levando o idoso a reduzir a quantidade de tarefas executadas durante seu dia a dia, culminando
em perda funcional. Aqui merece destaque algo bastante comum na prética clinica: o receio por
parte dos cuidadores e familiares em deixar os idosos realizarem tarefas, especialmente apos
quedas da propria altura e fraturas, por receio de recorréncia. Assim, ha uma parcela
consideravel de idosos que passa a ficar mais restrita por esta razdo. Essa diminuicdo da

atividade, pode ter impacto na capacidade cognitiva.

5.2 Correlacdo de dados clinicos e moleculares

Para efeito de tal correlagdo foram analisados apenas os dados de saude relativos aos
antecedentes cardioldgicos, vasculares, metabolicos e neoplasicos. Isto inclui a maioria das
condig¢des clinicas relacionadas aos 59 genes clinicamente acionaveis, nos quais as variantes
patogénicas encontradas tém recomendacdo de serem reportadas, de acordo com a publicacio
da ACMG (KALIA, 2017). Em 20 de maio de 2021 foram publicadas as novas recomendacgdes
e a lista atualizada de genes da ACMG (MILLER et al, 2021a; MILLER et al, 2021b). No
entanto, tendo em vista que os resultados do presente estudo j& estavam prontos e analisados
com base na lista de 2017 e os prazos a serem cumpridos, optou-se por manter a analise ja
realizada. E importante destacar que pode haver variantes patogénicas excluidas, como as
intronicas, por exemplo, devido as restrigdes impostas pelos critérios de filtragem.

A partir da estratégia de filtragem de variantes adotada, descrita na tabela 1, apenas uma
variante patogénica de heranga autossomica dominante foi encontrada entre os 121 idosos que
tiveram o genoma sequenciado, localizada no gene BRCA 1, situado no cromossomo 17. Nao
hé relato de historia pessoal de cancer de mama ou ovario nesta participante até os 95 anos de
idade e ndo ha registro de dados de satde de seus familiares ascendentes ou descendentes.

Variantes patogénicas da linhagem germinativa neste gene, em sua maioria sdo
adquiridas de um dos pais, e predisponentes a maior risco de cancer de mama, ovario e pancreas.
As caracteristicas clinicas da neoplasia maligna de mama familiar em comparacdo com a
esporadica sdo: idade mais jovem ao diagndstico, doenca frequentemente encontrada em ambas
as mamas e ocorréncia mais frequente em homens em relagao a populagdo masculina em geral

(HALL et al, 1990).
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O gene BRCAI tem a funcdo de supressdo tumoral, envolvido nas fungdes celulares
basicas necessarias, como a replicacdo celular e a sintese de DNA. Sua expressao reduzida, em
decorréncia de mutagdes ou inativacdo por mecanismos epigenéticos, leva a diferenciacao
celular e aumento no risco de cancer. Embora esteja presente em todas as células, onde ¢
essencial para a manutencao da integridade do genoma, ainda ndo esta claro por que mutacdes
no gene BRCA 1 predispdem significativamente mais a cancer de mama e ovario, do que a outros
tipos de cancer (ROMAGNOLO et al,2015).

A variante encontrada nesta coorte ¢ uma SNV, de localizagdo citogenética 17q21.31,
na posicdo 43093844, utilizando-se o hg38, onde ha substituicdo de uma guanina por adenina,
gerando um codon de parada prematuro, com perda de fung¢do, mecanismo amplamente
conhecido como associado a doengas. No ClinVar, a variante ¢ classificada como patogénica,
com 3 estrelas, o que significa ter sido revisada por painel de especialistas.

Contudo, devido a penetrancia incompleta, idade variavel de desenvolvimento do cancer
e outros fatores, alguns conhecidos e outros a serem descobertos, nem todos os individuos com
tal variante irdo, de fato, desenvolver o cancer (PETRUCELLI et al, 1998).

