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RESUMO

Os Menonitas sdao um grupo Anabatista cristdo que foi perseguido na
Europa devido a sua crencga, passando a constituir grupos fechados, em que
a préatica de casamentos consanguineos se tornou frequente. Ao migrarem
para o Brasil formaram comunidades como a Colbénia de Witmarsum (PR). O
cancer € um conjunto de doencas que apresenta diversas causas e uma
grande complexidade podendo ocorrer de forma hereditaria, quando uma
mutacdo ocorre na linhagem germinativa e € transmitida ao longo das
geracdes de uma familia dando origem as sindromes familiais. A comunidade
de Witmarsum, por intermédio de uma representante, manifestou o desejo de
ser estudada devido a percepcao de que ali ocorriam muitos casos de cancer.
Deste modo, foi proposto um estudo voluntario para se realizar o levantamento
dos casos de cancer nas familias desta comunidade e o aconselhamento
genético. Dez familias se voluntariaram, das quais trés preencheram os
critérios estabelecidos para sindromes conhecidas, como a Sindrome de
Cancer de Mama e Ovario Hereditaria (HBOC) em duas familias e a
Neurofibromatose do Tipo 1 (NF1) em uma terceira. Membros destas familias
foram selecionados para analises moleculares, que confirmaram o0s
diagndsticos clinicos. Em ambos os casos foram encontradas mutacdes que
alteram o quadro de leitura levando a producéo de proteinas truncadas, sendo
c.1961delA em BRCAL no individuo da familia com HBOC e ¢.3601delT em
NF1 em cinco individuos da familia com Neurofiboromatose do Tipo 1. As
demais familias analisadas ndo preencheram critérios clinicos para sindromes
ja descritas e foram classificadas como portadoras de casos esporadicos de
cancer.

Palavras-chave: Menonita. Aconselhamento genético. Cancer hereditario.



ABSTRACT

Mennonites are a Christian Anabaptist group that were persecuted in
Europe due to their belief, and since then constitute closed groups, where the
practice of consanguineous marriage has become common. In Brazil, they
migrated and formed communities such as “Witmarsum Community (PR)”. Cancer
is a multifactorial and complex group of diseases that can occur in hereditary form,
when a germline mutation happens and is transmitted through family generations,
giving rise to familial syndromes. The Witmarsum Community, through an agent,
expressed the desire to be studied once they have noticed a high number of cancer
cases in their population.
In this way, a voluntary study was proposed to carry out the survey of cancer cases
in the families of this community and the genetic counseling. Ten families
volunteered, of which three met the established criteria for known syndromes. Two
families were classified as Hereditary Breast and Ovarian Cancer (HBOC) and one
as Neurofibromatosis type 1. Families members were selected for molecular
analysis, that confirmed the diagnosis. In both cases were found frameshift
mutations, that cause the production of truncated proteins, which are ¢.1961delT
in BRCAL in the HBOC family and c¢.3601delT in NF1 in the Neurofibromatosis
type 1 family. The other families analyzed did not meet clinical criteria for
syndromes already described and were classified as presenting sporadic cases of
cancer.

Key-words: Mennonite. Genetic counseling. Hereditary cancer
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1. INTRODUCAO

Os Menonitas sdo um grupo Anabatista cristdo, que surgiu no século XVI.
Perseguidos na Europa devido a sua crenca, passaram a constituir grupos
fechados, em que a pratica de casamentos consanguineos se tornou frequente.
Em busca de liberdade, migraram para diversos paises, entre eles o Brasil. Aqui,
formaram comunidades como a Coldnia de Witmarsum, no Estado do Parana,
onde desenvolveram uma cooperativa agropecuaria. Estudos de associacdo
genética a doencas e de genética de populacdes tém sido realizados nesta
populacdo, a fim de compreender sua estrutura genética e o componente
genético de algumas doencas. Dentre estas, destaca-se o0 cancer
familiar/hereditério.

O cancer é um conjunto de doencas que tem sido foco de estudos nos
altimos anos por apresentar diversas causas e uma grande complexidade. As
estimativas de casos de cancer tém aumentado a cada ano, sendo que para o
ano de 2030 foram estimados 21,4 milhdes de novos casos no mundo
(GLOBOCAN, 2012). Tal aumento na taxa de deteccdo de céancer esta
relacionado com a aplicacdo de exames preventivos e envelhecimento da
populacao. O cancer é decorrente de alteracdes no material genético das células
que levam a desregulacdo da sua homeostase e de processos como crescimento
e divisédo celular, promovendo um desenvolvimento descontrolado o que permite
a formacéo de tumor. Esta doenca pode se apresentar de forma esporadica ou
hereditaria, nesta uma mutacdo esta presente na linhagem germinativa e €
transmitida ao longo das geracdes de uma familia. O cancer hereditario muitas
vezes é componente de sindromes familiais e o aconselhamento genético se
mostra necesséario. O conhecimento da histéria familiar e os calculos de risco
para o desenvolvimento desta e outras doencas associadas permite a tomada
de decisdes com relacao, por exemplo, a estratégias de tratamento, alteracao do
estilo de vida e questbes relacionadas a reproducdo que podem ser adotadas
visando a reducéo dos riscos. Assim sendo, este trabalho tem por objetivo
realizar o levantamento dos casos de cancer nas familias da comunidade
Menonita de Witmarsum (PR), a analise molecular de individuos selecionados e

realizar o aconselhamento genético nesta colbnia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POPULACAO MENONITA

Grupos Anabatistas, como os Amish, Hutteritas e Menonitas representam
populacbes compostas por pequeno numero de individuos, geralmente
derivadas de efeitos de gargalo, onde uma populacao inicial maior, por algum
motivo, foi reduzida e/ou dividida. Estas populacbes comumente vivem
separadas geograficamente e/ou culturalmente de outras por muitas geracoes,
e a maioria ainda apresenta pouca miscigenacdo com outras culturas, como
algumas comunidades Amish e Hutteritas na América do Norte e Menonitas na
Bolivia e Paraguai. Estas comunidades mostram-se interessantes para estudos
populacionais e genéticos, principalmente no contexto das doencas hereditarias,
uma vez que, além do isolamento local/cultural, provém de um pequeno namero
de fundadores ha relativamente poucas geracdes; apresentam homogeneidade
ambiental e fenotipica; relacées de consanguinidade e endogamia recorrentes;
e registros detalhados das familias que compdem a comunidade, permitindo a
construgcdo de heredogramas multigeracionais (ARCOS-BURGOS; MUENKE,
2002).

Os Menonitas sdo um grupo cristdo que tem sua origem no movimento
Anabatista (que significa “batizar de novo”) da época da Reforma no século XVI
(1525), na Suica, onde um grupo de estudiosos protestantes percebeu que
apenas individuos que tinham idade suficiente para ter conviccdo de sua fé
deveriam ser batizados, com base nessa fé e no compromisso de viver segundo
a palavra de Deus (PENNER et al., 1984; MASKE, 1999). O termo Menonita, tem
origem no nome do padre holandés Menno Simons (1496-1561) que em seus
escritos foi um dos principais responsaveis por formalizar os ensinamentos
Anabatistas e instaurar o pacifismo. O termo “Menonita” também se refere aquele
individuo que pertence a um grupo cuja religido é evangélica livre, pratica o
batismo adulto e renuncia ao servi¢o de guerra (THIESSEN, 2003).

Os descendentes dos Menonitas deste periodo compdem dois grandes
grupos: os holandeses-alemées, que atualmente vivem principalmente na

América Latina e no oeste do Canada, e 0s suicos-alemdes, que vivem
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principalmente no estado da Pensilvania (Estados Unidos) e em Ontario
(Canada). Além disso, a grande maioria dos Menonitas hoje sdo convertidos na
Africa formando um novo grupo sem relacéo de descendéncia com os originais
(ORTON et al., 2008).

Ainda no século XVI, o movimento Anabatista passou a ser usado para
representar a revolta popular contra o clero e a nobreza, motivando guerras civis.
Por esta razdo, os Menonitas passaram a ser perseguidos na Suica, Alemanha
e Holanda, necessitando se refugiar na Prassia, onde construiram uma sdlida
reputacdo como bons trabalhadores rurais e pagadores de impostos. Diante
disso buscavam se estabelecer em regides pouco habitadas formando col6nias
isoladas e autossuficientes reduzindo o contato com o mundo exterior. Em
meados do século XVII, diversos grupos optaram por migrar para a Ucrania,
recém-adquirida do Império Otomano pela Russia, onde Ihes foi garantida a
liberdade religiosa e a isencdo do servico militar, podendo assim formar
comunidades agricolas. Contudo, ndo poderiam evangelizar sua fé e deveriam
se casar apenas entre si, levando a ocorréncia de endogamia e consanguinidade
(PENNER et al., 1984; DUCK, 2005; ORTON et al., 2008;).

ApO6s quase 250 anos vivendo na Prussia, os Menonitas passaram a
iniciar, novamente, a busca por terras que lhes garantissem liberdade religiosa.
A imperatriz Catarina Il, entre o final do século XVIII e inicio de XIX, os convidou
para viverem no sul da Russia. Assim durante 150 anos viveram neste pais em
comunidades isoladas com autonomia civil onde conseguiram desenvolver um
sistema sociocultural baseado em sua fé. ApGs a revolucéo de 1917, na RUssia,
apresentavam a imagem de “inimigos do povo” por causa de sua religido e por
serem donos de propriedades produtivas, o0 que reiniciou sua perseguicéo. Em
1929, aproximadamente 5000 Menonitas fugiram com ajuda de Menonitas
aleméaes e canadenses. Tinham como principal destino o Canada, mas nem
todos obtiveram permissao para entrar no pais uma vez que 0 governo passou
a ser mais restritivo com imigrantes, sendo encaminhados para o Paraguai —
cerca de 2800 pessoas, e para o Brasil — 1200 pessoas (PAULS JUNIOR,1980).
O Paraguai oferecia varios privilegios aléem da liberdade religiosa, como
administracdo independente das colbnias, isencdo do servico militar e
estabelecimento de um sistema educacional préprio. Contudo, na época era um

pais pouco desenvolvido e apenas algumas familias decidiram ir para la.
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No Brasil, inicialmente se fixaram no estado de Santa Catarina, criando a
Coldnia Krauel, composta por trés nucleos: Waldheim, Gnadental e Witmarsum.
As familias que chegaram por ultimo, passaram a se instalar na Serra do Mirador,
denominada Stolz-Plateau, formando o nucleo de Auhagen. Entretanto nos anos
iniciais muitas dificuldades surgiram principalmente com relacdo ao manejo da
terra e problemas na colheita de batata doce, milho e mandioca (SIEMENS,
1984). Assim perceberam que ali o solo ndo era muito produtivo e algumas
familias foram em busca de terras melhores emigrando para outras regiées do
pais, como Rio Grande do Sul, Parana, S&do Paulo, Mato Grosso, Bahia e
Amazonas, onde formaram vilas e cooperativas, passando a viver em
comunidades relativamente fechadas (FIGURA 1). Estas comunidades, se
tornaram importantes contribuintes para o crescimento do pais no setor
econdmico e de assisténcia social (PAULS JUNIOR,1980).

Witmarsum (PR) Mato Grosso

B _— / Amazonas

Colénia Nova (RS)

Clevelandia (PR)

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DA MIGRACAO DOS MENONITAS NO BRASIL.
FONTE: Adaptado de PAULS JUNIOR (1980).

Em 1949, diversas familias, principalmente da Colbnia de Krauel, foram
para o estado do Rio Grande do Sul, onde fundaram a Colénia Nova, nas
proximidades da cidade de Bagé. Anos antes, no Parana, as familias se
estabeleceram na regido de Curitiba onde atualmente estdo localizados os
bairros do Xaxim, Boqueirdo, Vila Guaira e Agua Verde. Em 1933, viviam na

cidade cerca de seis familias Menonitas, sendo duas vindas de Stoltz-Plateau,
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duas da Colbnia Witmarsum-Krauel e duas do Paraguai. Posteriormente,
retirantes do ndcleo de Auhagen também chegaram a regido. Com o passar dos
anos, cada vez mais familias foram chegando e passaram a se dedicar a
producdo de leite (PAULS JUNIOR,1980). Atualmente, o maior grupo de
Menonitas no Brasil estd em Curitiba. Em 1951, 74 familias Menonitas adquiriram
a Fazenda Cancela no municipio de Palmeira, proximo a Curitiba, onde fundaram
a Colonia Witmarsum dando origem a uma cooperativa mista agropecuaria
(PAULS JUNIOR, 1976).

“Witmar” significa “famoso das florestas” em frisio e “Sum”, um sufixo, quer
dizer “chacara”, portanto o nome dado a col6énia de Witmarsum significa “chacara
do Witmar”, ou seja, a “chacara do famoso das florestas” (NIKKEL; KLIEWER;
1991). Além disso, Witmarsum é o nome da cidade catarinense de onde a
maioria de seus fundadores migraram na década de 50 e de uma pequena
cidade na Frisia (norte da Holanda) onde Menno Simons nasceu. As terras desta
colonia apresentam cerca de 7.800 hectares incialmente divididas em 128
chacaras. Posteriormente houve a divisdo em cinco aldeias, numeradas de 1 a
5, dispostas ao redor do centro administrativo, comercial e social localizado na
sede da antiga fazenda e atual Museu Histérico Casa Fazenda Cancela.

Em 1965 foi realizado um levantamento dos habitantes Menonitas na
colénia pelo socidlogo Minnich, contabilizando 127 familias (691 individuos) e
em 1979 passaram para 167 familias (769 individuos). Nesta época 28 familias
moradoras da colénia ndo possuiam ascendéncia Menonita. Na década de 90 o
namero de moradores Menonitas atingiu 1.086 individuos. Com o passar do
tempo, o numero de trabalhadores ndo-Menonitas foi aumentando, assim como
0S casamentos entre Menonitas e n&o-Menonitas (apud KLASSEN,1998).
Segundo os dados fornecidos numa circular de 2001 da Associagdo Comunitaria
dos Moradores Proprietarios de Witmarsum, 1.599 pessoas viviam na col6nia
sendo que 1.183 eram de ascendéncia Menonita. A Associacdo Comunitaria dos
Moradores Proprietarios de Witmarsum foi criada para ajudar na manutencéo do
ensino da pré-escola ao ensino médio, a escola de musica, o museu histérico, o
atendimento meédico-hospitalar, farmacéutico e odontolégico, atividades
esportivas e outras modalidades de desenvolvimento cultural. Além disso a
coldnia possui uma forte vertente religiosa, ja que esta € um dos trés pilares que

a mantém sendo os demais a escola e a cooperativa (PAULS JUNIOR, 1976). A
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base econdmica da colbnia desde sua fundacéo € a agropecuaria sobretudo no
ramo de leite, distribuido principalmente em Curitiba e Ponta Grossa. Ainda ha
criacao de frangos e porcos para o abate e plantacdes de soja e milho. A Colonia
de Witmarsum exibe um forte turismo baseado, principalmente, na producao de
leite e queijos, nos diversos cafés coloniais e no turismo rural.

A colbnia possui um Museu Histérico, a Igreja Evangélica Menonita e a
Igreja Evangélica Irm&os Menonitas, colégio e escola de mdusica, hotéis e
pousadas, cafés coloniais e restaurantes, um centro cultural recreativo, parque
de exposicbes da Cooperativa, as famosas Estrias Glaciais, além de hospital,
farmécia, posto policial, agéncias bancaria e de correio, um supermercado da
Cooperativa, posto de abastecimento, de informaces turisticas e um cemitério.

Os Menonitas normalmente seguem rigorosamente sua doutrina e fé. Os
casamentos consanguineos tornaram-se inevitaveis, devido ao isolamento
imposto a sua comunidade, especialmente em gerac¢des anteriores, na Europa.
Deste modo, representam uma comunidade bem definida, com maior
homogeneidade genética, casos de consanguinidade e, consequentemente, de
descendentes homozigotos e agregacao de doencas autossbmicas recessivas
muitas delas atribuidas ao efeito fundador (JAWORSKI et al., 1988). Diante
disso, diversos estudos com relacao a frequéncia de polimorfismos, por exemplo,
tém sido realizados em Menonitas.

Boschmann e colaboradores (2012) investigaram a frequéncia dos
polimorfismos LCT*-13910 C>T e LCT*-14010 G>C, associados a persisténcia
da lactase, nas populacdes Menonita e Euro-brasileira ndo-Menonita do Sul do
Brasil. Estes autores observaram que 45% dos Euro-brasileiros apresentam o
genotipo LCT*-13910 C/C, marcador para hipolactasia priméaria, comparado a
somente 12% dos Menonitas. Logo, a persisténcia da lactase chega a 88% na
populacdo Menonita, comparado a somente 55% dos Euro-brasileiros néo-
Menonitas.

Doherty e colaboradores (2012) identificaram a variante ¢.1473delG no
gene GPSM2, como variante causal para a Sindrome de Chudley-McCullough
(CMS), que apresenta heranca autossOmica recessiva e é caracterizada por
perda auditiva neurossensorial profunda e anomalias cerebrais, em pacientes
com ancestralidade Menonita. O mesmo foi encontrado por Almomani e

colaboradores (2012), ao analisarem variantes neste gene relacionadas a CMS
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em Menonitas Norte-americanos. Assim, sugeriram que a mutacao c.1473delG
em GPSM2 associada a CMS parece ser uma mutacao fundadora antiga, que
foi trazida a América do Norte por colonos Menonitas originarios da Europa
Ocidental.

Os resultados obtidos por Alvarado-Esquivel e Delanghe (2007) indicam
um efeito fundador com relacdo aos fenotipos de haptoglobina (Hp) numa
populacdo mexicana de Menonitas onde a frequéncia do alelo Hp*1 (0,317)
apresentou-se distinta da encontrada na populacdo alema (0,460) de onde
originaram-se. Os autores relacionaram tal resultado com a migracdo da
populacdo Menonita dentro da Europa, principalmente no leste onde se fixaram
na Russia e subsequente estabelecimento nas Américas.

Boldt e colaboradores (2009) analisaram a diversidade da regido
codificadora do gene do receptor da quimiocina CC (CCR5) em cinco populacdes
da América do Sul. Encontraram dois novos alelos ndo sinbnimos em Amerindios
e uma alta frequéncia de CCR5*D32 na populacdo de Euro-brasileiros. Com
relacdo a populacdo Menonita, em uma subamostra dos Euro-brasileiros,
encontraram uma frequéncia duas vezes maior (14,2%) se comparada com a
subamostra de Euro-brasileiros ndo Menonitas, porém parecida com a
frequéncia encontrada no norte europeu. Assim, sugerem que um efeito
fundador ou de gargalo associado a deriva genética teria levado ao aumento da
frequéncia alélica de D32 nesta populacéo.

Na provincia de Manitoba no Canada, diversas familias Menonitas foram
relatadas com céancer de colon néo-polipomatoso hereditario (HNPCC) ou
Sindrome de Lynch. A mutacdo p.Trp714X no gene MLH1 foi encontrada em
todas estas familias, sugerindo um possivel evento de efeito fundador, uma vez
que ndo eram diretamente relacionadas. O gene mutado nestas familias
apresentou uma penetrancia de 40 a 60% e a idade média de diagndéstico de
HNPCC por volta dos 40 anos (ORTON, 2008).

A anemia de Fanconi (AF) é uma desordem hereditaria decorrente de
instabilidade cromossdémica, associada a faléncia da medula Ossea e
predisposicao ao cancer. Em alguns grupos étnicos, a incidéncia de AF é maior
do que 1:130.000 geralmente encontrado na populacdo, devido ao isolamento
genético e efeito fundador presente em algumas comunidades fechadas. Vries e
colaboradores (2012) estudaram 15 individuos Norte-americanos portadores da
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mutacao c.67delG no gene FANCC relacionado com AF, sendo que 11 eram
homozigotos, com ancestralidade holandesa e parentesco com Menonitas de
Manitoba no Canada. Ao realizarem a investigacdo genealdgica, observaram
gue os ancestrais destes individuos vieram de quatro areas da Holanda, sendo
gue estes apresentaram o mesmo haplotipo, indicando a possibilidade de um
ancestral comum. Levando em conta também a existéncia de consanguinidade,
0s autores consideraram esta mutagcdo como sendo uma mutagédo fundadora
holandesa e assim sugeriram que a frequéncia de portadores da mutacao
c.67delG em FANCC na populacédo Norte-americana Menonita € maior do que o
esperado para uma doencga recessiva rara como a Anemia de Fanconi.

Nakamura e colaboradores (2014) estudaram dez individuos Menonitas
que apresentavam a mutagcdo sem sentido c¢.6200C>A no gene ATM,
considerada como sendo uma mutacao exclusiva da populacdo Menonita. Estes
individuos exibiam uma variante fenotipica de ataxia-telangiectasia (AT).
Diversos deles desenvolveram cancer e em sequéncia, reacdes adversas a
radioterapia e/ou quimioterapia.

H& muitos outros estudos genéticos realizados na populacdo Menonita,
como, por exemplo, em relagdo a deficiéncia do fator intrinseco gastrico
(FERRAND et al., 2014), quanto ao risco de esclerose multipla (LAUER, 2006),
para varias doencas hereditarias (JAWORSKI et al.; 1989), Sindrome de Alstrém
(COLLIN et al.; 2002), Sindrome de deplecdo mitocondrial hepatocerebral
(TADIBOYINA et al.; 2005), entre outros ilustrados no quadro 1.



QUADRO 1 - DOENGCAS GENETICAS ESTUDADAS NA POPULAGAO MENONITA GERMANICA-HOLANDESA ATE 2006.

Doencga Gene Genotipo 2P Alteracdo na proteina Grupo/Pais Referéncia
Sindrome de Alastrom ALMS1 Desconhecido Desconhecido N&o informado Collin et al. (2002)
Sindrome de excesso aparente de HSD11B2 €.680C>T Pro277Leu N&o informado Wilson et al. (1998)
mineralocortcéides
Ataxia-telangiectasia ATM €.5932G>T Glul978X N&o informado Campbell et al. (2003)
Fenda palatina com anquiloglossia TBX22 ¢.354G>T Gly118Cys Manitoba - Canada Braybrook et al. (2001)
Displasia cleidocranial CBFA1 c.598A>G Thr200Ala N&o informado Zhou et al. (1999)
Hiperplasia adrenal congénita CYP17 €.1434_1437dupCATC Pro482HisfsX27 Canada Kagimoto et al. (1989)
Cegueira noturna estacionaria congénita CACNA1F €.3166dupC Leul056ProfsX11 Canada Bech-Hansen et al. (1998b)
Fibrose cistica CFTR Desconhecido °© Desconhecido Chortitza - Canada  Jaworski et al. (1988, 1989a)
Cardiomiopatia hipertréfica familial MYBPC3 €.2373-237insG Trp791fs N&o informado Niimura et al. (1998)
Grupo sanguineo Froese SLC4A1 €.1438G>A Glu480Lys N&o informado McManus et al. (2000)
Sindrome de deplecdo mitocondrial DGUOK c.763G>T Asp255Tyr Chortitza - Canada Tadiboyina et al. (2005)
hepatocerebral
Cancer de célon nédo polipomatoso hereditario MLH1 €.2141G>A Trp714X N&o informado Orton et al. (2008)
Hipofosfatasia (perinatal) infantil ALPL c.1001G>A Gly334Asp Canada Greenberg et al. (1993)
Hipofosfatasia juvenil/adulta ALPL C.[1001G>A]+[571G>] [Gly334Asp]+[Glul91Lys] Canada Greenberg et al. (1993)
Sindrome de Leigh MT-RNR2 m.3197T>C N&o informado Huntsman et al. (2005)
Hipertermia maligna RYR1 €.1840C>T Arg614Cys Manitoba - Canada Serfas et al. (1996)
Sindrome de Renpenning PQBP1 €.640_641insC Arg214ProfsX13 N&o informado Lenski et al. (2004)
Dermopatia restritiva ZMPSTE?24 c.54dupT le19TyrX28 N&o informado Moulson et al. (2005)
Focomelia de Roberts/SC ESCO2 Desconhecido Desconhecido N&o informado Vega et al. (2005)
Imunodeficiéncia combinada severa ZAP70 €.1624-11G>A K540 K541insLEQ N&o informado Arpaia et al. (1994)

aUtilizando nomenclatura padronizada, onde o primeiro nucleotideo (+1) corresponde ao A do ATG e o primeiro cddon de iniciacdo é o ATG.
b Designacdes da nomenclatura podem ter mudado a partir da publicacéo original.
¢ Ambas as mutacdes, F508 e 394delTT foram observadas nos pacientes menonitas do artigo do qual a tabela foi retirada.

FONTE: Adaptado de ORTON et al (2008).
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2.2 CANCER

A palavra cancer foi empregada pela primeira vez por volta de 400 a.C.
pelo pai da medicina, Hipécrates (460-377 a.C.) e tem origem no grego,
karkinos, que significa caranguejo. A associacao da doenga com este crustaceo
deve-se a imagem de um tumor rodeado por vasos sanguineos que HipoOcrates
se deparou, imaginando-o um caranguejo. Tempos depois outros incluiram mais
associacfes como o aspecto endurecido e desbotado que se assemelhava a
carapaca, pontadas de dor comparadas com o aperto das garras ou ainda relatos
de individuos que sentiam o “animal” se mexer em seu corpo como se o cancer
estivesse se espalhando (MUKHERJEE, 2011).

Atualmente a palavra cancer é a denominacdo dada a um conjunto de
mais de 100 doencas que tem em comum o crescimento desordenado e rapido
das células, resultando na formacé&o de tumores e na aquisi¢cdo da capacidade
de invadir tecidos e érgaos formando metédstases. Resulta de um acumulo de
mutacdes génicas e cromossdmicas, além de alteracdes epigenéticas e acao de
fatores ambientais que levam ao aumento da taxa de proliferacdo e do dano
celular, passando a interferir no sistema responsavel pelo crescimento e morte
celular (NUSSBAUM et al., 2001; VIEIRA et al., 2008).

Segundo estimativas do Projeto Globocan, da Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer, houveram 14,1 milhdes de novos casos de cancer e um
total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em 2012. Para o ano de 2030, a
estimativa global de novos casos de cancer é de 21,4 milhdes e 13,2 milhdes de
mortes por esta doenca. Esse aumento nas estatisticas esta relacionado com
alguns fatores como o crescimento e envelhecimento da populagéo, a reducéo
da mortalidade infantil e das mortes por doencas infecciosas nos paises em
desenvolvimento (INCA, 2014).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para o periodo de
2016-2017 uma ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer,
incluindo aqueles de pele do tipo ndo melanoma que sera o mais incidente na
populacao brasileira com 180 mil novos casos. O cancer de prostata sera o mais
frequente entre os homens com cerca de 61 mil novos casos (28,6%) e o cancer
de mama entre as mulheres com aproximadamente 58 mil novos casos (28,1%).

Entre os dez tipos de cancer mais incidentes para este periodo entre os homens
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estdo aqueles de traguéia, brénquios e pulmdo com a estimativa de 17.330
novos casos (8,1%) e de coélon e reto com 16.660 novos casos (7,8%). J& entre
a populacéo feminina o cancer de célon e reto apresentard 17.620 novos casos
(8,6%) e o cancer de coélon do utero tera 16.340 novos casos (7,9%) sendo
alguns dos tipos mais frequentes entre os dez listados para as mulheres
(QUADRO 2).

QUADRO 2 - DISTRIBUICAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER MAIS
INCIDENTES ESTIMADOS PARA 2016-2017 POR SEXO NA POPULAGAO BRASILEIRA*

Pristata 61.200 2B.6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 2B,1%
Tragueia, Brinquio e Pulméo 17.330 8,1% f Cdlon e Reto 17.620 B,6%
Calon e Reto 16.660 7.5% } Colo do Gtero 16.340 7.9%
Estimago 12.920 6,0% Tragueia, Bronguio e Pulméo  10.890 2.3%
Cavidade Oral 11.140 5,7% Estomago 7.600 3%
Esdfago 7.950 3.7% ] Compo do Giero 6.950 34%
Bexiga 7.200 34% Dwvério 6.150 3.0%
Laringe 6.360 3.0% Glindula Tireoide 5.870 29%
Leucemias 5.540 26% Linfoma nio Hodgkin 5.030 24%
Sistema Nervoso Centra) 5.440 25% Sistema Mervoso Central 4.830 23%
“Nameros amedondados para madkiplos de 10.

*Excetuando-se os casos de cancer de pele ndo melanoma.
FONTE: INCA, 2016.

2.2.1 Genética do cancer

Uma célula normal pode sofrer alteracbes no DNA que promovem
modificacbes de genes importantes e consequentemente promovem um
processamento errado de informacgdes genéticas, podendo alterar algumas de
suas atividades transformando-a em uma célula neoplasica. Assim sendo, 0
cancer é considerado um conjunto de doengas com heterogeneidade genética
com acumulo de mutacbes que alteram as funcdes basicas da célula, que
adquire novos comportamentos e propriedades, podendo causar erros nos
processos bioquimicos conduzindo a uma proliferagdo desregulada. Entre as
alteracbes génicas que as células cancerosas podem apresentar estdo
rearranjos, delecdes, amplificacfes e mutacdes de ponto que sdo responsaveis
por transformar a expressdo dos chamados proto-oncogenes e genes
supressores de tumor (STORCHOVA; PELLMAN, 2004). Estas duas classes de
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genes, quando mutadas, contribuem para o estabelecimento e desenvolvimento
de células cancerosas.

Os proto-oncogenes tem grande importancia para a regulagéo do ciclo
celular e, portanto, estdo associados aos processos de crescimento, proliferacéo
e diferenciacdo das células regulando-as positivamente. Mutacfes de ponto,
translocacbes e amplificacdes, nesta classe de genes dao origem aos
oncogenes cujos produtos alterados permitem a ativagcdo continua e
independente de estimulos externos dos processos mencionados. Geralmente
sdo mutacOes de carater dominante, ou seja, basta um alelo mutado para que o
fendtipo neoplasico seja desenvolvido. S&o proto-oncogenes os genes ERBB2
(HER2) e RAS, por exemplo (AMENDOLA; VIEIRA, 2005; WEINBERG, 2008).

