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RESUMO

A incidéncia de Tumor de Coértex Adrenal (TCA) pediatrico no Estado do Parana é de
12 a 18 vezes maior do que em qualquer outro lugar do mundo e a principal causa €
a mutacdo no gene TP53 R337H, localizada no cromossomo 17p13.1. Um grande
namero de familias podem ser portadoras desta mutacdo no Parana. A estimativa
preliminar da prevaléncia desta mutagcdo na populacdo do Parana era de 1/1500,
baseada em um estudo recente (30 familias/41 criangas com TCA). O conhecimento
da prevaléncia exata desse gene na populacdo € o primeiro passo para esclarecer
sua distribuicAo geografica e racial, assim como facilitar outros estudos para
esclarecer o que pode ou nao contribuir para a formacao do TCA e outros tipos de
cancer. Os objetivos deste estudo sao estimar a prevaléncia desta mutacao entre os
recém-nascidos (RNs), verificar a distribuicao nas diferentes regides e grupos étnicos
do Parana e investigar a evidéncia de mutacado de novo. Instituicdes de 235 cidades
foram convidadas e aceitaram participar deste estudo, atingindo-se um total de 30098
RNs investigados. A coleta de sangue foi realizada de maneira escalonada entre
dezembro/2005 a novembro/2006, até atingir aproximadamente 65% dos nascidos-
vivos/més. O percentual de maes que aceitaram fazer o teste nos seus RNs e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi proximo de
100%. Todos os RNs foram identificados por cédigo de barras e aqueles que
apresentaram a mutacao no primeiro teste de triagem (testando-se o DNA de trés
RNs simultaneamente) foram submetidos a uma segunda puncéo lateral do calcaneo
para teste confirmatério (com amostras individuais). As amostras foram analisadas
por PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo de Fragmentos de
DNA obtidos por Enzimas de Restricdo), usando-se a enzima HhA | que corta o
produto amplificado do TP53 selvagem (reconhecendo a seqiiéncia CGCG ). O alelo
com a mutacao (contendo a seqiéncia CACG) é identificado pela presenca de uma
banda nao digerida de 447pb. Apbs a confirmacdao da mutacdo, os pais dos RNs
foram questionados em relacdo a cor da pele e etnia. A mutacéao foi identificada em
64 RNs (64/30098), gerando uma prevaléncia média de 2,12/1000. A prevaléncia foi
estimada com maior precisdo em 7 regionais de saude do Estado (1,52 a 3,9/1000),
com diferenca estatisticamente significativa em algumas delas em relacdo a
prevaléncia média do Estado. O percentual de distribuicdo dos grupos raciais na
familia do RN segregando o alelo TP53 R337H variou de 62,5% (brancos) a 12,5%
(morenos), 12,5% (negros) e 12,5% (indios). Entre o grupo de pele branca, a
descendéncia mais freqlente foi de italianos (35,7%), portugueses (14,4%),
brasileiros (14,4%), alemaes (7,1%), poloneses (7,1%), espanhdis (7,1%), libaneses
(7,1%) e franceses (7,1%). Nenhuma descendéncia japonesa, chinesa ou outra raga
oriental foi encontrada. Os resultados obtidos nesse estudo permitiram encontrar uma
prevaléncia da mutagdo TP53 R337H trés vezes maior do que a previamente
estimada, o que sugere que a penetrancia do TCA € menor que a previamente
calculada. Contudo, varias familias apresentaram histérico de outros tipos de cancer,
especialmente cancer de mama, o que deve ser investigado posteriormente. Devido
ao numero limitado de familias investigadas, ainda € inviavel estimar a prevaléncia
em grupos raciais / étnicos ou a predominancia da mutacdo em varias regiées do
Estado. Este é o primeiro estudo que utiliza um teste de DNA para avaliar a relacédo
entre gene e cancer em RNs.

Palavras-chave: Tumor de Cértex Adrenal, mutacdo R337H no TP53, PCR-RFLP,
freqUéncia, grupos étnicos.
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ABSTRACT

The incidence of childhood adrenocortical tumor (ACT) in State of Parana is 12-18
times higher than in northern Brazil or other countries and the main reason is the
TP53 R337H mutation located at chromosome 17p13.1. A large number of families
were expected to carrier this mutation in Parana. The preliminary estimation of
prevalence for this mutation in the population of Parana was 1/1500 based on a
recent study (30 families/41 children with ACT). Knowledge of the accurate
prevalence of this gene in the population is the first step towards clarification of the
geographical and racial distribution and adress the question whether it may or not
contribute to formation of ACT and other types of cancer. The goals of this study
were to estimate the prevalence of this mutation among newborns, verify whether the
distribution is homogeneous among different regions and racial groups of Parana and
investigate evidence of de novo mutation. Institutions from 235 cities were invited and
have accepted to participate in this study, reaching 30098 tested newborns. The
blood samples were collected between December/2005 and November/2006, until
reaching 65% of the newborns/month in Parana state. The percentage of mothers
who accepted to do the test was close to 100% and they had to sign the informed
consent form (ICF). All newborns were coded and those presenting the mutation in
the first screening test (containing a DNA pool of three newborns) were submitted to
a second heal-prick blood test (for individual samples). Samples were screened by
PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction — Restriction Length Polymorphism)
analysis, using the restriction enzyme HhA [ to cut the wild type amplified product
(cutting site CGCGQG) into two fragments of 193 and 254 bp. The mutated allele
(cutting site CACQ) is identified by the presence of the undigested band size (447pb).
After confirmation of the mutation, the newborn parents were inquired about skin
color and etnia of the parental side segregating the mutation. Sixty-four newborns
(64/30098) were found with the mutation giving rise to a mean prevalence of
2.12/1000. The prevalence range among the geographical regions of the state,
denominated “Health Regionals®, was more accurately estimated for 7 of them (1.52
to 3.9/1000) resulting in a statistically significant difference in relation to mean
prevalence for the state. The percentage of the racial group in the family of mother
or of father segregating the TP53 R337H allele varied from 62.5% (white), to 12.5%
(brown), 12.5% (black) and 12.5% (indians). Among the white skin group, the most
frequently reported descendants were ltalian (35.7%), Portuguese (14.4%), Brazilian
(14.4%), German (7.1%), Polish (7.1%), Spanish (7.1%), Libanese (7.1%) and
French (7.1%). No descendant of Japanese, Chinese or other oriental were found.
The mean prevalence of the TP53 R337H mutation in State of Parana is three times
higher than previously estimated, which suggests that the penetrance for ACT is
lower than previously reported. However, family history for other types of cancer were
also found, specially breast cancer, which suggest risk for other types of cancer that
must be further investigated. Given the limited number of families investigated so far,
it is still unable to estimate prevalence of racial group/etnia or the predominance of
the mutation in the several regions of the state. This was the first study using a DNA
test to study a cancer related gene in newborns.

Key-words: Adrenocortical tumor, TP53 R337H mutation, PCR-RFLP, prevalence,
Racial group.
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1 INTRODUCAO

O tumor de cortex adrenal (TCA) em criancas tem como principal causa
uma alteragdo genética no gene TP53 (mutacdo R337H), mais comumente herdada
de um dos pais, enquanto no adulto a mutagéo neste gene é geralmente somatica.

A suspeita de que o TCA de criancas tem origem pré-natal e/ou
imediatamente pds-natal merece uma reflexdo sobre onde e quando ocorre
proliferacao, migracao, hipertrofia e morte programada de células no cértex adrenal.
As evidéncias apresentadas nesta revisdo indicam que mecanismos somaticos
predominam na formacgéo do TCA do adulto, criando uma entidade diferente do TCA
pediatrico em varios sentidos. Carcinoma adrenocortical em adultos ocorre numa
incidéncia de 1,7 por milhdo de adultos por ano (BORNSTEIN et al., 1999) e nas
criangas a incidéncia é de 0,3/ milhdo abaixo de 15 anos (PARKIN et al., 1998), ou
de apenas 0,2% na Franca (DESANDES et al., 2004), sendo que no Parana a
incidéncia do TCA em criancas é 12 a 18 vezes maior (PIANOVSKI et al., 2006).
Nesta regiao, a incidéncia aumentada de TCA em criancas é decorrente do grande
namero de pessoas com a mutacdo R337H no gene TP53 (RIBEIRO et al., 2001).

Além da mutacao R337H no gene TP53, alteracdo sempre presente em
todos os TCAs (Tumores de Cértex Adrenal) do Parana (RIBEIRO et al., 2001),
outras alteracdes genéticas foram encontradas no TCA de criancas e de adultos,
indicando que provavelmente o mecanismo de formagdo do tumor é multifatorial.
Pode-se inferir que a combinacdo de um ou mais fatores presentes no periodo
considerado mais vulneravel do desenvolvimento corticoadrenal (ocorréncia de
proliferacdo celular seguida de apoptose) é considerada critica quando ocorrem
falhas de protecédo de supressores tumorais e/ou participacao ativa de outros fatores
atuando com maior intensidade.

E importante saber qual a real freqiiéncia do alelo TP53 R337H na
populacdo, onde e em que grupos étnicos ele é mais freqlente no estado do
Parana. Estas questdes e outras que estdo sendo avaliadas em outros projetos em
desenvolvimento no CEGEMPAC e Instituto Pelé Pequeno Principe poderdo definir
ou esclarecer como acontece o TCA em criancas no Parana e se esta mutacao é

também responsavel pelo aparecimento de outros tipos de cancer.



2 REVISAO DA LITERATURA

21 O TCA DE CRIANGAS E UMA ENTIDADE DIFERENTE DO TCA DE
ADULTOS

Varias caracteristicas indicam que o TCA de criancas, principalmente abaixo
de 4 anos de idade, € uma neoplasia de origem e patogenia diferente do TCA de
adultos. Algumas dessas diferencas merecem ser revisadas. LIOU & KAY (2000)
apresentaram uma coletanea de 22 publicagdes sobre carcinoma adrenocortical em
criangas, totalizando 412 casos, dos quais 171 (41%) sdo de Sao Paulo e sul do
Brasil; a idade média ao diagnéstico variou de 1,5 a 7,0 anos, com a maioria entre 2
e 4 anos. Na série de 254 casos publicada por MICHALKIEWICZ et al. (2004), quase
60% estavam abaixo dos 4 anos de idade. Neste ultimo estudo, o percentual de
formas clinicas funcionantes de TCA foi de 90%, apresentando virilizagao isolada ou
em combinacdo com aumento da secrecdo de cortisol ou outros horménios.
Sindrome de Cushing isolada em criancas é rara (MICHALKIEWICZ et al., 2004).
Em contraste, menos de 50% dos tumores sdo funcionantes nos adultos e a maioria
apresenta sindrome de Cushing isolada ou hiperaldosteronismo (LATRONICO &
CHROUSOS, 1997; WAJCHENBERG et al, 2000; VIERHAPPER, 2002). A
sobrevida global para as criancas fica em torno de 54% (MICHALKIEWICZ et al.,
2004), e em adultos o progndstico é aparentemente pior (MENDONCA et al., 1995),
porém para os adultos o resultado é bastante variado e depende muito do estadio e
protocolos de tratamento utilizados. Outros estudos tém demonstrado que criangas
com carcinoma adrenocortical ndo metastatico, ao tempo do diagnéstico, tém melhor
prognéstico do que adultos apds completa ressecgdo, com as mesmas
caracteristicas histolégicas e tratamento semelhante (MENDONGCA et al., 1995).
RIBEIRO et al. (1990), revisando 40 prontudarios de criangas com TCA, observaram
que tumores com peso superior a 100 g ou com volume superior a 200 mL foram
associados com evolucao desfavoravel. A maioria dos autores, contudo, concorda
que o tamanho do tumor ndo deve ser usado isoladamente como critério para
estabelecer o diagnostico de malignidade ou benignidade, pois grandes tumores tém
sido observados sem metastases, enquanto que pequenos tumores ja podem
apresenta-las (GANDOUR e GRIZZLE, 1986). A histologia ndo apresentou



correlacdo com o prognéstico em tumores pediatricos (BUGG et al., 1994). Na série
publicada por WAJCHENBERG et al. (2000), as caracteristicas histologicas
associadas com pior evolucao nos adultos (critérios de Weiss) ndo apresentaram o

mesmo prognodstico sombrio quando presentes em criancas.

2.2  FASES CRITICAS DO DESENVOLVIMENTO DA ADRENAL HUMANA

O desenvolvimento do cortex adrenal humano foi brilhantemente revisado
por MESIANO & JAFFE (1997) e KEEGAN & HAMMER (2002). O trabalho pioneiro
nesta area, de SUCHESTON & CANNON (1968), ja citava as seguintes fases: 1)
condensacao a partir do epitélio celédmico (3-4 semanas de gestacao); 2) proliferacao
e migracdo das células do epitélio celébmico (4-6 semanas de gestacao); 3)
diferenciacdo morfolégica das células do cortex adrenal fetal em duas zonas
distintas, zona fetal - mais interna - e zona definitiva — mais periférica (8-10 semanas
de gestacao); 4) declinio e desaparecimento da zona fetal (primeiros trés meses
pos-parto); 5) estabelecimento e estabilizacdo do padrao zonal adulto com
desenvolvimento da zona reticular (10-20 anos de idade). Em torno da 92 semana de
gestacdo, o blastema adrenal é circundado por células mesenquimais provenientes
da capsula de Bowman, que dao origem a cépsula adrenal. Ao mesmo tempo, uma
rede de capilares sinusoidais se desenvolve entre os corddes da zona fetal, fazendo
com que o coértex adrenal seja um dos érgaos mais vascularizados do feto.

Em torno de 10 a 12 semanas de gestacdo, a zona definitiva exibe
numerosas figuras mitéticas, enquanto que na zona fetal elas sao raras
[JOHANNISSON (1968) citado por MESIANO & JAFFE (1997)]. COULTER et al.,
(1996) demonstraram que a zona fetal do macaco Rhesus cresce primariamente por
hipertrofia. Portanto, a zona fetal cresce por hipertrofia e proliferacdo limitada,
enquanto a zona definitiva cresce principalmente por hiperplasia. KEENE & HEWER
(1927) descreveram que ocorre migracao centripeta de células contendo lipidios, da
zona definitiva para a zona fetal. Acredita-se assim que a zona definitiva é o
compartimento de células tronco, do qual derivam as zonas corticais internas (Figura
1) (KEEGAN & HAMMER, 2002). Um segundo modelo propdée que uma populagéao

de células tronco-indiferenciadas reside entre a zona glomerulosa e a zona



fasciculada; essas células que sao caracterizadas pela auséncia da enzima
especifica da zona interna, a 11B-hidroxilase (CYP11 B2), e da enzima da zona
externa, a aldosterona-sintetase (CYP11 1), representam um precursor comum,
que pode contribuir para formar ambas as zonas corticais, interna e externa (MITANI
et al., 2003). Em torno da 302 semana de gestacao, a zona definitiva e a de transicao
comecam a tomar a aparéncia de glomerulosa e fasciculada, respectivamente
(SUCHESTON & CANON, 1968).

FIGURA 1 - DESENVOLVIMENTO ADRENAL.
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permiszdo de Trends in Endocrinology & hetabolism

NOTA - (a) O desenvolvimento adrenocortical humano mostrando progressdo da prega
urogenital ao final do zoneamento. Duas populagbes separadas de células migram do epitélio
celébmico para formar as zonas fetal e definitiva, as quais se condensam para formar a
adrenal primitiva. A adrenal primitiva € entdo encapsulada por células mesenquimais, e as
células da crista neural migram centripetamente para formar a medula adrenal. A zona fetal
sofre apoptose apos o nascimento, seguido de encapsulagcao da medula e zoneamento final
do cortex adulto. O estagio do desenvolvimento é mostrado para cada estrutura apresentada
na figura. (b) Apresentagdo do desenvolvimento adrenocortical do camundongo progredindo
da prega urogenital até a regressao da zona X. Semelhante ao que acontece em humanos, a
adrenal primitiva se forma a partir da condensacao de células epiteliais celémicas seguida de
migracao de células mesenquimais capsulares e migracdo de células da crista neural. Os
marcadores do desenvolvimento adrenal inicial incluem os receptores nucleares SF-1 e DAX-
1, seguidos de enzimas esteroidogénicas. Em contraste com o que acontece em humanos, o
zoneamento do cortex adrenal se completa proximo ao nascimento, € a zona X (zona fetal)
ndo se forma até 14 a 21 dias ap6s o nascimento (P14-21) e regride em P35 nos machos.
Abreviaturas: DAX-1, dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita critical
region no cromossomo X-1; E, dia do periodo embrionario; m, més; P, dia pds-natal; SF-1,
fator esteroidogénico 1; S, semana.

FONTE: KEEGAN & HAMMER, 2002. Reproduzido com permissdo de Trends in
Endocrinology & Metabolism.



Depois de intensas transformacdes com proliferacdo celular na zona
definitiva, migracéo, hipertrofia e morte celular programada na zona fetal, comec¢a o
longo periodo de crescimento da zona reticular, ocupando a mesma camada e
funcdo (producao androgénica), antes da zona fetal (Figura 1). A medula da adrenal
fetal é constituida por ilhotas de células cromoafins que somente vao formar uma
estrutura, ainda que rudimentar, na 12 semana pés-natal e adquirir caracteristicas
semelhantes a medula adrenal adulta em torno de 12 a 18 meses apdés o
nascimento (Figura 2) (FOSTER & WILSON , 1992).

FIGURA 2: CORTEX ADRENAL ADULTO

FONTE: FOSTER & WILSON,
1992. Nota - Seccao de cértex
adrenal humana: zona
glomerulosa (G) logo abaixo
do tecido capsular; zona
Fasciculada (F) entre a zona
Glomerulosa e as células
densas e compactas da zona
Reticular (R).

Devido as diferencas de conteudo enzimatico entre a zona glomerulosa e as
duas camadas internas (fasciculada e reticular), o cértex adrenal humano funciona
como duas unidades separadas, com diferente regulacdo e produtos secretados. A
zona fetal humana expressa a enzima que cliva a cadeia lateral do colesterol
(CYP11A), mas nao expressa a enzima 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3HSD),
indicando que a adrenal fetal produz primariamente dehidroepiandrosterona (DHEA)
e seus derivados sulfatados. A zona glomerulosa, derivada da zona definitiva,
adquire capacidade esteroidogénica no terceiro trimestre e produz aldosterona, sob
o controle do sistema renina-angiotensina. A zona fasciculada secreta
glicocorticéides sob estimulo do ACTH (Horménio Adreno Cortico Tréfico), em torno

da 152 semana de gestacao, enquanto que a zona reticular secreta DHEA e DHEA-



S. As concentracdes séricas desses andrdégenos declinam quando a zona fetal
regride e depois voltam a aumentar durante a infancia na zona reticular (que surge
no lugar da zona fetal), coincidindo com a adrenarca. A Tabela 1 apresenta as

principais diferencas para cada camada.