Mutagdes em BRCAI sdo consideradas de alta penetrancia; estudos estimam cerca de
50 a 80% de risco de desenvolvimento de cancer de mama até os 70 anos de idade
(AMENDOLA & VIEIRA, 2005) e a penetrancia estimada aos 80 anos foi de 36% para cancer
de ovario e 68% para cancer de mama (RISCH et a/,2001). Por outro lado, deve-se considerar
que fendtipos clinicos derivam, potencialmente, de influéncias digénicas, oligogénicas e
poligénicas mais frequentemente do que se imagina. A ancestralidade ¢ outro ponto que merece
destaque, uma vez que diferentes ancestralidades tém polimorfismos especificos, que por sua
vez podem interagir com a variante patogénica e modular seu efeito. O impacto dos genotipos
em seus portadores também pode ser modificado por fatores epigenéticos e ambientais,
permitindo interagdes sinérgicas e antagdnicas, resultando em contribuicdes altamente
individualizadas para o fendtipo (sejam deletérias ou protetoras) que irdo influenciar, de forma
variavel, a expressdo génica (COOPER et al, 2013). Assim, pode-se explicar, a0 menos
parcialmente, a auséncia de fenotipo clinico na participante portadora da mutacao até seus 95
anos de idade.

Por fim, ndo foi possivel o acesso as informagdes clinicas dos familiares da paciente
(especialmente filhos e netos), pois a coleta de dados da familia e o aconselhamento genético
nao estavam contemplados em termo de consentimento. Pelo mesmo motivo, ndo foi possivel

dar prosseguimento na investigacdo dos filhos de portadores de variantes patogénicas de
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heranca mendeliana autossdmica recessiva, nos genes MUTYH e ATP7B, os quais poderiam ser

portadores da mutacdo em homozigose ou heterozigose composta.

5.3 Aconselhamento genético

Dada a complexidade envolvida nos resultados do sequenciamento de genomas e
exomas, a condu¢do do processo necessita ser realizada por profissional de satde capacitado e
preparado para lidar com as angustias e consequéncias envolvidas. Uma revisdo sistematica
mostrou que o adequado aconselhamento genético pode levar a maior conhecimento e controle
pessoal, comportamentos positivos em relagao a saude, como a melhor adesao as orientagdes
profissionais, maior precisdo da percepc¢ao de risco, bem como diminui¢do da ansiedade nos
pacientes a ele submetidos (MADLENSKY et a/, 2017).

Com o aumento expressivo da aplicagao do sequenciamento, tanto na pratica clinica,
quanto no ambito da pesquisa, € o crescente aumento na lista de variantes patogénicas
predisponentes de condigdes clinicas para as quais € possivel realizar prevengao ou tratamento,
recomendada pela ACMG, faz-se mister o planejamento da consulta pré-teste, com coleta de
historia pessoal e familiar de alta qualidade (BYLSTRA et a/, 2021). A discussao ativa sobre o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, antes da assinatura pelo consulente ou
participante da pesquisa, ¢ fundamental para alinhamento de expectativas, momento em que
deve ser solicitada a expressao de seu desejo por saber ou nao informagdes relevantes oriundas
do teste, que podem impactar diretamente sua saude ou de seus familiares.

O cumprimento das etapas do processo de aconselhamento pode tornar a devolutiva de
resultados mais fluida e efetiva, uma vez que ja foram realizadas escolhas prévias fundamentais
para o melhor esclarecimento do portador da variante e, também, foram colhidos dados
essenciais para dar seguranga ao profissional que realiza as consultas.

Com base no exposto, o grupo identificou a importancia do aperfeicoamento continuo
dos termos de consentimento. Paralelamente, pesquisadores do grupo estdo desenvolvendo

estudos nesta area, com o intuito de aprimorar ainda mais os processos do CEGH-CEL.
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6 CONCLUSOES

e Os idosos participantes apresentam nivel de escolaridade acima da média brasileira, o
que pode ter influenciado nos resultados também acima da média nas avaliagdes
cognitivas e funcionais.

e A presenga de multimorbidades ndo significa, necessariamente, pior desempenho
funcional.

e O prejuizo em 6rgaos do sentido pode causar dependéncia funcional, independente das
condicdes de saude geral e da cognigdo.

e Os indices de quedas e ocorréncia de fraturas em idosos consistem em problema de
satde publica e requerem acdes para reducao da morbimortalidade por elas causadas.