Os genes supressores de tumor atuam como reguladores negativos
principalmente da proliferacdo celular. Sdo divididos em duas classes: os
“caretakers”, que suprimem indiretamente o crescimento tumoral ao codificarem
proteinas que operam na manutencdo da integridade genbmica, e o0s
“‘gatekeepers”, que regulam negativamente a proliferacdo celular e/ou
positivamente a morte celular programada (apoptose) protegendo a célula de um
crescimento desordenado. No caso dos genes supressores de tumor ambos os
alelos necessitam estar mutados e, portanto, inativados para favorecer o
desenvolvimento neoplasico. Sdo exemplos de genes supressores de tumor
BRCA1l, BRCA2 e TP53 (MACLEOD, 2000; AMENDOLA; VIEIRA, 2005,
WEINBERG, 2008).

Hanahan e Weinberg (2000) enumeraram algumas propriedades que as
células cancerosas podem adquirir ao longo do processo de carcinogénese. As
propriedades adquiridas pelas células para manutencdo do processo maligno
seriam l-autossuficiéncia nos processos que estimulam a divisdo e o
crescimento celular; 2- insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento; 3-
desvio da morte celular programada; 4-aquisicdo de potencial ilimitado de
replicacdo; 5-desenvolvimento de mecanismos de auto-nutricdo (angiogénese);
e 6-capacidade de invadir e colonizar outros tecidos (metastatiza¢cdo). Em um
segundo estudo dos mesmos autores (HANAHAN; WEINBERG, 2011) foram
acrescentadas mais quatro propriedades, sendo elas: instabilidade gendmica e
mutacao, evasdo do sistema imune, desregulagdo do metabolismo energético e

promocéao de inflamacéao inicial (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - ESQUEMA DAS DEZ PROPRIEDADES
ADQUIRIDAS POR CELULAS CANCEROSAS.

FONTE: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011).

As dez propriedades que podem ser adquiridas pelas células cancerosas
ao longo da carcinogénese propostas por Hanahna e Weimberg (2000; 2011)
estao interligadas, uma vez que a aquisicao de uma permite o desenvolvimento
de outras. Por exemplo, a capacidade de evadir do sistema imune permite que
células cancerosas consigam acessar 0S vasos sanguineos e linfaticos e migrar
para outros tecidos onde formardo colonias e desenvolverdo um tumor
secundario. Portanto, ao conseguirem escapar do sistema imune estas células
conseguem estabelecer metastases que por sua vez irdo exigir a formacao de
vasos sanguineos para a sua nutricdo e excrecdo através do processo de
angiogénese e poder de replicacdo infinita para conseguir crescer, sendo estas
outras propriedades enumeradas por Hanahna e Weimberg (2000).

O entendimento desse processo multiplo permite uma melhor
compreensao de como as células neoplasicas iniciais se comportam e se tornam
tumorigénicas e depois malignas (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A grande
dificuldade existente em combater as neoplasias esta relacionada com a
complexidade destas propriedades que estédo interligadas e a maneira como
ocorre a manipulacdo dos processos celulares normais para manter sua

sobrevivéncia. Assim, conhecer o modo que agem e se comportam em nivel
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mais refinado € necessario para que se possa elaborar estratégias para
combater estas células.

Nos ultimos anos a pesquisa sobre o cancer tem avancado em diversas
vertentes elucidando cada vez mais as bases moleculares de seu
desenvolvimento e tratamento, revelando que o cancer se apresenta como uma
doenca que envolve diversas mudancas dinAmicas no genoma. Além disso, tem
fornecido instrumentos para o diagndstico molecular, monitoramento e

identificacdo de alvos terapéuticos.

2.2.2 Sindromes de predisposi¢ao ao cancer

O céancer pode ser classificado com base na origem genética, podendo
ser esporadico, familial ou hereditario (FIGURA 3). O cancer esporadico
compreende a maioria dos casos (70-80%) uma vez que 0s danos genéticos sédo
adquiridos ao longo da vida do individuo. Este tipo de cancer exibe alteracfes
somaticas em genes importantes, como oncogenes, genes supressores de
tumor, incluindo os genes atuantes nas vias de reparo do DNA, que permitem
seu desenvolvimento, mas conferem um baixo risco de recorréncia familial
(NAGY; SWEET; ENG, 2004; TREPANIER et al., 2004).

O cancer familial corresponde a cerca de 15 a 20% dos casos
diagnosticados e caracteriza-se pela recorréncia familial de algumas formas
comuns de cancer acima do esperado, exibindo caracteristicas multifatoriais e a
ocorréncia de diversos tipos de tumores decorrentes de mutagdes em genes de
baixa penetrancia. Neste caso considera-se a existéncia de fatores de risco que
conferem uma maior suscetibilidade, que é herdada, em desenvolver
determinados tipos de cancer e a ocorréncia de exposicdo a um mesmo fator
ambiental. Os parentes mais proximos apresentam um maior risco de
desenvolver determinados tipos de céancer, poréem a média de idade de
surgimento é, geralmente, semelhante aguela observada para a populacdo em
geral (NAGY; SWEET; ENG, 2004; TREPANIER et al., 2004).
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Céncer hereditdrio

5—10%

Ciéncer familial
15-20%

Céncer esporadico
70— 80%

FIGURA 3 - CLASSIFICACAO DO CANCER COM BASE NA
ORIGEM GENETICA.

FONTE: Adaptado de Staten Island University Hospital
(2016).

7

O cancer hereditario afeta familias e é caracterizado por sindromes
geneticamente bem definidas, produzindo alto risco de desenvolvimento de
tumores malignos e/ou benignos em idade precoce decorrente de mutacées em
genes de alta penetrancia, ou seja, o individuo portador da mutagdo possui um
risco elevado de desenvolver lesdes associadas a sindrome durante toda a vida,
portanto apresentando maior risco de desenvolver mais de um tumor primario. E
resultado de alteragdes genéticas transmitidas verticalmente dentro das familias,
ou seja, de uma geracdo a outra. Cerca de 5-10% dos casos de cancer
diagnosticados pertencem a esta categoria (NAGY; SWEET; ENG, 2004;
RAHNER; STEINKE, 2008). A hipotese de suscetibilidade a um cancer com
caracteristica herdada se dé a partir de algumas observacgdes: varias geragdes
afetadas; idades de diagnostico precoce em relacéo a esperada para esse tipo
de cancer na populagédo em geral; dois ou mais familiares com o mesmo tipo de
cancer do mesmo lado da familia; individuos com mdltiplos canceres primarios;
ocorréncia de condi¢cdes ndo-malignas e cancer no mesmo individuo; ocorréncia
de canceres conhecidos por serem geneticamente relacionados. Contudo,
muitas familias podem nao exibir todos estes pontos devido a variabilidade
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fenotipica e a existéncia de penetrancia relacionada a idade que influenciam no
risco de desenvolvimento de cancer (NAGY; SWEET; ENG, 2004).

A maioria das sindromes de cancer hereditario apresenta heranca
autossdmica dominante onde os parentes de primeiro grau do probando - irmaos
e filhos - possuem um risco de 50% de serem portadores da mutacdo que esta
segregando na familia. Os riscos de cancer em portadores da mutacao variam
dependendo da sindrome, da mutacgéo, e, as vezes, do género. Contudo, podem
se aproximar de 85-100% ao longo da vida destes individuos (NAGY; SWEET;
ENG, 2004; TREPANIER et al., 2004; RAHNER; STEINKE, 2008). Neste caso
h& uma predisposicao para o desenvolvimento de um ou alguns tipos especificos
de cancer como resultado de uma mutacao hereditaria em genes relacionados
ao reparo de danos no DNA e/ou no controle do ciclo celular. Mutacdes
esporadicas nestes mesmos genes levam aos casos esporadicos de cancer nos
mesmos tecidos e 6rgdos (RAHNER; STEINKE, 2008).

Cada sindrome de céncer hereditario exibe determinadas caracteristicas
dentro de um espectro de tumores e estdo relacionadas com alteracbes em
determinados genes (GARBER; OFFIT, 2005; FOSTIRA et al., 2007; RAHNER,
STEINKE, 2008). Estas sindromes séo caracterizadas principalmente pelo risco
aumentado que apresentam para o desenvolvimento de tumores malignos, no
entanto podem predispor recorrentemente a tumores benignos e também
neoplasias enddcrinas (NAGY; SWEET; ENG, 2004).

As sindromes de cancer hereditarias podem apresentar dois modos de
heranga autossomica: dominante ou recessiva. O primeiro modo de heranca
engloba, por exemplo, as seguintes sindromes: Sindrome de Cancer de Mama
e Ovario Hereditaria (HBOC) devido a muta¢cdes nos genes BRCA1 e BRCA2
com casos de cancer de mama, ovario e prostata (FOSTIRA et al., 2007;
FOULKES, 2008; DALY et al., 2010); Cancer de Célon N&o-Polipomatoso
Hereditario (HNPCC) devido a mutacgOes, especialmente, nos genes MLH1,
MSH2 e MSH6 com casos principalmente de cancer de colon, gastrico,
pancreas, via biliar, intestino delgado e endométrio (PAPADOPOULOS et al.,
1994; MECKLIN; JARVINEN, 2005); Polipose Adenomatosa Familial (FAP)
devido a mutagcdes no gene APC com casos de cancer de colon, tumores
desmoides, hepatoblastoma, cancer de tiredide entre outros (KINZLER et al.,
1991; FOSTIRA et al.,, 2007); a Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) devido a
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mutagdes principalmente no gene TP53 com casos de sarcoma, cancer de
mama, cérebro e adrenocortical (LI; FRAUMENI, 1969; BIRCH et al.,1994);
Retinoblastoma hereditario (RB1), com casos de retinoblastoma bilateral em
criancas e outros tumores secundarios; e a Neurofibromatose do Tipo 1 (NF1)
com casos de neurofiboroma, glioma no nervo éptico e neurofibrosarcoma
(NAGY; SWEET; ENG, 2004; GARBER; OFFIT, 2005).

Ataxia-telangiectasia (ATM) com casos de linfoma n&o-Hodgkin e
leucemia; Anemia de Fanconi (FANC A-H) com casos de neoplasias
hematoldgicas; entre outros apresentam uma heranga autossémica recessiva
(NAGY; SWEET; ENG, 2004; RAHNER; STEINKE, 2008; FOSTIRA et al., 2007).

Os céanceres hereditarios tendem a se desenvolver em idade precoce,
antes do momento em que a triagem ocorre na populacdo em geral. Para a
maioria das sindromes, ndo existe um plano de rastreio e por isso muitas vezes
sdo detectadas em estagios avancados. Portanto, a identificacdo destes
individuos mostra-se importante para a identificacdo de familias portadoras de
sindromes hereditarias, sua avaliacdo e escolha de estratégias futuras.

Além disso, a identificacdo da mutacdo causadora de cancer em um
paciente, oferece a seus parentes a possibilidade de analise para verificar a
presenca ou auséncia da mutacdo, identificando aqueles que herdaram a
mutacédo e, portanto, possuem aumento de risco de desenvolvimento de cancer
(GARBER; OFFIT, 2005; RAHNER; STEINKE, 2008).

Desta forma, a avaliacéo do risco genético de desenvolvimento de cancer
envolve a andlise da histéria familiar por meio da elaboracdo de heredogramas
e avaliagdo de riscos através de modelos disponiveis na literatura para
determinar se ha sugestfes de historia esporadica, familiar ou hereditaria. Por
exemplo, no cancer de mama e ovario, diversos modelos séo utilizados e
auxiliam no calculo da probabilidade de o individuo ser portador de mutacao nos
genes BRCAL e/ou BRCA2. Baseados na historia familiar e na probabilidade de
mutacdo nestes genes alvos sdo realizados os célculos de risco de
desenvolvimento do cancer a cada cinco anos. Os mais utilizados sé&o:
BRCAPRO (BERRY et al.,, 1997; PARMIGIANI, BERRY, AGUILAR, 1998;
BERRY et al., 2002), Manchester (EVANS et al., 2004), Penn Il (PANCHAL et
al., 2008), Myriad (FRANK et al., 2002), FHAT (GILPIN; CARSON; HUNTER,
2000), IBIS (TYRER; DUFF; CUZICK, 2004) e BOADICEA (ANTONIOU et al.,
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2002; ANTONIOU et al., 2004). H4 modelos de céalculo de risco para outros tipos
de cancer como o MelaPRO (WANG et al., 2010) que estima a probabilidade de
o individuo ser portador de mutacdo em CDKN2A nos casos de melanoma, e
MMRpro e MMRpredict utilizados na investigagdao de mutacdes em MLH1,
MSH2, MSH6 nos casos de HNPCC (Sindrome de Lynch) (CHEN et al., 2007;
POUCHET et al., 2009; MERCADO et al., 2012).

2.3 ACONSELHAMENTO GENETICO

A genética humana no Brasil teve seu inicio no final da década de 50
quando Crodowaldo Pavan, na época presidente da recente Sociedade
Brasileira de Genética, criou uma comissdo com o objetivo de organizar a
pesquisa na area de genética humana no pais. Esta foi composta pelos
pesquisadores doutores Francisco Mauro Salzano, Pedro H. Saldanha e Newton
Freire-Maia conjuntamente com Oswaldo Frota-Pessoa que ja vinha atuando
nesta area (PERONDINI, 2010).

Oswaldo Frota-Pessoa (1917-2010) e Newton Freire-Maia (1918-2003)
foram os pioneiros do aconselhamento genético no pais, cujo objetivo inicial era
proporcionar esclarecimento as pessoas com historia familiar de doencas
hereditarias e outras caracteristicas genéticas. Frota-Pessoa, em 1958 na
Universidade de Sao Paulo (USP), criou o primeiro servico de aconselhamento
genético do pais. E, no mesmo ano, Freire-Maia transformou o entao Laboratério
de Genética da Universidade Federal do Parand no Laboratério de Genética
Humana, que posteriormente deu origem ao Departamento de Genética desta
universidade, passando também a atuar na area de aconselhamento genético
além da pesquisa sobre casamentos consanguineos e malformagdes dos
membros (SILVEIRA, 2006).

O conceito de informacédo se refere ao ato de transmitir, de maneira
impessoal e distante, por exemplo, teorias, dados, classificacdes e riscos. O
aconselhamento, por sua vez, se refere a acéo diante de questionamentos, por
exemplo, na area de genética médica com relacdo a causa de uma doenca em
uma familia, como esta ira se desenvolver, quais 0s riscos (probabilidades) que

filhos elou parentes tém em desenvolver a doenca, quanto a possibilidade de
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realizacdo de exames e tratamentos. Assim, o aconselhador devera orientar,
corrigir e auxiliar na compreensao destas questdes (FREIRE-MAIA, 1976). No
entanto, estes conceitos (informacdo versus aconselhamento) mostram-se
extremamente relacionados uma vez que todo aconselhamento apresenta
elementos informativos que muitas vezes séo solicitados pelo préprio paciente
com o objetivo de melhorar sua compreensdo com relacdo a determinada
condicdo genética presente em sua familia. Em outras situagdes, o paciente
pode buscar informacéo sobre alguma condi¢cdo que possui ou que sua familia
apresenta, mas com desejo de encontrar ajuda, uma direcdo, um
aconselhamento (FREIRE-MAIA, 1976).

Segundo o American Society of Human Genetics o aconselhamento
genético (AG) é definido como um processo de comunicacdo que lida com
doencas genéticas em uma familia levando em consideracao analises de risco
de ocorréncia. A partir disto, profissionais capacitados devem informar ao
paciente e seus parentes, auxilid-los na compreensao do diagndstico, do risco
de recorréncia, do desenvolvimento da doenca, assim como discutir os meios de
prevencao. Mostra-se importante, neste momento, expor ao paciente a
possibilidade de recorréncia da doenca para parentes, como filhos e irmaos,
além de informacdes relacionadas a reproducédo, o que pode incluir o diagnéstico
pré-natal. Deste modo, deve-se estabelecer um meio de comunicacdo entre
paciente e os profissionais da saude (GRIMM; ZERRES, 2010; SILVA et al.,
2013; SCHMIDTKE et al., 2015).

A consulta de AG leva em consideragdo o modo de heranca e/ou
diagnostico, a analise do heredograma de ao menos trés geracdes e 0s
resultados de testes moleculares e/ou dados clinicos de investigacdo padréo
(HANNUM, 2011; SILVA et al., 2013). Ao realizar um aconselhamento genético,
€ importante que os resultados e informacdes dos individuos e/ou da familia
sejam revelados apenas ao paciente, assim como devem ser respeitadas suas
decisdes, levando-se em consideracao a sua formacéao, religido, padrdes étnicos
e guestdes éticas, sem interferir ativamente nas suas escolhas (GRIMM;
ZERRES, 2010; SCHMIDTKE et al., 2015). O exercicio do AG consiste em uma
entrevista onde o paciente responde questdes que englobam principalmente sua
histéria familiar, gestacional e neonatal no que diz respeito a ocorréncia de

doencas, idades de diagndstico e falecimentos, aspectos de seu estilo de vida,
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entre outros. A consulta ird resultar, ap0s a realizacdo de exames
complementares que podem ser solicitados, em diagndstico e/ou progndéstico
clinico e reprodutivo do individuo e sua familia frente & doenga analisada.

O aconselhamento genético pode ser dividido em prospectivo e
retrospectivo. O primeiro tem por objetivo a prevencdo de certa doenca em
geragdes futuras de uma familia, orientando-a sobre fatores de risco que podem
aumentar a probabilidade da crianga ser afetada, tais como: a existéncia de
casamentos consanguineos, idade materna avancada e exposicdo a agentes
teratogénicos. O AG retrospectivo, por sua vez, é realizado quando ja ha algum
caso na familia e tem como objetivo oferecer suporte a familia assim como ao
paciente com relacdo a doenca, as medidas que podem ser tomadas assim como
cuidados necessarios (SILVA et al., 2013).

De um modo geral, a indicacdo para uma consulta de aconselhamento
genético € oferecida quando o médico e/ou o individuo consideram-na como um
meio para ajudar a compreender uma condi¢do ou uma suspeita que possa estar
relacionada com um risco genético. As indicacfes para o aconselhamento

genético encontram-se listadas no quadro 3.

QUADRO 3 - INDICACOES PARA CONSULTA DE ACONSELHAMENTO GENETICO

1. Nascimento de crian¢ca com doenca congénita, malformacdes, retardo de desenvolvimento
neuropsicomotor;
2. Um ou mais parentes que apresentem alguma doenca genética ou deficiéncia suspeita;
3. Individuo ja afetado;
4. Casal consanguineo;
5. Histérico de infertilidade e/ou de abortos recorrentes;
6.Influéncias mutagénicas (idade materna avancada, exposi¢cdo pré/pds-concepcdo a
mutagenos);
7. Exposicao a agentes teratogénicos (radiacao, drogas e alcool).
8. InfeccBes pré/pbds concepcdo
9. Conhecimento prévio de anormalidade cromossémica na familia;
10. Recorréncia de casos de cancer na familia;
11. Pacientes em busca de diagnostico especifico para um problema real ndo diagnosticado
anteriormente.
FONTE: Adaptado de SCHMIDTKE et al. (2015)
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Atualmente existe um debate sobre o que se considera por
“aconselhamento gendémico”, o que sera incluido e quem ir4 pratica-lo. Esta
modalidade de aconselhamento surgiu conjuntamente aos avancos das
tecnologias moleculares que vém demonstrando causas multiplas para diversas
doencas hereditarias exigindo uma abordagem mais completa e o uso da
chamada “medicina gendmica”. Deste modo, envolve cada vez mais informagdes
sobre as condicbes genéticas hereditarias avancando assim para o
aconselhamento gendémico. A partir disso, espera-se aumento do niamero de
condic¢Bes incluidas em testes; aumento do numero de resultados divulgados ja
gue mais testes podem ser indicados; capacitacdo dos profissionais envolvidos
para a interpretacdo dos resultados assim como de suas possiveis relacdes
(ORMOND, 2013).

Para que o aconselhamento genético cumpra seu objetivo € necessario
que seja praticado por uma equipe multidisciplinar, composta além de
geneticistas e médicos especialistas em diversas areas, uma equipe psicossocial
para que exista auxilio aos pacientes e suas familias visando um melhor
esclarecimento sobre a situacdo assim como apoio Nos momentos necessarios
(BRUNONI, 2002).

Hoje o aconselhamento genético abrange diversas areas da saude entre
elas a reproducdo biologica, riscos e probabilidades de nascimento de criancas
com alguma condicdo genética e cuidados relativos a doencas genéticas de
expressao tardia, como a doenca de Huntington por exemplo, além de casos de
canceres hereditarios como, por exemplo, as Sindromes de Cancer de Mama e
Ovério Hereditarios e de Cancer de Colon Nao-Polipomatoso Hereditario
(GUEDES; DINIZ, 2009).

Familias que exibem casos de cancer quando encaminhadas ao
aconselhamento genético sdo informadas da possibilidade destes serem
hereditarios. Neste caso, o exercicio do AG contribui, principalmente, com o
diagnéstico precoce em individuos da familia possibilitando inicio de tratamento
uma vez que neste caso ha um maior risco para o desenvolvimento de cancer
na familia. Deste modo é possivel evitar o desenvolvimento de tumores mais
agressivos caso a deteccdo ocorre-se mais tarde. Portanto, a realizacado de
calculos de ocorréncia para membros da familia, direcionamento para

tratamentos e sugestdo de medidas preventivas torna o aconselhamento
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genético uma importante ferramenta para o diagnostico precoce e reducdo das
taxas de mortalidade entre pacientes com cancer hereditario por meio de
medidas de rastreio, prevencdo e de reducéo de risco (DANTAS et al., 2009;
RILEY et al., 2012)
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3. JUSTIFICATIVA

Os Menonitas compdem um grupo religioso que devido as perseguicdes
passaram a viver em comunidades fechadas levando a um aumento do nimero
de casamentos consanguineos e consequente geracdo de descendentes
homozigotos. Assim, nesta comunidade é observada agregacdo de
determinadas doencas hereditarias, o que torna os Menonitas um grupo
populacional interessante para estudos genéticos (JAWORSKI et al., 1988;
ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2002).

Neste contexto, este trabalho se propds a estudar familias residentes na
comunidade Menonita da Col6nia de Witmarsum no Paranda, realizando o
levantamento de casos de cancer para determinar se existem evidéncias de
carater hereditario. Além da relevancia cientifica, o aspecto social também é
parte do projeto, através dos aspectos educacionais do aconselhamento
genético, visando esclarecer a populacdo e auxiliar na compreensao da histoéria
familiar, além de orientar na tomada de medidas para reducdo dos riscos de

cancer.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo consiste em um levantamento de casos de
cancer em familias da comunidade Menonita de Witmarsum (PR), definir se h4
ou ndo evidéncias de padrao hereditario e efeito fundador, além de auxiliar no

aspecto educacional através do aconselhamento genético.

4.2 Objetivos especificos

e Coleta de dados através de entrevistas com ao menos um individuo
por familia voluntaria;

e Montagem e analise de heredogramas (calculos de riscos);

e Selecdo das familias sugestivas de cancer com padrao hereditéario;

e Andlises moleculares em membros selecionados destas familias;

e Elaboracdo de laudos com os respectivos calculos de riscos para

todas as familias.
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5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Setor de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Parana (CAAE 54901715.7.0000.0102).
As etapas de desenvolvimento do estudo estdo representadas no

fluxograma abaixo (FIGURA 4) e serdo apresentadas individualmente em

sequéncia.
Ent:\;i:tas * Formulério de aconselhamento genético (Apéndice A)
N
Anilise das * Heredogramas |
familias * Calculosderisco |
N

Selecdo para . saliva . \ |

analise molecular . Sangue > DNA I / | Andlise do Exoma (n=3)
n=3 l
|
| Presenga de mutacao
Sequenciamento de Sanger (n=2) PCR-ARMS (n=9)

(Confirmacéo da mutagéo) I (Identificacdo em outros familiares)

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DESENVOLVIDAS NO PRESENTE ESTUDO.
FONTE: A autora, 2016.

5.1 ENTREVISTA E ANALISE DAS FAMILIAS

A primeira etapa da pesquisa consistiu na realizacdo de entrevista com as
familias interessadas em participar do estudo. Dez familias se apresentaram de
forma voluntaria e foram visitadas em suas residéncias. Neste encontro
procurou-se saber mais sobre a histéria de cancer e outras doencas dentro da
familia, verificou-se, quando possivel, exames e laudos, e foi preenchida uma
ficha elaborada para o aconselhamento genético (APENDICE A). As

informacdes obtidas foram analisadas através do programa CancerGene, da U.
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T. Southwestern Medical Center at Dallas versdo 5.1 (2010). Este software
permite a construcdo do heredograma e concentra as analises realizadas
individualmente por varios outros, utilizando varios algoritmos para estimar a
probabilidade de um individuo ser portador de mutacdo em genes de
predisposic¢ao para alguns tipos de cancer, como BRCA1 e BRCA2 — cancer de
mama e ovario; MLH1, MSH2 e MSH6 — céancer colorretal e de endométrio
(HNPCC ou Sindrome de Lynch); e CDKN2A ou pl16 — melanoma familiar. A
partir da insercdo de dados da histéria familiar, o programa faz uso de uma
variedade de modelos matematicos, principalmente, o BayesMendel BRCAPRO,
MMRpro e MelaPro para os calculos de probabilidade de desenvolvimento
destes tipos de cancer a cada cinco anos ao longo da vida do individuo (FIGURA
4). Os heredogramas foram refeitos através do PROGENY®, um programa online
gratuito (www.progenygenetics.com/online-pedigree/) com o objetivo de torna-lo
mais completo e de melhor visualizag&o.

Com os resultados obtidos a partir deste programa, foi realizado um
retorno inicial as familias Menonitas da Colénia de Witmarsum em relacdo aos
riscos que possuem para o desenvolvimento destes tipos de cancer, sendo esta
a segunda etapa do aconselhamento genético realizado. Um laudo explicitando
0s riscos e se havia evidéncias de cancer hereditario ou ndo foi entregue a cada
probando (APENDICE B).


http://www.progenygenetics.com/online-pedigree/

QUADRO 4 - EXEMPLO DE RESULTADO GERADO PELA ANALISE
REALIZADA PELO PROGRAMA CANCERGENE

Mutation Probabilities
BRCA1 MLH1
Couch 0,050 MMRpro 0.000
Shattuck-Eidens 0,026 MSH2
BRCAPRO 0,232 MMRpro 0.000
ERCAZ MEHSE
BRCAFRO 0,184 MMRpro 0,000
Any BRCA MLH1 or MSH2
Myriad 0,080 MMRpro (+MSHE) 0,000
MCI CART No Calc Weijnen 0,000
BRCAPRO 0.416 Myriad Mo Calc
p16 0,000 Pancreas Gene: 0,727
Cancer Risks S-Year Lifetime
Breast
Gail
Claus 0,000 0.000
BRCAPRO 0,025 0045
Cvarian 0,053 0.094
Colorectal 0009 0.016
Endomedtrial 0,003 0,005
Pancreas -0,037 -0,052
Melanoma 0,003 0.005

FONTE: Software Cancergene (2010).

5.2 SELECAO PARA ANALISES MOLECULARES

40

ApOs a realizacdo da primeira etapa do estudo (andlise dos

heredogramas), das dez familias participantes trés foram selecionadas para a

investigacdo de possiveis condigdes genéticas, sendo que uma delas declinou

da possibilidade de investigacdo molecular. Entre as duas familias restantes,

elaboramos a hipétese de “Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarios

(HBOC) ” e de “Neurofibromatose do tipo 1” na outra.

As familias serdo descritas e caracterizadas individualmente na secéo de

Resultados.
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5.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Amostras de sangue periférico e/ou saliva de oito individuos das familias
selecionadas foram coletadas mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos participantes do estudo (APENDICE
C).

As amostras de sangue coletadas em tubos contendo EDTA, foram
processadas de acordo com protocolo ja estabelecido no Laboratério de
Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO) do Departamento de Genética,
da UFPR. Este consiste em verter o contetdo de sangue em tubo do tipo Falcon
de 14ml, completar com solucdo RCLB (solugdo tampao para lise de células
vermelhas) até 12ml e centrifugar a 784g por 5 minutos 3 a 4 vezes até observar-
se 0 botdo de leucécitos, que posteriormente € ressuspenso em solucao PBS,
novamente centrifugado e posteriormente armazenado em freezer -80°C. As
amostras de saliva foram coletadas através do kit de coleta de saliva ORAcollect-
DNA (ORC-100) da Genotek e encaminhadas para extracdo de DNA no

Laboratério Mantis em Curitiba (PR).

5.4 EXTRACAO DE DNA

5.4.1 Extracao de DNA de sangue periférico

O método Salting Out foi utilizado para a obtencéo de DNA das amostras
de sangue dos individuos selecionados seguindo o protocolo ja estabelecido no
LabCHO, modificado de Miller e colaboradores (1988).

Resumidamente o procedimento consiste na lise dos leucécitos por meio
de Proteinase K (10 mg/ml) e SDS 20%, desproteiniza¢éo pela acao de solucéo
saturada de NaCl (5M) e precipitacdo do DNA através da utilizacdo de Etanol
absoluto. Ao final, o DNA foi ressuspendido em cerca de 40ul de agua ultrapura

e armazenado a -20°C.
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5.4.2 Extracdo de DNA de saliva

O DNA gendmico de amostras de saliva foi extraido no Laboratorio Mantis
pelo método com PreplT-L2P (Oragene). Este método consiste na extracdo a
partir da precipitacdo do DNA com etanol seguida de processo de purificacdo
com o reagente preplT-L2P.

O procedimento consiste, resumidamente, na utilizacdo de 500l de saliva
que apos serem incubados a 50°C por, no minimo, uma hora, acrescenta-se o
reagente PT-L2P sendo posteriormente incubado em gelo. Apds este periodo,
adiciona-se etanol 95-100%. Em seguida a amostra fica em temperatura
ambiente por 10 minutos para permitir a completa precipitagdo do DNA.
Posteriormente, realiza-se a retirada de impurezas através de centrifugacéo,
adicionando-se etanol 70% deixando o tubo em repouso em temperatura
ambiente. Apés a retirada do etanol adiciona-se tampao AE para que o DNA

precipitado seja ressuspendido.