TABELA 1 — ZONAS E ATIVIDADES FUNCIONAIS DO CORTEX ADRENAL HUMANO FETAL E ADULTO.

Zona externa

Zona transitoria

ADRENAL FETAL

ADRENAL ADULTA

Zona glomerulosa Zona fasciculada Zona fetal Zona
Reticular
LOCALIZACAO Periférica. Central. Interna. Interna.
ESTIMULO Angiotensina Il e ACTH. ACTH. ACTH.
(ACTH).
RECEPTOR DE MEMBRANA Receptor angiotensina Il. MC2R. MC2R. MC2R.

PRIMARIO ]
ATIVIDADE ENZIMATICA
ESPECIFICA

HORMONIO PRODUZIDO

FUNGAO

DEFICIENCIA

CYP11B2.

Aldosterona.

Regulagéo do volume intra-
vascular.

Hiponatremia,
hipercalemia, hipotensao.

CYP17; CYP11p1.

Cortisol.

Homeostase da
glicose; mobilizagao de
energia dos depdsitos.

Hipoglicemia, falta de
resposta ao stress.

CYP17(170H e 17,20
liase)

Apenas DHEA e
DHEA-S (falta a
enzima  3BHSD

Androstenediona e
outros nao sao
produzidos).

Crescimento fetal,

precursores para
estrogenos da
placenta.

Desenvolvimento fetal
anormal.

CYP17(170H e 17,20
liase)

Esterodides sexuais
DHEA, androstenediona
€ outros.

Adrenarca; bem estar.

Desconhecida.

FONTE-Modificado de KEEGAN & HAMMER, 2002.



Para responder a pergunta sobre de que camada(s) do cortex adrenal surge o
TCA, a deducao mais simples (e especulativa) relaciona o perfil hormonal do tumor,
hiperaldosteronismo, hipercortisolismo, ou hiperandrogenismo com a camada mais
externa, intermediaria ou interna, respectivamente. Enquanto cerca de 90% dos TCAs
que surgem nos primeiros 4 anos de idade se manisfestam com virilizagdo
(MICHALKIEWCZ et al, 2004; PEREIRA et al, 2004), os adolescentes e
principalmente adultos com carcinoma de cértex adrenal apresentam virilizagdo com
menor freqliéncia e passam a ocorrer mais casos com sindrome de Cushing,
mostrando talvez a transicdo de origem do tumor. Partindo deste principio, pode-se
considerar que o TCA das criangas mais novas tem maior probabilidade de surgir da
zona fetal ou reticular, ou de uma célula mais primitiva com potencial de sintese para
todos os hormdnios.

BEUSCHLEIN et al., (1994) demonstraram que hiperplasia adrenocortical € um
processo policlonal, enquanto que carcinomas sdo monoclonais, sugerindo que
alteracoes especificas no genoma sao necessarias para a tumorigénese adrenocortical.
GICQUEL et al, (1994) demonstraram que carcinomas adrenocorticais sao
monoclonais, porém adenomas podem ser monoclonais (43%) ou policlonais (28,5%),
com varias formas intermediarias (28,5%). Ha duas possiveis explicacbes para a
heterogeneidade que distingue adenomas adrenocorticais monoclonais dos policlonais:
a) tipos diferentes de tumor podem corresponder a mecanismos fisiopatogénicos
diferentes; b) os diferentes tumores podem representar estdgios de um processo
comum de multiplos passos. Como exemplo desse segundo mecanismo, tem-se a
hiperplasia macronodular na qual foi descrito padrao clonal heterogéneo, em diferentes
localizacbes das glandulas (GICQUEL et al., 2000).

2.3 DISFUNGCAO DE SUPRESSORES DE TCA

MALKIN et al. (1990) descreveram as primeiras familias com sindrome de Li-
Fraumeni (SLF) apresentando mutagdo no gene P53 em linhagem germinativa (Tabela

2). A maioria dos casos de TCA em criancgas, posteriormente relatados, foi de familias



com a mesma sindrome. E possivel ainda que os casos de TCA que nao preencheram
os critérios para SLF classica (geralmente os TCA de criangas sem outros membros da
mesma familia com osteossarcoma, cancer de mama, de cérebro ou leucemia) possam
se tratar de mutagdes no p53 de baixa penetrancia que podem fazer parte de Li-
Fraumeni simile (SLF-simile) (revisados por VARLEY et al., 1999). Um exemplo deste
tipo de mutacdo, R337H no gene TP53, tem sido demonstrado no sul do Brasil e Sao
Paulo (RIBEIRO et al., 2001, LATRONICO et al, 2001), sendo responsavel pelo
aumento na incidéncia de TCA em criancas de até 15 anos de idade no Parana
(PIANOVSKI et al., 2006). A mudanca do cédon CGC para CAC (substituindo arginina
por histidina), impede a formacao de tetrameros estaveis de p53 R337H em pH mais
alcalino e temperaturas mais elevadas, o que poderia ocorrer num disturbio metabdlico
e infeccioso (DIGIAMMARINO et al., 2002). Numa série de 30 familias de criangas com
TCA (FIGUEIREDO et al., 2006B), apresentando cerca de 40% dos parentes com a
mutacdo R337H no TP53 (do lado do conjuge que segrega este alelo), sete tiveram
outros tipos de cancer (sem exame da mutacao) que foram considerados como casos
de céancer semelhantes aos encontrados na populagdo geral. A baixa penetrancia
estimada para o TCA do Parana, em torno de 10%, (FIGUEIREDO et al., 2006B) &
provavelmente um evento especifico para o cortex adrenal que acontece por falha na
apoptose e/ou outra etapa do desenvolvimento do coértex adrenal, sendo menos comum
na adrenal de adultos.

Até o presente, as evidéncias indicam que o TCA do Parana e Sdo Paulo é
resultado de uma série de eventos que se iniciam a partir da mutacado R337H no TP53
na linhagem germinativa (RIBEIRO et al., 2001). A heranca deste alelo do pai ou da
mae (ou o aparecimento como mutacdo “de novo’) € o passo mais importante até o
surgimento de outras etapas na formacdo do TCA e de suas manifestagdes clinicas
(Figura 3). E provavel que outros fatores (revisados no item subseqtiente) devam atuar
contribuindo para formacao do TCA. Desta forma, defende-se a hipétese de que nos
Estados do Parana e Sao Paulo o processo de formacdao do TCA em criancas seja

multifatorial e ligado a uma falha do desenvolvimento do cortex adrenal.
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FIGURA 3 - AQAO_DA PROTEiNA p53 NORMAL (A) E AS FASES PARA PERDA DE
FUNGCAO DA PROTEINA p53 R337H (B).

A. B.
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FONTE : FIGUEIREDO et al., 2004 (modificada).

NOTA - O RN herda de um dos pais 0 TP53 R337H (evento I), em seguida a célula do coértex adre-
nal perde o alelo normal (evento Il) e a forma tetramérica da proteina R337H (em pH mais alcalino
e/ou processo febril) ndo se mantém estavel (evento lll) e fica incapacitada de induzir apoptose e/
ou inibicao da proliferagao, facilitando o aparecimento da primeira célula de TCA. Esta, dependen-
do da sua capacidade de crescimento, da capacidade de ataque do sistema imunolégico e da par
ticipacédo de outros fatores, pode levar semanas, anos ou nunca se tornar uma massa, com ou sem
producao hormonal, ou capaz de causar efeitos de massa alertando para o seu diagnéstico. A ne-
cessidade dos 3 primeiros eventos e mais a participagdo de outros fatores para se formar o tumor
explica a baixa penetrancia para o TCA (10% ou menos).

Uma célula cancerosa deve apresentar mutagdo em ambos os alelos de genes
supressores de tumores. Estudos epidemiolégicos com pacientes com retinoblastoma
(KNUDSON, 1971) vieram dar suporte a essa idéia. Alguns desses pacientes foram de
familias com histéria de retinoblastoma, sugerindo uma predisposicao hereditaria para o
desenvolvimento das neoplasias. Postulou-se entdo que haveria um locus genético, que
mais tarde foi chamado de gene de susceptibilidade ao retinoblastoma (gene Rb)
(GODBOUT et al., 1983). Pacientes do primeiro grupo herdariam uma copia defeituosa
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desse gene e a ocorréncia de uma mutagdo na cépia normal do alelo, na célula
somatica, levaria ao aparecimento dos tumores. Pacientes do segundo grupo, com
tumor unilateral Unico, herdariam dois alelos normais do gene Rb. Nos pacientes
portadores de uma mutacdo na célula germinativa e um alelo normal (portanto,
heterozigéticos), a perda do alelo normal, mediante uma segunda mutacao, levaria a
homozigose ou, em outras palavras, a perda da heterozigose (CAVENEE et al., 1983).
Assim, na forma hereditaria do retinoblastoma, o alelo com a mutagéo esta presente em
todas as células do paciente e, um segundo evento (perda do alelo normal) leva ao
desenvolvimento da célula cancerosa. Na forma esporadica, dois eventos devem
ocorrer na célula somatica, o retinoblasto, para o desencadeamento do tumor. Essa é a
hip6étese conhecida como “mutacdo em dois eventos” de KNUDSON, para genes
supressores de tumor.

A analise de perda de heterozigose (LOH) nos pacientes descritos por VARLEY
et al. (1999) mostrou que tumores de pacientes com mutagdes nos codons 158 ou 213
tiveram poucas alteracbes adicionais, as quais estavam limitadas a perda do alelo
normal. Ao contrario, tumores de pacientes com mutagdes no cédon 152 mostraram
elevado numero de mutagdes somaticas adicionais. Das 17 mutacdes somaticas
caracterizadas, 14 envolveram a transicdo C—T e G—A. RIBEIRO et al. (2001) e
FIGUEIREDO et al. (2006B) encontraram LOH na maioria dos TCAs de criangas com a
mutagcdo R337 no TP53 N herdada de um dos pais. Observou-se LOH em 8 de 11
tumores analisados por LATRONICO et al. (2001). Portanto, esses tumores sofrem LOH
retendo o alelo mutante TP53 R337H. O resultado da pesquisa de LOH nos TCAs pode
variar de acordo com a quantidade de DNA utilizada na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), podendo introduzir DNA de células
nao tumorais, inclusive de fibroblastos presentes em grandes proporcées no TCA e,
como consequéncia, poderao surgir falsos resultados negativos para LOH, indicando
menor propor¢ao de LOH.

Os monbmeros de p53 normalmente se agrupam formando dimeros, depois
formam-se dimeros de dimeros, compostos de quatro hélices flanqueadas por fitas  no
sentido anti-paralelo (cada monémero p53 contribui com uma fita B e uma hélice). A
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Arginina 337 forma uma ponte de sal com &cido aspartico 352 através da interface
hélice-hélice nos dimeros. Esta ponte de sal é estavel entre pH 5 e 9 porque os grupos
funcionais envolvidos permanecem carregados nessa faixa (DIGIAMMARINO et al.,
2002). Estes autores descobriram que o dominio R337H adota uma conformacao muito
proxima do tipo normal em pH 7 mas tem uma estabilidade térmica muito menor.
Posteriormente, verificaram que o tetrdmero de R337H ¢é altamente sensivel a
pequenas mudangas de pH. Levantou-se a hipétese de que tais alteragcdes possam
afetar a carga da histidina, comprometendo sua capacidade de formar a ponte de sal
com Asp 352 (acido aspartico 352). Observou-se também que o anel imidazol da
histidina é desprotonado em pH fisiol6gico alto, resultando em colapso da ponte de sal
em pH mais alcalino (o pKa da histidina é 7,7). Assim, o mutante R337H funciona
normalmente quando His337 esta protonada, mas pode ndo adotar conformacao
adequada em pH mais alcalino, também dependendo da temperatura. Portanto, a
proteina mutada p53tet-R337H (proteina tetramérica p53 R337H) é menos estavel que
o tipo normal p53-tet-wt (proteina p53-alelo selvagem), sendo sensivel a mudancgas de
pH e temperatura (LEE et al., 2003).

A extensa remodelagem tecidual que ocorre com a apoptose seletiva na zona
fetal da glandula adrenal durante o periodo pré-natal e pds natal imediato pode
favorecer a desestabilizacdo da R337H. Nas células apoptéticas freqiientemente ocorre
um aumento de pH e a resultante perda da fungdo do p53 R337H, permitindo que as
células adrenais falhem na apoptose, o que favorece a sobrevida de células de alto
risco para uma transformacdo maligna. HAINAUT (2002) considerou R337H como
sendo a “assinatura” da mutagdo do TP53, similar a mutacdo somatica R249S (arginina
para serina) induzida pela aflatoxina B (AFB) observada em céncer de figado
encontrado na Asia e na Africa.

Apés a identificacdo da mutagdo R337H pelo grupo de Curitiba, LATRONICO
et al. (2001) pesquisaram a presenga dessa mutagdo em 55 pacientes (37 adultos e 18
criancas) com TCAs esporadicos benignos e malignos, sem caracteristicas familiares
de SLF. Também foram avaliados 21 parentes dos pacientes e 60 individuos nao
aparentados e sem tumor. A mutacao foi identificada em 19 pacientes [14 criancas
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(77,7%) e 5 adultos (13,5%)], demonstrando ser mais comum na populacao pediatrica
com TCA, porém podendo acontecer também em adultos.

Considerando a elevada freqiéncia da mutacdo germinativa R337H na
populacao do sul do Brasil, foi cogitada a possibilidade de existir um ancestral comum
(efeito fundador). RIBEIRO et al. (2001) analisaram quatro diferentes marcadores
polimérficos ao longo do brago curto do cromossomo 17. Demonstraram que alguns
alelos mutantes se originaram independentemente, assim eliminando a presenga de um
efeito fundador (RIBEIRO et al., 2001). Entretanto, PINTO et al. (2004) acreditam ter
encontrado evidéncia de co-segregacao entre dois alelos distintos no gene TP53 e
mutacdo R337H, ambos com 122 pares de bases, em 56,8% (VNTRp53) e 54,5%
(p53CA) dos 44 alelos dos pacientes com TCA e séo a favor do efeito fundador. Analise
de heredogramas de familias no Parana sugere que o alelo TP53 R337H surgiu ha pelo
menos 110 anos (FIGUEIREDO et al., 2006B), e ndo existe prova até o presente para o
surgimento de mutacao de novo.

O papel da subunidade alfa da inibina neste processo de formacao do TCA de
criancas foi proposto por LONGUI e colaboradores a partir de mutagdes e polimorfismos
encontrados em criancas com TCA (LONGUI et al., 2004). Os autores realizaram esta
pesquisa partindo da observacao feita por outros autores que encontraram atividade
supressora de tumor pela subunidade alfa da inibina em gbnadas e cértex adrenal de
camundongos (MATZUK et al, 1992, 1994). Cem por cento dos animais sem a
subunidade alfa da inibina apresentaram tumores de génadas, e se fossem castrados
com um més de idade sobreviveriam até aparecer tumor de cértex adrenal (MATZUK et
al., 1994). As inibinas A (heterodimeros de subunidade alfa + beta A), B (heterodimeros
de subunidade alfa + beta B) e ativinas (homodimeros de subunidades beta “A+A”,
“B+B” e “A+B”) sdo produzidas em varios tecidos, principalmente nas gbnadas, onde
desempenham um papel metabdlico importante no controle da secre¢cdo do hormaénio
foliculo-estimulante (FSH) hipofisario.
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2.4 OUTROS FATORES QUE PODEM CONTRIBUIR NA FORMAGAO DO TCA
NA PRESENGA DO ALELO TP53 R337H E PERDA DO TP53 SELVAGEM

Diferentes sindromes genéticas predispéem ao desenvolvimento de TCA. Entre
elas, as sindromes de Beckwith-Wiedemann, Li-Fraumeni, McCune-Albright, Carney e
neoplasia endocrina multipla tipo 1 (Tabela 2). Estudos relacionados a essas sindromes
tém permitido progressos na compreensao da tumorigénese adrenocortical. O tumor de
Wilms e o TCA séo as neoplasias mais freqlientemente encontradas em pacientes com
a sindrome de Beckwith-Wiedeman (BWS) (STEENMAN et al., 2000). As alteracoes
genéticas mais freqientemente encontradas no BWS localizam-se no brago curto do
cromossomo 11 (11p15), descritas como BWSCR1 [onde se encontra o gene do fator 2
de crescimento insulina simile (IGF-II)], BWSCR2 e BWSCR3 (STEENMAN et al.,
2000). As evidéncias encontradas sugerem que a expressao elevada de IGF-1l pode ser
um dos responsaveis pelo aparecimento de alguns casos de TCA (ILVESMAKI et al.,
1993; BOULLE et al, 1998). A expressao do IGF-Il em adultos vem quase
exclusivamente do alelo paterno, fenébmeno conhecido como imprinting, tendo sido
reportada a perda do alelo materno e as vezes ganho de mais de um alelo paterno
(GICQUEL et al., 1994). Outra evidéncia para maior atividade do IGF-II foi a descoberta
de alguns casos de TCA com aumento da expressdao de um dos seus receptores
[receptor para o fator 1 de crescimento similar a insulina (IGF1R)] (WEBER et al.,
1997). Entretanto, o processo de formacado do tumor a partir da hiperfuncéao do IGF-II
depende de outros fatores.