e Melhores desempenhos funcionais estdo relacionados a melhor resposta cognitiva, com
significancia estatistica (p<0,01).

e Os achados confirmam a possibilidade de piora de desempenho em avaliagdes
cognitivas com o aumento da idade, ja amplamente relatado em estudos anteriores.

e A variante patogénica em BRCAI presente na participante do estudo, sem histdrico de
cancer de mama ou ovario, pode ser justificada pela penetrancia incompleta.

e A consulta pré-teste consiste em parte fundamental do processo de analise de variantes,
para melhor correlagdo entre dados clinicos e gendmicos.

e A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deve consistir em
processo dinamico, que envolve explicagdes ao participante sobre os possiveis
resultados, alinhamento de expectativas sobre estes e deve conter espago para expressao
de seu desejo de conhecer ou nao os achados relevantes para ele e sua familia.

e Os processos de analise de variantes dos estudos futuros a serem realizados pelo grupo
deverdo acompanhar a lista mais recente de genes recomendados pela ACMG, tendo

em vista que a atualizacdo sera anual a partir de 2021.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar dos esfor¢os dos pesquisadores de diversas localidades no mundo no
aprimoramento da analise de variantes, com o intuito de melhorar a padronizag¢do, a
objetividade e a assertividade, a subjetividade ainda ¢ parte do processo, o qual ¢ examinador
dependente, ¢ pode levar a diferentes resultados quando comparadas as conclusdes de
laboratérios com as de centros de pesquisas distintos (WALSH et al, 2017). Ademais, os
grandes bancos de dados gendmicos sdo mais centrados em dados genéticos europeus, o que
resulta em mais um viés, podendo tornar a comparacao entre populagdes miscigenadas, como
a brasileira, uma tarefa dificil e até¢ imprecisa.

A construgdo e ampliacdo de bancos de dados gendmicos incluindo as diferentes
populacdes que compdem o heterogéneo povo brasileiro consiste em esfor¢o primordial para o
aperfeicoamento da interpretacdo de achados gendmicos neste pais. Assim, o grupo tem o
intuito de prosseguir com as investigagdes e pretende, em breve, submeter novo projeto que
visa a aumentar a coorte 80+, bem como montar novas coortes, para ampliagdo da coleta de
dados clinicos, epidemioldgicos, genéticos, gendmicos e celulares, a fim de expandir o
conhecimento acerca das caracteristicas desta populagdo e, por consequéncia, prover dados que
auxiliem na elaboracao de estratégias para promog¢ao do envelhecimento saudavel, com melhor

qualidade de vida.
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9 ANEXOS

Anexo I: Questionario

Identificacao/ Dados Gerais

ID-Genoma BO:

Nome completo do entrevistado:

Data de nascimento:

Data desta entrevista:

Idade na avaliagao:

Sexo:

Nome do acompanhante:

Parentesco com idoso:

Contato:
Altura: cm
Peso: kg
Estado Civil:
Filhos:

Com quem mora:

Escolaridade:

Profissao:

Cor autodeclarada:

Religido:

Comorbidades/ Sinais/ Sintomas

Hipertensao?

Asma?

Diabetes?

Tuberculose?

Bronquite?

Enfisema?

Doenga Coronariana?

Infarto?
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Uso de marcapasso?

Arritmia?

Insuficiéncia Cardiaca?

Doenga de Chagas?

Acidente Vascular Encefalico - Ficou com sequela(s)? Se sim, qual (quais)?

Embolia?

Aneurisma?

Trombose?

Artrite?

Artrose?

Doenga reumatica?

Dor ha mais de 3 meses - Onde?

Osteoporose?

Queda nos ultimos 6 meses - Quantas? Houve fratura? Lesao na cabega?

Fratura - Em que osso? Qual causa?

Anemia?

Transplante de 6rgao?

Dor no peito?

Inchaco persistente nos pés ou tornozelo?

Falta de ar quando est4 acordado?

Vertigem ou tontura persistentes?

Fadiga ou cansago importante?

Tosse persistente ha mais de 3 semanas?

Nausea persistente € vomito?

Falta de apetite?

Catarata?