5.5 ANALISE DO EXOMA POR SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO
(NSG)

H& menos de uma década o sequenciamento total de exoma vem sendo
empregado na pesquisa clinica contribuindo para a descoberta de genes
relacionados a diversas condi¢cdes genéticas. Por exemplo, em doencas
mendelianas recessivas (BILGUVAR et al., 2010) e dominantes (WU et al.,
2012), aquelas sem padrédo de heranca definido (O'ROAK et al., 2012;
SANDERS et al., 2012) e doengas complexas comuns.

Genes codificadores de proteinas compdem cerca de 1% do genoma
humano, contudo cerca de 85% das mutacdes relacionadas a doencas genéticas
estdo localizadas nas regides codificantes do genoma, ou seja, nos éxons.
Diante disto, o sequenciamento total de exoma € uma técnica que visa selecionar
e sequenciar as regides codificadoras de todos os genes e, conjuntamente com
plataformas de sequenciamentos de nova geracédo, possibilita a anélise de
regides funcionais do genoma humano com grande eficiéncia. Deste modo, esta
técnica mostra-se uma boa ferramenta para a pesquisa de causas genéticas de

diversas doencas auxiliando os pesquisadores na busca por variantes na
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sequéncia de DNA em individuos afetados. Atualmente, pode-se alcancar
aproximadamente 98% de sensibilidade e 99,8% de especificidade a partir dos
dados de sequenciamento de exoma (GOH; CHOI, 2011; MAJEWSKI et al.,
2011; YANG et al., 2013; YANG et al., 2014).

O sequenciamento de exoma é realizado, geralmente, da mesma maneira
independente da plataforma de sequenciamento de nova geracao utilizada. Esta
técnica pode ser basicamente dividida em duas etapas: inicialmente é preparada
uma biblioteca de DNA gendmico e a hibridizac&do dos fragmentos para captura
€ realizada, a segunda parte envolve utilizacdo do sequenciamento de nova
geragdo dos fragmentos alvos eluidos. Uma vez que as leituras do
sequenciamento forem geradas, as sequéncias sdo comparadas com as do
genoma humano de referéncia e, assim, as variantes podem ser observadas.
Em sequéncia, avalia-se seu potencial efeito bioldgico por meio de softwares e
bases de dados disponiveis publicamente.

No entanto, como toda técnica, esta possui algumas limitacdes. Por
exemplo, ndo abrange todas as regides codificantes devido a caracterizacdo
incompleta do genoma humano, ndo abrange elementos nao-codificantes
potencialmente funcionais, incluindo regiées nao traduzidas, enhancers e RNAs
longos nédo codificantes, ainda apresenta limitacbes para a identificacdo de
variacfes estruturais, como inversdes, translocacdes e variacdes de numero de
copias. Ainda assim, vem sendo utilizada por suas vantagens praticas que
permitem uma analise robusta conjunta de diversos pacientes, ponto importante
na descoberta de mutacfes dentro da pesquisa em genética clinica (GOH; CHOI,
2011).

Com o objetivo de investigar variantes em genes relacionados com o
desenvolvimento da “Sindrome de Céancer de Mama e Ovario Hereditarios
(HBOC) ” e da “Neurofibromatose do tipo 1” foi realizada a analise de exoma de
trés individuos previamente selecionados em parceria com o0 Instituto de
Pesquisa Pelé Pequeno Principe em Curitiba (PR) através da plataforma lon
Torrent™ (ThermoFisher Scientific) e analisado pelo software Integrative
Genomics Viewer (Broad Institute)

A preparacdo da biblioteca de exoma foi realizada com o kit lon
Ampliseq™ Exome RDY Library (ThermoFisher Scientific) e o enriquecimento

dos éxons através da tecnologia Ampliseq. O corte dos RNA iniciadores
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(primers), ligacdo dos adaptadores e purificacdo por beads magnéticas foram
realizadas com utilizacdo do reagente AMPure XP. A preparacao do template foi
realizada pelo kit lon Pl Hi-Q OT2 200 (ThermoFisher Scientific). A PCR em
emulséo foi realizada no equipamento OneTouch™ 2 (ThermoFisher Scientific) e
purificacdo (biotina-avidina) por beads magnéticas ligadas a estreptavidina com
utilizacado do Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 (ThermoFisher Scientific).
O sequenciamento foi feito no equipamento lon Proton™ (ThermoFisher
Scientific) utilizando-se o kit lon PI™H|-Q™ Sequencing200 (ThermoFisher
Scientific). No mapeamento do genoma (versao hgl9) foi usado o software
TMAP no computador acoplado ao equipamento e as variantes observadas

através do software lonReporter™ (ThermoFisher Scientific).

5.6 IDENTIFICACAO DE MUTACAO ESPECIFICA POR PCR-ARMS

O sistema ARMS, do inglés Amplification Refractory Mutation System, é
uma estratégia de amplificacdo por PCR em que o primer € capaz de discriminar
sequéncias que diferem em apenas um nucleotideo, sendo utilizada para a
identificacdo de alelos especificos e deteccdo de mutacdes pontuais associadas
as doencas (NEWTON et al., 1989; BOTTEMA et al., 1993). A PCR-ARMS ¢é
uma técnica rapida, confiavel e que possui um procedimento simples, sao
utilizados trés tipos de primers para a definicdo dos genétipos: o “primer comum”
de controle, o “primer normal” que é complementar a sequéncia selvagem do
DNA e “primer mutado” que é complementar a sequéncia mutada no DNA. Apés
a realizacdo da amplificacdo da amostra, os produtos da PCR sé&o observados
em gel de agarose e o diagndstico realizado a partir da anélise do tamanho dos
amplicons.

Apés a identificacdo de uma mutacdo especifica no gene NF1 em dois
individuos de uma mesma familia pela analise do exoma, esta técnica foi
utilizada para a identificacdo dos genotipos de nove integrantes. Os primers
foram escolhidos a partir da analise de aproximadamente 1500pb ao redor da
mutacdo c¢.3601delT de NF1 (chrl7:29,558,515 + 1500). A primeira analise foi
realizada através do software RepeatMasker e BLAST, para verificar repeticoes

e presenca de pseudogenes. Assim, a partir do programa PrimerSelect
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(DNAStar), foram escolhidos dois primers externos (controle) e dois internos
(forwmard e reverse) seletivos para os alelos selvagem e mutado,
respectivamente. As sequéncias e temperaturas de anelamento (TA) referentes
aos quatro primers sédo apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1-DESCRICAO DOS PRIMERS UTILIZADOS NAS REAGCOES
DE PCR-ARMS

Sequéncia TA(°C)

Primer controle (F1) TACATGGTTCTGATTTAAGGTAGC  57,6°
Primer controle (R1) CAGGGTGGCATATTATGAAGTG 58,4°
Primer normal (Fwt) AGAGATTTGGACCAGGCAAGTAT  58,9°
Primer mutado (Rmut) CTAGAAGTGAAACTACTGCTTACT 57,6°
FONTE: A autora (2016).

Para as reacdes de amplificacdo dos fragmentos de interesse do gene
NF1 foram realizadas duas reacdes por amostra para identificacdo do alelo
selvagem utilizando-se os primers F1, R1 e Fwt, e do alelo com a variante
utilizando-se os primers F1, R1 e Rmut (Tabela 1). Ambas as reagdes utilizaram
50ng de DNA gendmico das amostras com 0s seguintes reagentes: 2 pl de Buffer
(10x), 1,6 pl de dNTPs (2.5 mM), 0,6 ul de cada um dos primers (20 uM), 1 pl de
Taq Polimerase e 12,6 pl de agua ultra-pura para um volume final de 20 pul. As
condicBes de ciclagem da reacdo de PCR-ARMS estado descritas na Tabela 2. O
produto amplificado nessa PCR foi visualizado por meio de eletroforese, em gel

de agarose 1,5%, TBE 0,5%, com coloragdo em brometo de etideo.
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TABELA 2 - CONDIGOES DE CICLAGEM DA REAGAO DE PCR-ARMS

Ciclo Temperatura Tempo

Pré-desnaturacao 1 94°C 5
Desnaturagéo 35 94°C 30”
Hibridizagao 60°C 20”
Extenséo 72°C 45”
Extenséo 1 72°C 5
Hold 1 10°C 0

FONTE: A autora (2016).

5.7 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Os principios do processo de replicagdo do DNA foram usados por Sanger
e colaboradores (1975) no desenvolvimento do processo, agora conhecido
como, Sequenciamento “dideoxi” de Sanger ou “método de Sanger’. Este
processo utiliza a capacidade da DNA-polimerase em incorporar 2', 3'-
dideoxinucleétidos, analogos de bases de nucleotideos que ndo possuem o
grupo 3'-hidroxil essencial para a formacao da ligacéo fosfodiéster.

O sequenciamento pelo método de Sanger requer um molde de DNA, um
primer, a DNA polimerase, nucleotideos (dNTPs), didesoxinucleotideos
(ddNTPs) e tampéo de reacdo (“buffer”). Quatro reacdes distintas sao criadas,
cada uma contendo nucleotideos marcados e que sdo ddA, ddC, ddG ou ddT. A
DNA polimerase adiciona um desoxinucleotideo ou um correspondente 2', 3'-
didesoxinucle6tideo em cada passo de extensédo da cadeia de DNA. Qual das
moléculas ird ser adicionada vai depender da concentracao relativa delas na
reacdo. Quando um desoxinucleotideo (A, C, G ou T) é adicionado a extremidade
3', a extensao da cadeia pode continuar, enquanto que se um didesoxinucleotido
€ adicionado a extremidade 3', a extensao da cadeia € interrompida. Assim, este
tipo de sequenciamento resulta na formacdo de produtos de diversos
comprimentos terminados com didesoxinucledtidos na extremidade 3'. Os
produtos da etapa de extensao séo entao separados por eletroforese em que um
campo elétrico é aplicado de modo que os fragmentos de DNA carregados

negativamente se movem em direcdo ao eletrodo positivo. A velocidade com que
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o fragmento se move através do meio € inversamente proporcional ao seu peso
molecular levando a separacao dos fragmentos por tamanho.

Esta técnica foi realizada em dois individuos para a confirmacdo da
mutacdo encontrada no gene NF1 em parceria com o Laboratério de
Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do departamento de Genética da
UFPR. Os primers utilizados para realizacao desta técnica foram os externos (F1
e Ri) usados na PCR-ARMS com o objetivo que amplificar a regidao onde a
mutacdo de estudo se encontra. Para isso, os kits BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e BigDye® XTerminator™ Purification
(Applied Biosystems) foram utilizados de acordo com especificagcbes do
fabricante. A eletroforese capilar foi realizada no sequenciador ABI3130 (Applied
Biosystems), seguindo as recomendacdes do fabricante. A andlise dos
resultados foi feita por meio do software online BioEdit® (Ibis Biosciences,
Carlsbad, CA, 1997-2013) (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml).

5.8 ANALISE DA PROTEINA NEUROFIBROMINA

A analise da proteina Neurofibromina foi realizada a partir da sequéncia
NM_001042492.2 do transcrito da variante 1 disponivel online pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sendo
que a proteina (NF1-001, ENST00000358273.8 do Ensembl, P21359 no Uniprot)
possui 2839 aminoacidos. Em seguida, esta sequéncia foi reduzida para a
sequéncia codificante CDS, ou seja, a por¢cdo anterior ao cédon inicial ATG e
posterior ao cdédon de parada TGA foram retiradas, mantendo-se apenas a
sequéncia referente a proteina. A partir de uma coépia desta sequéncia foi
elaborada a sequéncia com a mutacdo de estudo (delecdo de uma timina na
posicdo 3601 da sequéncia NM_001042492.2 que corresponde a posicéo 3218
da sequéncia CDS), uma vez que nao havia disponivel em bancos de dados.

O alinhamento das duas sequéncias foi realizado no software GeneDoc
(www.genedoc.software.informer.com/2.7/). Posteriormente as sequéncias
nucleotidicas foram traduzidas para aminoacidos no programa ApE
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) e entdo utilizadas para a
realizacdo da modelagem nas ferramentas online SWISS-MODEL Expasy da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genedoc.software.informer.com/2.7/
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
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Swiss Institute of Bioinfortatics Biozentrum da University of Basel da Suica
(www.siwwmodel.expasy.org) e PHYRE 2 (Protein Homology/analogY
Recognition Engine) do Structural Bioinformatics Group da Imperial College
London (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). Ambos s&o
utilizados para a realizacado de modelagem da estrutura 3D de proteinas a partir
de sequéncia de aminoacidos empregando técnicas de modelacdo por
homologia através da busca em bibliotecas de sequéncias de proteinas
conhecidas auxiliando na andlise da funcéo e estrutura de proteinas. O SWISS-
MODEL Expasy compara a sequéncia em estudo com aqueles presentes na
biblioteca do SWISS MODEL (SMTL — Swiss Model Template Library) e entéo a
busca é realizada a partir do Blast e HHblits com o objetivo de identificar
proteinas que sdo evolutivamente relacionadas com a de estudo. Se uma ou
mais sao identificadas, o alinhamento é utilizado para a construcdo de um
modelo estrutural 3D da proteina. Em seguida, a qualidade do modelo € avaliada
através dos valores de GMQE (Global Quality Estimation Score) e do QMEAN
(ARNOLD et al., 2006; BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011; BIASINI et al.,
2014). J4 o PHYREZ2 realiza a comparacao da sequéncia de estudo com um
banco de dados de sequéncias de proteinas conhecidas através, apenas, do
HHblits. Este alinhamento é utilizado para prever a estrutura secundaria com o
PSIPRED e ambos séo convertidos em um modelo oculto de Markov (HMM —
Hidden Markov Model) que é verificado em um banco de dados de HMMs de
proteinas de estruturas conhecidas, assim aqueles alinhamentos que exibirem
0S maiores escores sao utilizados para a construgdo dos modelos 3D (KELLEY
et al., 2015).


http://www.siwwmodel.expasy.org/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISE GERAL DAS FAMILIAS MENONITAS

Ao analisar os heredogramas realizaram-se diagndsticos de tumores
benignos e malignos de diversos tipos nestas familias Menonitas, totalizando 18
tipos relatados afetando 59 individuos de nove familias Menonitas (TABELA 3).
Os tipos de tumores que se mostraram mais frequentes foram do sistema
nervoso central (15,4%), cancer de mama (10,8%), de pele do tipo basocelular
(9,2%) e de préstata (6,2%). Os niumeros de casos apresentados correspondem
as informacdes dadas pelos probandos, que em diversos momentos nao sabiam
informar o tipo de cancer com o qual um parente foi diagnosticado ou as
informagdes néo foram suficientes para confirmar o tipo (21,5%).

TABELA 3 - TIPOS DE TUMORES EM NOVE FAMILIAS MENONITAS ANALISADAS
(*) ndo havia informacéo suficiente para afirmar qual tipo de tumor.

Tipo de tumor Namero de Frequéncia Relativa
casos (%)
Sistema Nervoso Central 10 15,4
Mama 7 10,8
Pele Basocelular 5 9,2
Préstata 4 6,2
Leucemia 3 4,6
Melanoma 3 4.6
Figado 3 4,6
Intestino 3 4.6
Gastrico 2 3,1
Sarcoma 2 3,1
Tiredide 2 3,1
Hemangioma 1 1,5
Carcinoma epiderméide 1 15
Esofago 1 1,6
Bexiga 1 1,5
Pancreas 1 1,5
Pulméao 1 1,5
Conduto auditivo 1 1,5
Sem informacéao* 14 21,5

Total 65

FONTE: A autora, 2016.
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Todas as familias participantes receberam retorno onde tais resultados

foram apresentados e um laudo final ou parcial foi entregue.

6.2 DESCRICAO DAS FAMILIAS MENONITAS

Ao visitar as familias Menonitas da Col6nia de Witmarsum no Parana, dez
se mostraram dispostas a participar do estudo. No entanto, uma familia foi
retirada por ndo ser integrante dos Menonitas apresentando apenas origem
alemd (familia Wit08), totalizando assim nove familias participantes.
Inicialmente, os individuos foram entrevistados e o calculo de risco para o
desenvolvimento de alguns tipos de cancer como de mama, ovario, colorretal,
endométrio e melanoma, assim como a probabilidade de mutacdo nos genes
correspondentes foram realizados. Os dados referentes as probabilidades de
desenvolvimento de cancer de pancreas nao foram considerados, por termos

detectado muitas discrepancias em relacéo aos histéricos.

6.2.1 Familia Menonita da Coldnia de Witmarsum 1 (Wit01)

7

O probando é uma mulher de 55 anos, U.F.W. (lll-6), que nasceu na
cidade de Straubing na Alemanha (Bavaria) e vive na Col6nia de Witmarsum ha
27 anos, tem trés filhas de 26, 24 e 22 anos de idade. Identificamos seu caso
pessoal de carcinoma de mama ductal invasor diagnosticado aos 45 anos de
idade e com receptor de estrogénio positivo (RE+). A mae faleceu aos 66 anos
de acidente vascular cerebral (AVC) e nédo teve diagnéstico de cancer. O pai (lI-
1), com 85 anos, tem historico de “cancer de intestino” diagnosticado aos 81
anos de idade e a avo paterna (I-2) faleceu aos 65 anos devido a um cancer que
havia duvidas entre ser de es6fago ou estbmago diagnosticado aos 64 anos de
idade. A partir destas e outras informagdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na FIGURA 5. Além
disso, foram realizados os calculos de risco para o desenvolvimento de cancer
de ovario, colorretal, endométrio e melanoma, (FIGURA 6 e TABELA 4) e as
probabilidades de mutacéo nos principais genes relacionados a estes tipos de

cancer. Posteriormente, com a finalidade de realizar os célculos para suas filhas,
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foram adicionados os casos de seu marido (llI-7) e sogro (11-3) diagnosticados
com cancer de pele do tipo basocelular e de sua sogra (1l-4) diagnosticada com
sarcoma, porém sem informacao de idades de diagndstico.

@ 7

2z 3 4

[ 1
O

(g
g
O
®-
El

3
[ Tumor de mama l Tumor de intestino [] Sarcoma

Carcinoma de pele
_l basocelular

Ndo especificado

FIGURA 5 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WITO1. O probando é indicado com a flecha e os
individuos afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 6 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROBANDO DA FAMILIA
WITO1 DESENVOLVER ALGUNS TIPOS DE CANCER AO LONGO DA VIDA.
A. Cancer de mama e ovario; B. Cancer colorretal, de endométrio e melanoma.
(*) Neste caso os valores correspondem ao risco de um céncer na mama
contralateral.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).
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TABELA 4 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE CANCER
AO LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WITO1

Idade Cancerde  Cancer de Cancer Cancer de Melanoma
mama* ovario colorretal endométrio
60 0,007 0,002 0,003 0,003 0,002
65 0,015 0,003 0,006 0,006 0,005
70 0,024 0,006 0,012 0,009 0,007
75 0,033 0,008 0,018 0,013 0,010
80 0,041 0,010 0,025 0,015 0,012
85 0,048 0,012 0,032 0,017 0,014

(*) Valores referentes a probabilidade de desenvolver cdncer na mama contralateral.
FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).

De acordo com a analise realizada, os céalculos de risco de que o probando
seja portador de uma mutacao deletéria em um dos genes BRCAS, responsaveis
por cerca de 40% dos casos de cancer de mama e ovario hereditarios, € bastante
baixa, da ordem de 0,3%. Além disso, 0 risco de um novo cancer na mama
contralateral é da ordem de 0,7% em cinco anos (aos 60 anos) aumentando
progressivamente com a idade e chegando aos 4,8% aos seus 85 anos de idade.

Todos os outros calculos de risco para canceres hereditarios tais como os
de ovério, colorretal, endométrio e melanoma estdo no mesmo nivel da
populacdo em geral e a probabilidade de mutacfes nos genes relacionados a
estes tipos de cancer mostraram-se desprezivel. Sendo assim, consideramos
esta familia como de baixo risco, com padrao n&do sugestivo de cancer hereditario

e elaboramos um laudo final excluindo a analise molecular neste momento.

6.2.2 Familia Menonita da Col6nia de Witmarsum 2 (Wit02)

Sera descrita ap6s a Familia Wit10.
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6.2.3 Familia Menonita da Col6nia de Witmarsum 3 (Wit03)

O probando é uma mulher de 57 anos, H.W.D (llI-4). Identificamos seu
caso pessoal de diagnéstico de carcinoma ductal invasor na mama esquerda aos
44 anos de idade tendo sido submetida a quadrantectomia, quimioterapia e
radioterapia além do uso de Tamoxifeno por cinco anos. Aos 28 anos de idade
foi diagnosticada com mioma e realizou histerectomia e aos 56 anos com polipos
intestinais sendo que a biépsia foi negativa para malignidade. Tem duas filhas,
um filho e seis netos que ndo possuem diagndstico de cancer. Na entrevista foi
relatado o caso de sua méae (l1-6), falecida aos 79 anos, com histérico de “tumor
cerebral” benigno, uma sobrinha (IV-1) falecida aos 38 anos decorrente de um
cancer (relatado como melanoma com metastase no cérebro) cuja filha, de 16
anos, fez bidpsia de pele para investigacdo de uma mancha na época da
entrevista, no entanto ndo tivemos acesso a este resultado. Trés tios paternos
faleceram de cancer aos 60 (II-5), 50 (lI-4) e 70 (lI-3) anos de idade, mas o
probando ndo soube informar os tipos. Uma prima (lll-1) por parte de pai teve
diagnéstico de cancer de estbmago por volta dos 60 anos de idade, filha de pai
com suposto diagndstico de cancer.

A partir destas e outras informagdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na figura 7. Além disso,
foram realizados os calculos de risco para o desenvolvimento de cancer de
ovario, pancreas, melanoma, colorretal e endométrio (FIGURA 8 e TABELA 5) e
as probabilidades de haver mutagc&o nos principais genes relacionados a estes
tipos de cancer.
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FIGURA 7 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WIT03. O probando é indicado
com a flecha e os individuos afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 8 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROI?ANDO DA
FAMILIA WIT03 DESENVOLVER ALGUNS TIPOS DE CANCER AO
LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e ovario; B. Cancer colorretal, de

endométrio e melanoma.
(*) Neste caso os valores correspondem ao risco de um cancer de mama

contraleteral.
FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).
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TABELA 5 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE CANCER
AO LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WIT03

Idade Cancerde  Cancer de Cancer Cancer de Melanoma
mama* ovario colorretal endométrio
62 0,008 0,002 0,003 0,003 0,002
67 0,016 0,004 0,008 0,006 0,005
72 0,025 0,006 0,014 0,010 0,007
77 0,034 0,008 0,021 0,013 0,009
82 0,042 0,010 0,027 0,015 0,012

(*) Valores referentes a probabilidade de desenvolver cancer na mama contralateral.
FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).

De acordo com a nossa andlise, os calculos de risco de que o probando
seja portador de uma mutacao deletéria em um dos genes BRCAs é bastante
baixa, da ordem de 0,1%. O risco de um novo cancer na mama contralateral &
da ordem de 0,8% em cinco anos (aos 62 anos) aumentando progressivamente
com a idade e chegando aos 4,2% aos seus 85 anos de idade.

Todos os outros calculos de risco para canceres hereditarios tais como os
de ovario, colorretal, endométrio e melanoma estdo no mesmo nivel da
populacdo em geral e a probabilidade de mutacées nos genes relacionados a
estes tipos de cancer mostraram-se desprezivel. Sendo assim, consideramos
esta familia como de baixo risco, com padréo ndo sugestivo de cancer hereditario

e elaboramos um laudo final excluindo a analise molecular neste momento.

6.2.4 Familia Menonita da Colénia de Witmarsum 4 (Wit04)

O probando é uma mulher que estava com 74 anos, G.R. (llI-1), quando
foi realizada a entrevista sobre a historia médica e familiar de sua familia. Neste
histdrico, identificamos seu caso pessoal de Doenca de Paget da mama (um tipo
de cancer de mama que envolve aréolas e mamilos) aos 53 anos de idade,
submeteu-se a procedimento de mastectomia e esvaziamento ganglionar; teve
diagnéstico de tumor de pele do tipo basocelular e mioma aos 50 anos de idade

sendo submetida ao procedimento cirargico de histerectomia. Na entrevista foi
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relatado o caso de sua mée (lI-2) que faleceu aos 81 anos de idade e um ano
antes havia sido diagnosticada com um cancer 6sseo na mandibula, a irma (lll-
3) de 51 anos de idade diagnosticada com cancer de mama inflamatorio aos 48
anos, teve trés filhas e uma delas (IV-1) com 45 anos foi diagnosticada com
cancer de mama bilateral aos 43 anos de idade submetendo-se ao processo de
mastectomia profilatica e posterior tratamento quimioterapico e um ano depois
recebeu diagndstico de cancer na tireoide, o irméo (111-2) de 59 anos de idade foi
diagnosticado recentemente com cancer de prostata, um tio materno com
diagnéstico de cancer de figado e uma tia materna com diagndstico de cancer
de estbmago, porém néo soube informar as idades de diagnéstico, além disso,
estes eram meios irméos de sua mae, um tio paterno faleceu de cancer, mas ela
também nao soube dizer qual o tipo e idade de diagndstico.

A partir destas e outras informacdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na figura 9. Além disso,
foram realizados os calculos de risco para o desenvolvimento de cancer de
ovario, colorretal, endométrio e melanoma (FIGURA 10 e TABELA 6) e as
probabilidades de haver mutacao nos principais genes relacionados a estes tipos

de cancer.
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FIGURA 9 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WIT04. O probando é indicada com a
flecha e os individuos afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 10- GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROBANDO DA
FAMILIA WIT04 DESENVOLVER ALGUNS TIPOS DE CANCER AO
LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e ovario; B. Cancer colorretal,
de endométrio e melanoma.

(*) Os valores correspondem ao risco de um céncer de mama
contralateral.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).

TABELA 6 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE CANCER AO
LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WIT04

Idade Cincer de Cancer de Cancer Cancer de Melanoma
mama* ovario colorretal endométrio
80 0,025 0,053 0,009 0,003 0,003
85 0,045 0,094 0,016 0,005 0,005

(*) Valores referentes a probabilidade de desenvolver cancer de mama contralateral.
FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).
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A partir das analises realizadas, avaliamos, através do Programa
CancerGene, que a probabilidade do probando e seus irmaos serem portadores
de uma mutacéo nos genes BRCAs € da ordem de 48,3%, o que justificaria uma
investigacao laboratorial, pois mostra-se acima do esperado para a populacéo
geral. Todos os demais calculos de risco para canceres hereditarios tais como
os de endomeétrio, coloretal e melanoma estdo no mesmo nivel da populacdo em
geral.

Foi oferecida a oportunidade de investigacdo molecular na busca por
mutagcfes nos genes BRCAL e 2, pois a familia preenche os critérios clinicos
para a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditaria. No entanto, o
probando declinou do convite e um laudo com as informagbes acima foi

elaborado e entregue.

6.2.5 Familia Menonita da Colénia de Witmarsum 5 (Wit05)

O probando é uma mulher de 57 anos, 0.J. (111-9), quando foi realizada a
entrevista sobre a histéria médica e familiar de sua familia. Neste historico,
identificamos seu caso pessoal de leucemia mieléide aguda aos 43 anos de
idade, tendo sido submetida a tratamento quimioterapico durante seis meses,
apresentou lesdes benignas de mama e realizou histerectomia devido a
endometriose antes de ser diagnosticada com cancer. Tem uma filha e dois
filhos sem diagnostico de cancer. Além disso, foi relatado o caso de sua méae
(II-4) com 77 anos de idade e recente histérico de “cancer de pele” chegando
a realizar radioterapia (provavel melanoma), seu pai (lI-5) falecido aos 51 anos
de idade devido a uma leucemia aguda, uma irma (111-4) com 58 anos de idade
diagnosticada com céancer de pele aos 28 anos e com um segundo episodio
aos 57, um tio paterno (II-3) falecido devido a um “cancer na garganta” (sem
especificacao).

A partir destas e outras informagdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na FIGURA 11. Além
disso, foram realizados os célculos de risco para o desenvolvimento de cancer
de ovario, coloretal, endométrio e melanoma (FIGURA 12 e TABELA 7) e as
probabilidades de haver mutagcdo nos principais genes relacionados a estes

tipos de cancer. Posteriormente foram adicionados casos de diagndéstico de
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cancer de bexiga e de intestino de irmaos (llI-11 e 111-12) de seu marido (l11-10)

e de cancer no pancreas de sua cunhada (I11-13).

[ Leucemia meildide
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Tumor no intestino

NI
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FIGURA 11 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WITO05. O probando é indicado com a flecha e os individuos
afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 12 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROBANDO
DA FAMILIA WITO5 DESENVOLVER ALGUNS TIPOS DE
CANCER AO LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e de 0VArio;
B. Cancer colorretal, de endométrio e melanoma.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).
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TABELA 7 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE CANCER
AO LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WIT05

Idade Cancerde  Cancer de Cancer Cancer de Melanoma
mama ovario colorretal endométrio
63 0,016 0,002 0,003 0,003 0,002
68 0,034 0,004 0,008 0,007 0,005
73 0,053 0,006 0,015 0,010 0,007
78 0,070 0,008 0,021 0,013 0,010
83 0,086 0,010 0,028 0,015 0,012

FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).

De acordo com as analises realizadas, todos os calculos de risco para
canceres hereditarios tais como os de mama, ovario, colorretal, endométrio e
melanoma estdo no mesmo nivel da populacdo em geral. Além disso, todos os
genes relacionados aos tipos de cancer apresentaram probabilidades de
mutacao desprezivel. Sendo assim, consideramos esta familia como de baixo
risco, com padrdo nédo sugestivo de cancer hereditario e elaboramos um laudo

final excluindo a analise molecular neste momento.