Animais transgénicos com aumento da expressao de IGF-lIl apresentam
hiperplasia, porém sem malignidade, o que sugere que o mecanismo é diferente em
camundongos ou € preciso ter a mesma anatomia e participacdo de outros elementos
(WEBER et al., 1999). Uma das diferencas entre o cértex adrenal do ser humano e de
camundongos e ratos (Figura 1) estd no desenvolvimento e no zoneamento do cortex

adrenal (particularmente com relacao a zona reticular e zona fetal “X”).
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TABELA 2 - SINDROMES GENETICAS QUE PREDISPOEM AOS TCA

SINDROME MANIFESTACOES CLINICAS DEFEITOS MOLECULARES
Beckwith-
Wiedemann Macrossomia, macroglossia, Perda alélica ou imprinting da
onfalocele, visceromegalia, hemihipertrofia. regido cromossOmica 11p15
(genes para H19, p57kip2 e IGF-
Hipoglicemia neonatal, e varios tumores .
(nefroblastoma, carcinoma adrenocortical,
Neuroblastoma e hepatoblastoma).
Li-Fraumeni  Susceptibilidade familial a varios canceres Mutacao germinativa do TP53.
(osteossarcoma, mama, cérebro, cértex adrenal,
leucemia, entre outros).
McCune- Displasia fibrosa poliostética, manchas café com Mosaicismo para mutagao
Albright leite, puberdade precoce, ativadora
Endécrinos. do gene GNAST.
Complexo
de Carney Doenca adrenocortical primaria nodular Mutacéo no loci 2p16, *
pigmentada, schwanomas, mixomas,
Lentigo.
Neoplasia
Endécrina Hiperparatireoidismo, tumor duodenal pancreatico. Mutacao germinativa do gene .
Mudltipla tipo
1 Tumores hipofisarios. Meningite.

FONTE: Traduzido de GICQUEL et al. (2000). * O gene localizado no cromossomo 17, PRKAR1A
(STRATAKIS, 2001) e outros, também participam.

As células do cértex adrenal respondem aos estimulos dos Receptores
Ativadores da Proteina G (GPCR) e receptores de melanocortina-2 (MC2R). Este ultimo
tipo aumenta a producdo de c-AMP dependente de proteina quinase (PKA) e
consequentemente a fosforilagdo de proteinas. O aumento da atividade de GPCR tem
sido relatado em outros tumores endécrinos (KIRSCHNER et al., 2002). O resultado da
estimulacdo aumentada pelo horménio estimulante do cértex adrenal (ACTH) é a
mas esta via ACTH-MC2R-PKA ndo tem
aparecimento do TCA e até existem grupos (REINCKE et al., 1997) que admitem existir

hiperplasia adrenal, relagdo com o
alguns carcinomas e nao adenomas com perda de atividade do receptor MC2R. A
expressdo aumentada de membros da familia de receptores de fatores de crescimento
epidérmico (EGFR) tem sido encontrada em adenomas e carcinomas do cértex adrenal
(SASANO et al., 1994; KAMIO et al., 1999), porém nao existem provas de que estas
alteracoes sejam suficientes para causar o TCA (KIRSCHNER et al., 2002).
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O gene supressor de tumor de Wilms (WT-1) codifica uma proteina que esta
envolvida no desenvolvimento do tumor de Wilms e outros tumores derivados do
blastema metanéfrico (HABER et al., 1990; CALL et al., 1990). Mutacdes do WT-1 sdo
associadas com anomalias congénitas do desenvolvimento urogenital (LITTLE &
WELLS, 1997). Ndo se esperava que o WT-1 fosse importante para o desenvolvimento
da adrenal, pois ele ndo é expresso na adrenal primitiva, mas somente nos precursores
mais precoces, ou seja, células progenitoras adreno-gonadais (SCHEDL & HASTIE,
1998, em PARKER & SCHIMMER, 2001). No entanto, evidéncias contundentes para o
seu papel vieram de analises de camundongos sem WT-1. Conforme se previa, a partir
da observacao de pacientes, esses camundongos nao apresentaram rins nem génadas;
mas, surpreendentemente, também nao apresentaram adrenais (MOORE et al., 1999).
Estudos com hibridizacdo in situ demonstraram que a expressdo de fator
esteroidogénico 1 (SF-1) é acentuadamente diminuida em camundongos sem WT-1,
sugerindo um modelo hierarquico, no qual WT-1 contribui para o desenvolvimento
gonadal (e talvez adrenal), por induzir a expressao de SF-1, na linhagem precursora
adrenogonadal. E pouco provavel que WT-1 contribua para a funcdo adrenal, pois ele é
silenciado antes do inicio da expressao dos genes alvo que constituem o fenotipo
adrenal diferenciado (HAMMER et al., 2004).

SF-1 é um membro da superfamilia de receptores nucleares 6rfaos, também
conhecido como Proteina 4 de Ligacédo a Adrenal (Ad4BP) e classificado como NR5A1.
E codificado pelo gene SF-1, localizado no cromossomo 9g33 (TAKETO et al., 1995). O
gene SF-1 codifica a transcricdo de uma proteina nuclear de aproximadamente 53 kDa,
e recebeu 0 nome de fator-esteroidogénico 1, devido ao seu papel chave na regulacao
das hidroxilases esterdides. Por analogia com seres humanos, com auséncia de
expressao de hidroxilases esterdides, PARKER & SCHIMMER (2001), imaginaram que
as glandulas adrenais do camundongo sem SF-1 poderiam ser hiperplasicas, devido a
inabilidade de produzir glicocorticoides, com conseqliente exposicao a altos niveis de
corticotropina (ACTH); contudo, verificaram que as gbnadas e adrenais estavam
ausentes nesses camundongos. Estudos subsequiientes mostraram que na auséncia de

SF-1, as gbnadas e adrenais estavam presentes nos estagios iniciais de
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desenvolvimento, seguidas de regressao. A identificacdo e andlise de mutagées do SF-
1 nos seres humanos mostrou um comportamento semelhante, com insuficiéncia
adrenal e reversao sexual de 46,XY (OZISIK et al., 2003).

DAX-1 (Dosage-sensitive sex reversal Adrenal hypoplasia congenita, critical
region on the X chromosome gene-1), também descrito como NROB1, € um membro da
superfamilia de receptores hormonais nucleares 6rfaos. Seu nome vem de seu duplo
papel na fisiopatologia humana (BARDONI et al., 1994). Duplicagdes no Xp21, que
contém o gene DAX-1, causam reversao sexual fenotipica nos individuos XY; mutacdes
do gene DAX-1 sdo responsaveis pela hipoplasia adrenal congénita (HAC), ligada ao
cromossomo X, invariavelmente associada com hipogonadismo hipogonadotréfico
(HHG). DAX-1 foi localizado no brago curto do cromossomo X, apds a descoberta da
rara associacao de HAC ligada ao cromossomo X com deficiéncia de glicerol-quinase,
distrofia muscular de Duchenne e deficiéncia de ornitina transcarbamilase, como parte
da delecao de genes contiguos (WORLEY et al.,1993).

Em 1994, duplicacao desta regiao do Xp foi associada a reversao sexual em
humanos XY (BARDONI et al, 1994). Em seguida, o gene DAX-1 foi clonado e
mutagdes com perda de funcdo foram detectadas, como causa de HAC/HHG
(MUSCATELLI et al., 1994; ZANARIA et al., 1994, 1995).

O produto do gene DAX-1 é um membro incomum da super-familia de
receptores hormonais nucleares, pois nao contém o dominio de ligacdo ao DNA (DBD)
tipico de dedo de zinco, encontrado na maioria dos receptores nucleares. DAX-1
trabalha como regulador negativo da ativagao de transcri¢cdo induzida por SF-1, através
de um poderoso dominio de repressao transcricional presente na regido Carboxi-
terminal (LALLI et al., 1997; ITO et al., 1997).

DAX-1 pode reprimir a transativacdo de SF-1, seja por se ligar a regides
promotoras dos genes regulados por SF-1 [por exemplo, proteina de regulagdo aguda
da esteroidogénese (StAR) e DAX-1] (ZAZAPOULOS et al., 1997), seja por interagao
direta com SF-1 através de uma das sequéncias LXXLL presentes na regiao N-terminal
do DAX-1 (SUZUKI et al., 2003).
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A presenca de sitios de ligacbes funcionais de SF-1 na regido promotora do
gene DAX-1 (YU et al., 1998) e a expressao reduzida de DAX-1 em camundongos sem
SF-1 (KAWABE et al., 1999; HOYLE et al., 2002) sugere um mecanismo de retro-
alimentagao negativa para controlar a atividade de SF-1 nos tecidos esteroidogénicos e
reprodutivos.

SF-1 se liga eficientemente aos elementos de DNA encontrados na regido
promotora de DAX-1, sugerindo que SF-1 pode diretamente regular a expressédo de
DAX-1 e assim, SF-1 pode estar acima de DAX-1 na cascata reguladora que direciona
o desenvolvimento de varios tecidos esteroidogénicos e/ou outros componentes do eixo
hipotalamico/hipofisario/adrenal-gonadal (BURRIS et al., 1995).

FIGUEIREDO et al. (1999) analisaram nove TCAs por hibridizacdo genémica
comparativa (CGH) , sendo 5 carcinomas e 4 adenomas. Ganhos de material genético
foram encontrados nos seguintes cromossomos: 1q, 5p, 5q, 6p, 69, 8p, 89, 99, 10p,
11q, 12q, 13q, 14q, 15q, 16, 18qg, 19 e 20q enquanto que perdas foram observadas em
29, 3, 4, 9p, 11, 13q, 18, 20p e Xg. O achado mais marcante foi o ganho do numero de
cépias no locus 9934 em 8 de 9 tumores. Poucos meses depois, JAMES et al. (1999),
em Manchester, Inglaterra publicaram seus achados em 11 TCA pediatricos, analisados
por CGH, confirmando a ocorréncia de amplificacao da regidao 9934.

A regidao 9q34 alberga varios genes que poderiam estar, de alguma forma,
influenciados pela amplificacdo ou participantes da amplificagdo. Entre eles salientam-
se 0 oncogene c-abl, envolvido na etiopatogénese de algumas leucemias mieldides
cronicas e linféides agudas (CHISSOE et al., 1995), o gene supressor de tumor descrito
como gene 1 da esclerose tuberosa (TSC1) presente em um amplo espectro de
tumores conhecidos como hamartomas (GREEN et al., 1994), gene ou genes para 0
cancer de ovario e sindrome do carcinoma basocelular nevoide familial (sindrome de
Gorlin) (DEVLIN et al., 1996), carcinoma de células transicionais da bexiga, o gene do
receptor alfa X retindide (JONES, 1993), o oncogene vav-2 (HENSKE et al, 1995),
gene do receptor-1 do fator B transformador do crescimento (TGFBR1)(JOHNSON et
al., 1995), que é um receptor para ativina A. Entretanto, na regidao vizinha 9933, esta

localizado o gene envolvido na sintese das enzimas esteroidogénicas (TAKETO et al.,
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1995), que € o SF-1 (MOROHASHI et al., 1993; RICE et al., 1991). Mais recentemente
FIGUEIREDO et al. (2005) e PIANOVSKI et al. (2006) demonstraram, empregando a
técnica de hibridizacao fluorescente “in situ” (FISH), que o gene do SF-1 é um dos
candidatos (ou o unico) com amplificagdo no TCA, apresentando acima de 4 cépias por
célula, o que corresponde a uma expressao elevada da proteina SF-1 (PIANOVSKI et
al., 2006). Com base nestas evidéncias formulou-se a hipétese de que o SF-1 pode
contribuir na etiopatogenia do TCA, favorecendo o aumento da esteroidogénese e/ou
estimulando o crescimento compensatério da adrenal em resposta a adrenalectomia
(BEUSCHLEIN et al., 2002).

2.5 LICOES DA AFLATOXINA B1 AMBIENTAL RESPONSAVEL PELA MUTAGAO
TP53 R249S

A aflatoxina B (AFB+) é produzida pelo fungo Aspergillus flavus e outros tipos
que crescem em alimentos estocados como milho, arroz e amendoim (BUSBY &
WOGAN, 1984; MILLER, 1978). Apds a ativacao metabdlica a AFB1 (Figura 4), esta
age preferencialmente no cdédon 249 do gene TP53 para causar uma mutacao,
mudando preferencialmente a terceira base, AGG (arginina)=AGT (serina), mas
podendo também acontecer AGG— ATG (metionina); mutacdo no cédon 248, CGG
(arginina) — CGT (arginina), CGG (arginina) — CTG (leucina). Entre as varias causas
do carcinoma hepatico celular (CHC), o TP53 R249S participa em fungdo do grau de
exposicdo & AFB1, sendo de 44% na China (Qidong e Tongan), india, Sul da Africa,
Gambia, Mocambique e Senegal, com predominancia de GC—TA (KATIYAR et al.,
2000; KIRK et al., 2000; RASHID et al., 1999; SHIMIZU et al., 1999, YANG et al.,1997),
7% em Beijing, Shangai, Hong Kong, Singapura, Corea do Sul, Taiwan, Tailandia,
Vietnam, Sul da Asia, Sul da Africa e Egito ( LUNN et al.,1999; RASHID et al., 1999;
LUNN et al, 1997; SHEN et al., 1996), e de apenas 1% em regides com baixa
exposicao a AFB1, como Australia, Europa, Japao e Estados Unidos (KATIYAR et al.,
2000; SHIMIZU et al., 1999; VAUTIER et al., 1999; BOIX-FERRERO et al., 1999). A
mutacao R249S parece ser a Unica causada pela AFB1 (SOHN et al., 2000; WANG et
al., 1999). Uma pessoa com infec¢ao por hepatite B, mesmo sem exposi¢cdo a AFB;,
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tem um risco 4 vezes maior de desenvolver CHC (SHEN e ONG, 1996). Os
mecanismos envolvendo um dos produtos do virus da hepatite B (HBx) incluem ligacao
e inativacao a proteina p53 (TRUANT et al., 1995; WANG et al., 1994).

FIGURA 4 — MECANISMO DE ATIVAGAO DA AFB1
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Revisado por SMELA et al., 2001, figura
reproduzida com permissao da Editora
Oxford University.

Entretanto, notou-se que a frequiéncia de mutagbes no cdédon 249 causada por

AFB; era muito maior quando a linhagem de células estava exposta ao HBx (SOHN et

al., 2000), de tal forma que o mecanismo nao parece ser um contato direto de HBx com

0 gene TP53, mas por outro mecanismo, provavelmente inibindo a apoptose, permitindo

que células hepaticas lesadas pela AFB; sobrevivam e sejam selecionadas para

continuar proliferando. Entretanto, ndo se sabe por qual mecanismo pessoas positivas

para antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) sofrem especificamente mudanca na

guanina da terceira base do cdédon 249 (a transversdo GC—TA), e o contrario, onde

existia casos negativos para HBsAg, a mutacao encontrada acontece em outra guanina
(SHEN & ONG, 1996; KATIYAR et al, 2000 ; KIRK et al., 2000). Neste sentido,
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percebeu-se que existe um sinergismo entre AFBs e HBsAg levando ao CHC que é da
ordem de 60 vezes, ou seja, um risco maior do que a soma dos riscos isolados,
exposicao ao VHB ou AFB; (ROSS et al., 1992).

Nao existe nada parecido nas mesmas propor¢cdes entre um fator ambiental e
mutagdo no gene TP53, reproduzindo sempre a mesma alteracdo no cdédon 249. Este
padrao foi considerado como um comportamento Unico, merecendo a expressao de “a
assinatura da AFBs no gene TP53". Pode-se deduzir que existe a possibilidade de se
encontrar um produto quimico responsavel pela mutagdo R337H no TP53. A diferenca
entre as duas mutacdes apresentadas (R249S e R337H) € que todo processo no CHC
causado por R249S é exclusivamente somatico, ao contrario de R337H que até o
presente foi encontrada apenas em linhagem germinativa, sempre presente em um dos
pais e/ou em um dos avos. Este projeto ndo visa determinar a causa ambiental para o
aparecimento da mutacdo R337H no TP53, porém outro grupo de pesquisa esta
desenvolvendo um estudo epidemiolégico muito amplo (GEOMEDICNA) com a
finalidade de verificar se existem evidéncias para este fendmeno no Parana. O conjunto
de informagbes obtidas, frequéncia do alelo TP53 R337H e sua distribuicdo nos
diferentes municipios do Parana juntamente com estudo epidemioldgico detalhado dos
possiveis fatores ambientais mutagénicos em nosso estado, certamente trara valiosa

contribuicdo para a elucidagao da etiopatogénese do TCA no estado do Parana.

2.6 PREVALENCIA DE UM GENE NUMA POPULAGCAO

O sistema HLA possui mais de 70 genes, e varios deles foram relacionados
com maior probabilidade de desenvolver certos tipos de céancer (DAUSSET et al.,
1982), uma associacao geralmente avaliada pelo risco relativo (RR) superior a 1
(HANSEN & SACHS, 1989). RR ¢é definido pela freqiiéncia do gene em individuos que
tém o cancer, em relagdo a freqtiéncia do gene em individuos que nao tém a doenca,
de acordo com a férmula de Woolf modificado por Haidane (WOOLF, 1992). A precisao
da freqUéncia de determinado gene geralmente fica limitada pela pequena amostragem
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no grupo controle, e pela amostragem ainda menor no grupo com a doenca. Uma
pesquisa reportou uma freqiéncia dos alelos HLA-DRB1 alelos 0406, 0410 e 1405
maior no grupo com cancer de préstata (n=57) do que na populacao geral (7.3%, 4.5%
e 5.4% versus 3.03%, 1.79% e 2.22%, p<0.05, respectivamente, n=1216), encontrando
para cada alelo HLA-DRB1 0406, 0410 e 1405, um RR acima de 2,6 (AZUMA et al.,
1999). Entretanto, para genes como estes que apresentam freqiéncia elevada na
populacao, ndo ha problemas em se avaliar sua freqiéncia utilizando pequeno numero
de amostras; o contrario acontece com o TP53 R337H que, apesar de ser encontrado
em quase 100% dos casos de TCA (RIBEIRO et al, 2001), sua freqiiéncia na populacao
geral fora do sul e sudeste do Brasil € muito baixa e no Parana onde o TCA é 12-18
vezes mais frequente (PIANOVSKI et al, 2006) a sua penetrancia € baixa
(FIGUEIREDO et al.,, 2006B). Sendo assim, a frequéncia de TP53 R337H em
determinada populacdo € mais trabalhosa para ser estimada por ser preciso avaliar um
namero maior de pessoas por regido ou municipio. Anteriormente, a freqiéncia de
TP53 R337H foi estimada com base na freqiéncia do fenétipo, ou seja, com base na
freqliéncia de casos de TCA ja avaliados e na penetrancia do gene que gera o tumor.
Por esta razdo, optou-se neste trabalho pelo célculo da freqiiéncia na populagéo geral.
Uma doenca autossOmica recessiva como a fenilcetonuria (PKU), acontece
mais ou menos com a mesma frequéncia por ano no Parana que o TCA de criangas
(aproximadamente 14 casos/ano). O PKU é mais freqliente em regides onde existem
casamentos consanguineos, mas por ser relativamente pouco freqlente na populagéao
torna-se dificil calcular a freqiiéncia dos heterozigotos. Por analogia, a probabilidade de
se encontrar um casal de heterozigotos gerando um individuo com PKU com dois alelos
mutados € aparentemente a mesma probabilidade de uma crianga ter TCA por ter
nascido com um alelo TP53 R337H, seguido de perda do segundo alelo (selvagem) no
cortex adrenal juntamente com a contribuicdo de outros fatores para finalmente
desenvolver o TCA. A diferenca é que nem toda crianga com dupla mutacdo (TP53
R337H herdada juntamente com qualquer outra mutacao somatica que elimine a fungcao
do P53 selvagem, ou entdo um individuo homozigético para TP53 R337H que herdou

um alelo da méae e outro do pai) ira apresentar o fenotipo (TCA), haja vista que a
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mutagao nao é suficiente para o aparecimento do TCA. Conforme citado anteriormente
neste trabalho, indmeros outros fatores podem estar envolvidos no processo de
desenvolvimento do TCA (hip6tese de origem multifatorial). Levando-se em conta que o
nuamero de casos de PKU por ano € semelhante ao numero de casos de TCA por ano
no Paranda, pode-se entdo formular a hipétese de que a freqténcia de TP53 R337H no

Parana é mais comum do que a freqiéncia do gene recessivo para PKU.