Glaucoma?

Degeneracdo Macular Relacionada a Idade?

Consumo de alcool - Qual carga etilica? Parou? Se sim, ha quanto tempo?

Tabagismo - Qual carga tabagica? Parou? Se sim, ha quanto tempo?

Hipercolesterolemia?

Hipertrigliceridemia?
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DST?

Hipotireoidismo?

Hipertireoidismo?

Ansiedade?

Depressao?

Sindrome do Panico?

Esquizofrenia?

Cancer - Qual? Quando foi diagnosticado?

Doenga das mamas - Qual? Quando foi diagnosticada?

Doenga dos ovarios - Qual? Quando foi diagnosticada?

Doenga do utero - Qual? Quando foi diagnosticada?

Doenga da prostata - Qual? Quando foi diagnosticada?

Adenoma intestinal/ pdlipo?

Faz colonoscopia de rotina?

Cirurgia(s) prévia(s) - Qual? Quando?

Alergias medicamentosas - A que medicamento (s)?

Vacinagao - Quais vacinas tomou?

Incontinéncia urinaria? - Tipo?

Medicamentos - Quais? Posologia?

Observagdes:
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Anexo II: Testes de Cognicao — 3MS e MMSE
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Anexo III: Indice de Katz

Atividade Independente SIM  NAO
Ndo recebe assisténcia ou somente recebe em uma () ()
1. Banho
parte do corpo.
Escolhe as roupas e se veste sem nenhuma ajuda, () ()
2. Vestir-se
exceto para calgar sapatos.
Vai ao banheiro, usa-o, veste-se e retorna sem nenhuma () ()
3. Higiene : ]
assisténcia (pode usar bengala ou andador como apoio e
Pessoal 3
usar comadre/urinol a noite).
Consegue deitar e levantar de uma cama ou sentar e () ()
4. Transferéncia levantar de uma cadeira sem ajuda (pode usar bengala
ou andador).
s Tem autocontrole do intestino e da bexiga (sem () ()
5. Continéncia
“acidentes ocasionais”).
i Alimenta-se sem ajuda, exceto para cortar carne ou () ()
6. Alimentagao g
passar manteiga no pdo.

FONTE: FREITAS, E.V. et al. Tratado de Geriatria e Gerontologi. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, pp. 613, 2002

Anexo IV: Escala de Lawton &Brody

Atividade
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1 O{a) Sria) consegue usar o telefone? Sem ajuda 3
Com ajuda parcial 2

Mao consegue 1

2 ©Ofa) Sria) consegue ir a locais distantes, usando Serm ajuda 3
algum transporte, sem necessidade de planejamentos Com ajuda parcial 2
especiais? Mao consegue 1

3 Oi{a) Sria} consegue fazer compras? Sem ajuda 3
Com ajuda parcial 2

Mao consegue 1

4 ©Ofa) Sria) consegue preparar suas proprias refeigbes? Sem ajuda 3
Com ajuda parcial 2

Mao consegue 1

5 O{al Sria) consegue arrumar a casa? Sem ajuda 3
Com ajuda parcial 2

Mao consegue 1

] Oi{a) Srla) consegue fazer rrabalhos manuais domésticos, Sem ajuda 3
COMO PBOUENoS repanss? Com ajuda parcial 2

Mao consaegue 1

7 Oia) Sria) consegue lavar & passar sua roupa? Sem ajuda 3
Com ajuda parcial 2

Mao consegue 1

a8 Ofa) Sria} consegue tomar seus remédios na dose e Sem ajuda 3
horarios corretos? Com ajuda parcial 2

MNao consegue 1

9 Ofa) Sria) consegue cuidar de suas financas? Sem ajuda 3
Com ajuda parcial 2

Mao consegue 1
TOTAL pontos

Fonte: Adaptado de: BRASIL. Ministério da Sadide. Secretaria de Atencao i Salde. Envelhecimen-
to e saude da pessoa idosa. Brasilia. DF: Ministerio da Sadde, 2007 192 p. {Seérie A. Narmas
& Manuais Técnmicos) (Cadernos de Atencao Basica: n. 19). Disponivel em: bitp-dhysms