6.2.6 Familia Menonita da Coldnia de Witmarsum 6 (Wit06)

O probando é uma mulher de 77 anos de idade, F.J. (llI-3), quando foi
realizada a entrevista sobre a histéria médica e familiar de sua familia. Neste
histérico, identificamos seu caso pessoal de cancer de pele do tipo basocelular
aos 73 anos de idade, presenca de polipos intestinais benignos aos 67 anos e
mioma aos 44 anos quando foi submetida ao procedimento de histerectomia.
Tem trés filhos sem diagndsticos de cancer. Além disso, foi relatado o caso de
seu pai (II-1) falecido aos 88 anos de idade com historico de cancer de pele do
tipo basocelular diagnosticado por volta dos 80 anos, uma irma (I1l-1) com 80
anos diagnosticada com tumor benigno de tiredide e um irméo (I11-6) com 68

anos diagnosticado com cancer cerebral aos 63 anos de idade.
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A partir destas e outras informacdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na FIGURA 13. Além
disso, foram realizados os calculos de risco para o desenvolvimento de cancer
de ovario, coloretal, endométrio e melanoma (FIGURA 14 e TABELA 8) e as
probabilidades de haver mutacdo nos principais genes relacionados a estes

tipos de cancer.

g O o

E Carcinoma de pele basocelular BTumnr de tiredide I— Tumar cerebral

FIGURA 13 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WIT06. O probando é indicado com a flecha
e os individuos afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 14 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROBANDO DA
FAMILIA WIT0O6 DESENVOLVER ALGUNS TIPOS DE CANCER AO
LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e ovario; B. Cancer colorretal, de
endométrio e melanoma.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).

TABELA 8 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE
CANCER AO LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WIT06

Idade Cancer de Cincer de Cancer Cincer de Melanoma
mama ovario colorretal endométrio
83 0,021 0,003 0,009 0,003 0,003

FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).
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De acordo com a andlise realizada, os calculos de risco para canceres
hereditarios tais como os de mama, ovario, coloretal, endométrio e melanoma
estdo no mesmo nivel da populagdo em geral e as probabilidades de mutagéo
nos genes relacionados a estes mostraram-se desprezivel.

Sendo assim, consideramos esta familia como de baixo risco, com padrao
ndo sugestivo de cancer hereditario e elaboramos um laudo final excluindo a

analise molecular neste momento.

6.2.7 Familia Menonita da Coldnia de Witmarsum 7 (Wit07)

O probando € uma mulher de 34 anos de idade, E.C.J. (lll-4), quando a
entrevista sobre a historia médica e familiar de sua familia foi realizada. Neste
histérico, identificamos o caso de seu pai (lI-5) com diagnéstico de melanoma
metastatico aos 60 anos de idade, um tio materno (II-7) com histérico de “cancer
0sse0” (provavel sarcoma) aos 72 anos de idade e um tio paterno (lI-2) de 77
anos de idade com lesdes de pele.

A partir destas e outras informagdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na FIGURA 15. Além
disso, foram realizados os calculos de risco para o desenvolvimento de cancer
de ovério, colorretal, endométrio e melanoma (FIGURA 16 e TABELA 9) e as
probabilidades de haver mutacéo nos principais genes relacionados a estes tipos

de cancer.
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FIGURA 15 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WITQ7. O probando é indicado com a flecha e os
individuos afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 16 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROBANDO DA
FAMILIA WITO7 DESENVOLVER ALGUNS TIPOS DE CANCER AO

LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e ovario; B. Cancer colorretal
e de endomeétrio.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).
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TABELA 9 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE
ALGUNS TIPOS DE CANCER AO LONGO DA VIDA PARA O
PROBANDO DA FAMILIA WIT07

Idade Céncerde Cancer de Cancer Cancer de
mama ovario colorretal endométrio
39 0,003 0,000 0,000 0,000
44 0,008 0,001 0,001 0,001
49 0,016 0,001 0,002 0,001
54 0,027 0,002 0,003 0,003
59 0,039 0,004 0,005 0,005
64 0,055 0,005 0,009 0,008
69 0,072 0,007 0,014 0,012
74 0,088 0,009 0,020 0,015
79 0,104 0,011 0,026 0,018
84 0,118 0,013 0,033 0,019

FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).

Diante da andlise realizada, todos os demais céalculos de risco para
canceres hereditarios tais como os de mama, ovario, endométrio, coloretal e
melanoma estdo no mesmo nhivel da populacdo em geral e a probabilidade de
mutacdo em qualquer um dos genes relacionados ao cancer coloretal e de
endométrio (MLH1, MSH2 e MSH6) (0,1%), mostrou-se dentro do esperado para
a populacdo geral. Os demais genes relacionados aos tipos de cancer
analisados mostraram-se desprezivel.

Sendo assim, consideramos esta familia como de baixo risco, com padréo
nao sugestivo de cancer hereditario e elaboramos um laudo final excluindo a

analise molecular neste momento.

6.2.8 Familia Menonita da Col6nia de Witmarsum 9 (Wit09)

O probando é uma mulher de 36 anos de idade, M.L.J. (llI-3), quando foi
realizada a entrevista sobre a historia médica e familiar de sua familia. Neste
historico, identificamos seu caso pessoal de cancer de mama (carcinoma ductal

invasivo, receptores hormonais positivos e HER2 positivo) aos 28 anos de idade,
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tratado com mastectomia da mama afetada, quimioterapia e Tamoxifeno por
cinco anos, sendo que aos 36 anos de idade apresentou metastase 6ssea. Neste
histérico foram identificados varios episodios de cancer de pele de sua mée (ll-
2): melanoma maligno aos 40 anos, carcinoma epidermaide aos 56 e basocelular
aos 58 anos. Ainda no lado materno, uma tia (l1-6) falecida aos 54 anos de idade
foi diagnosticada com cancer de mama aos 44 anos e dois tios (l1-4 e II-5) tiveram
cancer de prostata, diagnosticados aos 70 e 64 anos de idade, respectivamente.
O avo paterno (I-1) falecido aos 68 anos de idade também foi diagnosticado com
cancer de prostata aos 65 anos.

A partir destas e outras informagdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na FIGURA 17. Além
disso, foram realizados os calculos de risco para o desenvolvimento de cancer
de ovario, colorretal, endométrio e melanoma (FIGURA 18 e TABELA 10) e as
probabilidades de haver mutacao nos principais genes relacionados a estes tipos

de cancer.
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FIGURA 17 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WIT09. O probando é indicado com a flecha
e os individuos afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 18 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PRBANDO DA
FAMILIA WIT09 DESENVOLVER ALGUM TIPO DE CANCER AO
LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e ovario, B. Cancer colorretal
e de endomeétrio.

(*) Os valores correspondem ao risco de um céncer de mama
contralateral.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).
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TABELA 10 - PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE CANCER
AO LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WIT09

Idade Cancerde  Cancer de Cancer Cancer de Melanoma
mama* ovario colorretal endométrio
42 0,003 0,000 0,000 0,000 0,067
47 0,007 0,001 0,001 0,001 0,133
52 0,012 0,002 0,002 0,002 0,196
57 0,019 0,004 0,004 0,004 0,255
62 0,027 0,006 0,007 0,007 0,310
67 0,035 0,009 0,011 0,010 0,358
72 0,044 0,012 0,017 0,014 0,399
77 0,053 0,015 0,024 0,017 0,433
82 0,061 0,017 0,030 0,019 0,460

(*) Valores referentes a probabilidade de desenvolver cancer de mama contralateral.
FONTE: A autora, 2016 (Software CancerGene).

Diante das analises realizadas, avaliamos que a probabilidade do
probando e seus irmaos serem portadores de uma mutacdo em um dos genes
BRCAs é da ordem de 20%, o que justifica uma investigacao laboratorial uma
vez que esta familia preenche os critérios clinicos da Sindrome Hereditaria de
Cancer de Mama e Ovario (HBOC). Sugerimos que, se fosse do interesse e
vontade do probando, tal avaliagdo genética poderia ser realizada pelo nosso
grupo, apos autorizacdo expressa através da assinatura de um consentimento
livre e esclarecido. Deste modo a familia Wit09 foi direcionada para a segunda
fase do estudo. Notamos também um aumento da probabilidade de ocorréncia
de melanoma devido ao histérico familiar e o gene CDKN2A também foi
posteriormente avaliado.

Todos os demais célculos de risco para canceres hereditarios tais como
os de endométrio e colorretal estdo no mesmo nivel da populacdo em geral e a
probabilidade de mutacdo nos genes correspondentes foram despreziveis.

O sequenciamento de exoma deste individuo foi realizado no Instituto
Pele Pequeno Principe. A analise compreendeu 115 genes, relacionados com
cancer (WALSH et al. 2011; ECONOMOPOULOU et al. 2015; TUNG et al. 2015).
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Dentre os 115 genes analisados, 56 apresentaram 124 variantes sendo a maioria
do tipo sinGnima (55%). Na tabela 11 estéo listados os demais tipos de variantes
encontradas. Dentre os genes descritos na literatura como de alta penetrancia
para carcinomas mamarios, além dos BRCAs, foram analisados também os
genes CDH1, PALB2, PTEN, STK11, TP53, CHEK2, NBN, NF1 (WEITZEL,
2015).

Dentre as variantes encontradas no gene BRCA1 uma promove alteracao
do quadro de leitura (frameshift) através da delecdo de uma adenina (A) no exon
11 (c.1961delA, p.K645fs). Esta € uma alteracéo ja descrita na literatura como
patogénica, ou seja, responsavel pelo desenvolvimento do tumor mamario
relatado por este individuo. Além disso, outras variantes relacionadas a
Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarias (rs799917, rs16941,
rs16942, rs1799966) foram encontradas sendo classificadas como benignas de
acordo com parametros estipulados pelo American College of Medical Genetics
and Genomics (RICHARDS et al.,, 2015). Assim como variantes, também
benignas, relacionadas a outras condi¢cdes genéticas como Neoplasia Enddcrina
Multipla (MENL1 - rs2959656), Sindrome de Lynch (MSH2 - rs63750327 e MSH6
- 1s1042821), carcinoma de célon (MUTYH - rs3219489), uma variante
relacionada com resposta a droga cisplatina (XPC - rs2228001) e uma
classificada como fator de risco para o desenvolvimento de Melanoma Maligno
Cutaneo (XRCC3 - rs861539). Além disso, sete variantes foram observadas
neste individuo, mas ndo encontradas em bancos de dados até o momento da

finalizacdo deste estudo, sugerindo serem novas alteracoes.



TABELA 11 - VARIANTES ENCONTRADAS EM 34 GENES EM M. L. J (ll-3), EXCLUINDO AS SINONIMAS.

Gene Cromossomo Exon rs Tipo Frequéncia Genotipo NM Variante
na populacéo
européia (%)
AlP 11 5 641081 Nao sinénima 0(C) AC NM_0013029 c.C505A, p.Q169K
59
6 4930199 N&o sindnima 0(A, C) AG NM_0013029 C.A743G, p.Q248R
59
APC 5 17 459552 Nao sinénima 23 (T) AT NM_0011275 c.T5465A, p.v1822D
10
ATM 11 40 659243 Nao sinbnima 0(A) GG NM_000051 c.A5948G, N1883S
ATR 10 4 2227928 Nao sinénima 41 (A) AG NM_001184 c.T632C, p.M211T
BARD1 2 4 2229571 Nao sinbnima 36 (C) CG NM_000465 €.G1134C, p.R378S
BLM 15 3 - Frameshift - T- NM_000057 c.582delT, p.F194fs
3 - N&o sindnima - AT NM_000057 C.T582A, p.F194L
BMPR1A 10 3 11528010 N&o sinénima 28 (A) AC NM_004329 c.C4A, p.P2T
BRCA1 17 10 799917 N&o sinénima 36 (A) AG NM_007294 c.C2612T, p.P971L
16941 N&o sindnima 36 (C) CT NM_007294 c.A3113G, p.E1038G
16942 N&o sinbnima 35(C) CT NM_007294 €.A3548G, p.K1183R
80357522 Frameshift - T- NM_007294 c.1961delA, p.K645fs
15 1799966 N&o sindnima 36 (C) CT NM_007294 c.A4837G, p.S1613G
BRCA2 13 14 69547 Nao sinbnima 0(T) CcC NM_000059 c.T7397C, p.vV2466V
BRIP1 17 19 4986764 N&o sinénima 44 (A) AG NM_032043 c.T2755C, p.S919P
BUB1B 15 8 1801376 N&o sinénima 31 (G) AG NM_001211 c.G1046A, p.R349Q
EGFR 7 13 2227983 N&o sinénima 28 (A) AG NM_005228 €.G1562A, p.R521K
EPCAM 2 3 1126497 N&o sindbnima 47 (C) CT NM_002354 €.T344C, p.M115T

9L



ERBB2

EXO1

FANCA

GALNT12

KIF1B

MEN1

MSH2

MSH3

MSH6

MUTYH

12

17

27

11
12
13

16
26

21

10

3

1

21
23

12

1136201

1058808

1047840
1635498
9350

7190823

2239359
7195066

1137654

41274458

2959656

63750327

201874762

3045983
1650697
184967
26279
1042821

3219489

Frameshift
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Nao sinbnima

Nao sinbnima
Nao sinbnima

N&ao sinbnima
N&ao sinbnima
N&o sinbnima
N&o sinbnima

Inframe

Inframe
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Nao sinbnima

Nao sinbnima

25 (G)
33 (C)

37 (A)
3(C)
15 (T)

40 (C)

41 (T)
32 (T)

9 (A)
2(T)

1(T)

24 (A)
14 (A)
28 (G)
18 (A)

24 (G)

G-

AG
CG

AT
CT
CT

CT

CT
CT

AT
GT
CT
AG
GCAGCG
GCTGCA
GCGGCC
CCCCCA
GCT -
AG
AG
AG
AG

CG

NM_0012899
37

NM_0012899
37
NM_0012899
37
NM_003686

NM_003686
NM_003686

NM_000135

NM_000135
NM_000135

NM_024642
NM_183416
NM_000244
NM_000251

NM_002439

NM_002439
NM_002439
NM_002439
NM_002439
NM_000179

NM_0010481
71

c.1405_1406insG,
p.H469fs

€.A1963G, p.I1655V
€.C3508G, p.P1170A

c.G1765A, p.E589K
€.C2167T, p.R723C
c.C2270T, p.P757L

C.A796G, p.T266A

c.G1501A, p.G501S
c.G2426A, p.G809D

c.A356T, p.E119V
¢.G2421T, p.M807I
c.A1636G, p.T546A
c.A593G, p.E198G

c.154 171del,
p.52_57del

€.196_204del,
p.66_68del
c.A235G, p.179V
€.A2846G, p.Q949R
c.G3133A, p.A1045T

c.G116A:p.G39E

¢.G972C, p.Q324H

LL



PDGFRA
PMS2
PTCH1
RAD51D
RB1

TPS53

TSHR

TYR
WRN

XPC
XRCC3

17
13

17

14

11

3

14

22

11

10

1

26
34

16

7

2228006

4796033

1042522
3783941

1991517

1042602

1801195
1346044

2228001
861539

N&o sinbnima
N&o sinbnima
N&o sinbnima
N&o sinbnima
Frameshift
N&o sinbnima
N&o sinbnima
N&ao sinbnima
N&o sinbnima
N&ao sinbnima
N&ao sinbnima
N&o sinbnima
N&ao sinbnima

Nao sinbnima

12 (T)

13 (T)

29 (G)
33 (C)
10 (G)
37 (A)

44 (T)
23 (T)

40 (G)
39 (A)

CT

CT

A-
AC

CcC
AC

AC

GT
CT

GT
AG

NM_006206

NM_000535

NM_002878
NM_000321
NM_000321
NM_000546

NM_0010180
36
NM_0010180
36

NM_000372

NM_000553
NM_000553

NM_004628

NM_0011001
18

€.2980delA, p.K994fs

€.A1621G, p.K541E

€.G494A, p.R165Q

c.10delA:p.K4fs
c.A10C:p.K4Q

€.C215G, p.P72H

c.C742A:p.R248S
c.G2181C:p.E727D

c.C575A, p.S192Y

¢.G3222T, p.L1074F
c.T4099C, p.C1367R

€.C2815A, p.Q939K

c.C722T:p.T241M

Em negrito a variante patogénica identificada em BRCAL.
FONTE: Software IGV, Ensembl (2016)
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6.2.9 Familia Menonita da Colénia de Witmarsum 10 (Wit10)

O probando é uma mulher de 42 anos de idade, E.H. (llI-5), quando foi
realizada a entrevista sobre a historia médica e familiar de sua familia. Neste
histérico, identificamos o caso de seu pai (lI-3) falecido aos 74 anos
diagnosticado com céancer linfatico (sem especificacdo de classificagdo) aos 70
anos de idade. Foi submetido a tratamento quimioterapico, porém trés anos
depois apresentou recidiva. Um irméao (I11-3) faleceu aos 43 anos diagnosticado
com cancer de pulmao, porém era HIV positivo, 0 que pode ter favorecido o
aparecimento deste tumor. Uma tia paterna (II-1) com 70 anos apresentou um
provavel cancer de colo de utero, um tio (ll-2) falecido com cerca de 45 anos foi
diagnosticado com cancer de cabeca e pescoco (ndo especificado).

A partir destas e outras informacdes coletadas no instante da entrevista
construiu-se o heredograma desta familia representado na FIGURA 19. Além
disso, foram realizados os céalculos de risco para o desenvolvimento de cancer
de ovario, colorretal, endométrio e melanoma (FIGURA 20 e TABELA 12) e as
probabilidades de haver mutacao nos principais genes relacionados a estes tipos

de cancer.
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FIGURA 19 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WIT10. O probando ¢é indicado com a flecha e os individuos
afetados de acordo com a legenda.

FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 20 - GRAFICOS DA PROBABILIDADE DO PROBANDO DA
FAMILIA WIT0O10 DESENVOLVER ALGUM TIPO DE CANCER AO
LONGO DA VIDA. A. Cancer de mama e de ovario, B. Cancer colorretal,
de endométrio e melanoma.

FONTE: A autora, 2016 (Software GraphPad Prism 6).
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TABELA 12- PROBABILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE ALGUNS TIPOS DE CANCER
AO LONGO DA VIDA PARA O PROBANDO DA FAMILIA WIT10

Idade Cancerde  Cancer de Cancer Cancer de Melanoma
mama ovario colorretal endométrio
48 0,008 0,001 0,001 0,001 0,002
53 0,018 0,002 0,002 0,002 0,004
58 0,031 0,003 0,004 0,004 0,006
63 0,046 0,005 0,008 0,007 0,008
68 0,063 0,007 0,012 0,011 0,011
73 0,080 0,009 0,018 0,014 0,013
78 0,096 0,011 0,025 0,017 0,015
83 0,111 0,013 0,031 0,019 0,017

Fonte: A autora, 2016 (Software CancerGene)

Diante da analise realizada, os calculos de risco para canceres
hereditarios tais como os de mama, ovario, colorretal, endométrio e melanoma
estdo no mesmo nivel da populacdo em geral. Os demais genes relacionados
aos outros tipos de céancer mostraram-se desprezivel. Sendo assim,
consideramos esta familia como de baixo risco, com padrdo ndo sugestivo de
cancer hereditario e elaboramos um laudo final excluindo a analise molecular

neste momento.

6.2.10 Familia Menonita da Colénia de Witmarsum 2 (Wit02)

Nesta familia foram entrevistados sobre a histéria familiar e médica,
inicialmente, trés integrantes levando a elaboracdo do heredograma
representado na FIGURA 21. A primeira foi uma mulher de 52 anos, M.M. (llI-
19), que nasceu na cidade de Bagé no Estado do Rio Grande do Sul.
Identificamos seu caso pessoal de tumor no cérebro, descrito como uma leséo
expansiva intraventricular a esquerda, provavelmente um astrocitoma sub-
epidermal segundo relato da préopria paciente, com diagnostico aos 34 anos de

idade. Apresenta também manchas café-com-leite e neurofibromas distribuidos
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pelo corpo (FIGURA 22A). E mae de trés filhas: L.M. (IV-18), de 35 anos de
idade, foi diagnosticada com “mixofibrossarcoma de grau |l na coxa direita”
(laudo do Hospital Erasto Gaertner, datado de 19/10/2005), aos 25 anos de idade
e tratado com amputacdo do membro. Também apresenta diversos
neurofibromas e manchas café-com-leite. P.M. (IV-19), 29 anos, diagnosticada
com tumor no nervo 6ptico (provavel glioma segundo o laudo anatomopatolégico
de 13/03/2013) diagnosticado aos 10 anos de idade, também apresenta
manchas café-com-leite e neurofibromas distribuidos pelo corpo (FIGURA 22B).
Notou-se, além dos sinais caracteristicos presentes em outros familiares, sinais
sugestivos de Sindrome de Noonan (FIGURA 22C e D). A Sindrome de Noonan
apresenta grande variabilidade fenotipica (NOONAN, 1963; ALLANSON et al.,
1985). Individuos portadores possuem distingdes faciais caracteristicas como
face triangular, hipertelorismo ocular, ptose palpebral, fissura palpebral externa
desviada para baixo, implantacdo baixa e rotacdo incompleta do pavilhdo
auricular, micrognatia e pescoco curto ou alado, além de baixa estatura,
problemas cardiacos, linfaticos e atraso de desenvolvimento. Esta doenca pode
ser consequente da presenca de mutacfes em importantes genes da via de
sinalizacdo RAS-MAPK, responsavel principalmente pela proliferagédo celular,
como o PTPN1l e os integrantes da familia RAS. Os sinais clinicos
apresentados pelo individuo 1V-19 desta sindrome séo face triangular, ptose
palpebral, hipertelorismo ocular, pescoco curto, orelhas de implantacdo baixa e
helices espessas (FIGURA 22). Por ultimo, a filha mais nova, D.M. (IV-20), de
20 anos de idade, é aparentemente saudavel, sem 0s sinais clinicos descritos
anteriormente.

O segundo entrevistado é um homem de 36 anos de idade, D.H. (IV-13),
com diagndstico de “lesdo expansiva de aspecto infiltrativo compativel com
hemangioma cavernoso de palato duro” (laudo de 04/06/2013), perda
progressiva de dentes, da audi¢éo e da visdo do olho direito, manchas café-com-
leite na regido do abdémen, diafragma e membros inferiores (FIGURA 22E).
Relatou o aparecimento de um provavel hemangioma, elevado com diametro de
cerca de 3 cm localizado no dorso, na altura do ombro esquerdo que foi retirado
em procedimento dermatolégico. Ja fez dois transplantes de coOrnea por
ceratocone, descoberto em 1994 e relatou episddios de enxaqueca com
prodromos desde a infancia.
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O terceiro individuo entrevistado, E. T. H. (1lI-20), de 49 anos de idade
sem diagnosticos de cancer. Relatou o caso de uma neta, B.G.O. (V-10), falecida
aos sete anos de idade devido a um “carcinoma de plexo coroide” diagnosticado
aos cinco anos, com posterior desenvolvimento de metastases em peritonio.

A partir dos relatos destes trés individuos e com o auxilio de outros
membros da familia que viemos a entrevistar posteriormente, foi possivel reunir
muitas informagBes sobre a historia médica pregressa desta familia. Assim,
identificamos também o caso do pai (lI-4) dos individuos 1lI-19 e 11I-20 que
faleceu aos 54 anos devido a um tumor no figado (os familiares ndo sabiam
informar a idade do diagnoéstico), um irméo (111-12) falecido aos 46 anos de idade
com um diagnéstico de tumor no figado que teve uma filha (IV-7) com leucemia
aguda que faleceu aos 15 anos de idade, um irmao falecido aos 16 (111-18) anos
de idade decorrente de um tumor no cérebro. Com relacéo ao individuo II-4 ainda
foi relatado os casos de tumor cerebral de seu irm&o II-1 e duas sobrinhas (IlI-1
e 111-2), tumor no intestino de dois sobrinhos (11-3 e 11-5) e um sobrinho com relato
de tumor no conduto auditivo (lI-6). Para todos estes relatos ndo nos foram

apresentados os laudos.
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FIGURA 21 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA WIT02. O probando € indicado com a flecha e os individuos afetados de acordo com a legenda.
LEGENDA: NF1** - Individuo homozigoto selvagem; NF1* - Individuo heterozigoto para a mutagdo c.3601delT; NFNS- Individuo portador de Neurofibromatose do tipo 1 com

Sindrome de Noonan.
FONTE: A autora, 2016 (http://www.progenygenetics.com/).
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FIGURA 22 - CARACTERISTICAS CLINICAS OBSERVADAS NOS INDIVIDUOS DA FAMILIA
MENONITA WIT 02. A. Neurofibromas e manchas café-com-leite de M.M; B. Neurofibromas de
P.M; C. Vista frontal do individuo P. M; D. Vista lateral do individuo P.M (exibicao autorizada);
E. Mancha café-com-leite do individuo D.H.

FONTE: A autora (2016).
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Para esta familia realizamos o diagnéstico clinico de Neurofibromatose do
tipo I. Em uma segunda visita, confirmamos que alguns membros desta familia
ja possuiam o diagnéstico de Neurofiboromatose do tipo 1. Porém, esta familia
nunca havia sido investigada do ponto de vista molecular e foi convidada a
participar da segunda etapa do estudo, para analisar o gene NF1, principal gene
responsavel pela manifestacéo da Neurofiboromatose do tipo |, uma sindrome de
predisposicao ao cancer, conforme sera discutido posteriormente.

Inicialmente dois individuos foram selecionados para a analise do exoma,
os pacientes (IV-13 e IV-19). Na paciente (IV-19) investigou-se inicialmente,
além da Neurofibromatose do tipo |, a Sindrome de Noonan. Este direcionamento
se baseou em andlise clinica prévia do individuo que exibe caracteristicas
associadas com tais condicfes, conforme descrito acima. O segundo individuo
da familia, um homem de 36 anos (IV-13), primo da mulher relatada acima, foi
selecionado devido a sua apresentacgao clinica bastante peculiar, com aparente
disturbio de angiogénese.

Amostras de ambos os individuos foram encaminhadas para o Instituto
Pelé Pequeno Principe para a analise de exoma. O resultado deste
sequenciamento indicou a existéncia da delecdo de um nucleotideo contendo
timina no éxon 25 do gene NF1 (NM_001042492.2; c.3601delT; p.1073fs) em
ambos os individuos (FIGURA 23). Esta variante provoca alteracdo do quadro
de leitura (frameshift) e consequente modificacdo da sequéncia de aminoacidos
gue compdem a Neurofibromina, produto proteico de NF1 (FIGURAS 23 e 24),
tornando-a truncada e nado funcional uma vez que um codon de parada
prematuro é observado em sequéncia a mutagcdo. O exon 25, onde se encontra
a mutacdo, apresenta diversas mutacdes ja relatadas, entre elas quatro
associadas a Neurofiboromatose (rs864622469, rs199474740, rs150015024,
rs863224659) porém a mutagdo encontrada nesta familia ndo se encontra

descrita na literatura.

* 3240
CDS_NF1 cacTadmrcadiTeTaceEc T
CDS NFlmut AQTAGKCACTMCTAGCTHETC!
G

T T

FIGURA 23 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS CDS SELVAGEM E MUTADA DA
PROTEINA NF1. A flecha vermelha na vertical indica o nucleotideo timina deletado, a flecha
horizontal amarela indica o ponto onde o quadro de leitura é alterado, o retangulo vermelho
indica, no DNA, a posicéo onde o codon de parada sera formado no mRNA.

FONTE: Software Genedoc 2.7 (2016)
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MMNEELFLDSLREALAGHGGSROLTESAAIACVELCKASTYINWEDNSVIFLLVQSMVYVDLENLLFNPSKPFSR
GEOPADVDLMIDCLVECFRISPHMNOHFKICLAOQNSPSTFHYWVLVNSLHRIITMNEALDWWPKIDAVYCHEVE
LRNMFGETLHEAVOGOGAHPAIRMARSLTFKEKVTSLKFKEKFTDLETRSYKYLLLSMYELIHADPELLLCNP
REQGPETOGSTAELITGLVOLYPOSHMPEIAGEAMEALLVLHOLDS I DLWNPDAPVETFWEISSOMLFYIC
KKLTSHOMLESTEILKWLREILICRNKFLLENKOQADRSSCHFLLFYGYGCDIPESGNTSOMSMDHEELLRTRG
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PEAKMEDGQAAESLHETIVERRMSHY 3G GGESIDLSDTDSLOEWINMTGFLCALGGVCLOORSNSGLATYS
PPMGPVSERKGSMISVMESEGNADTPVSKFMDRLLSLMVCNHERVGLOIRTNVEDLVGLELSPALYPMLF
MELENTISKFFDSQGOVLILTDTNTOFVEQTIAIMENLLDONHTEGSSEHLG QASIETMMLMNLVRYVRVLGHNM
VHAIQIKTELCOLYEVYMMARRDDLSFCOEMEFENEMYEYLTDWWVMGTENQAADDDVECLTRDOLDOAS
MEAVVSLLAGLPLOPEEGDGVELMEAKSOLFLEYFTLFMMNLLNDCSEVEDESAQTGGRERGMSRALASLRH
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CTVLAMSMLLMANYDSGLMHSIGLGYHKDLOTRATFMEVLTKILOQGTEFDTLAETVLADRFERLVELVTM
MGDOGELPIAMALANYYPCSOWDELARVLVTLFDSRHLLYQLLWMNMFSKEVELADSMOTLFRGNSLASKI
MTFCREVYGATYLOKLLDPLLRNVITSS DWOHYSFEVDPTRLEPSESLEENORNLLOMTEKFFHANSSSSEFPP
QLRSVCHCLYQATCHELLNKATVKEKKENKESYYSORFPONSIG AVGEAMFLRFINPAIVSPYEAGILDEKPP
PRIERGLELMSKILOSIANHVLFTKEEHMRPFNDFYKSNFDAARRFFLDIASDCPTSDAVNHSLSFISDGNYVLA
LHRLLWNMNOEKIGOYLSSNRDHEAV GRRPFDKMATLLAYLGPPEHKPVADTHWSSLNLTSSKFEEFMTRH

WEHNALKLAHEDTEYSIKVGSTAVOVTSAERTEVIGOSYVELNDIYYASEIEEICLVDEN
QFTLTIANCGTRLTEMHEQECEANDSIHIRTRWELSQPDSIPOHTEIRPEDVPG TLLMIALLMLGSSDPSLRSA
AYNLLCALTCTFNLEIEGOLLETSGLCIPANNTLFIVSISKTLAANEPHLTLEFLEECISGFSKSSIELKHLCLEYRT
PWLSNLYRFCKHNDDAKRORVTAILDELITMTINERQMYPSIQAKIWGSLGQITDLLDVYLDSFIKTSATGGL
GEIKAEVMADTAVALASGNVELVESKVIGRMCKIIDETCLSPTPTLEQHLMWDDIAILARYMLMLSFNNSLD
VAAHLPYLFHWVTFLVATG PLSLRASTHGELVINIHSLCTCSOLHFSEETKOVLRLSLTEFSLPKFYLLFGISKVES
AAVIAFRSSYRDRSFSPGSYERETFALTSLETVTEALLEIMEACMADIPTCEKWLDOWTELAQRFAFQYNPSLD
PRALVWFGCISKRVEHG UK QNIRILSKALESCLKGPDTYNSOVLIEATVIALTELOPLLNEDSPLHKALFWWAW
AVLOLDEVMNLYSAGTALLEQNLHTLDSLRIFNDESPEEVFMAIRMPLEWHCKOMODHFVGLNFMSNFNFALY
GHLLEGYRHPSPAIVARTVRILHTLLTLYMEHRNCDEFEVNTOSVAYLAALLTVSEEVRSRCSLEHRESLLLTDI
SMENVPMDTYFIHHGDPSYRTLKETOPWSSPKGSEGYLAATYPTVGOTSPRARKIMSLDMGOP3OANTE
KLLGTRESFDHLUSDTKAPKROEMESGITTPPKMRARYVAETDYEMETORISSSOOQHPHLRKVEVSESNYILLDEE
VLTDPKIQALLLTVLATLVEYTTDEFDORILYEYLAEASVVFPEVFPVVHNLLDSKINTLLSLCODPMLLNPIMGI
VOEVWYHEESPPOYOTSYLOSFEFNGLWRFAGPFSKOTOIPDYAELIVEFLDALIDTYLPGIDEETSEESLLTPT
SPYPPALOSOLSITANLNLENSMTSLATSOHSPGIDKENVELSPTTGHCONSGRTRHGSASOVOKORSAGSFK
RNSIKEIN®

Legenda:

M| Ponto de alteraciio do quadro de leitura
[ ] Dominio RAS-GAP

[ Dominio CRAL-TRIO

55585 - Poly-ser

KRQEMESGITTPPKMRR - Sinal de localizacdo nuclear
- Ligacao de lipideo

* Stop codon

RQS5* - Aminoacidos formados apds o ponto da mutacgo
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Proteina NF1 mutada

FIGURA 24 - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA NEUROFIBROMINA.
O retangulo preto delimita a sequéncia referente a proteina neurofibromina mutada
(inhas 1-16) com relagdo a sequéncia de aminoacidos completa da proteina
neurofibromina normal (linhas 1-40). A sequéncia da proteina mutada compreende do
primeiro aminoacido da sequéncia (M), na linha 1, até o ponto de alteracdo do quadro
de leitura (M), na linha 16, onde a sequéncia RQS* é incorporada.