2.7 ASPECTOS DEMOGRAFICOS DO ESTADO DO PARANA
2.7.1 Demografia

Segundo o censo de 2000, o estado do Parana tem uma populacao de 9.564.643
habitantes. Em relacdo ao ano de 1991, quando a populagdo era de 8.415.659
habitantes, esses numeros mostram uma taxa de crescimento anual de 1,4%, inferior a
do Brasil como um todo (1,6% para o ano 2000). Ainda segundo o censo de 2000, o
Parana é o sexto estado mais populoso do Brasil e concentra 5,63% da populagéo
brasileira. Do total da populagdo do estado, 4.826.038 habitantes sdo mulheres e
4.737.420 habitantes sdo homens. Para 2005, a estimativa era de 10.261.856

habitantes (www.ibge.qgov.br/estados).

Esse crescimento é explicado ndo s6 pelo aumento natural da populacao
paranaense, mas também pela entrada de colonos vindos principalmente de Sao Paulo,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Minas Gerais, atraidos pelos solos férteis de
matas ainda virgens.

O censo de 2000 revelou que a populacao urbana do Parana € hoje maior que a
populacao rural. Cerca de 58% dos habitantes do estado moram nas cidades. A
densidade demogréfica estadual é de 47,9 hab./km2. Em Curitiba e nos municipios da

regiao a densidade demografica chega a 206,6 hab./km>.
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2.7.2 Colonizacao

As terras que hoje pertencem ao Estado do Parand eram habitadas, durante a
época do descobrimento do Brasil pelos indios carijés do grupo tupi e pelos
caingangues do grupo jé (http:/pt.wikipedia.org).

Durante o século XVI, a regiao do atual Estado do Parana ficou abandonada por
Portugal. Aproveitando-se disto, inimeras expedi¢cdes de outros paises visitaram-na em
busca de madeiras de lei. As mais importantes foram as espanholas, que chegaram a

criar nacleos de povoamento no oeste paranaense.

A partir de entdo, um programa oficial de imigracdo européia contribuiu para a
expansdo do povoamento e o aparecimento de novas atividades econémicas. As
maiores levas de imigrantes que chegaram foram os poloneses, ucranianos, alemaes e
italianos e, os menores contingentes, suicos, franceses e ingleses. Para receber os
novos habitantes para a regido, foram fundados nucleos coloniais, principalmente no

Planalto de Curitiba. Iniciou-se a exploragdo da madeira.

Na segunda metade do século XIX estimulou-se um tipo de colonizacao
orientada para a criagdo de uma agricultura que suprisse as necessidades de
abastecimento. Criaram-se nucleos coloniais nas proximidades dos centros urbanos
constituidos de poloneses que se instalaram principalmente na regidao norte de Curitiba,
alemaes e italianos que se concentraram nas cidades da regido metropolitana como
Sao José dos Pinhais e Colombo, e em grupos menores, suigos, franceses e ingleses.
Esses contingentes de imigrantes imprimiram a fisionomia étnica do Parana uma
notavel variedade, sendo que em alguns lugares do Parand se fala somente o holandés
e em outras regides do estado se fala somente o alemao, italiano, ucraniano, polonés e

até o japonés, sem contar as linguas nativas de tribos indigenas.
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2.7.3 Grupos Etnicos Predominantes no Parana

A populagao do Parana € composta basicamente de brancos, pardos, negros e

indigenas.

FIGURA 5 - PERCENTUAL DE COR DE PELE NO PARANA
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FONTE: IBGE, 1999.

No Brasil colonial, os colonizadores espanhdis foram os primeiros a iniciar o
povoamento no territério paranaense. Os portugueses e seus descendentes sdo a
maioria da populacao do Estado. Existe também uma grande e diversificada populacao
de descendentes de imigrantes, tais como italianos, alemaes, poloneses, ucranianos,
japoneses e arabes. Ha também minorias de imigrantes holandeses, coreanos,

chineses e bulgaros.

2.7.3.1 Portugueses

Os portugueses e seus descendentes constituem a maioria da populacao por
terem sido o elemento colonizador e também por ser 0 Unico que nao sofre restricoes

numeéricas de entrada no Brasil. Estao presentes em todo o Parana.
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2.7.3.2 Espanhois

Os espanhéis entraram no Brasil notadamente na época do Brasil Col6nia,
quando Portugal pertencia a Espanha. Localizaram-se junto as grandes cidades como
Sao Paulo e Rio de Janeiro. No estado do Parana, além de se concentrarem na regiao
de Curitiba e de Jacarezinho, descendentes de espanhdis (argentinos e paraguaios)
sao encontrados na fronteira com o Paraguai e a Argentina, principalmente na regidao de

Foz do Iguacu.
2.7.3.3 ltalianos

Os italianos comecaram a chegar em maior nimero ao Brasil a partir de 1871.
Dirigiram-se principalmente ao estado de S&o Paulo, onde se dedicam a cultura
cafeeira e as atividades industriais. Também sdo numerosos no Rio Grande do Sul,
onde se dedicam ao cultivo e a fabricacao do vinho. No Parang, imigrantes italianos se
estabeleceram a principio no litoral (Morretes), porém, devido as condi¢coes adversas do
lugar, seus nucleos nao progrediram. A maior parte transferiu para os arredores de
Curitiba, Colombo e Santa Felicidade. Também sdo muito expressivos nas regides
norte e oeste, devido a migracao interna.

2.7.3.4 Alemaes

Os alemaes formam um dos mais importantes grupos da imigragao brasileira;
sua influéncia é muito notada no Sul do Brasil. Os primeiros imigrantes chegaram ao
Parana em 1829, estabelecendo-se em Rio Negro. A partir de 1878, alemaes do Volga
(alemaes-russos) estabeleceram-se nos Campos Gerais, préximos a Ponta Grossa e
Lapa. Em 1951, alemaes transferiram-se de Santa Catarina para o Parana, na cidade
de Palmeira e Guarapuava. No norte, os alemdes se concentram em Cambé e

Rolandia. Também sdo bastante numerosos em Curitiba.
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2.7.3.5 Holandeses

Os holandeses (ou mais corretamente, "neerlandeses") sdo pouco NUMerosos
e seus principais nucleos estdo em Carambei, Castrolandia e Arapoti. Ainda de origem
germanica, estabeleceram-se, em proporcées menores em terras paranaenses:

austriacos, suicos, ingleses e estadunidenses.
2.7.3.6 Poloneses

Os poloneses foram o grupo mais numeroso de imigrantes do Parana.
Comecaram a chegar em 1871, distribuindo-se pelos arredores de Curitiba, Araucaria ,
Sao José dos Pinhais, Contenda e Campo Largo. Também se expandiram pelo centro-
sul, formando colénias em Mallet, Cruz Machado, Sdo Mateus do Sul, Irati, Unido da

Vitéria, Prudentoépolis e Londrina.
2.7.3.7 Ucranianos

Os ucranianos distinguem-se dos poloneses pela lingua, pelos costumes e
pela sua origem histérica. Formaram nucleos importantes em Prudentépolis, Ponta
Grossa, Uniao da Vitéria, Cruz Machado, Vera Guarani, Rio Azul, Ivai, Apucarana,
Campo Mouréao, Guarapuava e Curitiba.

2.7.3.8 Arabes e judeus

O maior grupo de brancos asiaticos encontrados no Brasil pertence aos povos
semitas da Asia Menor. Sdo os judeus, os arabes, os sirios e os libaneses, espalhados
pelas grandes cidades, inclusive em Curitiba.

2.7.3.9 Japoneses

Os japoneses sdo os que mais vém para o Brasil. Dirigiram-se em sua maioria

para Sao Paulo, Amazo6nia e norte do Parana.



28

No Parana, as primeiras colbnias japonesas foram fundadas no litoral, mas o
grande reduto de japoneses é o norte, principalmente em Londrina, Assai, Maringa e
Cambara.

2.7.3.10 Indigenas

A distribuigcdo primitiva do indio no Parana limitava-se aos do grupo tupi-
guarani no litoral, no oeste e noroeste; aos Jé (botocudo e caingangue) com distribuicao
geografica mal definida, mas preferencialmente sobre a Floresta de Araucaria e ao
grupo Xeta, que se instalaram no noroeste do estado. Os poucos descendentes
indigenas existentes sao protegidos pela FUNAI, e vivem em postos como Sao
Jerdnimo da Serra, Guarapuava, Palmas, Mangueirinha, Apucarana, Laranjeiras do Sul
e outros.

2.7.3.11 Africanos

No Parana, o negro aparece em menor numero, concentrando-se

primeiramente na Lapa, Ponta Grossa, Castro, Antonina, Paranagua e Curitiba.
2.7.4 Municipios

A distribuicdo dos grandes municipios do Parana é de certa forma bem
homogénea (Figura 6). No leste, a Regiao Metropolitana de Curitiba engloba diversos
municipios, contando com cerca de 3 milhdes de habitantes. No norte, Londrina e
Maringa polarizam outra regiao fortemente povoada. No oeste, a cidade de Cascavel
com quase 280 mil habitantes e Toledo com pouco mais de 100 mil criam outra zona
fortemente povoada, além de Foz do Iguacu, que juntamente com Ciudad del Este no
Paraguay e Puerto Iguazu na Argentina formam uma aglomeragdo de quase 700 mil
habitantes. Na regido central do Parana, a despeito da baixa densidade populacional,
encontra-se Guarapuava com cerca de 160 mil habitantes e Ponta Grossa, um pouco

mais ao leste, com cerca de 300 mil.



Em ordem decrescente de numero de habitantes, os 10 principais municipios
do Parana baseado nas estimativas do IBGE de 2005 estdo descritos na Tabela 3.

TABELA 3 — PRINCIPAIS MUNICIPIOS DO PARANA

Municipios Numero de habitantes
Curitiba 1.757.904
Londrina 488.287
Maringa 318.952

Foz do Iguagu 301.409
Ponta Grossa 300.196
Cascavel 278.185

S&o José dos Pinhais 252.470
Colombo 224.404
Guarapuava 166.897
Paranagua 144.797

FONTE - IBGE, 2005
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Numa avaliagcéo cartografica da densidade populacional do Paranéa (Figura 6) e

dos nascidos vivos em 2004 no Parana (Figura 7), reproduzindo dados da Tabela 3,

percebe-se as localidades onde este projeto devera ter maior nimero de maternidades

cadastradas para coleta de exame de DNA dos recém-nascidos.
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FIGURA 6 - DISTRIBUICAO DA POPULAGAO NO PARANA
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FIGURA 7- NASCIDOS-VIVOS PELO LOCAL DE RESIDENCIA DA MAE

ESTADO DO PARANA

Mascidos Vivos, pelo Local de Residéncia
da Mae - 2004
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2.8 CONSIDERAGOES SOBRE O PROGRAMA NACIONAL DE TRIAGEM
NEONATAL (PNTN).

O PNTN do Ministério da Saude (MS) tem como objetivo avaliar os RNs vivos
para identificar um grupo de individuos (de 0 a 30 dias de vida) com maior
probabilidade de apresentarem determinadas patologias (BRASIL, Ministério da Saude,
2002).

Pela portaria GM/MS n® 822 de 06 de junho de 2001, o PNTN extendeu a
avaliacdo para as seguintes patologias: fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito,
doencas falciformes e outras hemoglobinopatias e fibrose cistica. Atualmente o PNTN
tem amparo legal para a realizagdo obrigatéria desta triagem em todo o territério
nacional, envolvendo desde a deteccao precoce, cobertura nacional com meta de 100%
dos nascidos vivos, busca ativa dos RNs suspeitos de serem portadores das patologias,
confirmacao diagnostica, acompanhamento e tratamento adequados e ainda a criacao
de um banco de dados nacional.

O PNTN também possibilita a utilizacao das informagdes do banco de dados
nacional para realizar estudos epidemioldégicos e de projecdes estatisticas para
estabelecer novas estratégias em triagem neonatal e melhorar a qualidade do programa
de triagem.

Para garantir esta qualidade, o PNTN estabeleceu normas e recomendagdes
para diferentes atividades envolvidas no processo, desde a obtencdo da amostra até a
confirmacado diagnostica da patologia detectada no RN. Em cada fase, as
recomendacdes visam alertar para possiveis causas de erros no processo analitico e
padronizar as rotinas operacionais do programa. Os principais cuidados a serem
tomados na coleta das amostras sao:

- no laboratorio especializado do Servico de Referéncia em Triagem Neonatal:
definir os postos de coleta de facil acesso, distribuir material de coleta, treinar os
profissionais da coleta e administracao para a agilidade nos procedimentos;
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- na obtencado das amostras: contemplar as diversas circunstancias para os
partos, como por exemplo os nascimentos em instituicbes ou em domicilio, a recusa
dos pais a coleta e a necessidade de segunda coleta;

- nos postos de coleta: garantir as condi¢des ideais para o armazenamento do
papel de filtro, de iluminagao, limpeza e ventilagdo adequados do ambiente de coleta, o
registro dos dados de identificacdo do RN a ser testado, a seqliéncia do procedimento
padrao preconizado para a realizagdo da coleta da amostra de cada crianga conforme
Manual de Normas Técnicas e Rotinas Operacionais do PNTN, alertando para os
cuidados na utilizacdo de luvas, posicdo da crianga, verificagcdo da qualidade da
amostra coletada, secagem da amostra, condicdes de armazenamento das amostras
secas, realizacao dos registros das atividades realizadas no posto de coleta, remessa
das amostras ao laboratério especializado e entrega dos resultados.

2.8.1 Dificuldades Praticas da Triagem Neonatal

Varias sao as dificuldades praticas ja reconhecidas em Programas de Triagem
Neonatal e que requerem acdes e decisdes imediatas para evitar erros. Entre as
principais dificuldades foram apontadas: problemas na coleta e armazenamento da
amostra, limitagdes da idade da crianga, problemas relacionados com as diferentes
condicdes laboratoriais, problemas na busca ativa da crianga com teste alterado mas
nao facilmente localizavel e dificuldades relacionadas com o estado de saude da

crianga.

2.8.1.1 Coleta e armazenamento da amostra

O que tem sido reportado pelos diversos centros inclui:
- as amostras s6 devem ser coletadas no papel de filtro fornecido pelo
laboratdrio;
- 0 papel de filtro deve ser manuseado com cuidado para evitar contaminacoes;



33

- calor e umidade excessivos podem alterar a capacidade de absorcdo do
papel de filtro durante sua armazenagem e secagem (esta é a causa mais freqlente de
devolugcao de amostras inadequadas);

- amostras inadequadas por quantidade insuficiente de sangue para a
realizacdo de todos os testes ou amostras muito escuras devido ao excesso de sangue,
tornando o papel de filtro endurecido e retorcido devido a coagulacao;

- O uso de anticoagulantes ndo é permitido em nenhuma hipotese;

- O tempo ideal para coleta da amostra do RN na maternidade é um fator
limitante para todos os exames do programa de triagem neonatal porque depende da
idade do RN, ser ou nao prematuro, € se ja foi ou ndo alimentado. Estas limitagcdes nao
acontecem para exames usando DNA como marcador de alguma alteragdo genética.

- O tempo de espera da amostra armazenada até a realizacao dos exames é

de no maximo 5 dias Uteis, a partir do momento da coleta da amostra.

2.8.1.2 Idade da crianca

As considera¢bes mais citadas foram:

- € preciso evitar a coleta de material de uma crianga com menos de 48 horas
de vida ou sem ter ingerido proteina suficiente, os quais sdo fatores restritivos
principalmente na triagem da fenilcetonuria e em segundo lugar para o hipotireoidismo
congénito (criangcas com menos de 2 dias);

- prematuridade e transfusdo sdo fatores restritivos na triagem da anemia
falciforme e outras hemoglobinopatias;

- a coleta de gémeos deve ser realizada com correta identificacdo das
amostras das respectivas criancas;

- as criangas que permaneceram internadas apds o nascimento poderdo ter

sua coleta adiada por até 30 dias de vida.

2.8.1.3 Laboratério analitico
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Os aspectos mais importantes sao:

- evitar variacao das condic¢des locais onde estdo armazenadas amostras e kits
de analises; alteracdes de temperatura, umidade, trocas de fornecedores e mudanga de
fabricante dos kits e outros reagentes necessarios para a realizagdo das técnicas de
analise;

- € preciso manter registrados os dados da ficha de identificacdo de cada
crianga, de maneira a deixa-los disponiveis em sistemas informatizados para facilitar o
acesso interno e também para as autoridades competentes;

- 0s resultados individuais devem expressar claramente a interpretacdo das
mensagens utilizadas, como por exemplo amostra insuficiente, resultado inconclusivo,
resultado normal;

- além dos resultados individuais, deve-se também liberar resultados em forma

de listagem para arquivamento no posto de coleta;
2.8.1.4 Busca ativa

E relativamente comum aparecerem criancas de familias com enderecos
incompletos, nomes ilegiveis, localidades sem nome de rua, etc, o que gera 0s
problemas de localizagdo de criangas que residem em locais de dificil acesso. Podem
acontecer também erros no preenchimento das informagdes de identificagdo do RN.
Estes problemas s6 sdo identificados quando a criangca apresenta um resultado
alterado. Por outro lado, as criangas que nascem em suas casas ficam inteiramente na
dependéncia dos pais para comunicarem os postos de saude em prazo adequado para
se submeterem aos testes de triagem.

2.8.1.5 Estado de saude da crianca

E por dltimo, para evitar outros problemas é importante também considerar que

criangas com doengas, ou prematuras, que receberam transfusao, estdo sob o efeito de
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medicacdes ou em estado nutricional precario podem ter resultados falso positivos ou

falso negativos para as patologias testadas.

2.8.2 Dificuldades no Aconselhamento Genético Dentro do Programa Nacional de

Triagem Neonatal

A grande maioria das familias com RN com resultado alterado no teste do
pezinho e confirmado para uma doenca de origem hereditaria (por exemplo,
fenilcetonuria) ndo recebe o suporte necessario para a identificacdo dos parentes com a
mesma mutacao. Isto acontece devido & indisponibilidade de exames de DNA gratuito.
Consequientemente, a realizacdo do aconselhamento genético para os familiares fica
sempre prejudicada.

2.9 FREQUENCIA DE TUMORES ADRENOCORTICAIS CONGENITOS

E muito raro o aparecimento de tumores adrenocorticais congénitos. Na revis&o
apresentada por SARWAR et al., 2004 foram relatados apenas 23 casos, sendo 18
carcinomas e 4 adenomas. A idade uterina mais baixa foi 27 semanas, ou seja, em um
periodo muito anterior ao inicio da apoptose da zona fetal do cortex adrenal (que
acontece ao nascimento da crianga). Explica-se este pequeno numero de casos pela
dificuldade de diagndéstico nesta idade, acarretando no diagnéstico tardio quando a
crianga ja esta com alguns meses de idade po6s-natal. Na experiéncia deste grupo de
pesquisa sobre os relatos apresentados pelos pais de criancas com TCA, sempre existe
um periodo com manifestagdes clinicas anterior ao diagnéstico e com duracao variando
de alguns meses até acima de 2 anos de idade, dependendo do grau de instrugcao dos
pais e na demora para a procura do especialista. A estimativa da freqiéncia exata do
TCA congénito ainda é uma questdo que depende da identificacdo de pequenas
massas ou de pequeno grupo de células de TCA em estagio de crescimento lento e
consequentemente de dificil identificagdo por meio dos exames de imagens.
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OBJETIVOS
3.1  OBJETIVO PRINCIPAL
Identificar a prevaléncia do alelo TP53 R337H no Parana.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Verificar se existe mutagao de novo em recém-nascidos.

Identificar a distribuicdo do alelo TP53 R337H nas diversas regionais de saude e

grupos étnicos do Parana.

4, MATERIAL E METODOS

41 POPULACAO DA PESQUISA

A populacao da pesquisa corresponde aos recém-nascidos de 437 hospitais e
maternidades do Parana. As andlises foram realizadas no periodo de Dezembro/2005
até novembro/2006, visando a detec¢ao da mutacdo R337H no TP53. Para a realizagao
do teste no RN é necesséria a assinatura da mae do RN no Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 1). Depois de confirmada a mutacdo no RN
(segunda coleta de sangue) e identificada a mutagdo em um dos pais, os familiares do
lado do pai ou da mae com a mutagdo séo convidados para se submeterem ao mesmo
exame de DNA depois de assinarem outros termos de consentimento (Anexos 3, 4,5 e
6). Aos RNs é oferecido um acompanhamento médico, laboratorial e de imagem
periodicamente (também mediante assinatura do pai ou da mée no segundo TCLE
(Anexo 2). Por se tratar de uma mutagdo que esta intimamente relacionada com a
evolugcdo do TCA em criangas, optou-se pela populacédo de RNs, aliando-se a finalidade
de diagnostico precoce do TCA para os RNs com teste positivo para mutacdo (o
numero de RNs vivos no estado do Parana € de aproximadamente 180 mil por ano). O
teste também é oferecido aos familiares do RN portador da mutagao R337H, somente
para o lado da familia que segrega esta mutacao germinativa.
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A amostra utilizada para o teste da mutacao € o sangue periférico coletado do
pé dos recém-nascidos simultaneamente ao sangue coletado para o teste do pezinho
da Fundacgédo Ecuménica de Protecao ao Excepcional (FEPE). O sangue € armazenado
em membrana especial (MGM ou FTA), mantida em temperatura ambiente e
encaminhada para o CEGEMPAC (Centro de Genética Molecular e Pesquisa de Céancer

em Criangas) ou Instituto Pelé Pequeno Principe (IPPP) em Curitiba por SEDEX.

4.2 IMPLANTAGAO DO PROJETO

A partir de 05/dez/2005 iniciou-se na regido metropolitana de Curitiba a
divulgacdo do projeto para a realizacdo do Teste de DNA (TP53 R337H) para o
diagndstico precoce do TCA em criancas no estado do Parana. A divulgacao iniciou-se
com entrevista coletiva de imprensa em Curitiba, onde foi apresentada a importancia do
projeto, sua contribuicdo social e a necessidade da participagdo de todas as
maternidades e hospitais do Parana, tanto publicas como privadas.

Na sequéncia, alunos e profissionais envolvidos iniciaram a implantacao do
projeto nas maternidades e hospitais da mesma regiao apos reunides realizadas em
cada Instituicado, com abordagem do projeto para a Direcéo Clinica, equipe de pediatras
e equipe de enfermagem de cada local, visando o treinamento destes individuos para
esclarecimentos necessarios junto aos pais dos RNs e procedimento adequado de
coleta do material de andlise.

Apés a implantacéo deste projeto de pesquisa nas maternidades e hospitais da
Regional Curitiba e Regido Metropolitana, seguiu-se um periodo de realizacdo de
analises de DNA sem a implantagdo em novas regionais, visando o estabelecimento de
protocolos para a conferéncia de varias etapas do processo, tais como:

- envio de material de coleta para as maternidades e hospitais, com o
conhecimento do nimero de RNs / més em cada Instituicao (fornecido pela Secretaria
Estadual de Saude);

- esclarecimento de eventuais duvidas por parte das equipes de enfermagem
no processo de coleta de material;
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- mecanismo de envio das amostras coletadas para o CEGEMPAC e IPPP via
correio;

- cumprimento dos prazos agendados para o envio de amostras coletadas em
cada maternidade e hospital ja implantado;

- inicio da realizacdo do teste de DNA em grande escala no CEGEMPAC e
IPPP;

- reqgistro dos resultados obtidos;

- envio dos primeiros resultados para as maternidades participantes.

A partir do conhecimento e controle do processo completo para a realizagao do
teste na Regional 02 - Curitiba e Regiao Metropolitana, utilizada como projeto piloto,
iniciou-se um cronograma para a implantacdo do projeto em outras regionais do
Parana, seguindo-se a seqiiéncia de implantacao:

- Regional 01 - Paranagua

- Regional 19 - Jacarezinho

- Regional 03 - Ponta Grossa

- Regional 13 - Cianorte

- Regional 06 - Unido da Vitoria

- Regional 05 - Guarapuava

- Regional 04 - Irati

- Regional 12 - Umuarama

- Regional 18 - Cornélio Procopio

- Regional 21 - Telémaco Borba

- Regional 09 - Foz do Iguagu

- Regional 10 - Cascavel

- Regional 16 - Apucarana

- Regional 22 — Ivaipora

Até dezembro de 2006 estdao programadas as seguintes implantacoes:

- Regional 14 - Paranavai

- Regional 15 - Maringa

- Regional 17 - Londrina
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Para Janeiro de 2007 estao programadas as ultimas implantagdes:
- Regional 20 - Toledo
- Regional 08 - Francisco Beltrao

- Regional 07 - Pato Branco

A implantacao do projeto a distancia aconteceu em varios municipios, devido a
impossibilidade da presenga de um membro do projeto para a reunidao de apresentacao
ou da dificuldade de se reunir grupos de varias maternidades da mesma regional para
uma unica reunido de apresentacao do projeto. Nestes casos, a implantagao a distancia
foi realizada com a seguinte conduta:

- contacto por telefone com a Direcao Clinica da Instituicdo para apresentagao
do projeto e sua aprovacao verbal para a participacao;

- envio por SEDEX de material explicativo e material de coleta das amostras,
com orientagcées por escrito sobre o procedimento de coleta e armazenamento do
material coletado até a data de envio das amostras para Curitiba;

- novo contato por telefone para esclarecimentos de eventuais duvidas com a
equipe de enfermagem;

- controle individual de cada maternidade / hospital para a data de postagem

das amostras ja coletadas e envio para Curitiba.

4.3  ENVIO DAS AMOSTRAS DE ANALISE PARA CURITIBA

As amostras coletadas dos RNs juntamente com o TCLE autorizando a
realizacdo do teste sdo encaminhadas para Curitiba via SEDEX, em datas pré-
programadas para ndao exceder o peso permitido por embalagem do correio. A
postagem € totalmente gratuita para a instituicdo participante, desde que seja utilizado
o envelope padrao que é encaminhado para a maternidade ou hospital juntamente com
o material de coleta.

Os envelopes chegam a Curitiba no endereco do CEGEMPAC ou IPPP, onde é
realizado o Teste de DNA. Os TCLEs de cada envelope entregues pelo correio sao
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contados e anotados em planilha para o controle do recebimento das amostras de cada
maternidade/hospital.

4.4  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O TCLE do Teste de DNA para o acompanhamento ambulatorial e detec¢do do

TCA em criancas do Parana contém informagdes e esclarecimentos sobre o teste, além
de telefones para contato (em Curitiba) com o coordenador geral da pesquisa, Dr.
Bonald C. Figueiredo. No seu interior, 0 TCLE apresenta locais de preenchimento com
informacdes de identificacdo da mae do RN, como nome completo, CPF, RG, endereco
completo, telefone fixo, telefone celular e assinatura da mae. No verso do TCLE ha um
questionario que aborda o histérico familial de cancer e grupos étnicos da familia do
RN, além do codigo de barras individual que identifica o TCLE e a respectiva membrana
fixada, contendo o sangue coletado do RN para a andlise de DNA. Este cédigo de
barras € composto por doze digitos, sendo que os trés primeiros digitos identificam a
maternidade e os digitos restantes identificam o RN. Os 5 TCLEs (Anexos) foram
exigidos e aprovados pelo CONEP — Conselho Nacional de Etica em Pesquisa — DF.
Serao excluidas deste projeto as criancgas:

1) sem assinatura de autorizacdo da mae no TCLE;

2) RN natimortos;

3) criangas com idade acima de 1 ano, a partir de dezembro/2006.

Para fins de aconselhamento genético, o projeto também oferece o teste de
DNA gratuitamente aos familiares do RN com a mutag¢do, necessitando também da
assinatura do responsavel no TCLE para cada membro da familia. Caso ndo haja o
interesse por parte dos familiares, o teste ndo sera realizado e somente o RN serd
acompanhado pela equipe multidisciplinar do projeto.
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45  CADASTRO DE INFORMAGOES

Um software foi especialmente desenvolvido para o registro das informacdes
desta pesquisa. O TCLE distribuido nas maternidades é passado em um leitor de
codigo de barras e os dados de identificagdo da mae do RN s&o digitados, a fim de
permitir a localizagdo da familia de um RN portador da mutacdao R337H no TP53.

A partir do registro do cédigo de barras e das informagdes contidas no TCLE, o
software permite:

1) escaneamento do TCLE: registro das informagdes do questionario no verso do
termo;

2) planilhas de trabalho: ordenacdo das amostras para a realizagdo do teste de
DNA;

3) registro de resultados: digitacao dos resultados obtidos no teste de DNA,;

4) relatérios estatisticos: controle do niumero de testes ja realizados, percentual
de resultados normais e/ou com a mutagao, distribuidos por hospitais, municipios ou
regionais de saude;

5) resultados para as maternidades: formulacdo de mala direta para as
maternidades com os resultados obtidos dos bebés analisados.

4.6 METODOLOGIA ANALITICA
4.6.1 Coleta e Armazenagem do Sangue

O sangue é coletado por enfermeiras realizando-se pungdo em uma das areas
laterais da regiao plantar do calcanhar (aproveitando o mesmo sangue liberado para o

tradicional Teste do Pezinho da FEPE), ou da polpa digital de criangas maiores e
adultos.
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4.6.2. Preparo da Amostra para o Teste de DNA

Na realizacao do teste de DNA para a detecgdo da mutacao R337H no TP53 a
quantidade de DNA por individuo é aproximadamente igual, ou seja, dois discos de
papel com 2 mm de didmetro cada, contendo o sangue coletado. Os cddigos das
amostras sao organizados em planilhas que sao impressas com 96 células,
correspondentes aos 96 pocos da placa de PCR. Os agrupamentos de amostras sao
feitos de forma individual (uma amostra/célula) ou em grupos denominadas “pool (3
amostras/célula). Na planilha “pool” as amostras sdo analisadas para uma triagem
inicial, totalizando 6 discos de papel por poco na placa de PCR. Na planilha “individual”
utilizam-se 2 discos de papel por individuo na placa de PCR.

Quando se identifica uma mutacdo em um pool, os trés individuos sao
analisados separadamente em planilha individual, a fim de se detectar qual das trés
amostras apresenta a mutacdo. Apds a finalizacdo da picotagem, a placa de PCR
contendo os discos de papel é mantida na sala de Pré-PCR, em temperatura ambiente,
para posterior lavagem dos discos.

4.6.3. Lavagem dos Discos de Papel

A lavagem dos discos de papel (membrana MGM ou FTA-Watmann) tem por
finalidade a eliminagdo da hemoglobina presente nas amostras. Para a lavagem dos
discos sao utilizadas solugdes de lavagem (IPP “A” ou IPP “B”) e agua ultra pura. O
tempo necessario para a lavagem dos discos de papel é de aproximadamente 2 horas.
O protocolo para a lavagem dos discos de papel esta descrito na Tabela 4.

TABELA 4 - PROTOCOLO PARA LAVAGEM DOS DISCOS DE PAPEL

Reagente Volume por reacao (uL) Procedimento
Solucao de Lavagem IPP “A” 180 2 lavagens de 30 min a 56° C
Solucéo de Lavagem IPP “B” 180 2 lavagens de 5 minem TA
Agua Ultra-pura 210 2 lavagens de 5 minem TA
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Apoés a lavagem, os discos sao levados para secagem na estufa a 60° C por 30
minutos e depois podem ser submetidos a PCR para deteccdo da mutagdo R337H no
TP53. Se necessario, os discos podem ser congelados (freezer a -20° C) até o inicio da
PCR.

4.6.4. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O ensaio para a deteccdo da mutacao R337H no TP53 é uma PCR que utiliza
DNA de leucécitos de sangue periférico. A triagem inicial é realizada em PCR de um
pool com grupo de 3 amostras testadas simultaneamente. Quando um pogo de um pool
apresentar um resultado sugerindo uma mutacdo R337H no TP53, realiza-se a PCR
Individual para determinar qual dos 3 individuos testados no pool possui a mutacao.

A PCR tem como objetivo gerar um fragmento de 447 pb, correspondendo ao
exon 10 do gene TP53. Para delimitar esta regidao sao utilizados os “primers” 5-CTG
AGG CAC AAG AAT CAC-3’ (forward) e 5°-TCC TAT GGC TTT CCA ACC-3 (reverse).

O DNA ¢é amplificado utilizando-se o protocolo descrito na Tabela 5 para o
preparo dos reagentes para PCR.

TABELA 5 - PREPARO DOS REAGENTES PARA PCR

Reagente Volume por Reacao | PCR - Individual PCR - POOL
(uL) 100 reacdes (uL) | 300 reacdes (uL)

Agua ultra pura 18,8 1880 5640
Tampéao PCR 10x 2,5 250 750
Mistura dNTP 25 mM 0,2 20 60
MgCl, 50 Mm 0,75 75 225
“Primer” R 40 pmol 1,25 125 375
“Primer” F 40 pmol 1,25 125 375

Taqg DNA polimerase 0,25 25 75
(5U/uL) 1,25 U 125U 375U
Volume Total 25 uL 2500 uL 7500 uL
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Os reagentes utilizados no preparo da mistura para PCR tém a seguinte

composicao:

Tampéao PCR 10x
- Tris-HCI (pH 8,4) ..evveeieeeeieie 200 mM
S KCL 500 mM

Mistura de dNTPs a 25 mM
SAATP 100 mM............... 250 uL
SACTP e 100mM ............... 250 pL
SAGTP. 100mM ............... 250 pL
SATTP 100mM ............... 250 pL

A concentracgéo final dos nucleotideos é de 25 mM em 1000 uL da mistura.

A amplificacdo do DNA genbémico por PCR é realizada em termociclador

®l -

(Amplitron Thermolyne), com uma programacéao padrao de PCR, conforme descrito

na Tabela 6, com duragcéo de aproximadamente 2 horas.

TABELA 6 - PROTOCOLO DE AMPLIFICAGAO

Etapas do ciclo Temperatura Tempo
Desnaturacdo das amostras 95° C 4 min
30 ciclos compreendendo:

- desnaturacao 95°C 45 s
- anelamento dos iniciadores 62°C 45 s
- extensao 72°C 45 s
Extensao final 72°C 10 min
Finalizacao 4 °C

Para cada placa de PCR sao utilizados trés controles em localizagbes pré-
definidas, conforme estabelecido na Tabela 7:

- coluna 1, posicéo A =>controle negativo (NEG), sem DNA;

- coluna 1, posicado B =>controle normal (NOR), contendo 6 discos de sangue
sem a mutagédo (PCR de pool) ou uma amostra de sangue com apenas 2 discos (PCR
individual);
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- coluna 1, posicao C = controle de portador da mutacao (MUT), contendo 4

discos de sangue sem a mutagao + 2 discos de um individuo que tem a mutacéo (PCR

de pool), ou dois discos de sangue de quem tem a mutacdo em PCR individual.