FONTE: A autora (2016).
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Posteriormente, esta variante foi confirmada por sequenciamento de
Sanger em dois individuos (IV-13 e 1V-19) e em seguida investigada em outros
membros da familia por meio da técnica de PCR-ARMS. Além dos individuos P.
M (IV-19) e D. H. (IV-13) também foram analisados a mae (llI-19) e a irma (IV-
18) de P. M., o tio (llI-10) que apresentava manchas café-com-leite e diversos
neurofibromas, o tio (lll-11), a tia (I11-20), o primo (IV-1) e a irm& de D.H (IV-14).
A partir desta andlise os individuos 111-10, IlI-19, IV-13, 1V-18, IV-19 foram
identificados como heterozigotos para a variante em questao e os individuos IlI-
11, IlI-20, IV-1 e IV-14 homozigotos selvagens. Alguns estdo representados na

figura 25.

Alelo mutante

MM L) DK

Controle (751bp)

Alelo selvagem (489bp)
Alelo mutante (307bp)

FIGURA 25 - IMAGEM DO GEL DE AGAROSE 1,5% DEMONSTRANDO OS GENOTIPOS DOS
QUATRO INTEGRANTES DA FAMILIA WIT 02 (Os individuos representados séo: E.H.-111-20; M.M.-Ill-
19; P.M.-IV-19; D.H -1V-13).

FONTE: Instituto Pelé Pequeno Principe (2016).

6.3 ANALISE DA PROTEINA NEUROFIBROMINA

As ferramentas online SWISS-MODEL Expasy e PHYREZ2 foram
utilizadas para criar modelos 3D da proteina neurofibromina normal e mutada
para demonstrar o efeito da mutacdo encontrada neste estudo. A modelagem
destes programas € realizada a partir da comparacdo da sequéncia de
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aminoacidos em questdo com uma biblioteca de proteinas ja conhecidas. Diante
disto a sequéncia normal da neurofibromina apresentou, em ambas as
ferramentas, 100% de identidade com a propria neurofibromina. Em
contrapartida, a sequéncia da proteina com a mutacdo mostrou-se
desconhecida, porém com similaridades a diversas outras proteinas, como a
subunidade 1 da proteina cap-binding nuclear (18% de identidade) no SWISS-
MODEL Expasy e a defensina-5 (50% de identidade) no PHYRE2. A modelagem
3D de ambas as sequéncias de aminoacidos da Neurofibromina 1 demonstra a

diferenca estrutural da proteina normal e mutada (FIGURA 26).

-3
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q S 4
FIGURA 26 - MODELO 3D DA PROTEINA

NEUROFIBROMINA NORMAL (A ESQUERDA) E MUTADA
(A DIREITA). A — SWISS MODEL EXPASY, B — PHYREZ2.

FONTE: Swiss Model Expasy, Phyre2 (2016).
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6.4 ANALISE DO EXOMA DE DOIS INDIVIDUOS DA FAMILIA WIT 02

A partir dos dados do exoma, apos a analise do gene NF1 outros genes
foram avaliados, em especial aqueles relacionados as Rasopatias. Este € um
termo genérico para designar doencas com fenotipos semelhantes causadas por
mutacBes em genes que participam da via RAS/MAPK, (TIDYMAN; RAUEN,
2009; AOKI et al., 2016) e serdo discutidas posteriormente. Foram analisados
também genes relacionados com o desenvolvimento de cancer de maneira geral,
genes codificadores de proteinas que apresentam alguma relacdo com NF1
(participacdo na mesma via, co-expressado) a partir das ferramentas online
Pathwaylinker (2012), STRING® (String Consortium 2016, versdo 10.0) e
GeneMania (FIGURA 27), genes codificantes de proteinas relacionada a
angiogénese, genes potencialmente relacionados com o desenvolvimento de
hemangiomas, mal formacfes vasculares e linfedemas de acordo com o artigo
de Blatt e colaboradores (2014) e demais genes que se mostraram interessantes
por meio da analise da tabela de variantes gerada pelo software IGV ou por

proximidade a outros genes analisados (TABELA 13).
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TABELA 13 - GENES ANALISADOS NO EXOMA DOS INDIVIDUOS IV-13 E IV-19

Condicéo

Genes

Neurofibromatose do tipo 1 NF1, PTPN11, SOS1, SOS2, RAF1, KRAS, HRAS, NRAS,

e outras Rasopatias

Cancer

Redes de interacéo

Angiogénese

Hemangioma

Outros genes

BRAF, RIT1, SHOC2, SPRED1, CBL, A2ML1, MAP2K1,
MAP2K2, RASAL, LZTR1

BRCA1, BRCA2, TP53, MYC, PTEN, CHEK1, CHEK2,
CCND1, PALB2

APP, MYOG, SDC2, HRAS, TBPL1, GRIN1, RRAS, NRAS,
SMARCA4, GTF2B, POLR2A, BRCA1l, POU2F1, RRAS2,
CALM1, TIRAP, CHKB, RPS6KA1l, GSK3B, IRF8, MRAS,
SMARCC2, GADD45A, FOXA2, INS, ARID1A, SMARCBI,
SMARCC1

VEGF, VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, PIGF, TIE1, EGF,
IGF1, CSF3, PDGFA, PDGFD, FGF1, HGF, NOS1, NOS2,
NOSS, TSP1, TSP2, TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4, TGFB1,
TGFB2,

GLMN, PTPN14, GJC2, ANTXR1, IDH1, ATR, PDCDI10,
PIK3CA, KDR, GNAQ, ENG, KIF11, ATM, ACVRL1, RASA1,
FLT4, GJA1, CCM2, KRITI, TEK, AKT1, IDH2, FOXC2,
SMAD4, CCBE1, SOX18, IKBKG, SKI

MMP11, CRYBA2, DERLS3, ZBTB42, SAMD11, TGFA,
TGFB3, TPM1, TPM2, TPM3, TPM4, INF2, MTOR, GATAL,
GATA2, GATA3, GATA4, GATAS5, TIPIN, ARG2, Interleucinas

FONTE: A autora (2016)
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FIGURA 27 - REDES DE INTERAQAO DE PROTEINAS PARA O NF1 CRIADAS
PELAS FERRAMENTAS Pathwaylinker (A), STRING (B), GeneMania (C).
Nas redes criadas pelo STRING e GeneMania a cor de cada linha representa um tipo

de interacdo. Estas podem ser consultadas nos respectivos sites: www.string-db.org e
www.genemania.org.

FONTE: Pathwaylinker, String e Genemania (2016).
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A analise do exoma dos individuos P.M. (IV-19) e D.H. (IV-13)
compreendeu 136 genes, dentre os quais 68 apresentaram um total de 142
variantes sendo as mais frequentes do tipo sindnimas (66%) e ndo sinbnimas
(31%). Estas variantes estao representadas nas Tabelas 14, 15 e 16. Ao analisar
comparativamente tais exomas foram encontradas 79 variantes, em 42 genes,
comuns aos individuos estudados, 33 variantes, em 24 genes, exclusivas em
P.M. (TABELA 15) e 27 variantes, em 19 genes, exclusivas em D. H. (TABELA
16). Analisando as variantes exclusivas para cada um dos individuos,
destacamos a presenca de variantes no gene A2ML1 séo relatadas em alguns
casos de Sindrome de Noonan (VISSERS et al., 2015; AOKI et al., 2016) e os
genes CCM2, RSP6KA1 e SMARCA4. Além das variantes no gene A2ML1,
foram encontradas variantes em outros genes ja relacionados com as
Rasopatias, grupo de doencas no qual esté inserido a Neurofioromatose 1. Na
maioria, as variantes identificadas eram sinbnimas como rs2229869 (S0S2),
rs13054014 (LZTR1) em P.M., e rs9648696 (BRAF), rs12628 (HRAS), rs10250
(MAP2K?2), rs7182445 e rs3751526 (SPRED1) em ambos os individuos. Entre
as variantes nao sinénimas encontradas em genes relacionados as Rasopatias
destacamos, além de A2ML1, a rs 493446 no gene RIT1 em ambos os

individuos.



TABELA 14 - VARIANTES IDENTIFICADAS EM 42 GENES EM P.M. (IV-19) E D.H. (IV-13)

Gene Cromossomo Exon rs Frequéncia Tipo Genotipo NM Variante
na populacéo P.M/D.H
européia (%)

A2ML1 12 20 1860926 0(C) N&o sindnima AA/AA NM_144670 ¢.C2550A, p.D850E
26 11612600 36 (A) Sindnima AG/AG NM_144670 €.G3237A, p.vV1079V
29 10219561 0(A) N&o sinénima GG/GG NM_144670 c.A3686G, p.H1229R
31 1476910 23 (A) Sinénima AG/AG NM_144670 c.A4020G, p.Q1340Q

AKT1 14 10 1130233 24 (T) Sinénima TT/ICT NM_001014432 c.G726A, p.E242E
ATM 11 37 1801516 16 (A) N&o sinénima AG/AG NM_000051 €.G5557A, p.D1853N
40 659243 0 (A) N&o sinénima GG/GG NM_000051 c.A5948G, p.N1983S
47 Sem descri¢édo - N&o sinbnima AG/AG NM_000051 c.A6908G, p.K2303R

ATR 3 4 2227928 0(A) Nao sinénima GG/GA NM_001184 €.T632C, p.M211T

2229033 1(G) N&o sindnima CG/CG NM_001184 c.G891C, p.K297N
30 2227931 39 (G) Sinénima AG/AG NM_001184 €.T5208C, p.V1736V
47 1802904 13 (C) Sinénima TT/TT NM_001184 c.G7875A, p.Q2625Q

BRAF 7 16 9648696 15 (C) Sinénima CT/CT NM_004333 €.A1929G, p.G643G
BRCA1 17 10 1799949 30 (A) Sinénima AA/AA NM_007294 c.C2082T, p.S694S
16940 35 (G) Sinénima AA/AA NM_007294 €.T2311C, p.L771L

799917 36 (A) N&o sindnima AAIAA NM_007294 €.C2612T, p.P971L
16941 36 (C) N&o sindnima CcCi/ccC NM_007294 c.A3113G, p.E1038G
16942 35(C) N&o sindnima CcCi/ccC NM_007294 €.A3548G, p.K1183R
12 1060915 36 (G) Sinénima GG/GG NM_007294 €.T4308C, p.S1436S
15 1799966 36 (C) Nao sinénima CcC/cC NM_007294 c.A4837G, p.S1613G
BRCA2 13 11 206076 0(G) Sinénima CcC/cC NM_000059 c.G6513C, p.v2171V
14 169547 0(T) N&o sindnima CciccC NM_000059 c.T7397C, p.V2466A

CCND1 11 4 9344 50 (A) Sinénima AG/AG NM_053056 c.G723A, p.P241P
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CHEK1
EGF
FOXA2
GATA2
GATAS5
GTF2B
HRAS
IL11
IL13

IL16

IL21

IL34

IL37

INF2

LZTR1

MMP11

11

20

20

11
19

15

16

14

22

13
19

10
11
13
18

18
21
15

506504
4698803
1212275
1573858
4130580
2794318

12628
1126757
20541

4072111
8031107
61752774
11073001
4238526

4833837

8046424
4985556

3811046
3811047

4983530
10133301
1128840
4822790

738792

3(A)
20 (A)
13 (T)
34 (G)
16 (T)
0(G)
31 (G)
47 (T)
21 (A)
10 (T)
48 (A)
10 (T)
18 (G)
0(A)
34 (G)
47 (C)
10 (A)

30 (G)
30 (A)
3(C)
15 (T)
15 (A)
14 (T)

7(C)

Nao sinbnima
Nao sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
N&ao sinbnima
N&ao sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Nao sinbnima
Ganho stop

codon
Nao sinbnima
Nao sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima
Sinbnima

Nao sinbnima

GG/GG
TT/AT
Cc/cC
Cc/cC
GA
AAIAA
AG/AG
CT/ICT
GG/IGG

CTI/ICT
AAIAA
CTI/ICT
AG/AG
GG/GG

AG/AA

CcC/ccC
AC

TT/TT
GG/GG

TTT
CT/CC
AG/CC
CTICT

TT/ICT

NM_001114121
NM_001963
NM_021784

NM_001145662
NM_080473
NM_001514

NM_001130442

NM_001267718
NM_002188

NM_172217
NM_172217
NM_172217
NM_172217
NM_172217

NM_021803

NM_001172771
NM_001172771

NM_014439
NM_014439

NM_001031714

NM_001031714

NM_001031714
NM_006767

NM_002467

C.A1411G, p.1471V
c.A2759T, p.E920V
c.A1206G, p.Q402Q
c.C15G, p.P5P
¢.C609T, p.D203D
c.C724T, p.L242L
c.T81C, p.H27H
Cc.GYA, p.A3A
c.A431G, p.Q144R

¢.C1300T, p.P434S
¢.G1407A, ¢.Q469Q
¢.C1449T, p.H483H
¢c.A3135G, p.T1045T
c.A3855G, p.L1285L

c.C234T, p.C78C

¢.G364C, p.E122Q
¢.C636A, p.Y212X

¢.G92T, p.G31V
C.A124G, p.T42A

¢.C105T, p.P35P
¢.T2640C, p.D8SOD
¢.A3207G, p.P1069P
c.C1683T, p.R561R

¢.C113T, p.A38V
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MAP2K2 19 6 10250 48 (T) Sinbnima TT/TT NM_030662 ¢.C660A, p.1220I
MTOR 1 10 1135172 28 (A) Sinbnima GG/GG NM_004958 €.T1437C, p.D479D
19 1064261 28 (G) Sinbnima AA/AA NM_004958 €.C2997T, p.N999N
33 1057079 26 (C) Sinbnima TT/TT NM_004958 c.G4731A, p.A1577A
NF1 17 7 1801052 28 (G) Sindnima AAIAA NM_001042492 c.G702A, p.L234L
25 Sem descricédo - Delecéo -T/-T NM_001042492  ¢.3218delT, p.M1073fs
NOS1 12 24 34375182 1(T) Sinbnima CTICT NM_001204218 c.G3624A, p.L1208L
NOS2 17 16 2297518 23 (A) N&o sinbnima AG/AA NM_000625 €.C1823T, p.S608L
20 1060822 39 (A) Sinbnima GG/GG NM_000625 €.T2358C, p.G786G
22 1060826 38 (T) Sinbnima CcC/cC NM_000625 Cc.A2757G, p.T919T
POLR2A 17 5 9898024 0 (T) Sinbnima Cc/cC NM_000937 €.T592C, p.L198L
6 2228128 27 (C) Sinbnima CTICT NM_000937 €.T960C, p.N320N
10 2228129 23 (T) Sinbnima CcC/cC NM_000937 €.T1461C, p.S487S
11 7217707 0(T) Sindnima CcC/cC NM_000937 €.T1821C, p.S5607S
14 2228130 4 (T) Sinbnima CcC/cC NM_000937 €.T2292C, p.N764N
29 9894023 0 (A) Sindnima GG/GG NM_000937 ¢.A5100G, p.S1700S
PDGFD 11 7 10791649 45 (G) Sinbnima AG/GG NM_025208 €.T1080C, p.C360C
RIT1 1 2 493446 11 (C) N&o sinbnima GG/GG NM_001256821 ¢.G31C, p.E11Q
RPS6KA1 1 6 4970490 0 (T) Sinbnima CcC/cC NM_001006665 c.T534C, p.A178A
RRAS 19 3 1865077 30 (G) Sindnima AA/AA NM_006270 €.C333T, p.N111N
SPRED1 15 3 7182445 10 (G) Sinbnima AAIAG NM_152594 c.G291A, p.K97K
7 3751526 10 (T) Sinbnima CC/ICT NM_152594 €.T1044C, p.vV348V
TEK 9 8 682632 3 (A) N&o sinbnima CcC/cC NM_000459 c.A1037C, p.Q346P
13 639225 48 (G) Sindnima AG/AG NM_000459 c.A1962G, p.S654S
14 542913 25 (A) Sinbnima AG/AG NM_000459 c.G2322A, p.R774R
TGFB3 14 7 Sem descri¢édo - - CGICG NM_003239 -
TIE1 1 14 3120276 37 (T) Sinbnima CTICT NM 001253357 €.T2199C, p.A733A
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18 1199039 38 (G) Sinénima AG/AG NM_001253357 €.A2838G, p.L946L
TIPIN 15 3 9806123 0(C) N&o sindnima GG/GG NM_017858 €.G158C, p.R53P
TP53 17 4 1042522 29 (G) N&o sinénima CC/CG NM_000546 c.C215G, p.P72R
TPM1 15 4 1071646 34 (C) Sinénima AC/AC NM_001018005 €.C453A, p.A151A
ZBTB42 14 1 12878684 10 (A) Sinénima GG/AG NM_001137601 C.A45G, p.R51R
4983387 12 (G) N&o sindnima AAIAG NM_001137601 c.G694A, p.E232K

FONTE: Software IGV, Ensembl (2016).

86



TABELA 15 - VARIANTES IDENTIFICADAS EM 24 GENES EXCLUSIVAMENTE EM P.M. (IV-19).
Gene Cromossomo Exon rs Frequéncia Tipo Genotipo NM Variante
na populacéo
européia (%)
A2ML1 12 12 7308106 11 (G) Sinénima AG NM_144670 c.A1275G, p.V425V
19 1860927 16 (G) Sinénima AA NM_144670 ¢.G2367A, p.P789P
24 1558526 27 (A) Nao sinénima AG NM_144670 ¢.G2909A, p.C970Y
28 1860967 39 (T) Nao sinénima CT NM_144670 c.C3364T,
p.R1122W
30 7308811 16 (A) N&o sindnima GG NM_144670 c.A3769G,
p.M1257V
ATR 3 10 147895945 0(G) Sinénima AG NM_001184 €.T226C, p.C742C
BRCA2 13 11 1801406 28 (G) Sinénima AG NM_000059 €.A3396G, p.K1132K
CCM2 7 6 2289367 21 (A) Sinénima AA NM_001167934 c.G642A, p.T214T
CSF3 17 5 25645 37 (A) Sinénima AG NM_172219 c.G546A, p.L182L
EGF 4 7 11568937 3(C) Sinénima CG NM_001963 €.T1095C, p.H365H
14 2237051 36 (A) N&o sinénima AG NM_001963 c.G2124A, p.M708lI
ENG 9 2 11545664 10 (T) Sinénima CT NM_000118 c.G207A, p.L69L
FLT4 5 19 448012 35 (G) N&o sinénima CcC NM_0020202 ¢.C2670G, p.H890Q
GATA2 3 3 2335052 18 (T) N&o sinénima CT NM_001145662 €.G490A, p.A164T
GATA5S 20 5 6587239 46 (T) Sinénima CT NM_080473 c.G852A, p.K284K
GRIN1 9 5 6293 34 (G) Sinénima AG NM_000832 c.A789G, p.P263P
6 1126442 34 (A) Sin6énima AG NM_000832 c.G855A, p.vV285Vv
IL2 4 2069763 34 (A) Sinénima AC NM_000586 ¢.G114T, p.L38L
IL3 5 1 40401 25 (T) N&o sinénima CT NM_000588 c.C79T, p.P27S
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INF2 14 21 34251364 8 (T) N&o sinénima CT NM_001031714 c.C3286T, p.
P1096S
LZTR1 22 2 13054014 26 (A) Sinénima AG NM_006767 c.G210A, p.K70K
NOS1 12 17 11068428 32 (A) N&o sinénima AG NM_001204218  ¢.C2557T, p.P853S
19 1047735 32 (A) Sinénima AG NM_001204218  ¢.C2808T, p.H936H
23 3741475 21 (A) Sinénima AG NM_001204218 ¢.C3360T, p.D1120D
PDGFA 7 3 1129401 25 (G) Sinénima AG NM_002607 ¢.T207C, p.H69H
RPS6KAL 1 15 10644196 - Sinénima CT NM_001006665  c.T1425C, p.YA75Y
SAMD11 1 7 568340123 - Delecdo - NM_152486 c.645_692del,
CCTCCCCA p.215_231del
GCCACGGT
GAGGACCC
ACCCTGGC
ATGATCCC
CCTCATCA
SDC2 8 2 1126681 22 (T) Sinénima CT NM_002998 c.C153T, p.Y51Y
SOS2 14 14 2229869 33 (G) Sinénima AG NM_006939 ¢.C2232T, p.N744N
TEK 9 21 2273719 13 (A) Sinénima AG NM_000459 c.G3123A,
p.G1041G
TIMP1 X 5 4898 46 (C) Sinénima CT NM_003254 c.T372C, p.F124F
TIMP2 17 1 111654265 10 (A) Sinénima AC NM_003255 -
TIMP3 22 3 9862 48 (C) Sinénima cC NM_000362 c.T249C, p.H83H
ZBTB42 14 1 34284721 11 (A) N&o sinénima AG NM_001137601  c.G400A, p.A134T
10141867 27 (A) Sinénima AG NM_ 001137601  c.G570A, p.L190L

FONTE: Software IGV, Ensembl (2016).
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TABELA 16 - VARIANTES IDENTIFICADAS EM 19 GENES EXCLUSIVAMENTE EM D.H. (IV-13).

Gene Cromossomo Exon rs Frequéncia Tipo Genoétipo NM Variante
na populacao
européia (%)
A2ML1 12 22 200462659 0(C) Sinbénima CT NM_144670 €.T2749C, p.L917L
24 56179521 6 (T) Sindnima CT NM_144670 c.C2868T, p.A956A
29 73040625 7(T) N&o sindnima CT NM_144670 ¢.C3569T, p.A1190V
30 61749073 8 (C) Sinbnima CT NM_144670 €.T3843C, p.vV1281V
BRCA2 13 11 543304 20 (C) Sinénima CT NM_000059 c.T3807C, p.V1269V
CCM2 7 3 11552377 17 (A) N&o sinbnima CG NM_001167934 c.G184A, p.v62I
FLT4 5 10 3736062 3(A) Sinénima AG NM_0020202 €.C1344T, p.Y448Y
23 1130378 28 (A) Sinénima AG NM_0020202 €.C3198T, p.P1066P
IL19 1 7 2243191 23 (T) N&o sinbnima AT NM_013371 €.T524C, p.F175S
IL25 14 2 79877597 1(T) Sinbnima AC NM_022789 c.C424A, p.R142R
IL27 16 4 181206 29 (G) N&o sinénima AG NM_145659 €.T356C, p.L119P
IL31 12 3 7074857 0 (A) Sinénima CG NM_001014336 c.C183G, p.G61G
INF2 14 21 4983535 23 (T) Sinénima CC NM_000362 €.T3066C, p.D1022D
MMP11 22 2 28363648 1(C) Nao sinbnima CT NM_005940 c.G591A, p.S86P
8 28382575 1(C) Sinbnima CT NM_005940 €.T1425C, p.P475P
MYC 8 2 4645959 5(G) N&o sindbnima AG NM_002467 C.A77G, p.N26S
NOS1 12 13 2293054 31 (A) Sin6énima GG NM_001204218 €.T2202C, p.1734l
NOS2 17 10 1137933 24 (A) Sin6énima AG NM_000625 ¢.C1155T, p.D385D
PTPN14 1 11 7550799 23 (T) Sinénima GA NM_005401 c.A978G, p.R326R
17 1135352 22 (T) Sindnima CT NM_005401 c.A325G, p.E1084E
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RPS6KA1 1 12 2229712 19 (C) N&o sinbnima AC NM_001006665 C.A1031C, p.K344T
SAMD11 1 14 142832714 0(T) Sinénima GT NM_152486 €.G1935T, p.T645T
SMARCA4 19 5 140192268 2(C) N&o sinbnima CT NM_001128845 €.T1114C, p.Y372H
8 7935 35 (T) Sinénima CT NM_001128845 €.T1524C, p.H508H

27 28997582 7(T) Sinénima CT NM_001128845 ¢.C3954T, p.D1318D

SMARCC1 3 19 1141601 32 (C) Sinénima CcC NM_003074 €.A1845G, p.K615K
TIRAP 11 5 7932766 22 (1) Sinénima T NM_001039661 €.C558T, p.A186A

FONTE: Software IGV, Ensembl (2016).
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7. DISCUSSAO

7.1 Familias Menonitas com historico de cancer

A partir do historico reunido e céalculos realizados, verificou-se que néo
havia indicativos de uma histéria de cancer hereditario para as familias Wit 01,
03, 05, 06, 07 e 10. As informacdes reunidas sobre os tipos e numero de casos
de cancer e as idades de aparecimento nestas familias ndo séo suficientes para
dizer que os probandos e seus familiares apresentem um maior risco para
alguma das formas hereditarias dos tipos de cancer analisados. Os calculos de
risco para canceres hereditarios tais como os de mama, ovario, colorretal,
endométrio e melanoma estdo na mesma propor¢ado dos calculos empiricos da
populacdo em geral e a probabilidade de mutacdes nos genes relacionados a
estes tipos de cancer mostraram-se na maioria despreziveis. Sendo assim, ndo
havia indicacao formal para realizar uma investigacdo genética adicional nestas
familias.

Nas familias em que os probandos possuiam diagndstico prévio de cancer
de mama (Wit01 e 03) recomendou-se a estas mulheres e a seus familiares a
continuidade das medidas para deteccédo precoce do cancer como o0 autoexame
das mamas a cada més, exame preventivo do cancer de colo de ltero e a
realizacdo de mamografia anualmente conjuntamente com a introdugcdo ou
manutencdo em sua rotina de exercicios fisicos ao menos por quatro horas
semanais e dieta rica em fibras com baixa quantidade de gorduras animais, ja
gue estes sdo fatores reconhecidamente protetores para ocorréncia de cancer
de mama. Além disso, evitar exposicdo desnecessaria a hormdonios,
principalmente estrogeno, o que pode aumentar o risco para cancer de mama.

A maioria das familias analisadas exibe evidéncias da ocorréncia de
casos esporadicos de cancer, onde mutacfes somaticas em genes importantes
(oncogenes e supressores de tumor) permitem seu desenvolvimento, uma vez
que as idades de diagndsticos sdo mais elevadas. Casos de cancer familial
caracterizam-se pela recorréncia familial de algumas formas comuns de cancer
acima do esperado, identificando-se caracteristicas multifatoriais. Neste caso a

existéncia de fatores de risco que conferem uma maior suscetibilidade ao
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desenvolvimento de alguns tipos de cancer e exposicdo a um mesmo fator
ambiental, pode ser observada. A origem europeia, principalmente alema-
holandesa, dos habitantes da Col6nia de Witmarsum Ihes confere pele clara, fato
gue aliado ao trabalho, por exemplo, na lavoura pode aumentar a ocorréncia de
cancer de pele.

A partir da andlise destas familias fica evidente a importancia do
conhecimento da histéria familiar para o aconselhamento genético. Observou-se
em diversos momentos que as familias careciam de informacdes precisas,
principalmente com relacéo ao tipo de tumor diagnosticado para algum parente
e a idade deste diagndstico. Deste modo, cerca de 21,5% dos casos de tumores
relatados ndo apresentavam informacdes suficientes para serem classificados.
O conhecimento destas informacdes € importante para a andlise de risco de
desenvolvimento de cancer para os individuos da familia, uma vez que
dependendo do numero de casos e idades de diagndstico este calculo pode ser
alterado. Solomon e colaboradores (2016) avaliaram a importancia da histéria
familiar no encaminhamento correto de individuos para screening de cancer de
mama/ovario e colon. Concluiram que uma proporc¢ao significativa de individuos
candidatos ao screening e ao aconselhamento genético seria excluida se a
histéria familiar se limitasse apenas aos parentes em primeiro grau. Desta forma,
devido a escassez de informacdes, alguma evidéncia de presenca de fatores
hereditarios pode nédo ter sido identificada e induzido o diagndéstico de cancer
esporadico ou familial.