TABELA 7 - COMPOSICAO DOS CONTROLES NA PCR

Composicao dos controles

PCR - Pool

PCR - Individual

Controle Negativo

3 pL de &gua ultra pura

1 yL de agua ultra pura

Controle Normal

6 discos de papel de individuo sem a
mutacao

2 discos de papel de individuo
sem a mutacao

Controle de Mutagao

2 discos de papel de individuo com a

2 discos de papel de individuo

mutagao + 4 discos de papel de individuo | com a mutagao
sem a mutacao

A placa é colocada no termociclador contendo um filme protetor para evitar
evaporagao da mistura de reagdo. A qualidade do material amplificado € averiguada

mediante eletroforese em gel de agarose.

4.6.5. Digestao do Produto Amplificado na PCR

Para o ensaio de RFLP, o produto amplificado é digerido com enzima de
restricdo Hha | que é capaz de clivar o fragmento de 447 pb do TP53 selvagem,
gerando fragmentos de 154 pb e 293 pb, porém a enzima Hha I ndo é capaz de clivar o
fragmento R337H com a mutacdo. Cada Ul (unidade internacional) de Hha | corta
completamente 1 ug de DNA.

A mistura dos reagentes para o ensaio de restricdo é preparada conforme a
PCR realizada. Para a restricdo enzimatica em material amplificado de PCR — Pool, a
mistura de reacgao padronizada utiliza 2U da enzima Hha I. Para a restrigdo enzimatica
em material amplificado de PCR — Individual, a mistura de reagdo padronizada utiliza
4U da enzima Hha I (Tabela 8). O excesso de Hha |/ utilizado na restricido de material
amplificado individualmente é uma garantia para evitar resultados falsos-positivos em
testes de confirmacdo de mutacdo. O aparecimento da banda de 447 pb poderia




46

acontecer em uma situagcdo de volume insuficiente da enzima Hha | agindo sobre o

material amplificado.

TABELA 8 - PREPARO DOS REAGENTES PARA O ENSAIO DE RESTRICAO

Reagente PCR - Pool PCR - Individual
Solucgéo 1 1,7 uL 1,7 uL

Enzima Hha | (10U/ L) 0,2uL (2 U) 0,4uL (4 U)
Volume final por reacéo 1,9 uL 2,1 uL

A solucéo 1 utilizada no preparo dos reagentes para o ensaio de restricdo tem
a seguinte composi¢ao:

Solucgéao 1
- Tris-HCI (pH 8,0) e 500 mM
-MQClae 100 mM
-NaCl 500 mM

Diluir 1 parte em 10 com agua ultra-pura.

O produto amplificado obtido na PCR é homogeneizado utilizando-se pipeta
eletrbnica multicanal. Do volume final de amplificacado, retira-se 20 pL e adiciona-se a
uma nova placa de PCR contendo a mistura de reagdo para a restricdo enzimatica ja
distribuida nas posi¢cdes da placa. A placa € tampada com um filme protetor e é
colocada em termociclador por 60 min a 37° C. Passado este periodo, o material é

submetido a uma eletroforese para visualizagdo das bandas.

4.6.6. Eletroforese

O produto da restricao enzimatica é separado por eletroforese em gel de agarose
a 1,8%, 200V, por uma hora.
- Solucdo de TBE 0,5X......cccccvveeeeeeeeeeeies 350 mL
= AQAr0SE oooeeeiei 6,39
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Para preparar o gel de agarose, aquece-se a mistura por 5 minutos para
promover a polimerizagdo da agarose. Aguardar o resfriamento por aproximadamente
20 minutos. Adicionar 30 puL de brometo de etidio (solugdo aquosa a 1%) e levar para
uma cuba de eletroforese para solidificagao.

Adiciona-se 5 pL de solugéo corante Loading Buffer (azul de bromofenol) aos
20 pL de produto digerido e em seguida aplica-se 20 pyL da mistura final no gel de
agarose, seguindo-se corrida eletroforética a 200 V por 60 minutos. Em seguida, o gel €
colocado em transiluminador com UV e as imagens sao fotografadas em sistema de

fotodocumentacao (Figura 8).

FIGURA 8 - RESULTADO DE PCR EM SANGUE
PERIFERICO E TUMOR

447 pb
293pb
154pb

1 2 3 4 5 6 7 8

FONTE- FIGUEIREDO et al., 2006B

A figura 8 mostra na coluna 1 o marcador de peso molecular com concentragéao
1 pg/mL, com 1000 bases; na coluna 2 o controle negativo (NEG) do teste, sem DNA;
na coluna 3 esta o controle de amplificacdo de uma amostra normal (controle NOR -
sem a mutacdo) com o fragmento de 447 pb obtido na PCR e na coluna 4 esta o
resultado do controle NOR, que apés a restricdo enzimatica com a Hha I gerou as duas

bandas com 154 e 293 pb; na coluna 5 esta o controle de amplificacdo de uma amostra
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com a mutacgao (controle MUT), com o fragmento de 447 pb obtido na PCR e na coluna
6 esta o resultado da restricdo enzimatica desta amostra com a mutagcdo R337H no
TP53 gerando as trés bandas com 154, 293 e 447 pb. Os resultados revelam que
individuos sem a mutagdo apresentam 2 bandas na eletroforese, enquanto o individuo
heterozigoto, com mutacdo R337H, apresenta 3 bandas na eletroforese. Na coluna 7
esta o controle de amplificagdo de uma amostra obtida diretamente de um tumor de
cértex adrenal submetida a PCR e na coluna 8 esta o respectivo resultado da restricao
enzimatica desta amostra [no tumor acontece a LOH - perda da heterozigoze —
desaparecendo o alelo normal do TP53 selvagem e permanecendo somente o alelo
com a mutacdo R337H; a Hha | corta o gene TP53 normal em duas bandas, porém na
LOH, o alelo mutante permanece sem corte gerando uma banda Unica com 447 pares
de bases, correspondendo ao alelo R337H presente no tumor. ]

A Figura 9 ilustra uma parte do gel de eletroforese fotografado referente a uma
leitura de PCR-Pool, com os seguintes resultados:

FIGURA 9 - RESULTADO PCR -POOL

|PM|1A|‘IB |‘IC|1D|‘IE|‘IF |‘IG|1H’2A|2B’2C’2D’2E’2F|2G f

RS e S T Y ROl RS U R S O e R
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NOTA -  Coluna 1, posicao A = controle negativo
Coluna 1, posicao B = controle normal
Coluna 1, posicao C = controle com mutagao

Coluna 2, posicao D = resultado com mutacao
Qutras colunas e posi¢des = resultado normal

A Figura 10 ilustra uma PCR-Individual para confirmacado de resultados de
mutagdes, onde sdo utilizados 2 discos de papel para a analise individual de cada

amostra.

FIGURA 10 — RESULTADO PCR-INDIVIDUAL

e ] e [ [ e

NOTA - Coluna 1, posicao A = controle negativo
Coluna 1, posigéo B = controle normal
Coluna 1, posicao C = controle com mutagao

Coluna 2, posigao E Mutacbées
Coluna 4, posicéo B confirmadas
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4.6.7. Critérios para Repeticdo dos Testes

Os testes sao repetidos em situagdes onde a interpretagéo dos resultados pela
visualizagcdo das bandas na eletroforese torna-se duvidosa. Algumas das situagdes que

exigem a repeticao do teste sdo discutidas a seguir.

4.6.7.1 Auséncia das bandas esperadas na visualizagdo do gel de eletroforese

As causas mais comuns sao:

- defeito em algumas placas de PCR que apresentaram pocos furados,
ocasionando o vazamento da mistura de PCR e impedindo a amplificacdo das
amostras;

- problemas na lavagem dos discos de papel, com a presenca de residuos de
hemoglobina nos discos de papel inibindo a PCR;

- falta de amplificacdo na PCR devido a interferéncias nas amostras.

4.6.7.2 Bandas com fluorescéncia mais fraca em comparagdo a fluorescéncia

predominante no gel de eletroforese

Avaliando-se a intensidade de fluorescéncia predominante no gel de
eletroforese, as bandas com menor intensidade de fluorescéncia sao interpretadas
como amplificacdo fraca e as amostras correspondentes sdo separadas para a
repeticdo do teste.

4.6.7.3 Presenca de outras bandas com pesos moleculares diferentes dos previstos

Na avaliacao do gel de eletroforese apds a restricao enzimatica, a presenca de
bandas com pesos moleculares diferentes de 447 pb, 293 pb ou 154 pb tornam confusa
a interpretacdo dos resultados; neste caso, as amostras correspondentes sao
separadas para a repeticao do teste.
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4.6.7.4 Confirmacao de mutacao detectada em PCR-pool

As amostras com a presenga de mutagcado observada pelo padrao tipico de trés
bandas na eletroforese apds restricdo enzimatica séo reavaliadas em PCR-individual e
por ultimo confirmadas com segunda coleta de sangue da crianca e também de seus
pais.

Considerando-se estes aspectos abordados, o percentual médio de repeticdes
foi de 10% .

4.6.8 Liberacao dos Resultados

Com poucas excecodes, o tempo médio para divulgacao dos resultados foi de 2
meses. Entretanto, devido a problemas relacionados entre a coleta e armazenagem da
amostra até o ensaio com alteracao na qualidade ou entrega dos reagentes (revisados
no item 2.8), houve atrasos na divulgacdo para maternidade de até 4 meses. Este
problema obrigou a equipe a desenvolver uma nova solugdo (solucdo “IPP”) mais
eficiente para lavar e retirar os contaminantes que interferem com a PCR dos discos de
papel com sangue do RN. A divulgacdo dos casos com mutacdo R337H, sempre feita
diretamente para mae do RN, tem sido realizada de maneira mais rapida do que a
divulgacao para a maternidade devido a urgéncia em se recrutar o RN para nova coleta

de sangue juntamente com os pais para realizagdo do exame de DNA.
4.6.9 Andlise Estatistica
4.6.9.1 Estimativa do tamanho da amostra
Considerando que a populacao total do Parana é de aproximadamente 10
milhGes de habitantes e por se tratar de um gene raro (TP53 R337H), o tamanho da

amostra (“n”) para o célculo da prevaléncia devera ser aquele com o menor risco de

erro possivel. A expressao matematica para o célculo do tamanho da amostra (“n”) é a
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2’p.4,
(p-p,)’

Usa-se como estimativa das proporgdes populacionais a prevaléncia obtida po=0,00207

correspondente a estimativa de uma proporgao populacional, ou seja, n=

e qo=0,99793, seu complemento (a soma deve ser igual a 1). A estatistica “z”, para um
nivel de confianga de 95% ¢é igual a 1,96 (DANIEL,1995). Na simulagdo de dois erros

aceitaveis (0,5/1000 ou 1/1000), para obtencao de “n”, fixa-se o erro, ou seja, “p —p,”.
Para um erro de 0,5/1000, p - p,= 0,0005 e n = 31.743. Para um erro de 1/1000,
p —p,= 0,001 e n=7.936.

4.6.9.2 Calculo da diferenga estatistica da prevaléncia entre os grupos

O método estatistico utilizado para a avaliacao da distribuicao de TP53 R337H
nos municipios do Estado sera o teste de proporgdes para as diferencas de prevaléncia
entre os diversos municipios. Serdo analisados todos os municipios do Parana onde
exista pelo menos 1 RN com a mutagdao R337H no TP53. Para cada municipio sera
calculada a prevaléncia do alelo TP53 R337H em cada 1000 RNs.

O percentual de distribuigao do alelo TP53 R337H nos diferentes grupos raciais
e étnicos do Estado sera avaliado para cada familia com 1 RN que apresentar a
mutagdo. As caracteristicas relativas ao grupo racial e a etnia serdo apresentadas para
ambas as familias, da mae e do pai do RN, porém procurando especificamente o lado
que segrega a mutacao. As informacdes sobre etnia das familias sdo obtidas através da
analise do questionario no verso do TCLE e principalmente nas entrevistas. O
questionamento realizado aborda a cor da pele e a ascendéncia familiar do pai e da
mae do RN.
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5 RESULTADOS
5.1 PREVALENCIA DE TP53 R337H NO ESTADO DO PARANA

De dezembro de 2005 a novembro de 2006 foram enviadas ao CEGEMPAC e
IPPP aproximadamente 40 mil amostras de RNs para analise, totalizando 65% dos RNs
vivos/més do estado do PR (Figura 11).

FIGURA 11 - REGIONAIS ONDE A PESQUISA JA ESTA IMPLANTADA

NOTA - As regionais onde a pesquisa ja esta implantada correspondem as areas demarcadas
em vermelho.

Deste total de 40 mil amostras, ja foram analisadas 30.000 amostras e foram
detectados 64 RNs portadores da mutacdo R337H no TP53 até novembro de 2006.
Considerando um intervalo de confianga de 95%, e fixando o tamanho de amostra em

n=30.000 o erro da estimagao (p—p, = ZW/M) fica em torno de p — p, = 0,000537,

n
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ou seja, aproximadamente 0,5/1000. Fazendo uma projecao para um tamanho de n até
70 mil amostras ndo ha diferenga na precisdo, ou seja, o erro ndao se altera
expressivamente (Figura 12).

FIGURA 12 — PROJEGAO DO TAMANHO DA AMOSTRA (n)
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FONTE — IARC, LYON, FRANGCA

Dos 64 RNs, 22 e seus familiares ja estdo sendo acompanhados para
aconselhamento genético, porém o foco da atencao principal é para os RNs oferecendo
exames clinicos, hormonais e de imagens no programa de diagnéstico precoce do TCA.
Este programa é também extensivo a outras criangas do lado da familia que segrega a
mutacdo, com a finalidade de permitir uma cirurgia com chance de ressecc¢ao total do
tumor, o que aumenta a probabilidade de cura destas criangas para 100%. O
acompanhamento € realizado por equipe multidisciplinar (médicos pediatras,
oncologistas, geneticistas, epidemiologistas, psicologos, assistentes sociais,
farmacéuticos, bidlogos) e é totalmente gratuito. Os resultados confirmatérios dos
outros 42 RNs bem como o teste com amostras dos demais familiares estdo em

andamento.
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REGIONAIS DE SAUDE

O resultado obtido para prevaléncia da mutagéo considerando todas as 30.098

amostras das regides estudadas do Parané foi de 2,12/1000.
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AVALIACAO DA PREVALENCIA DE TP53 R337H POR MUNICIPIOS E

Para a avaliacao da distribuicdo da mutacdo R337H no TP53 nos municipios

do Parana foram avaliados todos os municipios onde se detectou pelo menos 1 RN

com a mutagdo no periodo pré-estabelecido. Conforme a Tabela 9, o calculo da

prevaléncia da mutagdo R337H noTP53 por municipio apresentou grande varia¢ao, o

que se pode atribuir a grande diferenga no tamanho da amostra analisada em cada

municipio.
TABELA 9 - MUTACAO ENCONTRADA EM RNs DE MUNICIPIOS DO PARANA
MUNICIPIO RNs TESTADOS | RNs COM A MUTACAO R337 no TP53 | PREVALENCIA (/1000)
Almirante Tamandaré 714 2 2,8
Araucéria 983 1 1,02
Colombo 1509 4 2,65
Curitiba 11750 25 2,12
Fazenda Rio Grande 547 1 1,83
Itaperucu 139 2 14,38
Jacarezinho 381 1 2,62
Jaguariaiva 116 1 8,62
Lapa 210 1 477
Ortigueira 87 1 11,49
Paranagua 815 3 3,68
Pinhais 822 2 2,43
Pirai do Sul 76 1 13,16
Piraquara 601 1 1,66
Pitanga 86 2 23,20
Ponta Grossa 982 3 3,05
Quedas do Iguagu 87 1 11,49
Quitandinha 71 1 14,08
Rio Negro 213 1 4,69
Santo Anténio da Platina 359 1 2,78
Sé&o José dos Pinhais 1626 7 4,30
Siqueira Campos 74 1 13,51
Umuarama 142 1 7,04
TOTAL 30.098 64 2,12
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Os dados constantes na Tabela 9 foram representados cartograficamente na
Figura 13.

FIGURA 13 - MUTACAO ENCONTRADA EM RNs DE MUNICIPIOS DO PARANA

NOTA — As areas amarelas representam municipios com uma ou mais mutagdes. As areas brancas
representam municipios onde a pesquisa ainda nao esta implantada. As areas cinzas
representam municipios sem resultado de mutagdo, com amostragem ainda pequena.
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Considerando a grande variacdo da prevaléncia nos municipios do Parana, foi
estimada também a prevaléncia por Regional de Saude, conforme demonstrado na
Tabela 10.

TABELA 10 - DISTRIBUICAO DA PREVALENCIA DE TP53 R337H POR REGIONAL DE SAUDE

RNs COM A
MUTACAO .
RNs R337H no TP53 | PREVALENCIA GRAU DE
REGIONAL TESTADOS NA LINHAGEM (/ 1000) SIGNIFICANCIA*
GERMINATIVA

Campo Mourao 16 zero
Cascavel 708 1 1,41 P<0,008
Cianorte 317 Zero
Cornélio Procopio 255 zero
Foz do Iguagu 687 zero
Francisco Beltrao 1 zero
Guarapuava 820 2 2,44 ns
Irati 332 Zero
Ivaipora 12 zero
Jacarezinho 1310 3 2,29 ns
Londrina 4 Zero
Maringd 8 zero
Metropolitana Curitiba 21818 48 2,20 ns
Paranagué 1193 3 2,51 P<0,05
Paranavai 1 zero
Pato Branco 3 Zero
Ponta Grossa 1584 5 3,16 P<0,001
Telémaco Borba 509 1 1,96 ns
Toledo 30 Zero

P<0,001
Umuarama 320 1 3,13 (amostra pequena)
Uniao da Vitéria 170 zero
TOTAL 30098 64 2,12

NOTA - *Grau de significancia em relagdo a média do estado (n=30098 ou n=27486 sem considerar as
regionais dentro da média) até um limite de p<0,05. ns = nao significativo.
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As informacobes da Tabela 10 foram representadas cartograficamente na Figura
14.

FIGURA 14 - DISTRIBUIGAO DA PREVALENCIA DE TP53 R337H POR REGIONAL DE SAUDE

NOTA — As areas nas tonalidades marrom representam prevaléncias em regionais de saude, variando
de 1,41 a 1,96/1000 (marrom claro), 2,2 a 2,51/1000 (marrom intermediario) e 3,13 a 3,16/1000
(marrom escuro). As areas cinzas representam municipios sem resultado de mutacéo.

5.3 AVALIAGCAO DO PERCENTUAL DE DISTRIBUIGAO DO ALELO TP53 R337H NOS
DIFERENTES GRUPOS RACIAIS E ETNICOS DO PARANA

Das 34 familias em acompanhamento, 17 familias se submeteram ao teste de
DNA para se determinar a heranga do alelo TP53 R337H: dos 27 RNs com a mutacao,
14 (51,8%) sdo do sexo masculino e 13 (48,2%) sao do sexo feminino. Destes, em
64,7% (11/17) a heranca foi herdada do pai e 35,3% (06/17) a heranca foi herdada da
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mae. Este dado com maior nimero de RNs recebendo a mutacdo dos pai do que da
mae nos remete a pensar sobre algum fator facilitador como o fenémeno de imprinting.

Este estudo ja se encontra em andamento, mas ainda € inconclusivo.

GRAFICO 1 - PERCENTUAL DE,DISTRIBUIQ/:\O DO ALELO TP53 R337H
NO LADO DA FAMILIA QUE SEGREGA A MUTACAQO POR
COR DE PELE NO PARANA (n=17)
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Considerando somente o lado da familia que segrega a mutagéo, o percentual
de distribuicdo dos grupos étnicos é:

GRAFICO 2 - PERCENTUAL DE DISTRIBUIGAO DO ALELO TP53 R337H
NO LADO DA FAMILIA QUE SEGREGA A MUTACAO POR
GRUPO ETNICO NO PARANA

40 BEilaliano 35.7%
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A opcao “Brasileiro” ndo é uma opc¢ao valida do questionario do TCLE, mas
como foi citada por varios individuos acabou sendo incorporada ao célculo de
percentual de distribuicdo do alelo TP53 R337H. No entanto, ndo é possivel definir

Brasileiro como um grupo étnico devido ao alto grau de miscigenac¢ao nesta populagao.

5.3.1 Perfil de uma Familia com Antecedente de Cancer

A avaliagdo de cada familia é feita a partir do heredograma, procurando
identificar os parentes com a mutagado, os parentes com cancer e os menores de 15
anos para fins de acompanhamento e de aconselhamento genético. Um aspecto
importante do projeto geral € saber se cada caso de cancer tem ou nao relacdo com a
mutacdo R337H no TP53. No heredograma (Figura 15), o individuo 111.25 teve TCA aos
3 anos e o tumor apresentou perda de heterozigose (perda somatica do alelo normal,
ficando apenas o alelo TP53 R337H. Ja o individuo I.7 com cancer de pulm&o néo se
sabe se é portador da mutacdo R337H, mas o fato de ter sido fumante crénico sugere
uma relagdo mais forte com o tabagismo e ndo com a mutacdo R337H no TP53. De

qualquer forma é importante verificar alguma contribuicao do alelo TP53 R337H.



FIGURA 15 - HEREDOGRAMA ILUSTRATIVO DE UMA FAMILIA PORTADORA DE TP53 R337H
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6 DISCUSSAO

O presente estudo de rastreamento da mutagdo R337H no TP53 foi
implantado em 156 maternidades de 235 municipios, abrangendo instituicbes onde
mensalmente nascem aproximadamente 65% do total de criancas do estado do
Parana. Este percentual estudado corresponde as regidées com o maior numero de
nascidos-vivos do Parana (Figura 7). A implantacao do teste comegou em dezembro
de 2005 e o recrutamento das maternidades tem acontecido de forma escalonada,
incorporando aproximadamente 10% de novas maternidades a cada 2-3 meses.
Desta maneira foi possivel até novembro de 2006 examinar o DNA de 30.098 recem-
nascidos (RNs) e calcular a prevaléncia da mutacdo nesta parte do estado e por
regional de saude. Os resultados ainda nao permitem analise comparativa de
prevaléncia em todos os municipios estudados, mas ja demonstram como sera a
prevaléncia para todo o estado (aproximadamente 2,12/1000), na regional
metropolitana de Curitiba (2,2/1000, n=21.818), e regionais de Jacarezinho,
Guarapuava e Paranagua (prevaléncia entre 2,29 e 2,51/1000).

Foi a primeira iniciativa ao nivel mundial para screening de DNA de RNs
voltado para o mapeamento no Parana (baseado no municipio de residéncia dos
RNs) e com meta voltada para o diagnéstico precoce de cancer. Um dos motivos do
diagnoéstico tardio do cancer € o desconhecimento de marcadores de risco para
maioria dos tipos de cancer, e neste caso, o alelo TP53 R337H é apresentado como
um marcador pré-cancerigeno. Enquanto na populacdo geral o risco de TCA é de
0,2-0,4/milhdo de criancas até 15 anos de idade (DESANDES et al, 2004;
BERNSTEIN & GURNEY, 1999), na populacao de criancas com este alelo mutado o
risco estimado foi de aproximadamente 0,5-1,0/10 criancas até 15 anos de idade
(FIGUEIREDO et. al., 2006B). Nos primeiros 30 mil RNs testados foram identificados
64 bebés com a mutacao, que ja demonstra uma realidade do Parand, com relagao
as suas implicacoes epidemiolbgicas, sociais, clinicas e moleculares. Este estudo foi
previamente e criteriosamente avaliado com relagao ao mérito cientifico, baseando-
se em trés critérios: (1) a incidéncia de TCA em criangas até 15 anos de idade no
Parana é de 12 a 18 vezes maior (PIANOVSKI et al., 2006) do que na Franca
(DESANDES et al., 2004) ou nos Estados Unidos (BERNSTEIN & GURNEY, 1999),

sendo que no nordeste do Brasil este tumor € muito raro; (2) quase 100% dos casos
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de TCA de criancas do Parana apresentaram a mutacdo germinativa R337H no
TP53; as excecOes de TCA sem a mutacao eram de criangas procedentes de outros
estados ou com mais de 10 anos de idade (sugerindo ser um subtipo mais
semelhante ao de adulto) (RIBEIRO et al., 2001); (3) no maior estudo ja realizado
sobre a evolucao da crianga com TCA (n=254) (MICHALKIEWICZ et al., 2004),
aproximadamente 50% delas foram a Obito, apesar de terem sido utilizados
sofisticados protocolos terapéuticos (ZANCANELLA et al., 2006); isto ainda acontece
devido ao diagnostico tardio do TCA, pois as criancas com tumor pesando menos de
35g conseguem sobreviver (MICHALKIEWICZ et al., 2004).

O TCA é relativamente facil de se diagnésticar, devido as manifestacdes
clinicas bastante evidentes (pelos pubianos, comeddes e acne na face, aumento do
tamanho do clitéris ou pénis, hipertensdo arterial, com ou sem obesidade e outros
sinais de sindrome de Cushing) (RIBEIRO et al., 2006; RIBEIRO & FIGUEIREDO,
2004), a suspeita de doenca é ignorada pelos pais devido ao seu baixo nivel de
escolaridade. Como conseqiiéncia, ainda é comum estadios avangados Il e IV ao
diagnéstico.

O TP53 é um gene autossdmico recessivo que codifica um fator de
supressdao tumoral, ou seja, somente com a perda somatica subsequiente do
segundo alelo normal poderd haver a perda da protecdo antitumoral na célula
afetada. Tal situacdo ocorre para a maioria das mutacées no gene TP53 em
familias com a sindrome de LI-Fraumeni (SLF) (VARLEY et al., 1999), nas quais a
grande parte dos individuos afetados geralmente morre de cancer antes de
completar 80 anos de idade. No caso do alelo TP53 R337H, que nao tem alteracéao
no dominio de ligagdo ao DNA (comum na maioria dos casos de SLF), codifica uma
proteina normal que pode perder sua funcdo de protecdo em uma condicao
patolégica adicional para célula que ja perdeu o segundo alelo normal. Esta
condicdo é um meio alcalinizado com temperatura febril (uma situacao possivel
durante uma infeccao, que é relativamente comum na vida intra-uterina). O pH
alcalino e estado febril levam a um disturbio no grau de protonacao da histidina da
proteina R337H que ocupa o lugar original da arginina (CAC no lugar de CGC no
cédon 337), conseqlentemente afetando a ponte de sal com o aminoacido 352,
promovendo uma instabilidade na formacdo de dimeros e tetrdmeros de p53 e,
finalmente, perda de fungéo (DIGIAMARINO et al., 2002). O acumulo de todas estas
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alteragbes ndo ¢é algo tado facil de acontecer. Aliando-se as descobertas
subsequentes sobre alteracées que poderiam contribuir com a formagédo do TCA
(FIGUEIREDO et al., 2006A) pode-se sugerir a hipétese multifatorial para o
surgimento do TCA.

Admite-se que no periodo entre a vida intra-uterina e imediatamente poés-
natal acontecem todas as etapas necessarias a formagdo do TCA (mutagao
germinativa, perda somatica do alelo normal, alteracdo do pH e elevacdo de
temperatura com perda de funcao do p53) e participacao de outros fatores alterados,
de maneira mais sensivel para o cértex adrenal (FIGUEIREDO et al., 2000).
Entretanto, existem evidéncias de outros tipos de tumores que acontecem em outros
tecidos devido a falha da proteina p53 R337H (ACHATZ et al., 2006; FIGUEIREDO
et al., 2006B). A atencdo primaria sempre foi dada aos tumores da populagéo
pediatrica e também aos familiares de criangas com TCA (estudos do nosso grupo
de pesquisadores), criando-se um viés de informacéo, ou seja, sem acesso ao que
acontece na populacao adulta sem TCA. Por outro lado, para o grupo que estudava
apenas SLF e SLF-simile, geralmente avaliando mais adultos e poucas criangas,
notava-se alguns adultos com tumores que tinham a mutacdo R337H no TP53,
porém nao se enquadrando exatamente como SLF-simile (ACHATZ et al., 2006).
Estas situac6es mantiveram sem esclarecimento a questdo se a grande maioria de
casos isolados de cancer em familias tem alguma relagdo com a mutacdo R337H. A
solucdo para esta duvida era justamente um estudo de base populacional para
detectar um RN com a mutagdo e a partir dele investigar toda familia do lado
materno ou paterno que segrega a mutagdo, como mostrado no heredograma da
Figura 15. Assim, além dos objetivos desse projeto de dissertacao de mestrado, no
projeto global ao qual se insere este projeto se incluem também a determinacéo da
penetrancia e o diagnostico precoce do TCA de criangas, avaliando-se também
outras formas de cancer nos familiares de todas as idades (projetos de outros
pesquisadores do mesmo grupo em andamento).

A estimativa inicial para a prevaléncia da mutacdo R337H no TP53 (1:1500
RNs vivos) no Parana foi baseada numa observagédo limitada a 30 familias que
tiveram 41 criancas com TCA, e aproximadamente 10 vezes o numero de
carreadores dessa mutacao (n=410) (FIGUEIREDO et al., 2006B). Entretanto, nota-

se gue a prevaléncia média encontrada avaliando-se 65% da populagao do Parana,
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a partir do presente estudo foi 3 vezes superior, ou seja, 2,12/1000 (n=30.098).
Pode-se considerar que a prevaléncia encontrada nesta pesquisa € mais correta por
ter sido obtida diretamente na populagdo e com um ndmero de criancas
estatisticamente aceitavel para o calculo da prevaléncia (Figura 12), quando
comparada a uma simples projecao feita anteriormente (FIGUEIREDO et al., 2006B).
O significado desta elevada prevaléncia é preocupante porque indica que existe um
grande numero de pessoas com algum risco de desenvolverem algum tipo de
cancer, sendo que este niumero pode aumentar nas préximas décadas. Como a
distribuicdo da prevaléncia por municipio foi prejudicada naqueles com pequeno
namero de amostras analisadas, foram destacados no mapa os municipios que
apresentaram pelo menos uma mutacéao (regido amarela do mapa da Figura 13), em
contraste com os municipios sem RN com a mutagcdo (em branco porque ainda nao
foram incluidos neste projeto ou em cinza porque ainda nao alcangaram um numero
suficientemente grande de amostras analisadas). Entretanto, o numero se torna
adequado quando se agrupam os dados dos municipios nas 22 regionais de saude
do Parana. O mapa apresentado na Figura 14 mostra que em 4 regionais de saude
foi possivel estimar a prevaléncia da mutacdo com um bom numero de RNs
avaliados. Nota-se que houve uma variacao estatisticamente significativa (p < 0,05)
entre as regionais, com prevaléncia variando entre 1,41 a 3,16 (Tabela 10). As
regionais de Guarapuava (2,44/1000, com 820 RNs testados), Jacarezinho
(2,29/1000, com 1310 RNs testados), Metropolitana de Curitiba (2,2/1000, com
21.818 RNs testados) e Telémaco Borba ( 1,96/1000, com 509 RNs testados), nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa nos valores de prevaléncia
obtidos. As regionais de Ponta Grossa (3,15/1000, com 1584 RNs testados) e
Umuarama (3,12/1000, com 320 RNs testados) apresentaram uma tendéncia para
alcance de prevaléncia acima da média do estado (2,12/1000), assim como a
regional Cascavel (1,41/1000 com 708 RNs testados) apresentou prevaléncia abaixo
da média do estado. Apesar da diferenca ser estatisticamente significativa, como
demonstrado para as regionais de Cascavel, Ponta Grossa e Umuarama, é
necessario avaliar se esta diferenca se mantém para um numero de amostras
analisadas bem maior como o da regional Metropolitana de Curitiba.

Nao existe uma diferenca evidente do ponto de vista racial entre as 4
regionais com as prevaléncias encontradas. Porém, independente do local de
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residéncia dos RNs, procurou-se verificar quais as caracteristicas raciais e etnias
encontradas para os pais dos RNs que segregam a mutacdo R337H no TP53.

O estado do Parana tem caracteristicas muito diferentes do nordeste do
Brasil, onde a mutagdo R337H no TP53 néo foi encontrada em um estudo com dez
TCAs de criangcas de Pernambuco, Rio Grande do Norte e Bahia (ainda em
andamento). Uma das muitas diferencas entre o Parana e outros estados do
nordeste € na predominancia racial e etnia da populagdo. O Parana apresenta uma
origem predominantemente branca e européia bem diversificada, enquanto no
nordeste predomina uma mistura de descendentes portugueses e africanos.
Atualmente o IBGE (1999) reconhece 4 grupos raciais no Parana, baseado na cor da
pele: branco (76,22&), pardo (20,03%), negro (2,42%) e amarelo (1,33%).
Consideram-se brancos todos os descendentes de europeus e de outros povos de
cor branca. Embora os brancos sejam a maioria da populagédo brasileira, estudos
genéticos mostraram alto grau de miscigenacao nesses brasileiros, pois muitos
possuem alguma ascendéncia indigena e/ou africana, o que comprova que no Brasil
nao ha grupos étnicos definidos. Além da constituicdo genética do individuo ser
diferente no Parana, nota-se que neste Estado existe a maior atividade agricola do
pais, o que sugere um grande consumo de agrotéxicos. Este assunto ndo estava
sendo tratado de maneira sistematica, relacionando morbidade ou mortalidade por
cancer com uso de agrotoxico em cada municipio do estado, mas ja existe um
projeto dessa natureza em andamento. O conhecimento do grupo étnico
predominante dos portadores mais idosos da mutacdo em cada familia seria uma
alternativa modesta para se chegar a(s) origem(ns) das etnia(s). Se a mutacao fosse
de origem ambiental, muito provavelmente surgiria em qualquer grupo racial. Se a
mutacao fosse um evento de surgimento raro, como se tivesse surgido ha 3 ou 4
séculos atras como efeito fundador, poderia se espalhar para todos os grupos
étnicos do Parana segundo a predominancia dos diferentes grupos raciais do
estado.

Os pardos compdem 38,5% da populacao brasileira, somando cerca de 70
milhdes de individuos e estdo espalhados por toda a nacdo. Os negros compdem
6,2% da populagéo brasileira, somando cerca de 11 milhées de individuos. Estao
espalhados por todo o territério brasileiro, embora a maior concentragdo esteja no
Nordeste. Consideram-se negros todos os descendentes dos povos africanos
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trazidos para o Brasil e que tém a pele negra. Consideram-se amarelos todos os
descendentes de povos asiaticos. Os amarelos compdem 0,5% da populacédo
brasileira, somando cerca de 1 milhdo de individuos e estdo concentrados em dois
estados brasileiros: Sao Paulo e Parana, embora populacées menores estejam
espalhadas por todo o territério brasileiro. A grande maioria dos amarelos brasileiros
sao descendentes de japoneses (http://pt.wikipedia.org/).

Quase todos os pais com RN positivo para mutagdo foram parcialmente
entrevistados no que diz respeito a cor da pele e descendéncias, do lado materno, e
separadamente do lado paterno (40/62, 64%). Nas familias contactadas, pelo menos
o pai e a mae do RN com a mutagdo compareceram aos exames e concordaram em
se submeter ao teste para a detecgao da mutacao (16/62, 26%). Neste ultimo caso,
o alvo da pergunta sobre a cor da pele e descendéncia era voltada para o lado que
segregava a mutacéao (pai ou mae). Até o presente, pelo menos um dos pais possui
a mesma mutacao encontrada no RN e portanto nenhum RN apresentou mutacao
de novo. Para os pais € maes que possuem a mutagao, a predominancia foi maior
para cor da pele branca (62,5%), morenos (12,5%) , negros (12,5%) e indios
(12,5%). Entre o grupo de pele branca, a descendéncia mais frequente foi de
italianos (35,7%), portugueses (14,4%), brasileiros (14,4%), alemaes (7,1%),
poloneses (7,1%), espanhdis (7,1%), libaneses (7,1%) e franceses (7,1%), Nao
houve nenhum pai ou mae com a mutacéao relatando qualquer parentesco com raca
asiatica. Entretanto, este estudo ainda nao foi implantado nas regionais com grande
numero de japoneses (regional de Londrina). A maior dificuldade esta na definicao
racial destes individuos e mais ainda na populacdo urbana brasileira, tornando
impossivel se fazer qualquer associagcao com grupo racial ou étnico.

Em publicagdo anterior FIGUEIREDO et al. (2006B) demonstraram a
existéncia da mutacao R337H no TP53 ha pelo menos 110 anos. Considerando-se
gue nenhum dos 4 marcadores que reconhecem sequéncias de DNA de dentro (2) e
fora (2) do gene p53 conseguiu identificar grau de parentesco ou confirmar um
ancestral comum (efeito fundador) em mais de 95% das amostras analisadas
(RIBEIRO et al., 2001), pode-se sugerir que a mutagado existe ha muito mais tempo.
Sendo impraticavel definir a origem desta mutacdo e ndo havendo casos de
mutacao “de novo” para se avaliar algum fator mutagénico de origem ambiental,

ainda se torna muito importante a investigagao de fatores ambientais influenciando
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etapas somaticas em direcdo a formacédo do TCA ou outros tumores em quem ja
possui a mutacdo germinativa R337H no TP53. Por este motivo a pesquisa atual
sobre GEOMEDICINA procura investigar a relacado quimica com a morbi-mortalidade
por cancer no Parana.