Assim, foi recomendado além da adocdo de habitos saudaveis como a
incorporacdo de uma boa alimentacdo e pratica de exercicios fisicos, procurar
pesquisar o histérico médico da respectiva familia, procurando reunir a maior
quantidade de informacdes e, em caso de novas informacdes, o contato da
Professora Doutora Enilze M. S. F. Ribeiro foi disponibilizado para solicitar uma
nova realizacéo dos calculos de risco para o desenvolvimento de cancer.

As demais trés familias Menonitas analisadas exibiram caracteristicas de
alguma sindrome de cancer hereditaria e serdo discutidas separadamente.

Um aspecto de grande relevancia, é que o numero de familias analisadas
neste estudo ndo pode ser visto como representativo da Comunidade Menonita

de Witmarsum (PR), que conta com cerca de 342 familias (1200 individuos).
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Desta forma, néo foi possivel calcular a prevaléncia de cancer (seja esporadico

ou hereditario) nesta comunidade.

7.2 Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarios (HBOC)

As familias Wit 04 e 09 apresentaram caracteristicas sugestivas de uma
predisposicao hereditaria ao cancer de mama, a Sindrome de Cancer de Mama
e Ovario Hereditarios (HBOC). Esta sindrome esta relacionada com o aumento
da predisposicdo ao desenvolvimento de cancer de mama, ovario ou ambos
exibindo heranga autossomica dominante. E caracterizada em familias que
apresentam individuos diagnosticados em idade precoce (<50 anos de idade);
parentes de primeiro e/ou segundo grau afetados; parentes afetados em duas
geracdes sucessivas; casos de cancer de mama bilateral e em homens, historia
familiar de cancer de ovario. Tais condicdes aumentam a suscetibilidade de
desenvolvimento de cancer uma vez que ha mutacdes, em genes relacionados
a estes tipos de cancer, presentes na linhagem germinativa parental. Tal
ocorréncia permite a existéncia de transmissao vertical além de associa¢cdes com
aumento do risco de desenvolvimento de outros tipos de tumores como prostata,
estbmago, colorretal, pancreas e leucemias (FORD et al., 1994; PHAROAH et
al., 1997; VAN ASPEREN et al., 2005; FRIEDENSON, 2007; IQBAL et al., 2012;
MORAN et al., 2011; MERSCH et al., 2014; PHELAN et al., 2013).

Menos de 10% dos pacientes com cancer de mama e cerca de 5% dos
casos de cancer de ovario exibem mutacao hereditaria, porém a incidéncia entre
individuos que apresentam historico familiar de cancer de mama e/ou ovario é
alta (FOULKES, 2008; DALY et al., 2010; SILVA; CASALI-DA-COSTA, 2015).
Estima-se que a prevaléncia de portadores de mutagfes nos genes BRCA1/2 na
populacao geral seja de 0,11% e 0,12% respectivamente, enquanto que entre
individuos que tém histéria familiar com trés ou mais casos de cancer de mama
e/ou ovario aumenta para 12,8% e 16%, respectivamente (AMENDOLA; VIEIRA,
2005). Mutacdes herdadas nos genes BRCA1/2 sao consideradas as principais
responsaveis pela predisposicdo a HBOC, sendo identificadas em cerca de 30-
40% dos casos (SKOLNICK, 1994; WOOSTER et al., 1995, KING et al., 2003;
COUCH et al.,, 2014). Contudo, analises moleculares tém apontado uma

diversidade de outros genes que podem estar relacionados ao aumento da
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suscetibilidade ao cancer de mama e ovario hereditario como, por exemplo,
PTEN, TP53, PALB2, CHEK2, STK11, ATM e CDH1 (WALSH; KING, 2007;
KOBAYASHI et al., 2013; COUCH et al., 2014; ECONOMOPOULOU et al., 2015;
HIROTSU et al.,2015; YANG et al., 2016). O desenvolvimento de técnicas mais
sensiveis como o Sequenciamento de Nova Geracao (NSG) possibilita a analise
simultanea de diversos genes de interesse. Deste modo, cada vez mais variantes
em diferentes genes tém sido relacionadas com o aumento de risco no
desenvolvimento de cancer em portadores de HBOC auxiliando na compreensao
das causas da doenca e no progndstico (COUCH et al. 2014; CYBULSKI et al.
2014; KURIAN et al. 2014; LADUCA et al. 2014; TUNG et al., 2015).

O gene BRCAL esta localizado no brago longo do cromossomo 17 (17g21)
e 0 BRCA2 no braco longo do cromossomo 13 (13g12.3), sdo considerados
supressores de tumor e atuam principalmente no reparo de dano de dupla fita no
DNA e, consequentemente, na manutencao da integridade gendmica. Entre os
portadores de alteracdes em BRCAL o risco em desenvolver cancer de mama,
até os 80 anos de idade, é cerca de 80% e de ovario é 45%. Para portadores de
alteracdes em BRCA2, os riscos séo 66% e 12%, respectivamente (WELCSH,;
KING, 2001; HARTMANN; LINDOR, 2016). Além disso, apdés um céancer de
mama primario, individuos com mutacfes nestes genes exibem maior risco de
desenvolver cancer na mama contralateral (GRAESER et al.,, 2009;
HERTMANN; LINDOR, 2016).

Avaliamos que a probabilidade do probando da familia Wit 04 ser portador
de mutacdo em um dos genes BRCA é da ordem de 48,3%. Para o probando da
familia Wit 09 a probabilidade calculada foi de 20%. A partir de tais resultados,
ambas as familias foram convidadas a investigar possiveis alteracfes nestes
genes, o que foi aceito apenas pela familia Wit 9.

A analise foi realizada no individuo 111-3 da familia Wit 09 e revelou a
existéncia da mutacdo c.1961delA (rs80357522) que acarreta na alteracdo do
quadro de leitura (p.K645Sfs) prejudicando a formagédo dos dominios de
interacdo BRCT 1/2 e de regides que formam ligagcbes covalentes com outras
proteinas ou entre partes da propria BRCAL1 promovendo a formacédo de uma
proteina truncada. Esta variante foi observada de forma recorrente em casos de
cancer de mama e ovario familial registrados em bancos de dados publicos como

o BIC (Breast Cancer Information Core — NIH). Esta mutacdo também aparece
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como recorrente em publicagcdo do “Programa de Aconselhamento Genético em
Cancer da Comunidade Valenciana, na Espanha’ (JIMENEZ et al., 2013), cuja
analise corrobora com o caso aqui descrito. A relacdo gendtipo/fenétipo € ainda
um desafio e neste trabalho os autores dividem os pacientes em diferentes
grupos fenotipicos na tentativa de descrever estas correlacdes. Devido a baixa
idade no diagndstico (28 anos), nossa paciente se encaixa no grupo fenotipico 1
(BC<30 anos) que apresenta maior ocorréncia de recidivas, cancer bilateral e de
metastases a distancia (ap0s a primeira entrevista, a paciente desenvolveu
metastases 0sseas aos 36 anos). Consideramos, portanto, que esta mutacao é
responsavel pelo desenvolvimento do tumor mamario relatado por este
individuo. Entretanto, notamos que esta familia ndo exibe as caracteristicas
tipicas da maioria das familias BRCAL positivas, em especial a histopatologia do
tumor apresentada pelo probando, com positividade para os receptores de
estrogénio e progesterona e amplificacdo do oncogene HER2. Tumores BRCA1L
positivos, em geral, apresentam-se como triplo negativos, ou seja, negativos
para estes trés marcadores. Além disto, notamos, até o0 momento, a nao
manifestacdo do fendtipo pela mae da paciente, que deve ser portadora e
transmissora da mutacdo. Esta manifestou quadro de mdltiplos canceres de
pele, uma manifestacdo nao usual entre os portadores de mutacdo em BRCAL.
Com o objetivo de explorar possiveis variantes que possam estar influenciando
na expressividade e na penetrancia, a partir da analise do exoma, descrevemos
outras variantes (Tabela 11, pagina 63). Cada uma delas deve ser
posteriormente estudada de forma mais aprofundada, porém podemos aqui
destacar duas mutagdes do tipo frameshift: uma no gene BLM e outra no gene
RB1.

O gene BLM atua nos processos de replicacdo e reparo do DNA através
da interacdo com BRCAL e outras proteinas, formando o complexo de vigilancia
do genoma associado a proteina BRCA1 (complexo BASC). Este gene foi,
recentemente, relacionado com o cancer de mama hereditario e mutagdes em
BRCA1 e BLM ja foram relatadas conjuntamente em casos de cancer de mama
(heterozigose combinada) (WANG et al., 2000; SOKOLENKO et al., 2014;
SUSPITSIN et al., 2014). A existéncia de mutacdo em outro gene além de
BRCAL séo relatadas em portadores de cancer de mama e contribuem para o

aumento da probabilidade de desenvolvimento desta doenca. Portadores de
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mutac&o no gene BLM, assim como em CHEK2 e NBS1, podem exibir aumento
da instabilidade gendmica, fato que contribui com o desenvolvimento tumoral
(THOMPSON et al., 2012; PROKOFYEVA et al.,, 2013; SOKOLENKO et al.,
2014; SUSPITSIN et al., 2014). Assim o0 gene BLM tem se mostrado importante
na susceptibilidade genética ao cancer de mama relacionado a via ATM-CHEK2-
BRCAL.

O gene RB1 codifica um supressor de tumor, que age sobre o ciclo celular.
A estimulacdo mitogénica leva as quinases dependentes de ciclinas (CDKSs) a
iniciarem uma cascata de fosforilacdo promovendo a inativacdo de RB1. Deste
modo, o fator de transcricdo E2F é liberado e leva a transcricdo de genes
envolvidos na progressdo, sintese e replicacdo do DNA, diferenciacdo e
sobrevivéncia. Em contrapartida, a forma hipofosforilada (ativa) de RB1 interage
com o E2F inibindo-o e, assim, reprimindo a transcricdo dos genes relatados
acima induzindo a parada do ciclo celular para o reparo de possiveis danos no
DNA (WEINBERG, 1995; COBRINIK, 2005; HENLEY; DICK, 2012; SAGE, 2012,
JOHNSON, et al., 2016). Mutacdes neste gene vem sendo descritas em diversos
tipos de cancer, como em casos de retinoblastoma e na progressao do cancer
de mama (LOHMANN, 1999; BLAQUET et al., 1994; JIANG et al., 2011). Em
linhagem celular de cancer da mama com RB1 inativo, observou-se a expresséo
de genes envolvidos com a transicao epitelial-mesenquimal (ARIMA et al., 2012;
JOHNSON, et al., 2016). Assim, a perda da funcdo de RB1 mostra-se um
importante evento para a iniciagao e progressao do cancer por meio da via CDK-
RB-E2F.

As variantes encontradas em BLM e RB1 no individuo [lI-3 da familia Wit
09 promovem a producéo de proteinas BLM e RB1 truncadas e, provavelmente,
ineficientes. Deste modo, podem ter contribuido para o desenvolvimento do
cancer de mama, assim como com 0 processo de metastase.

Identificar as familias de risco € fundamental para garantir o
desenvolvimento e a implementacdo de estratégias para identificacdo e
diagnostico precoce, escolha de estratégias terapéuticas e agdes preventivas.
Neste exemplo da familia Wit 09, vemos claramente que, se este diagndstico de
mutacdo no gene BRCAL tivesse sido realizado em tempo habil, o probando
poderia ter se beneficiado de medidas profilaticas e de um tratamento mais

direcionado e, neste momento, poderia apresentar um melhor curso da doenca.
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Assim, o exercicio do aconselhamento genético, propicia o conhecimento
do risco de desenvolvimento de cancer, a possibilidade de realizagéo de testes
genéticos, de rastreamento e vigilancia do tumor, além da realizacdo de cirurgias
para reducéo de risco como a mastectomia e a salpingooforectomia nos casos
de cancer de mama e ovario, e/ou a realizacao de quimioprevencéao (ESTEVES
et al., 2009; AGARWAL et al., 2014), beneficiando pacientes e familiares.

7.3 Neurofibromatose do Tipo 1

A Neurofibromatose do Tipo 1 (OMIM#162200), também conhecida como
Sindrome de von Recklinghausen, é uma doenca autossémica dominante
causada pela ocorréncia de mutaces no gene NF1 (OMIM 613113), com
incidéncia de 1 em 3000-4000 individuos (CROWE et al., 1956; RICCARDI;
EICHNER, 1986; STUMPF et al., 1987; TROVO-MARQUI; TAJARA, 2006). As
principais caracteristicas clinicas englobam neurofiboromas, manchas na pele de
cor café-com-leite, nédulos de Lisch (elevacdes arredondadas presentes na iris
podendo ser transparentes ou variar a coloragdo do amarelo ao marrom sem
acarretar problemas oftalmolégicos), deformidades Osseas, baixa estatura,
problemas de aprendizagem, macrocefalia e predisposi¢cdo ao desenvolvimento
de neoplasias como leucemias miel6ides, gliomas e feocromocitomas, (BADER;
1986; RICCARDI; EICHNER, 1986; HUSON; HUGHES, 1994, LYNCH,;
GUTMANN, 2002).

O gene NF1 esté localizado na regido cromoss6mica 17q11.2 (BARKER
et al., 1987), possui 60 éxons e codifica a proteina citoplasmatica Neurofibromina
(NF1) que exibe diferentes fungbes em diversas vias de sinalizagdo celular,
principalmente, como regulador negativo da proteina RAS. A proteina NF1 é
expressa, principalmente, em neurdnios, oligodendrdcitos, células de Schwann,
astrocitos e leucocitos atuando como supressor de tumor e auxiliando no controle
do crescimento e divisdo desordenados (GUTMANN; WOOD; COLLINS, 1991;
DECLUE; COHEN; LOWY, 1991; DASTON et al., 1992). Mutacbes neste gene
sdo relacionadas, além da Neurofibromatose do tipo 1, também com a leucemia
mielomonocitica juvenil e Sindrome de Watson (sindrome com caracteristicas
semelhantes a Neurofiboromatose como neurofiboromas, manchas café-com-leite,

nodulos de Lisch, sardas, estenose pulmonar, baixa estatura, macrocefalia)
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(GUTMANN; WOOD; COLLINS, 1991; DECLUE; COHEN; LOWY, 1991;
DASTON et al., 1992, RODRIGUES et al., 2014).

A familia Menonita Wit 02 é portadora da Neurofiboromatose do Tipo 1,
como foi relatado por alguns de seus integrantes que ja tinham conhecimento
deste diagndstico clinico. A maioria dos individuos apresenta neurofioromas em
diversas partes do corpo assim como manchas café-com-leite e alguns
desenvolveram determinados tipos de tumores tanto malignos (como sarcoma)
como benignos (astrocitoma e glioma). Portanto, diante do histérico familiar, foi
analisada primeiramente a presenca de variantes no gene NF1.

Mais de mil mutac6es em NF1 relacionadas com a esta sindrome ja foram
descritas (MESSIAEN; WIMMER, 2008). Muitas destas resultam na producgéo de
uma proteina truncada incapaz de desempenhar normalmente suas funcoes.
Uma nova mutacdo foi encontrada nesta familia, descrita como ¢.3601delT
(p.1073fs) e que gera uma proteina truncada, conforme descrita em Resultados
(Figura 23). MutagOes de ponto que afetam a atividade RAS-GAP da
neurofibromina ou a sua ligacdo a RAS tém sido relatadas em pacientes com a
Neurofibromatose 1 indicando que a inativacao desta atividade pode resultar nas
manifestagdes clinicas desta doenca (UPADHYAYA; COOPER, 1998).

A perda de um dos alelos selvagens de NF1 pode ser observada em
neoplasias associadas a Neurofiboromatose do tipo 1. Zhu e colaboradores
(2002) observaram que o estado de haploinsuficiéncia, quando ha um alelo
selvagem e outro mutado ou perdido, em tecido somatico pode levar a criacao
de um microambiente favoravel ao crescimento tumoral de neurofibromas, por
exemplo. Portanto, parece que a existéncia de uma copia mutada de NF1 ja é
responsavel pela observacdo de algumas manifestacdes clinicas desta doenca
desde que o alelo selvagem remanescente ndo conseguiria produzir a
quantidade necessaria de neurofibromina para gerar respostas biologicas
corretas (TROVO-MARQUI et al., 2006). Ao analisar integrantes da familia
Menonita Wit 02 observou-se que aqueles que possuem a mutagdo Sao
heterozigotos apresentando, portanto, neurofioromina normal e truncada em
suas celulas justificando o desenvolvimento de algumas condi¢cdes observadas
nestes individuos relacionadas a Neurofibromatose do tipo 1.

O gene NF1 é caracterizado como um gene supressor de tumor e por isso

seguiria a teoria dos dois eventos de Knudson (1971) necessitando uma segunda
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mutacdo para tornar-se totalmente ineficiente. Tal fato ja foi observado em
feocromocitomas, leucemia mieldide e tumores da bainha dos nervos periféricos
em pacientes com a Neurofibromatose (XU et al., 1992; SHANNON et al., 1994).
No entanto a existéncia deste segundo evento em neurofioromas mostra-se
controversa, podendo ocorrer em baixa frequéncia (COLMAN et al., 1995;
SAWADA et al., 1996; SERRA et al., 1997; JESSEN; MIRSKY, 1998; KLUWE et
al., 1999; RASMUSSEN et al., 2000). Neste estudo, foram utilizadas amostras
de sangue periférico (leucdcitos) para anélise de mutacdo em NF1. Deste modo,
nao foi possivel averiguar se estes individuos apresentavam mutacdo no alelo
selvagem nos tumores que desenvolveram. Deve-se ressaltar que, embora
estudos demonstrem que o0 segundo evento de mutacdo pode ocorrer em
neurofibromas, permanece o conceito de que tais mutacdes ndo sejam
estritamente necessarias para o desenvolvimento do tumor benigno
(CICHOWSKI; JACKS, 2001). Assim, integrantes desta familia Menonita que
exibem o alelo mutado de NF1 apresentariam maiores chances de
desenvolvimento de condi¢des relacionada a Neurofibromatose do tipo 1, uma
vez que ja exibem uma deficiéncia de Neurofibromina que é integrante de vias
ativadas por RAS.

A proteina NF1 contém um dominio central RAS-GAP que atua como uma
GTPase (BALLESTER et al., 1990; MARTIN et al., 1990; XU et al., 1990). As
proteinas GAP (proteinas ativadoras de GTPases) aceleram a hidrolise de GTP
em GDP na proteina RAS tornando-a inativa. No entanto, sua atividade GTPase
intrinseca é baixa, sendo aumentada devido a interacdes com outras proteinas
como a NF1 que permite o aumento de cerca de 10° vezes de sua taxa de
hidrélise (DECLUE; COHEN; LOWY, 1991; TROVO-MARQUI; TAJARA, 2006).
Estudos tém demonstrado que a perda da NF1 em diversos tipos de tumores
esta relacionada com altos niveis da forma ativa de RAS (RAS-GTP) (BASU et
al., 1992; DECLUE et al., 1992; GUHA et al., 1996; FELDKAMP; ANGELOV;
GUHA, 1999; LAU et al., 2000; SHERMAN et al., 2000). Em sua forma ativa, a
proteina RAS interage com diversas outras proteinas, como a RAF que fosforila
e ativa uma segunda proteina, a MEK que ira ativar membros da familia ERK
que, entéo, fosforila diversos alvos incluindo outras quinases como RKS e fatores
de transcricdo como o cAMP (adenosina monofosfato ciclica) em resposta a
proteina CREB, importantes para o controle da expressédo de genes envolvidos
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com diferenciacéo, ciclo celular, migracdo e apoptose (FIGURA 28). Portanto,
alteracdes na NF1 que reduza a taxa de inativacdo de RAS permite que esta
mantenha-se ativa por mais tempo levando a uma longa estimulacdo da via de
sinalizacdo RAF-MEK-ERK promovendo a proliferacdo celular (WEISS;
BOLLAG; SHANNON, 1999; TROVO-MARQUI; TAJARA, 2006). Além desta via,
a RAS ativada pode levar a ativagdo continua da via PI3K que por meio de
fosforilacbes inativa o complexo TSC1-TSC2 e a consequente ativacdo de
MTOR é importante para a regulacdo do ciclo celular e proliferacdo (PAN et al.,
2004; DASGUPTA et al., 2005; JOHANNESSEN et al., 2005). A NF1 também
pode interagir com a adenilato ciclase, proteina presente na membrana
plasmatica responsavel pela conversdo de ATP em cAMP (FIGURA 28). A
modulacao da atividade desta proteina se da pelo dominio rico em cisteina/serina
da NF1, afetando vias de sinalizacdo dependentes de cAMP, como da proteina
PKA que estimula a expressao de genes relacionados a proliferacéo celular, ao
tamanho corporal, ao processo de aprendizagem e de memoria (IZAWA;
TAMAKI; SAYA, 1996; DASGUPTA; GUGAN; GUTMANN, 2003). Outra
associacado observada é com os microtubulos cuja regido de interacdo estaria
dentro do dominio relacionado a RAS (GREGORY et al., 1993). ApGs sofrer
fosforilacdo pela quinase MAP, a NF1 é capaz de se dissociar dos microtubulos
e sua associacdo com a tubulina pode reduzir sua habilidade de atuar como uma
GAP (BOLLANG; MCCORMICK; CLARK, 1993) (FIGURA 28). Assim, por meio
da inducdo do processo de ativacao/inativacdo de RAS, um sinal de
diferenciacdo € transmitido através de sua influéncia na organizacdo dos
microtubulos. Sua perda poderia induzir a diviséo celular continua, possibilitando
o desenvolvimento de tumores. Além disso, mutacdes que prejudicam sua
interacdo com proteinas dos microtubulos podem apresentar grande efeito em
neurdnios uma vez que este tipo celular apresenta grande concentracao de
microtubulos especialmente nas proje¢cbes axonais e dendriticas, regides
importantes para a transmisséo de sinal e a realizacdo de conexdes neuronais.
Diante disso, € possivel que alteragdes nas funcdes deste tipo celular resultem
em problemas cognitivos e de aprendizagem, caracteristicas observadas em
alguns portadores da Neurofibromatose 1 (XU; GUTMANN, 1997; TROVO-
MARQUI; TAJARA, 2006).
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FIGURA 28 - INTERACOES DA PROTEINA NF1 COM DIFERENTES VIAS DE SINALIZACAO
NAS CELULAS, INCLUINDO ATIVAGCAO DE RAS, MODULACAO DA GUANILATO CICLASE,
ASSOCIACAO COM MICROTUBULOS E INTERACAO COM DISTINTOS EFETORES.

FONTE: Adaptado de TROVO-MARQUI; TAJARA (2006).

Diante do multiplo papel da neurofiboromina na célula fica claro que
mutacfes que alterem sua producdo sao capazes de direcionar ao
desenvolvimento neoplasico, principalmente diante da reducao da inativacao da
proteina RAS promovendo o aumento da transdugdo de sinal intracelular das
cascatas ativadas por esta molécula. Deste modo as vias acionadas por RAS
estariam ativas por mais tempo o que pode alterar 0s processos, principalmente,
de proliferacdo e diferenciacdo celular, eventos importantes para o
desenvolvimento de células tumorais que podem originar neurofiboromas e
demais tumores relacionados com o sistema nervoso central e periférico relatado
em casos de Neurofibromatose do tipo 1, deste modo explicando as

caracteristicas encontradas nos integrantes desta familia. Além disso, um
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segundo evento de mutagéo no alelo selvagem de NF1 pode ter acontecido e
contribuido para o desenvolvimento de um sarcoma relatado por uma das
integrantes desta familia (individuo 1V-18).

Estima-se que cerca de 40-50% dos casos de Neurofibromatose 1 exibem
mutacdes de novo (BALLESTER et al., 1990). Tal fato levou diversos estudos a
se concentrarem na tentativa de estabelecer uma correlacdo genétipo-fenétipo
para esta doenga. Contudo, essa correlagéo ainda n&o se encontra bem definida
sendo observada em apenas uma pequena parte dos individuos afetados,
agueles com grandes delecdes em NF1. A dificuldade no estabelecimento desta
correlacao esta relacionada com a observagéo de expressividade variavel entre
pacientes tanto com o mesmo tipo de mutacdo quanto diferentes (TROVO-
MARQUI; TAJARA, 2006). Ja foi observado que individuos portadores da
Neurofiboromatose 1 da mesma familia podem exibir diferentes fendtipos com
relagdo a percentagens e tipos de sintomas. As analises destes diferentes
portadores e suas familias sugerem a existéncia de um componente genético e
efeitos poligénicos na variabilidade clinica encontrada notando-se tracos de
agregacao familiar (EASTON et al., 1993; SZUDEK et al., 2000; PALMER et al.,
2004; SZUDEK; JOE; FRIEDMAN, 2004). Tal relacdo foi encontrada neste
estudo onde os individuos afetados sédo portadores da mesma mutacao, porem
apresentam fenétipos bastante distintos. As mutacées em NF1 isoladamente
parecem nao serem capazes de explicar tal variabilidade fenotipica, por isso
outros mecanismos tém sido propostos como genes modificadores,
heterogeneidade alélica, splicing alternativo (que produz diferentes isoformas),
mosaicismo somatico, mutacdo no segundo alelo (dois eventos de Knudson),
delecdo de genes contiguos ao NF1 assim como a influéncia de fatores
ambientais (RICARDDI, 1992; DANGLOT et al., 1994, CICHOWSKI; JACKS,
2001 apud RICCARDI, 1992; SZUDEK; JOE; FRIEDMAN, 2002). No entanto, os
mecanismos subjacentes que podem explicar essa variabilidade clinica ainda
nao sao bem compreendidos.

O gene NF1 apresenta quatro éxons principais que sofrem splicing
alternativo e que néo alteram o quadro de leitura sendo eles 9a, 10a-2, 23a e
48a produzindo diferentes isoformas de neurofibromina como as isoformas Il, 3,
4, 9a e 10a-2 (ANDERSEN et al., 1993; GUTMANN et al., 1993; DANGLOT et
al., 1995; GUTMANN et al.,, 1995; GUTMANN; ZHANG; HIRBE, 1999;
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KAUFMANN et al., 2002). A ndo inclusao dos éxons 4b, 29, 30, 33, 37, 43 e 45
no transcrito também vem sendo relatada (PARK et al., 1998; ARS et al., 2000;
THOMSON; WALLACE, 2002; VANDENBROUCKE et al., 2002). Além disso,
cerca de 27% das mutagdes em NF1 afetam o processo de splicing alternativo
do pre-mRNA (MESSIAEN; WIMMER, 2008). As isoformas produzidas a partir
deste processamento encontram-se expressas em diferentes niveis dependendo
do tecido e isto pode estar relacionado com a variabilidade fenotipica encontrada
entre os portadores desta condicdo (BERNARDS et al., 1992; DANGLOT et al.,
1994; GUTMANN; ZHANG; HIRBE, 1999; KAUFMANN et al., 2002;
VANDENBROUCKE et al., 2002; BARRON; LOU, 2012; HINMAN et al., 2014).

Poucos estudos tém avaliado o componente hereditario da expresséo
variavel na Neurofibromatose do tipo 1 (EASTON et al., 1993; SZUDEK; JOE;
FRIEDMAN, 2002). GEmeos monozigoticos portadores de Neurofibromatose do
tipo 1 exibem diferentes fenotipos sugerindo o envolvimento de variantes
somaticas em outros genes e influéncia epigenética nesta heterogeneidade
fenotipica (RIELEY et al., 2011). A avaliagdo de 12 caracteristicas clinicas dessa
doenca em 750 portadores pertencentes a 275 familias francesas demonstrou a
existéncia de um forte componente genético para a maioria das caracteristicas
(SABBAGH et al., 2009). Deste modo, ha evidéncias da existéncia de um
componente genético que atuaria na variabilidade fenotipica observada entre
individuos ndo aparentados e aparentados, portadores desta condicdo. Um
destes seriam os genes modificadores que podem estar agindo conjuntamente
com o alelo alterado de NF1. Outros componentes genéticos que podem estar
envolvidos nesta questdao e se mostram aditivos seriam a atuacdo do alelo
selvagem de NF1 em individuos heterozigotos, a influéncia de outras variantes
neste gene e a existéncia de modificacao epigenética que de alguma maneira
conseguem exercer certa influéncia contribuindo para a promocdo da
variabilidade fenotipica encontrada na Neurofibromatose do tipo 1 (CASTLE et
al., 2003; GENIN; FEINGOLD; CLERGET-DARPOUX, 2008; SABBAGH et al.,
2009; RIELEY et al., 2011).

A partir da anéalise do exoma de dois individuos (P.M e D.H) da familia
Menonita Wit 2, procurou-se investigar a existéncia de variantes além de NF1
que pudessem auxiliar na compreensdo da diferenca de fenotipo observada
entre eles (P.M. com caracteristicas de Sindrome de Noonan e D.H. com
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distarbios de angiogénese). Esta analise compreendeu 136 genes dos quais 68
apresentaram um total de 142 variantes. Procuramos observar as variantes
comuns entre os dois individuos e as exclusivas, na tentativa de individualizar
possiveis participantes na determinacao dos diferentes fenoétipos. Assim como ja
discutido para BRCA1, cada uma das variantes deve ser melhor estudada,
porém algumas serdo destacadas devido as suas func¢des relacionadas com os
fenotipos observados e que se mostram interessantes alvos de estudos, como
A2ML1, CCM2, SMARCA4 e RPS6KAL.

O gene A2ML1 codifica um inibidor de protease, a a-2-macroglobulina-
tipo-1, que pode interagir com a lipoproteina relacionada ao receptor de baixa
densidade (LPR1) que parece interagir com a proteina CBL que, por sua vez,
atua como regulador negativo de diversas vias de sinalizacdo ativadas por
receptores tirosina-quinase (FU et al., 2003; GALLIANO et al., 2006; AOKI et al.,
2016). Os genes A2ML1 e CBL estdo relacionados com as Rasopatias e
mutacdes nestes ja foram relatadas em alguns casos de Sindrome de Noonan
(MARTINELLI et al., 2010, NIEMEYER et al., 2010, VISSERS et al., 2015;
TIDYMAN; RAUEN, 2016). Trés variantes (rs1558526, rs1860967 e rs7308811)
no gene A2ML1 foram encontradas em P.M., sendo que em duas ocorre a troca
de aminoéacidos de propriedades fisico-quimicas similares (rs1558526 e
rs7308811) e, provavelmente, ndo alteram a proteina. Ja a variante rs186096
promove troca de uma arginina por um triptofano (p.R1122W), ou seja, um
aminoacido polar basico para um apolar. Esta troca pode acarretar alteracéo na
proteina que colaboraria com o fenétipo de Sindrome de Noonan exibido por
P.M. No entanto, os mecanismos pelos quais A2ML1 regula a via RAS/ERK
ainda sdo desconhecidos.

O gene CCM2 codifica uma proteina que possui um provavel dominio de
ligacdo a fosfotirosina e atua na ativacdo da via da sinalizacédo p38-MAPK por
meio de MEKK3 em resposta a estimulos extracelulares como estresse
osmotico, fisico e citocinas pro-inflamatorias (LIQUORI et al., 2003; UHLIK et al.,
2003). Esta via leva a ativacdo de fatores de transcricdo que atuam sobre a
expressdo de genes essenciais para a remodelagcao vascular (JACKSON et al.,
1998; TANAKA et al., 1999; ISSBRUCKER et al., 2003). Além disso, p38 atua
como regulador negativo da sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacédo de
células endoteliais e como mediador da ativacdo do fator de crescimento
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endotelial vascular (VEGF) por meio de COX2 em células endoteliais durante a
angiogénese (MATSUMOTO et al., 2002; WU et al., 2006). Portanto, a regulacéo
da via p38-MAPK vem se mostrando um caminho para a modulacdo da
angiogénese através de genes da familia CCM. A variante encontrada em CCM2
(rs11552377) em D.H. promove a troca de aminoacidos com propriedades fisico-
quimicas semelhantes (p.V62l) provavelmente ndo alterando a funcdo da
proteina CCM2, porém nao se pode afirmar que ndo altere a via p38-MAPK,
estimulando o processo de angiogénese e contribuindo com o desenvolvimento
dos hemangiomas relatados. Além disso, a proteina mutante NF1 poderia estar
colaborando com a proliferacéo e diferenciacdo das células endoteliais através
da ativagédo da via RAS-MAPK.

O gene RPS6KAL codifica uma proteina da familia RSK de quinases
serina/treonina que fosforilam diversos substratos como as MAPKs atuando nos
processos de crescimento, diferenciacdo, proliferacédo e sobrevivéncia celular.
Esta proteina participa da via de sinalizacdo de ERK, que promove a acdo de
fatores de transcricdo como CREB e c-fos, e também realiza a fosforilacdo de
quinases dependentes de ciclinas (CDKs), um inibidor de p27 e promotor da
progressdo da fase G1 do ciclo celular (CHEN; SARNECKI; BLENIS, 1992;
FRODIN; GAMMELTOFT, 1999; ROUX; BLENIS, 2004; ANJUM; BLENIS, 2008).
O gene SMARCAA4 codifica um coativador de transcricdo que contribui com
receptores hormonais nucleares potencializando a ativacdo da transcricdo de
diversos genes e compde o complexo SWI/SNF que atua sobre a transcricao
génica por meio do remodelamento da cromatina por alteracdo da conformacao
dos nucleossomos (WANG et al., 1996; TROTTER; ARCHER, 2008). Participa
da via de sinalizacdo Wnt que promove a proliferacao, diferenciacdo, adesao e
sobrevivéncia celular. Deste modo, estes poderiam estar atuando na transcricéo
de genes envolvidos, principalmente, com proliferacdo e diferenciacao celular
juntamente com a estimulacdo da via RAS-MAPK decorrente da mutacdo
relatada em NF1 também colaborando com o desenvolvimento do hemangioma
relatado pelo individuo D.H., em quem foram encontradas variantes em ambos
0S genes (rs2229712, rs140192268).

Diante disto, uma analise funcional relativa a estas variantes pode

contribuir na compreenséo de suas func¢des na célula e sua provavel contribuicdo
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com as condic@es clinicas observadas nestes individuos, principalmente com o
hemangioma de D.H.

A partir da avaliagcdo das caracteristicas clinicas do individuo P.M.,
suspeitou-se que este exibe uma apresentacao clinica de Neurofibromatose do
Tipo 1 com a Sindrome de Noonan (NFNS) (ALLANSON et al., 1985). A maioria
dos estudos sugerem que NFNS é uma variedade de Neurofibromatose do Tipo
1 uma vez que mutac¢des no gene NF1 sdo mais frequentemente observadas
nestes pacientes e mutacdes no gene PTPN11l, praticamente n&o foram
encontradas nestes casos, além de que as caracteristicas de Sindrome de
Noonan (SN) sdo menos proeminentes (BARALLE et al., 2003; DE LUCA et al.,
2005; NYSTROM et al., 2009; THIEL et al., 2009).

A Sindrome de Noonan apresenta fendtipo varidvel e distribuicdo
semelhante entre os sexos com prevaléncia estimada entre 1/1000-2500
nascidos vivos (NOONAN, 1963; ALLANSON et al.,1985). Em geral, individuos
portadores de SN possuem particularidades faciais exibindo uma face mais
triangular, implantacdo baixa e rotacdo incompleta do pavilhdo auricular,
hipertelorismo ocular, ptose palpebral, micrognatia e pescoco curto ou alado,
além de baixa estatura, estenose pulmonar, atraso de desenvolvimento,
alteracdes esqueléticas e linfaticas causadas principalmente por mutacdes no
gene PTPNL11 e integrantes da familia RAS (HRAS, KRAS, NRAS) (MALAQUIAS
et al., 2008)

Desde que foi relatada pela primeira vez a NFNS encontra-se no centro
de um debate onde é questionado se esta condi¢do seria uma sindrome distinta
da Neurofibromatose do Tipo 1 e da Sindrome de Noonan, uma variabilidade
fenotipica de qualquer uma destas duas condi¢cdes ou se seria apenas uma
coincidéncia delas (ALLANSON et al.,, 1985; DELUCA et al.,, 2005). Os
portadores desta sindrome apresentam caracteristicas de ambas as condicoes,
porém alguns podem apresentar um fenoétipo tipico de Neurofibromatose 1
(ALLANSON et al., 1985; KAPLAN; ROSENBLATT, 1985). Esta sindrome
conjuntamente com a Neurofiboromatose do Tipo 1 e a Sindrome de Noonan
fazem parte das chamadas Rasopatias que reune doencas clinicamente e
geneticamente relacionadas causadas por mutacées em genes que atuam na
regulacéo da via de sinalizacdo RAS-MAPK (FIGURA 29). A desregulacao desta

via por meio de alteracdo das proteinas que a compde, como a encontrada em
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NF1 neste estudo, explicam a presenca de caracteristicas clinicas comuns as
sindromes que compdem este grupo (Sindrome de Noonan, Sindrome de
LEOPARD, Neurofiboromatose do Tipo 1, Sindrome de Costello, Sindrome de
Noonan associada a Neurofioromatose, Sindrome de Legius) (SCHUBBERT;
SHANNON; BOLLANG, 2007; REIG et al., 2011; ZENKER, 2011; EKVALL et al.,
2014) (FIGURA 29).

Diante desta semelhanca fenotipica observada entre os portadores de
Rasopatias procuramos analisar genes relacionados a estas, especialmente no
individuo P.M. Além das variantes encontradas em A2ML1 ja mencionadas
acima, foi observada uma variante ndo sinénima (rs493446) em RIT1. A proteina
codificada por este gene esta envolvida nas vias de sinalizacdo p38-MAPK e
RAS-MAPK. A RIT1, proteina semelhante a RAS (apresenta 50% de identidade),
€ expressa em muitos tecidos e é membro de um novo grupo de proteinas
GTPases relacionadas com a familia RAS (LEE et al, 1996). Analises funcionais
de mutacBes neste gene em células NIH3T3 evidenciaram um aumento da via
de sinalizacdo RAS/MAPK (AOKI et al., 2013). Recentemente variantes em
novos genes tem sido relacionadas com a Sindrome de Noonan, entre eles o
RIT1 (AOKI et al., 2016;; CHEN et al., 2014; TIDYMAN; RAUEN, 2016). Diversos
estudos tém demonstrado a ocorréncia de mutacées neste gene em pacientes
com a Sindrome de Noonan (BERTOLA et al., 2014; CHEN et al., 2014; GOS et
al., 2014). Aoki e colaboradores (2016) sugerem que a frequéncia de mutacdes
em RIT1 seja por volta de 5% em pacientes com a SN. Além disso, Chen e
colaboradores (2014) ao analisar variantes em genes relacionado com SN
identificaram dois individuos com mutagdes em RIT1 e NF1 que exibiam
caracteristicas de Neurofibromatose do tipo 1 concomitantemente com as de
Sindrome de Noonan. Apesar da variante encontrada em RIT1 neste estudo
(rs493446) estar presente em ambos os individuos analisados, esta pode estar
colaborando com o fendtipo exibido por P.M. O papel de RIT1 vem sendo
elucidado e uma analise funcional relativa a esta variante pode contribuir na

compreensao de suas fungdes na célula assim como no feno6tipo exibido por P.M.



N |

135538

FIGURA 29 - VIA DE SINALIZAQAO RAS-MAPK E AS RASOPATIAS
ASSOCIADAS COM A DESREGULACAO DE VARIOS COMPONENTES DESTA
VIA.

FONTE: Adaptado de EKVALL et al., 2011.
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8. CONCLUSAO

Entre as familias analisadas (n=9), na maioria (n=6) ndo havia
historico compativel com cancer hereditario.

O aconselhamento genético foi realizado em todas as familias
envolvidas, com os devidos calculos de risco e processo
educacional sobre o cancer, suas causas e prevencao.

Foi identificada uma mutacéo ja descrita no gene BRCAL e uma
mutacdo ndo descrita no gene NF1l. Em ambos os casos foi
realizada analise de diversos genes com o objetivo de explorar a
variabilidade fenotipica exibida nas duas familias. Genes como
A2ML1, CCM2, SMARCA4, RIT1, RPS6KALl e novas variantes
foram destacadas e sugeridas como interessantes alvos para

estudo.



122

9. PERSPECTIVAS

Diante da grande quantidade de dados gerados a partir da realizacao do
sequenciamento de exoma de individuos portadores de Neurofibromatose do
tipo 1 com diferentes fendtipos, este trabalho proporciona o desenvolvimento de
linhas de estudo dentro desta condicdo genética. O mesmo se aplica ao exoma
realizado em individuo portador de HBOC, cujo estudo mais aprofundado pode
contribuir para uma correlacdo genétipo/fenétipo de extrema importancia no
aconselhamento genético. A atuacdo de genes moduladores parece colaborar
com a penetrancia e a expressividade variavel destas doencas, porém quais sédo
e seus mecanismos de acédo ainda compdem um campo pouco conhecido e a
ser explorado. Portanto, a partir dos dados que possuimos podemos elencar
genes candidatos para serem melhor estudados através de ensaios funcionais.
Além disso, uma analise minuciosa destes exomas podem demonstrar variantes
novas em outros genes, como a encontrada em NF1, colaborando para a
ampliacdo do conhecimento sobre alteracdes genéticas e suas consequéncias.

Dois artigos cientificos se encontram em fase de redacdo, com 0s
seguintes titulos provisoérios: “Cancer Genetic Counseling in a Mennonite
Community in South Brazil” e “Whole exome analysis in Neurofibromatosis type

1: a family report with a new NF1 mutation and clinical variability”.
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APENDICE A - QUESTIONARIO DE ACONSELHAMENTO GENETICO EM
CANCER

(Elaborado a partir do modelo utilizado no Aconselhamento Genético da

Oncoclinica em Curitiba, PR)

Entrevista
Data: Horaério:
Entrevistador:
Identificacao
Local:

Numero de identificacao da familia:
Nome do entrevistado:

Tempo na Coldnia de Witmarsum (PR):
Contato:

Dados do Paciente

1. Qual a sua data de nascimento?

2. Qual a sua idade?

3. Sexo: () Feminino ( ) Masculino

4. O(a) Sr. (a) nasceu no Brasil? () Sim ( ) Nao
5. Onde o(a) Sr.(a) nasceu? (Cidade, estado, pais).
6. Qual o seu grau de instrucao?

( ) Analfabeto

( ) Educacgéo infantil

() Antigo priméario completo ou incompleto ou antigo ginasio / antigo 1°
grau / ensino fundamental incompleto

( ) Antigo ginasio / antigo 1° grau / ensino fundamental completo



146

( ) Antigo 2° grau / antigo cientifico / antigo classico / normal / técnico /
ensino médio  incompleto

( ) Antigo 2° grau / antigo cientifico / antigo classico / normal / técnico /
ensino médio completo

( ) Superior incompleto

( ) Superior completo

( ) Nao sabe
7. Qual é a sua situacao conjugal?

8. O(a) Sr.(a) tem ou ja teve algum diagndstico de cancer ou tumor maligno dado
pelo médico?

()Sim ( )Nao ( ) N&ao sabe
9. Quantos diagndsticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico o(a)
Sr.(a) ja teve?

10. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comegou? (Entrevistador:

Se houver mais de um primario, descreva o mais recente.)

11. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno? Por exemplo, melanoma,

sarcoma, carcinoma, adenocarcinoma etc.
Tipo:
Marcadores:

(Entrevistador: Pergunte primeiro o ano de diagndéstico de cada tipo de tumor; se o entrevistado

ndo souber o ano pergunte a idade ao diagnostico.)
12. Em que ano ele foi diagnosticado?
13. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando ele foi diagnosticado?

14. O(a) Sr.(a) teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha

comecado em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( )Nado () Nao sabe
(Entrevistador: Descreva o segundo mais recente.)

15. Em que parte do corpo este cancer ou tumor maligno comegou?

16. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?
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17. Em que ano ele foi diagnosticado?

18. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando ele foi diagnosticado?

19. O(a) Sr.(a) teve algum tipo de tumor benigno diagnosticado pelo médico?
() Sim ( ) Nao () Nao sabe

20. Qual o tipo, quantos e em que ano ou com que idade os tumores benignos
foram diagnosticados?

(Entrevistador: Pergunte primeiro o ano de diagnéstico da primeira lesdo de cada tipo de tumor

benigno; se o entrevistado ndo souber o ano pergunte a idade do diagnéstico.)

- Cistos no rim:
- Pdlipos intestinais:
- Tumores da glandula suprarrenal:
- Tumor de pancreas:
- Tumores da hipdfise:
- Tumores do 0sso:
- Tumor de tiredide:
- Meningeoma:
- Mioma:
- Lipomas:
- LesBes benignas de mama:
- Tumor de cerebelo:
- Outros:
Historia Familiar
21. Vocé nasceu de uma gravidez de gémeos?
() Sim ( )Nao () Nao sabe

As préximas perguntas sdo sobre o histérico da sua familia. Por favor, inclua

apenas os parentes de sanque, excluindo os adotivos.
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22. Vocé é adotado?
() Sim ( )Nao () Nao sabe
23. Os seus pais sao aparentados de sangue?

() Sim ( ) Nao () Nao sabe

*Agora gostaria de saber sobre seus pais.

24. Qual o nome completo da sua méae?

25. E menonita? ( ) Sim ( )Ndo () N&o sabe

26. Ela ainda est4 viva? ( ) Sim ( )Nado () Nao sabe
27. Idade atual ou de falecimento:

28. Qual foi o motivo do falecimento?

29. Ela tem ou ja teve algum diagndstico de cancer ou tumor maligno dado pelo

médico?
() Sim ( ) Ndao () Nao sabe

30. Quantos diagnosticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico ela ja

teve?

31. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comecou?
32. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

33. Em que ano ele foi diagnosticado?

34. Quantos anos sua mae tinha quando ele foi diagnosticado?

35. Ela teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha comecado

em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( )Nado () Nao sabe

36. Em que parte do corpo este cancer ou tumor maligno comecou?
37. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

38. Em que ano ele foi diagnosticado?
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39. Quantos anos sua mae tinha quando ele foi diagnosticado?

40. Qual o nome completo do seu pai?

41. E menonita? ( ) Sim ( )Ndo () N&o sabe

42. Ele ainda estéa vivo? ( ) Sim ( )Nao () Nao sabe
43. Idade atual ou de falecimento:

44, Qual foi o motivo do falecimento?

45. Ele tem ou ja teve algum diagndstico de cancer ou tumor maligno dado pelo

médico?
() Sim ( )Nao () Nao sabe

46. Quantos diagndsticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico ele ja

teve?

47. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comegou?
48. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

49. Em que ano ele foi diagnosticado?

50. Quantos anos seu pai tinha quando ele foi diagnosticado?

51. Ele teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha comecado

em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( )Nao () Nao sabe

52. Em que parte do corpo este cancer ou tumor maligno comegou?
53. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

54. Em que ano ele foi diagnosticado?

55. Quantos anos seu pai tinha quando ele foi diagnosticado?

*Agora gostaria de saber sobre os seus avds. Vou comecar com seus avos

maternos (méae e pai da sua mae) e depois perguntarei pelos seus avos paternos

(mae e pai do seu pai).




56. Qual o nome completo da sua avé materna?
57. Qual a origem étnica da sua avé materna?

( ) Nativa

( ) Européia latina

( ) Européia ndo latina

( ) Negra

( ) Arabe

( ) Judia Ashkenazi

( ) Judia Sefardita

( ) Judia, outro

( ) Oriental

( ) Outro

( ) Nao sabe

58. E menonita? ( ) Sim ( )Nado () N&o sabe

59. Ela nasceu no Brasil? ( ) Sim ( )Nao () Nao sabe

60. Se ndo, em gue pais ela nasceu?

61. Ela ainda esta viva? ( ) Sim ( )Nado () Nao sabe

62. Idade atual ou de falecimento:

63. Qual foi o motivo do falecimento?

150

64. Ela tem ou ja teve algum diagndstico de cancer ou tumor maligno dado pelo

meédico? () Sim ( ) Nao () Nao sabe

64. Quantos diagnosticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico ela ja

teve?

66. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comegou?

67. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

68. Em que ano ele foi diagnosticado?

69. Quantos anos a sua avo materna tinha quando ele foi diagnosticado?
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70. Ela teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha comecado

em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( )Nao () Nao sabe

71. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno? Ano e idade de diagnostico?

72. Qual o nome completo de seu avd materno?

73. Qual a origem étnica de seu avd materno?

( ) Nativa

( ) Européia latina

( ) Européia ndo latina

( ) Negra

( ) Arabe

( ) Judia Ashkenazi

( ) Judia Sefardita

( ) Judia, outro

( ) Oriental

( ) Outro

( ) Nao sabe

74. E menonita? ( ) Sim ( )Ndo () N&o sabe

75. Ele nasceu no Brasil? ( ) Sim ( )Nao () Nao sabe
76. Se nao, em que pais ele nasceu?

77. Ele ainda esta viva? ( ) Sim ( )Ndo () Nao sabe
78. Qual a idade atual ou de falecimento?

79. Qual foi o motivo do falecimento?

80. Ele tem ou ja teve algum diagnéstico de cancer ou tumor maligno dado pelo

meédico? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
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81. Quantos diagndésticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico ele j&

teve?

82. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comecou?
83. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

84. Em que ano ele foi diagnosticado?

85. Quantos anos seu avo materno tinha quando foi diagnosticado?

86. Ele teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha comecado

em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( )Nao () Nao sabe

87. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno? Ano e idade de diagnéstico?

88. Qual o nome completo da sua avo paterna?

89. Qual a origem étnica da sua avo paterna?

( ) Nativa

( ) Européia latina

( ) Européia nao latina

( ) Negra

( ) Arabe

( ) Judia Ashkenazi

( ) Judia Sefardita

( ) Judia, outro

( ) Oriental

( ) Outro

( ) Nao sabe

90. E menonita? ( ) Sim ( )Ndo () Na&o sabe
91. Ela nasceu no Brasil? ( ) Sim ( ) Ndo () Nao sabe

92. Se nao, em que pais ela nasceu?
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93. Ela ainda esta viva? () Sim ( )Nado () Nao sabe
94. Qual a idade atual ou de falecimento?
95. Qual foi o motivo do falecimento?

96. Ela tem ou ja teve algum diagndstico de cancer ou tumor maligno dado pelo
médico? ( ) Sim ( )Nado () Nao sabe

97. Quantos diagndésticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico ela ja

teve?

98. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comecou?

99. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

100. Em que ano ele foi diagnosticado?

101. Quantos anos a sua avo materna tinha quando ele foi diagnosticado?

102. Ela teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha comecado

em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( ) Ndao () Nao sabe

103. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno? Ano e idade de diagnostico?

104. Qual o nome completo de seu avo paterno?
105. Qual a origem étnica de seu avd paterno?

( ) Nativa

( ) Européia latina

( ) Européia néo latina

( ) Negra

( ) Arabe

( ) Judia Ashkenazi

( ) Judia Sefardita

( ) Judia, outro

( ) Oriental
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( ) Outro

( ) N&o sabe

106. E menonita? ( ) Sim ( YNdo () N&o sabe

107. Ele nasceu no Brasil? () Sim ( )Nao () Nao sabe
108. Se ndo, em que pais ele nasceu?

109. Ele ainda esta vivo? () Sim ( ) Nao () Nao sabe
110. Qual a idade atual ou de falecimento?

111. Qual foi o motivo do falecimento?

112. Ele tem ou ja teve algum diagnostico de cancer ou tumor maligno dado pelo
médico? ( ) Sim ( )Nao () Nao sabe

113. Quantos diagndsticos de cancer ou tumor maligno dados pelo médico ela

ja teve?

114. Em que parte do corpo o cancer ou tumor maligno comegou?

115. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno?

116. Em que ano ele foi diagnosticado?

117. Quantos anos seu avo paterno tinha quando ele foi diagnosticado?

118. Ele teve algum outro tipo de cancer ou tumor maligno, que tenha comecgado

em outra parte do corpo, e sem estar relacionado com o anterior?
() Sim ( )Nao () Nao sabe

119. Qual era o tipo deste cancer ou tumor maligno? Ano e idade de diagnostico?

*Agora gostaria gue o (a) Sr. (a) falasse sobre suas filhas e seus filhos.

120. Quantas filhas o(a) Sr.(a) tem ou teve?
121. Quantos filhos o(a) Sr.(a) tem ou teve?

*Sempre comecando pelo individuo mais velho.
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Nome Esta Idade atual Teve ou Tipo de Idade de Quantos filhos e
vivo(a)? ou de tem cancer diagnostico idades?
falecimento | diagnéstico
de cancer?

*Agora gostaria gue vocé falasse sobre suas irmas e seus irmaos.

122. Quantas irmas o(a) Sr.(a) tem ou teve?

123. Quantos irmaos o(a) Sr.(a) tem ou teve?

Nome Esta Idade atual Teve ou Tipo de Idade de Quantos filhos e
vivo(a)? ou de tem cancer diagnéstico idades?
falecimento | diagnéstico
de cancer?

*Agora gostaria gue vocé falasse sobre suas meias-irmas e seus meios-irmaos.

124. Quantas meias-irmas o(a) Sr.(a) tem ou teve?
125. Quantos meios-irméos o(a) Sr.(a) tem ou teve?

Nome Esta Idade atual Teve ou Tipo de Idade de Quantos filhos e
vivo(a)? ou de tem cancer diagndstico idades?
falecimento | diagnéstico
de cancer?

*Agora gostaria que vocé falasse sobre seus tios e tias maternos (irmdos da sua

mae).

126. Quantas tias o(a) Sr.(a) tem ou teve?

127. Quantos tios o(a) Sr.(a) tem ou teve?
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Nome

Esta

vivo(a)?

Idade atual
ou de
falecimento

Teve ou
tem
diagndstico

de cancer?

Tipo de

cancer

Idade de

diagnostico

Quantos filhos e

idades?

*Agora gostaria gue vocé falasse sobre seus tios e tias paternos (irméos do seu

pai).

128. Quantas tias o(a) Sr.(a) tem ou teve?

129. Quantos tios o(a) Sr.(a) tem ou teve?

Nome

Esta

vivo(a)?

Idade atual
ou de

falecimento

Teve ou
tem
diagnéstico

de cancer?

Tipo de

cancer

Idade de

diagndstico

Quantos filhos e
idades?

130. Idade de menarca:

Fatores de Risco

131. Numero de gestacdes (incluir perdas):

132. Idade em que teve o primeiro filho:

133. Numero de meses que amamentou (incluindo todas as gestacodes):

134. Uso de pilulas ou outro tipo de horménio:

135. Tempo de uso:

136. Ainda menstrua? () Sim () Nao

137. Se néao, parou naturalmente? () Sim () Nao

138. Em que idade?

139. Peso atual:

140. Altura;

() Sim () N&o




141

142

143

144

145

146

147.

. Tabagismo () Sim () Nao

. Se parou, h& quanto tempo?

. Etilismo () Sim () Nao

. Se parou, ha quanto tempo?

. Atividade fisica () Sim
. Qual?

Frequéncia

() Nao
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APENDICE B — EXEMPLOS DE LAUDOS ENTREGUE AS FAMILIAS
MENONITAS PARTICIPANTES

B1. EXEMPLO DE LAUDO PARA EVIDENCIAS DE CANCER ESPORADICO

Prezada Sr® Nome do probando
Data de nascimento do probando

Estamos escrevendo este relatério para que o(a) senhor(a) tenha
um resumo da avaliacdo genética que realizou como participante
voluntario (a) do projeto de pesquisa intitulado “Levantamento de casos e
analise genética da populagao Menonita com historico de cancer familiar”.
O objetivo desta avaliacéo € identificar pessoas e familias Menonitas com
risco aumentado para as formas genéticas de canceres hereditarios e
assim auxiliar na identificacéo precoce e prevencao do cancer.

Quando o(a) senhor(a) foi entrevistado (a), em (data da visita),
estava com XX anos e conversamos sobre sua histéria médica e familiar.
Neste historico, identificamos o seu caso pessoal de cancer de pele do
tipo basocelular aos XX anos de idade e a identificacdo de pélipos
intestinais benignos aos XX anos, seu pai falecido aos XX anos com
histérico de cancer de pele do tipo basocelular por volta dos XX anos de
idade, uma irmé& com XX anos diagnosticada com um tumor benigno de
tiredide, um irméo com XX anos diagnosticado com cancer cerebral aos
XX anos de idade. Com este historico, verificamos que ndo ha indicativos
de uma historia familiar de cancer em sua familia com caracteristicas
sugestivas para uma tendéncia genética para o desenvolvimento de
tumores. Isso significa que no momento, as informagdes confirmadas
sobre o nimero de casos de cancer, os tipos de cancer e as idades de
aparecimento dos tumores em sua familia ndo séo suficientes para dizer
que o(a) senhor(a) ou sua familia tenham maior risco para a forma
hereditaria deste tipo de cancer. De acordo com a nossa analise, 0s
calculos de risco para canceres hereditarios tais como os de mama,
ovario, colon, endométrio, pancreas e melanoma estdo no mesmo nivel
da populacdo em geral. Sendo assim, ndo ha, neste momento, motivo

para realizar uma investigacdo genética adicional. Qualquer mudanca na
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histéria de sua familia como o diagndstico de algum tipo de cancer, pode
mudar essa avaliagdo, e deve ser comunicada ao grupo de
Aconselhamento Genético que procedera a novos calculos.

Como qualquer paciente nesta faixa de idade, é aconselhavel
continuar realizando as medidas para detecgao precoce do cancer: (1)
auto-exame das mamas a cada més e (2) exame preventivo do cancer de
colo de Gtero e (3) mamografia anualmente. E importante (4) introduzir e
manter em sua rotina exercicios fisicos ao menos por 4 horas semanais
e (5) uma dieta rica em fibras com baixa quantidade de gorduras animais,
ja que estes sdao fatores reconhecidamente protetores para ocorréncia de
cancer de mama. Além disso, € importante (6) evitar a exposicéo
desnecessaria a hormonios, o0 que pode aumentar o risco para cancer de
mama.

Agradecemos a participacdo do(a) Senhor(a) na nossa pesquisa e nos
colocamos a disposicdo para eventuais esclarecimentos pessoalmente ou

pelo e-mail: enilzeribeiro@gmail.com

Atenciosamente,

)

Profe. Dr2. Enilze M. S. F. Ribsiro
Geneticista - CRM 7861
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B2. EXEMPLO DE LAUDO PARA EVIDENCIAS DE CANCER HEREDITARIO

Prezada Sr® Nome do probando
Data de nascimento do probando

Estamos escrevendo este relatério para que o(a) senhor(a) tenha
um resumo da avaliacdo genética que realizou como participante
voluntaria do projeto de pesquisa intitulado “Levantamento de casos e
analise genética da populagcao Menonita com historico de cancer familiar”.
O objetivo desta avaliacao € identificar pessoas e familias Menonitas com
risco aumentado para as formas genéticas de canceres hereditarios e
assim auxiliar na identificacéo precoce e prevencao do cancer.

Quando o(a) senhor(a) foi entrevistado(a), em (data da visita),
estava com XX anos e conversamos sobre sua histéria médica e familiar.
Neste histérico, identificamos o seu caso pessoal de cancer de mama
(carcinoma ductal invasivo, receptores hormonais positivos e HER2
positivo) aos XX anos de idade, tratado com mastectomia da mama
afetada, quimioterapia e Tamoxifeno por cinco anos. Além do seu caso
pessoal, identificamos varios episodios de cancer de pele em sua mae:
melanoma maligno aos XX anos, carcinoma epiderméide aos XX e
basocelular aos XX. Ainda no lado materno, uma tia apresentou cancer
de mama aos XX anos (faleceu aos XX), e dois tios tiveram cancer de
prostata, aos XX e XX anos de idade respectivamente. O av6 paterno foi
diagnosticado com cancer de préstata aos XX anos. Com este historico,
verificamos que ha indicativos de uma histéria familiar de cancer em sua
familia com caracteristicas sugestivas para uma tendéncia genética para
o desenvolvimento de tumores, em especial a Sindrome de Cancer de
Mama e Ovario hereditarios (HBOC). Cerca de 40% destes casos
hereditarios se devem a muta¢cdes em um dos genes denominados BRCA
(1 ou 2). Sugerimos que, se for de seu interesse e vontade, que esta
avaliacao genética seja realizada pelo nosso grupo, apos sua autorizacéo
expressa através da assinatura de um consentimento.

Enquanto aguardamos o0 resultado do teste genético,
recomendamos que vocé continue com seu acompanhamento meédico

normalmente. Havendo qualquer alteracdo na historia de sua familia ou
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mesmo em vocé, como o diagndstico de algum tipo de cancer, esta deve
ser comunicada a equipe de Aconselhamento Genético.

Agradecemos a participacdo da Senhora na nossa pesquisa e nos
colocamos a disposicéo para eventuais esclarecimentos pessoalmente ou

pelo e-mail: enilzeribeiro@gmail.com

Atenciosamente,

Profe. Dr2. Enilze M. S. F. Ribeiro
Geneticista - CRM 7861
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
C1l. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 1

NGs, Profés Enilze M. S. F. Ribeiro e Angelica B. W. Boldt, da Universidade
Federal do Parana, estamos convidando vocé, pertencente a uma familia
Menonita com historico de cancer familiar, a participar de um estudo intitulado
LEVANTAMENTO DE CASOS E ANALISE GENETICA DA POPULACAO
MENONITA COM HISTORICO DE CANCER FAMILIAR. A comunidade
Menonita no Brasil tem sofrido psiquicamente e economicamente com perdas de
entes queridos, acometidos por cancer. Dentre estes, muitos ainda jovens,
pertencem a familias que relatam repeticdes deste evento em varias geracoes.
Até o momento, ndo foi realizada nenhuma investigacao para levantar o niumero
de casos e dos tipos de cancer que estdo afetando a comunidade, tampouco foi
realizado um estudo e um aconselhamento genético das familias acometidas.
Chamamos de aconselhamento genético todo o processo de informacéo, desde
o conhecimento do que € esta doenca, a identificacdo de suas causas, medidas
para evitar um novo cancer em pessoa ja afetada ou o primeiro em seus
familiares.

O objetivo desta pesquisa é, portanto, identificar fatores genéticos de
predisposicao ao cancer hereditario (isto €, se existem fatores que aumentam a
chance de aparecimento de cancer) em relacdo a sua pessoa e outros membros
de sua familia que assim desejarem, os quais serdo utilizados para fins de
pesquisa cientifica e para futuro aconselhamento genético em cancer aqueles
gue voluntariamente se dispuserem a participar da pesquisa.

Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario descrever a histéria de
sua familia, através de respostas a questionarios que serdo aplicados
pessoalmente por membros da equipe. Para tanto, vocé recebera uma visita de
membros da equipe em seu domicilio, ou, caso prefira, devera comparecer no
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (Departamento de
Genética, Setor de Ciéncias Biolbgicas, Universidade Federal do Parana, Centro
Politécnico, Av. Coronel Francisco Heréclito dos Santos, n°® 210, Jardim das
Américas, Curitiba, PR), para ser entrevistado por aproximadamente 40 minutos.

E possivel que vocé experimente algum desconforto, principalmente
relacionado ao fornecimento de informacgdes pessoais. Um risco relacionado a
esta etapa do estudo, pode ser o sofrimento psicologico associado a evocacao
de lembrancas dolorosas, relacionadas a entes queridos ou a sua propria histéria
pessoal. Vocé nunca sera pressionado para responder a perguntas que
considerar altamente desconfortavel.
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Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)
(Angelica B. Winter Boldt)

Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo a caracterizacdo da
populacdo Menonita do Brasil, inclusive os membros de sua familia, quando
estes assim o desejarem, quanto ao risco de desenvolver um cancer hereditario.
Tais informacgdes poderdo diretamente auxiliar a identificar individuos em risco,
acompanhar e a tratar diferencialmente sua pessoa e seus familiares, assim
como outros pacientes. Embora nem sempre vocé seja diretamente beneficiado
com o resultado da pesquisa, a sua participacdo podera contribuir para o avanco
cientifico.

Os pesquisadores Profs Enilze M. S. F. Ribeiro e Angelica B. W. Boldt,
responsaveis por este estudo, poderdo ser localizados no Departamento de
Genética do Setor de Ciéncias Bioldgicas (Universidade Federal do Parana,
Centro Politécnico, Jardim das Américas, Curitiba, PR), no e-malil
enilzeribeiro@gmail.com e angelicaboldt@gmail.com, respectivamente, telefone
(041) 3361-1555 e (041) 3361-1553, respectivamente, no horario comercial (8-
12:00; 14-18:00), para esclarecer eventuais duvidas que o/a senhor/a possa ter
e fornecer-lhe as informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado
0 estudo.

Optando por participar, um profissional do grupo de pesquisa, com
treinamento em Aconselhamento Genético estara a sua disposicdo para
esclarecer duvidas, devendo ficar ciente de que, além dos membros da equipe
de salde, seus registros médicos poderdo ser consultados pelo Comité de Etica
e pelo grupo de pesquisadores, porém, com a garantia de que seu nome jamais
serd revelado, ainda que os dados sejam, eventualmente, utilizados para
propositos educativos ou de publicagbes cientificas, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos. A sua participacdo neste estudo é
voluntaria e se [0 senhor | a senhora | vocé€] ndo quiser mais fazer parte da
pesquisa podera desistir a qualguer momento e solicitar que lhe devolvam este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado. O material obtido

(questionarios) sera utilizado unicamente para essa pesquisa e sera
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destruido/descartado ao término do estudo, dentro de 5 anos. As despesas
necessarias para a realizacdo da pesquisa [transporte, acomodacdo e
alimentacdo da equipe, etc] ndo sdo de sua responsabilidade e [0 senhor | a
senhora | vocé] ndo recebera qualquer valor em dinheiro pela sua participacao.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim

um cédigo.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)
(Angelica B. Winter Boldt)

Caso seja identificado um risco de cancer hereditario, vocé e seus
familiares poderdo ser convidados a realizar uma segunda avaliagdo genética
junto ao Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, com coleta de
sangue e assinatura de um segundo documento de esclarecimento. N&o
desejando fazer parte desta segunda etapa, seus dados serdo utilizados
somente para o levantamento de casos, sem nenhum prejuizo aos beneficios
advindos desta primeira fase.

Desejando participar do estudo, o que se dara de forma voluntaria e sem
qualguer 6nus e/ou remuneracéo financeira, vocé devera assinar este termo de
consentimento informado e esclarecido, reconhecendo que teve pleno
conhecimento do seu teor e da sua finalidade.

Agradecemos sua atengdo e consideramos louvavel sua participacdo em

nossos esfor¢os para ajudar os pacientes acometidos pelo cancer.

Concordando em participar do estudo, declaro, para todos os fins de direito
e a quem interessar possa, que:

- Li e recebi uma cépia deste termo de consentimento (TCLE);

- Entendi todas as informacdes nele contidas, tendo a oportunidade de
fazer perguntas e esclarecer duvidas sobre os testes, os procedimentos, 0s

riscos associados e as alternativas.
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- Estou ciente de que poderei ser convidado no futuro a ser submetido(a) a
exames de sangue adicionais, e nao receberei qualquer compensacao
monetaria por minha participacdo neste estudo.

- Concordo, finalmente, em realizar esta etapa da analise genética,
aceitando os riscos e os resultados.

Assim, por intermédio deste termo, ao langar minha assinatura, dou meu

livre e expresso consentimento para realizacdo da pesquisa proposta.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)
(Angelica B. Winter Boldt)

Nome e assinatura do paciente Data de nascimento/n®

atendimento

Nome e assinatura do entrevistador

Curitiba, / /

Endereco para contato:

Laboratdrio de Citogenética Humana e Oncogenética
Departamento de Genética

Setor de Ciéncias Bioldgicas

Campus Il - Centro Politécnico

Universidade Federal do Parana

Caixa Postal 19071, CEP 81531-980.

Av. Coronel Francisco Heraclito dos Santos, n° 210
Jardim das Américas

Curitiba, PR
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C2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 2

Nés, Profés Enilze M. S. F. Ribeiro (CRM/PR n° 7861) e Angelica B. Winter
Boldt (Matr UFPR 203531), da Universidade Federal do Parana, estamos
convidando vocé, pertencente a uma familia menonita com histérico de cancer
familiar e identificado como tendo risco de cancer hereditario, a participar da
segunda etapa de um estudo intitulado LEVANTAMENTO DE CASOS E
ANALISE GENETICA DA POPULAGCAO MENONITA COM HISTORICO DE
CANCER FAMILIAR. A comunidade menonita no Brasil tem sofrido
psiquicamente e economicamente com perdas de entes queridos, acometidos
por cancer. Dentre estes, muitos ainda jovens, pertencem a familias que relatam
repeticbes geracionais deste evento. Até o momento, se desconhecem as
possiveis causas genéticas do cancer nesta comunidade.

a) O objetivo desta etapa da pesquisa € identificar e analisar mutacdes nos
genes de predisposicdo hereditaria ao cancer por sequenciamento direto de
DNA e analisar se existe e qual a contribuicdo de uma causa genética para a
ocorréncia de cancer na sua familia.

b) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario realizar a coleta de sangue
para a andlise dos genes. O teste genético, normalmente, requer 5 ml (cinco
mililitros) de sangue periférico coletados de uma veia periférica do braco, através
de material estéril, descartavel e ndo reutilizavel. Em raras situa¢cfes, quando a
primeira amostra nao for suficiente ou adequada, vocé sera chamado para
realizar nova coleta.

c) Para tanto, vocé deverd comparecer ao Laboratorio de Imunogenética e
Histocompatibilidade (Departamento de Genética, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parana, Centro Politécnico, Av. Coronel Francisco
Heraclito dos Santos, n° 210, Jardim das Américas, Curitiba, PR), para realizar
a coleta de sangue.

d) E possivel que vocé experimente algum desconforto na coleta da amostra de
sangue.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

e) Riscos relacionados a coleta de sangue sao: dor no local devido a pungéo
com agulha, sangramento minimo, hematoma (marca arroxeada transitoria na
pele) e infeccdo. Outro risco relacionado a esta etapa do estudo é a ansiedade
com relacdo ao possivel resultado. Vocé pode optar em fazer o teste de forma
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andnima, decidindo ndo obter o conhecimento se tem ou ndo uma alteracado em
um gene associado ao cancer.

f) Os beneficios diretos esperados com essa pesquisa sdo o fornecimento de
uma estimativa mais precisa do risco de desenvolver certos tipos de canceres
ao longo da vida, tanto seu, quanto de seus parentes (incluindo seus filhos) e a
determinacao de possiveis alteragdes em genes associados ao desenvolvimento
de cancer, que possam ser transmitidas aos seus filhos ou estar presentes em
seus parentes. Se este for o caso e vocé assim o desejar, recebera
aconselhamento quanto as opcdes de prevencdo, uma vez que informacdes
mais precisas sobre o risco de desenvolver um cancer poderdo ajudar-lhe a
tomar decisdes quanto aos métodos de deteccdo precoce ou cirurgias
preventivas, que diminuirdo consideravelmente o seu risco. Caso o resultado
seja negativo, vocé evitara testes de detecgcdo precoce ou cirurgias preventivas
desnecessarias, além da certeza de que ndo transmitiu essa mutacao para seus
filhos ja nascidos, nem a transmitird para futura e eventual prole. Beneficios
indiretos incluem a caracterizacao da populacdo Menonita do Brasil, inclusive os
membros de sua familia, quando estes assim o desejarem, quanto ao risco de
desenvolver um cancer hereditario. Tais informagBes poderdo auxiliar a
identificar individuos em risco, acompanhar e a tratar diferencialmente sua
pessoa e seus familiares, assim como outros pacientes. Portanto, embora nem
sempre vocé seja diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, a sua
participacdo também podera contribuir para o avanco cientifico na area.

g) As pesquisadores Profé* Enilze M. S. F. Ribeiro e Angelica B. W. Boldt,
responsaveis por este estudo, poderdo ser localizadas no Departamento de
Genética do Setor de Ciéncias Biolégicas (Universidade Federal do Parana,
Centro Politécnico, Jardim das Américas, Curitiba, PR), no e-mail
enilzeribeiro@gmail.com e angelicaboldt@gmail.com e telefones (041) 3361-
1555 e (041) 3361-1553, respectivamente, no horario comercial (8-18:00), para
esclarecer eventuais duavidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informacdes
gue queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

J) A sua participacao neste estudo € voluntaria e ndo ira influenciar no seu acesso
ao tratamento médico agora ou no futuro. Se vocé nao quiser mais fazer parte
da pesquisa, podera desistir a qualguer momento, sem que isto influencie no
tratamento médico, e solicitar que Ihe devolvam este Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido assinado. Vocé tera a op¢ao de participar deste estudo e nao
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saber do resultado da analise, ou seja, seu DNA ser& estudado para alteracdes
em genes de predisposicdo ao cancer, mas o resultado ficara restrito ao
conhecimento da equipe que se encarregara de Ihe recomendar condutas de
prevencado de cancer, de acordo com o seu risco. Apoés o teste, vocé podera
decidir transmitir o resultado do mesmo a outros familiares. Isso nédo significa
que vocé estard dando consentimento para que outros membros da sua familia
realizem o teste genético. Nenhum familiar seré contatado por membro do Grupo
de Pesquisa sem a sua autorizacdo. Caso outros familiares decidam participar,
serdo atendidos e esclarecidos pela equipe e assinardo o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para entdo serem submetidos a
analise molecular. Quando a andlise estiver concluida, vocé sera contatado e
convidado a marcar uma consulta para receber o resultado do exame,
pessoalmente. Nenhuma informacdo serd fornecida por telefone, carta ou
internet, independentemente do resultado. Vocé também podera ser contatado,
no decorrer do estudo, por membros desta equipe, para obter informacdes sobre
a sua saude ou sobre a saude dos outros familiares.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por
pessoas autorizadas da equipe de pesquisa do Laboratério de Citogenética
Humana e Oncogenética, chefiado pela Prof? Enilze M. S. F. Ribeiro, com a
garantia de que seu nome jamais sera revelado, ainda que os dados sejam,
eventualmente, utilizados para propésitos educativos ou de publicacGes
cientificas, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos. Portanto,
se qualquer informacao for divulgada em relatério ou publicacédo, isto sera feito
sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e mantida sua
confidencialidade. A informacg&o médica resultante deste teste tornar-se-a parte
de seu prontuario médico se vocé assim o desejar e 0 entregar ao seu médico
pessoal, sendo que o resultado final do teste genético sera mantido, unicamente,
em arquivos da equipe de pesquisa. Ratifica-se que, no prontuario, constara
apenas a sua participacdo no estudo de pesquisa e a realizacéo do teste, mas
nao o resultado, que somente podera ser fornecido a pessoas, instituicoes,
empresas, companhias de seguro de saude e demais instituigcbes, mediante sua
prévia e expressa autorizagao por escrito.

Participante da Pesquisa e/ou Responséavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

Os dados utilizados em pesquisa e/ou publicacdes cientificas ndo terdo
identificacdo dos participantes. Por meio das analises de DNA é possivel
identificar a ndo paternidade ou maternidade (ou seja, que seus pais, ou um
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deles, podem néo ser realmente seus pais bioldgicos). Assim, caso a analise
genética identificar que vocé nao é filho biolégico de um ou de ambos o0s
genitores, esta informacao ndo sera revelada nem a sua pessoa nem a qualquer
outra que nao seja da equipe de estudo.

As amostras de sangue serao utilizadas unicamente para essa pesquisa.
As amostras obtidas a partir deste material, com finalidade de realizar este
estudo, ficardo armazenadas no biorrepositorio do Laboratério de Citogenética
Humana e Oncogenética do Departamento Genética da Universidade Federal do
Parana (UFPR), com sede em Curitiba, na Av. Coronel Francisco Heraclito dos
Santos, n° 210, Bairro Jardim das Américas, no Campus Il do Centro Politécnico,
pelo prazo de 05 anos. Se necessario, serdo solicitados mais 05 anos para o
Comité de Etica, sendo descartadas apds este periodo. Contudo, a qualquer
momento vocé podera solicitar que seu material biol6gico ndo seja mais utilizado
e que seja descartado, sem que isso acarrete qualquer prejuizo ou
constrangimento a vocé. Caso haja necessidade de utiliza-lo no futuro, vocé sera
contatado para consentir ou ndo sobre 0 novo uso de sua amostra. Nesse caso,
seu consentimento serd formalizado através de um novo TCLE especifico.
Quando isso néo for possivel, o fato sera justificado perante o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP). Toda nova pesquisa a ser feita com o seu material sera
submetida a apreciacdo do CEP e sempre que couber também da CONEP, em
conformidade com as normas do Conselho Nacional de Saude (Resolucdo CNS
n° 441/2011).

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

As despesas necessarias para a realizacao da pesquisa, como transporte
ao local da coleta, serdo de sua responsabilidade. Vocé nao recebera qualquer
valor em dinheiro pela sua participacao.

Reiterando, quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu
nome, e sim um codigo.

Agradecemos sua atencdo e consideramos louvavel que vocé esteja
disponibilizando o seu tempo para conhecer nossos esforcos em ajudar os
pacientes acometidos pelo cancer. Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos
como participante de pesquisa, vocé pode contatar também o Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Parand, pelo telefone 3360-7259.
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Eu, recebi e li esse Termo de
Consentimento, e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei
em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento
sem justificar minha decisdo, sem qualquer prejuizo para mim e sem que esta
decisdo afete meu atendimento pela equipe de aconselhamento genético.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)
(Angelica B. Winter Boldt)

Endereco para contato:
Laboratdrio de Citogenética Humana e Oncogenética

Departamento de Genética

Setor de Ciéncias Bioldgicas

Campus Il - Centro Politécnico

Universidade Federal do Parana

Caixa Postal 19071, CEP 81531-980.

Av. Coronel Francisco Heraclito dos Santos, n° 210
Jardim das Américas

Curitiba, PR

C3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 3

NGs, Profés Enilze M. S. F. Ribeiro (CRM/PR n° 7861) e Angelica B. Winter
Boldt (Matr UFPR 203531), da Universidade Federal do Parana, estamos
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convidando vocé, pertencente a uma familia menonita com histérico de cancer
familiar e identificado como tendo risco de cancer hereditario, a participar da
terceira etapa de um estudo intitulado LEVANTAMENTO DE CASOS E ANALISE
GENETICA DA POPULAGAO MENONITA COM HISTORICO DE CANCER
FAMILIAR. A comunidade menonita no Brasil tem sofrido psiquicamente e
economicamente com perdas de entes queridos, acometidos por cancer. Dentre
estes, muitos ainda jovens, pertencem a familias que relatam repeticdes
geracionais deste evento. Até o momento, se desconhecem as possiveis causas
genéticas do cancer nesta comunidade.

a) O objetivo desta etapa do estudo € finalizar o aconselhamento genético
baseado nos resultados do teste genético, realizado na segunda etapa do
estudo.

b) Caso vocé participe da pesquisa, serda necessario discutir os resultados do
aconselhamento genético. O aconselhamento genético tem o objetivo de ajuda-
lo a lidar com as informacdes recebidas, fornecidas pelo médico da equipe. Os
resultados néo serédo fornecidos por telefone, e-mail ou carta. Excepcionalmente,
o resultado podera ser fornecido a um de seus familiares, desde que autorizado
previamente por vocé. Durante o Aconselhamento Genético ser-lhe-a explicado
que ha trés possiveis resultados para o teste genético:

1° Vocé pode ter herdado uma alteracdo em um gene de predisposicao

ao cancer (ou seja, um gene que sofreu mutacéao).

Obs. 1: Mulheres portadoras de mutacao em determinados genes podem
ter um risco maior de desenvolver cancer de mama e ovario e outros tumores
associados a mutacao.

Obs. 2: Homens portadores de mutacdo também possuem risco maior
para certos tipos de canceres.

Obs. 3: Vocé podera descobrir, ainda, se tem predisposicdo para
desenvolver um segundo cancer do mesmo tipo ou de um tipo diferente do que
ja teve.

2° Vocé pode nao ter herdado uma alteragdo em um gene de

predisposicao ao cancer.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)
(Angelica B. Winter Boldt)
Obs.: Neste caso, pode-se concluir que uma alteragcdo nos genes, até
agora associados ao cancer, ndo explica sua historia pessoal e familiar para o
desenvolvimento de um cancer. Todavia, ainda assim € possivel que vocé tenha
herdado outro gene de predisposi¢cao ao cancer, para o qual ainda ndo hé testes
disponiveis ou que a sensibilidade do teste genético ndo foi de 100%.
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3° Pode ser impossivel determinar se vocé herdou ou ndo um gene de

predisposicao alterado (teste inconclusivo).

Obs. 1: Sendo o teste laboratorial inconclusivo, é possivel que vocé tenha
uma mutacdo que, até o momento da entrega do resultado, ndo tenha sido
caracterizada como patogénica, ou seja, ainda néo foi associada a predisposicéo
hereditaria ao cancer.

Obs. 2: Se vocé assinou 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
2 (TCLE 2), permitindo que a sua amostra de sangue fosse estudada pelo grupo
de pesquisa, o laboratério continuara procurando alteracdes que possam
contribuir para ocorréncia de cancer ndo havendo, todavia, prazo ou promessa
de um resultado conclusivo para esta segunda investigacao. Qualquer resultado
a respeito sera confirmado e os membros do grupo de pesquisa entrardo em
contato com VOCeé.

E possivel que vocé experimente sofrimento psicolégico, ao desejar ser
informado e receber os resultados. Contudo, vocé também tem a opcéo de ndo
querer receber ou querer retardar o recebimento dos resultados da analise
genética, sem prejuizo a vocé ou familiares. Neste caso, vocé sera aconselhado
apenas com base nos resultados, sem receber informacdes da alteracdo
especifica.

Para esta etapa, vocé receberd uma visita de membros da equipe em seu
domicilio, ou, caso prefira, devera comparecer no Laboratério de Citogenética
Humana e Oncogenética (Departamento de Genética, Setor de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal do Parana, Centro Politécnico, Av. Coronel
Francisco Heréclito dos Santos, n° 210, Jardim das Américas, Curitiba, PR), para
ser atendido por aproximadamente 40 minutos. A principio, a divulgacdo dos
resultados seré feita em carater pessoal, podendo, todavia, se fazer acompanhar
de um familiar ou pessoa de sua inteira confianca.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

Os riscos relacionados a esta etapa do estudo séo, primariamente, de
origem psicologica. Tomar conhecimento de que se é portador de um gene de
predisposicdo ao cancer alterado podera causar sentimentos de depressao,
ansiedade, raiva e de medo do futuro. Este resultado podera afetar as suas
relacbes com familiares e pessoas proximas. Algumas pessoas podem
desenvolver um sentimento de culpa muito forte ou ansiedade ao descobrirem
gue ndo herdaram um gene de predisposicdo alterado, enquanto que outros
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membros da familia o herdaram. A descoberta de um gene de predisposicéo
alterado podera levar a algum tipo de discriminagéo por parte de companhias de
seguro medico, empregadores e até mesmo familiares. Podera acontecer, ainda,
que o resultado seja inconclusivo, o que ocorre quando o laboratério nao
consegue determinar a presenca ou nao de uma alteragdo em um gene de
predisposicao ao cancer. Em outras palavras, isso significa que vocé passou por
todo processo da andlise, sem obter nenhuma informag&o nova sobre seu risco
pessoal de desenvolver cancer ou de transmitir essa suscetibilidade.

Os beneficios diretos esperados com esse estudo sdo o aconselhamento

genético baseado em uma estimativa mais precisa do risco de desenvolver
certos tipos de canceres ao longo da vida, tanto seu, quanto de seus parentes,
para os quais também serd ofertado o aconselhamento, caso estes assim o
desejarem. Quando o resultado for negativo, vocé evitard excesso de testes de
deteccado precoce ou cirurgias preventivas desnecessarias, além da certeza de
gue nao transmitiu essa mutacao para seus filhos ja nascidos, nem a transmitira
para futura e eventual prole. Beneficios diretos também incluem a identificacao
de individuos sob risco, o acompanhamento e tratamento diferencial de sua
pessoa e seus familiares, assim como outros pacientes, desde que este
resultado podera ser informado ao seu médico pessoal que tomara as devidas
medidas preventivas. Embora nem sempre vocé seja diretamente beneficiado
com o resultado da pesquisa, a sua participacdo também podera contribuir para
0 avanco cientifico na area.
g) As pesquisadores profa Enilze M. S. F. Ribeiro e profa Angelica B. W. Boldt,
responsaveis por este estudo, poderdo ser localizadas no Departamento de
Genética do Setor de Ciéncias Bioldgicas (Universidade Federal do Parana,
Centro Politécnico, Jardim das Américas, Curitiba, PR), no e-mail
enilzeribeiro@gmail.com e angelicaboldt@gmail.com e telefones (041) 3361-
1555 e (041) 3361-1553, respectivamente, no horario comercial (8-18:00), para
esclarecer eventuais duavidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informacdes
gue queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

A sua participagao neste estudo € voluntaria e ndo ira influenciar no seu
acesso ao tratamento médico agora ou no futuro. Se vocé ndo quiser mais fazer
parte da pesquisa, podera desistir a qualguer momento, sem que isto influencie
no tratamento médico, e solicitar que l|he devolvam este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado. Apés o aconselhamento, vocé
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podera transmitir o resultado do mesmo a outros familiares. I1sso néo significa
gue vocé estara dando consentimento para que outros membros da sua familia
realizem o teste genético. Nenhum familiar sera contatado por membro do Grupo
de Pesquisa, sem a sua autorizacdo. Caso outros familiares decidam participar,
serdo atendidos e esclarecidos pela equipe e assinardo o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido 2 (TCLE 2) para entdo serem submetidos a
analise molecular. Vocé também podera ser contatado, no decorrer do estudo,
por membros desta equipe, para obter informacdes sobre a sua saude ou sobre
a saude dos outros familiares.

As informacd@es relacionadas ao aconselhamento poderéo ser conhecidas
por pessoas autorizadas da equipe de pesquisa do Laboratério de Citogenética
Humana e Oncogenética, chefiado pela Prof* Enilze M. S. F. Ribeiro, com a
garantia de que seu nome jamais serd revelado, ainda que os dados sejam,
eventualmente, utilizados para propositos educativos ou de publicacbes
cientificas, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos. Portanto,
se qualquer informacao for divulgada em relatorio ou publicacéo, isto sera feito
sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e mantida sua
confidencialidade.

As informacdes obtidas por meio do aconselhamento genético serdo
utilizadas unicamente para essa pesquisa e ficardo armazenadas no
biorrepositorio do Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética do
Departamento Genética da Universidade Federal do Parana (UFPR), com sede
em Curitiba, na Av. Coronel Francisco Heraclito dos Santos, n°® 210, Bairro
Jardim das Américas, no Campus Il do Centro Politécnico, pelo prazo de 05
anos. Se necessario, seréo solicitados mais 05 anos para o Comité de Etica,
sendo descartadas apos este periodo. Contudo, a qualquer momento vocé
podera solicitar que suas informacdes ndo sejam mais utilizadas e que sejam
descartadas, sem que isso acarrete qualquer prejuizo ou constrangimento a
vocé. Caso haja necessidade de utiliza-las apos conclusao do projeto, vocé sera
contatado para consentir ou ndo sobre o novo uso de suas informacdes. Nesse
caso, seu consentimento sera formalizado através de um novo TCLE especifico.
Quando isso néo for possivel, o fato seré justificado perante o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP). Toda nova pesquisa a ser feita com as suas informagdes
sera submetida a apreciacdo do CEP e sempre que couber também da CONEP,
em conformidade com as normas do Conselho Nacional de Saude (Resolucao
CNS n° 441/2011).

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)
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As despesas necessarias para a realizacao da pesquisa, como transporte
ao local do aconselhamento, serdo de sua responsabilidade, a ndo ser que
prefira receber a equipe em seu domicilio, em horario que Ihe for mais
conveniente. Vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro pela sua
participagéo.

Reiterando, quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu
nome, e sim um codigo.

Agradecemos sua atencdo e consideramos louvavel que vocé esteja
disponibilizando do seu tempo para conhecer nossos esforcos em ajudar os
pacientes acometidos pelo cancer. Se vocé tiver dlvidas sobre seus direitos
como participante de pesquisa, vocé pode contatar também o Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Parand, pelo telefone 3360-7259.

Eu, recebi e li esse Termo de
Consentimento, e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei
em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento
sem justificar minha decisédo, sem qualquer prejuizo para mim e sem que esta
deciséo afete meu atendimento pela equipe de aconselhamento genético.
Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)

(Angelica B. Winter Boldt)

Declaro, ainda, que, de livre e espontanea vontade, estando plenamente
ciente das consequéncias que possam advir deste ato, passo a responder aos
seguintes questionamentos:

1. Deseja tomar conhecimento dos resultados do teste genético, os quais
poderdo informar sobre a existéncia de um gene alterado (que sofreu mutacao),
o qual aumenta o risco de desenvolvimento de um cancer hereditario e/ou outros
tipos de cancer? Marque com um X.

( ) Sim ( ) Néo

2. Deseja ser contatado(a) por membros da pesquisa, no caso de novas
informacdes sobre o risco cancer de mama/ovario e outros tipos de cancer, ou
de novas pesquisas nesta area das quais gostaria de participar?
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( )Sim ( ) Néo
3. Em caso de impossibilidade de receber o resultado do teste genético,
autorizo a seguinte pessoa: a

recebé-lo (pessoalmente) por mim, mediante apresentac¢ao do RG.

, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Orientadores (Enilze M. S. F. Ribeiro)
(Angelica B. Winter Boldt)

Endereco para contato:
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética

Departamento de Genética

Setor de Ciéncias Bioldgicas

Campus Il - Centro Politécnico

Universidade Federal do Parana

Caixa Postal 19071, CEP 81531-980.

Av. Coronel Francisco Heréaclito dos Santos, n® 210
Jardim das Américas

Curitiba, PR