A maior contribuicdo do ponto de vista social deste estudo é a notificagédo e
inclusao de criangcas no programa de acompanhamento para o diagnéstico precoce
e tratamento cirurgico do TCA. Apesar do impacto psicolégico inicial para familia,
percebe-se que, apds 0s primeiros meses em contato com a equipe multidisciplinar,
o comportamento fica muito mais tranquilo e de maior cooperagdo dos familiares.
Como apresentado no heredograma (Figura 15), o rastreamento podera identificar
familias com casos de tumores relacionados com a mutacdo R337H. Neste
heredograma, ilustramos um caso de TCA (individuo II1.25 com TCA de pequeno
tamanho e que teve cura) e mais um caso de cancer de pulmao em fumante crénico
(individuo 11.7). Além desta familia, ja identificamos outras apresentando apenas 2-3
casos de cancer de mama e outros tipos de cancer. Embora nao seja descartada a
possibilidade de cancer em adultos, acredita-se que nao se justifica oferecer um
acompanhamento de diagnéstico precoce de cancer devido ao alto custo/beneficio.
Entretanto, a finalidade do heredograma é possibilitar um aconselhamento genético
para os familiares adultos, reforcando a necessidade do acompanhamento de rotina
principalmente sobre cancer de mama e pulmao nas mulheres e cancer de prostata
e pulmao nos homens, os quais correspondem aos primeiros da lista de incidéncia
em quase todas as populagcdes do mundo. Do ponto de vista cientifico, as duas
principais contribui¢cdes a partir do recrutamento de um grande numero de RNs para
acompanhamento sao a possibilidade de se estimar corretamente a real penetrancia
do TCA e de se definir que outros tumores podem surgir (tumores com perda de
heterozigose, ou seja, com perda do alelo normal). O conhecimento atual sobre as
alteracées responsaveis pelo aparecimento do TCA em criangcas (revisao
apresentada anteriormente) apontam para trés alteracdes: (1) perda de fungédo do
TP53 R337H levando a uma instabilidade cromossdmica, (2) expressao elevada de
fatores que aumentam proliferagdo celular como SF-1 (FIGUEIREDO et al., 2005) e
IGF-2 (WEST et al., 2006, prelo), e (3) falha no sistema imunoldgico contra células
cancerosas (PARISE et al., em preparagado). Percebe-se que ja é bastante dificil

completar a primeira alteracdo (mutagdo somatica com perda do alelo normal do



69

TP53), mas considerando um cortex adrenal em desenvolvimento nos ultimos meses
da gestacdo e ap6s o nascimento, com atividade proliferativa seguida de morte
celular na zona fetal, a probalidade de erro levando a novas mutacbes €
aparentemente maior. Uma situacao semelhante foi descrita por VARLEY et al,,
(1999), ou seja, com mutacdo no cédon 152 ou 158, ambas da dominio de ligacéo
ao DNA, que n&o estavam relacionadas com SLF nem com familias com histérico de
cancer, porém foi encontrado apenas como mutacao germinativa em criangas com
TCA (22/25). O que estes dados sugerem €& que, apesar da baixa penetrancia do
TP53 R337H, e das mutagdes nos codons 152 e 158, existe uma condigdo de maior
sensibilidade do tecido cortical da criangca em desenvolvimento levando a formacéao
do TCA com maior frequéncia do que em outros tecidos.

O que tem sido ponderado neste estudo e nos programas de triagem neonatal
foi alertado aos participantes. Situacdes que podem levar a resultados falso positivos
ou falso negativos foram previamente revisadas. Com base nestas eventualidades, o
texto dos termos de consentimento ja prevé e alerta aos participantes sobre o risco
de erros em probabilidade muito pequena, mas nao impossivel de acontecer. Desta
maneira fica muito remota a possibilidade de uma acao judicial por parte de algum
participante devido a resultados falso positivos ou falso negativos.

As amostras sdo coletadas e identificadas pelas equipes das maternidades
participantes do projeto. Em qualquer processo analitico varias sdo as causas que
podem gerar resultados falso positivos ou falso negativos, como erros de
identificacdo da amostra coletada, armazenamento e transporte inadequados da
amostra coletada ao laboratério de analise, problemas técnicos que possam interferir
na metodologia analitica, erros de digitagdo no resultado a ser divulgado e outros
fatores. Qualquer uma destas situacoes vai comprometer todo o processo analitico e
gerar um resultado falso positivo ou falso negativo a ser divulgado para a familia do
RN.

Em relagédo a um resultado falso positivo, até 0 momento ndo houve nenhuma
discrepancia nos resultados positivos para a mutacdo R337H no TP53 obtidos na
primeira amostra (enviada pela maternidade) e na segunda amostra coletada da
crianga e dos pais por ocasido da consulta para confirmac¢do do resultado positivo
para a mutacdo. Cada resultado positivo para a mutacao é testado por pelo menos

quatro vezes para entdo ser divulgado a familia, o que minimiza qualquer
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interferéncia técnica neste processo analitico. Um resultado falso negativo é possivel
de acontecer, com uma probabilidade maior do que para resultado falso positivo e
como nos demais tipos de triagem neonatal, € uma situagdo que pode ser bastante
remota quando sdo adotadas medidas preventivas para se reduzirem os riscos de
falhas nos ensaios. Uma grande vantagem do teste neste estudo que utiliza uma
quantidade muito pequena de DNA em relacdo aos demais tipos de testes de
triagem neonatal é ndo depender da integridade de moléculas extremamente
sensiveis a degradacgao devido a mudanca de temperatura. Por exemplo, no caso do
horménio TSH no hipotireoidismo congénito, uma demora de algumas horas entre a
coleta da amostra e o teste pode gerar um resultado falso negativo. Analisando-se o
DNA do individuo, este tempo pode ser de varios meses sem haver
comprometimento do teste. Um resultado falso-negativo para a mutacdo em um RN
qgue posteriormente venha a desenvolver o TCA € uma situagdo de controle mais
dificil, pois a grande maioria dos resultados encontrados para os RNs sdo negativos
para a mutacao e ndo sao repetidos. Por outro lado, a possibilidade de aparecimento
de um TCA em uma crianca do Estado do Parana com resultado falso negativo para
mutacdo R337H no TP53 é bastante remota, haja vista que mais de 90% dos
portadores da mutacdo nao desenvolvem o TCA.

Sendo a prevaléncia de R337H no Parand de 2,12/1000 RN em 30.098
testes realizados e extrapolando-se esta prevaléncia para os 10 milhdes de
habitantes do Estado, a estimativa do numero aproximado de pessoas
heterozigéticas para o gene com esta mutacao poderia ser obtida a partir da fémula
de Hardy e Weinberg (APUD BEIGUELMAN, 1977) para populagdes em equilibrio
(P? + 2pq + g° = 1, onde “p® é freqiiéncia do alelo dominante (normal) e “g®” a
freqUéncia do alelo TP53 R337H, 2pq = freqléncia de heterozigotos, sendop = 1 —
g). Assim, a estimativa aproximada do numero de individuos heterozigotos no
Parana (2pq) € 2x0,9979x0,0021xpopulacdo do Parana (10.000.000) = 41.000
individuos. A Unica maneira de oferecer aconselhamento para estas pessoas seria
por meio do teste no RN, o que facilmente nos levaria aos parentes portadores,
resultando em cerca de 4 a 24 mutacdes por familia, dependendo do tamanho de
cada familia (baseado em estimativa anterior, segundo FIGUEIREDO et al., 2006B).
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7  CONCLUSOES

1.

3.

Existe uma prevaléncia muito elevada para a mutacao R337H no TP53 no
Parana, a qual tem uma tendéncia a ser homogénea e em torno de 2,2 -
2,5/1000. As regionais com prevaléncia acima da regional metropolitana
de Curitiba, ou acima da média para o estado, podem se manter elevadas

ou reduzir com o aumento do nimero de amostras analisadas.

Nao existe evidéncia de mutagdo de novo nos recém-nascidos avaliados.

A distribuigdo da prevaléncia do alelo TP53 R337H por regional de saude
€ homogénea quando comparada a prevaléncia média obtida para todo o
Estado do Parana.

O percentual de distribuicdo do alelo TP53 R337H nos grupos étnicos
mostrou uma predominancia em individuos de pele branca, com relativa
homogeneidade entre os grupos étnicos mencionados e com auséncia do

alelo em inividuos japoneses, chineses ou outra etnia oriental.

8 PERSPECTIVAS

1.

Com este mapeamento tornam-se possiveis estudos moleculares e

epidemiol6gicos que irdo esclarecer a penetrancia para o TCA e outros
tipos de cancer. Conhecendo-se os portadores, sera possivel dar um
atendimento sistematico para os RNs e adultos com a mutacao, sobretudo

no que diz respeito ao tratamento precoce e curativo do TCA.

Ainda fica como desdobramento deste projeto a investigacdo sobre a
participacdo ambiental na origem da mutacdo (mesmo n&o existindo
mutacdo de novo até o presente) e/ou na formagdo do TCA e outras

formas de cancer.
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- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consentlmento para aoompanhamento de seu(sua) filho(a) por um medlco com suporte da
equipe do projeto abaixo:

“VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA N 0 PARANA' GENOTIPAGEM, REDE

EWI’DRMA’]M&DAE ENCJWHMAWIEINT(}S PARA UM CANCER PEBIATRICO

HE‘REIII‘]MMD QUE AUMENTA PROGRESSIVAMENTE NESTE ESTADD
(tumor de cortex adrenal)” !

TPl comsulzda v maemidade ¢ concordel em submeter meu(minha) filhola) a um exame para

wverificar se ek‘(n) € portador(a) de unm alteragio no DNA, chamada mutaghn, que pode ser rspongivel -

pelo apse ‘t%mmmpa&znmmrloqwﬂw»mmglanduhﬁfdmlﬁs{&mmmmmm)
pnnupah\mmﬂmmmmmnuwmih#mm

En ja conversel com o coordenador desta pesquisa pfch:) tclﬁinnc @ pude ouvir fodys s %:‘cphwy()m,
- sobre o gque significa uma erianga fer resultado positivo para exse feste. Aceitzi reecher MARTES

‘e\",ptrcmynes por mem de materal unpmmo (uma cartilha) © fudiv-visual (um vidzo), além da
gonvarsa vom o médico indisudo qwm‘n meu(minha) filha(a). Neste presente termio, cu estou sendo
consultada para decidic e -ucwito que mgn{minha) ﬁlhq(a) seja submetido@@) wo wm

acompantamento pelo médico apresentado na cartilha anexa, com suporte de menbios da equipe
ihste projio,

Foi explicado a mim, pulo whifone e por meio da curdilha-e do video, queo risco de meua(minka) -

filhei(a) apreseniar o umor na glindula adrenal ¢ em tomo de 10% e que - se isso avonteder - £ mais

provavel e sep nos: prmuzum# anos de idade, Foi eselarecido também gue o objetivo da: eqmpe 6 -
ofrever a@) meu(minha) filho() a upmrtumdmﬁ: de que; ciso s desenvalvn, esse tumor ETTE
dingnosticado precocements = retitado, 0 mats breve: posswal atraves de umia cirurzin com grands -

chance de oura. Fol explicado e a squips desta pusquiza nio pode impedir o aparscimento do
ciinger, mas que, com certeza ol proporcionard umm chanve de quase 100% de vura, sendo
TRCRsSaTio ;wm'a S50 U mmt(uxnuha) ﬁ!im(a) pm'txm;m rﬂgularmr:mc deste pmgrwm de pmu;ﬁn

' Qmus os riscos deste mnmnnhmnenm”

" Bstou ciente de e, dmanm acoleta de e para dosagem de lmmmum (;nmhmcm pelo furor), minha
eriaga poden = quenarde dor em rzio da picada da agalha. Sei que i i pequena chance de que la

i ﬁkmm&bmmnmqumj&mhwm'mnpmmmmwmmvmbcaldnm@dwgﬁo&amﬁm Além disso,
et nﬁm&mpmm“mmmmcmagmmﬂmwmm i emn‘mg,ulanmﬂm ;

sendo examinada pelo médico = rcahzamb drsagms hormonas e TRANES, ﬁiy e (wg;mﬁn)

Quenutras nps;iiﬁs exmtﬂm”
Possouseolter o purtiopar deste sudo.

Oy 50 sabe sobre informacio nova? .

. Foiawisdo a mim que el mﬁnmmia a Eﬁgf:tti)ifﬁ qm!qm:r mformagio 1wova’ ohtida durante © eurso deste
wompmhamento s (e, 2as0 sja de minha vontads, posso saber quardo & como obfer nformidis sobre est

 prequisa, entrando emcontato como Dr, Bonald Lammkmnm Ek:hgmmdo pekz) teilerfore: (DX ) 36362 ¢4,
\Q.\-'—“ ,’ —

Renato Tambara F dho A
nordenador do Comith s Eticaom Feiquina
oo Seres Husanas do Hospital de Clinicas-FeR
CRH 3369 ~ Harviaita 122475
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O que dizer sobre confidencialidade?

Fui mformada de que a identidade de minha crianga serd codificada e de que o codigo € o resultado dos exames
serdo armazenados separadamente em arquivos diferentes. Tenho conhecimento de que as informacdes
codificadas serdo guardadas no CEGEMPAC de Curitiba, sob os cuidados do Dr. Bonald C. Figueiredo, sem
mencao ao nome da minha crianga.

10.

11.

DECLARACAO DE ENTENDIMENTO

Eu I o texto acima e aceito de livre ¢ espontdnea vontade que minha crianga tome parte deste
acompanhamento.

Tive a oportunidade de conversar abertamente com o Dr. Bonald C. Figueiredoe comoDr.
_________________ , médico que ira cuidar de minha crianga cujo teste foi positivo, sobre as
razoes deste estudo e sobre seus riscos.

Estou ciente de que este estudo poderd ter alguns riscos, apontados acima ou outros ainda ndo previstos.
Estou ciente de que posso retirar minha crianga deste estudo quando desejar.

Fui devidamente informada de que nfio havera custos adicionais para que minha crianga participe desta
pesquisa.

Fui informada de que ¢ norma do CEGEMPAC ndo pagar para que qualquer pessoa participe deste estudo
ou de outros estudos realizados por essa institui¢Ao.

Fui informada de que caso venha a acontecer em minha crianga alguma injiiria decorrente da picada
realizada para a coleta de sangue, ela recebera suporte dos médicos desta equipe e terd acesso a um
acompanhamento com psicologos caso seja necessario.

Fui informada de que os dados clinicos da minha crianga niio serfo disponibilizados para qualquer pessoa
que ndo faga parte desta equipe.

Estou ciente de que, quando eu precisar esclarecer mais duvidas a respeito deste estudo ou sobre injiirias que
ocorrerem devido a coleta de sangue, posso entrar em contato com o Dr. Bonald C. Figueiredo através do
telefone (0XX41) 3363 62 64 (CEGEMPAC de Curitiba).

Sei que posso obter mais informagdes sobre meus direitos como participante deste estudo através do
escritorio da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (0XX41 3360 1896 ou 0XX41 3363 2927) e que os direitos de minha crianga como
participante desta pesquisa estardo protegidos como determina a Resolugdo 196/96.

Receberei uma copia deste termo de consentimento.

N—— — )

Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas=UFPR
CRM 3369 - Matrfculz 122475
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Codigo do recém-nascido: R337H em Parentes < 18 anos
Pégina 3 de 3

DECLARACAO DA MAE /DO PAI OU GUARDIAO

Eu li (ou alguém leu para mim) o contetdo deste formulario de consentimento, firi incentivada a fazer perguntas
sobre ele e todas elas foram devidamente respondidas. Eu dou permissdo para que minha crianga faca o

acompanhamento com 0(@) MEACO(@) DI(Q) ....cccccccvcrmnrrvrerrrrrrrrs s , que contara com
o auxilio da equipe deste projeto.

Nome:

Assinatura da mée (ou pai ou guardido) Local e data Hora

Eu li (ou alguém leu para mim) o conteido deste formuldrio e NAO AUTORIZO O
ACOMPANHAMENTO DA MINHA CRIANCA, MAS FUI INFORMADA DE QUE, MESMO ASSIM,
PODEREI PROCURAR AJUDA E ESCLARECIMENTOS DA EQUIPE QUANDO QUISER.

Assinatura da mae (ou pai ou guardigo) Local e data Hora

DECLARACAO DO MEDICO/PESQUISADOR OU DE PESSOA DESIGNADA PELO MEDICO
RESPONSAVEL

Eu, abaixo assinado, certifico que discuti o projeto de pesquisa com ofs) pai(s) da crianga participante. Expliquei
todas as informagBes apresentadas neste termo de consentimento, incluindo sobre os riscos que podem dele
decorrer. Declaro, ainda, que a mée, o pai ou o guardifio, bem como o proprio paciente, foram incentivados a
fazer perguntas sobre este estudo.

Nome:

Meédico(a) designado(a) Local e data Hora
DECLARACAO DA TESTEMUNHA

Eu acompanhei o processo de consentimento informado e certifico que a pesquisa, o teste de DNA, o

acompanhamento proposto para as criangas, os riscos, os beneficios ¢ as opgdes de tratamento foram

apresentadas ao voluntario.

Nome:

Testemunha Local e data Hora

Em caso de perguntas ou emergéncias com referéncia a este protocolo, por favor contatar diretamente:
CEGEMPAC, Rua Agostinho Ledo Junior, 400, Alto da Gléria, Curitiba, PR, 80.060-240, telefone (0XX41)

33636264. \m%__)

Renate Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas-UFPR
CRM 3369 - Hatrfeula 122475
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Codigo do recém-nascido Parentes com < 15 anos
Pagina 1 de 4

Consentimento para teste da mutagdo 7P53 R337H em parentes com menos de 15 anos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA NO PARANA: GENOTIPAGEM, REDE
INFORMATIZADA E ENCAMINHAMENTOS PARA UM CANCER PEDIATRICO
HEREDITARIO QUE AUMENTA PROGRESSIVAMENTE NESTE ESTADO
(tumor de cortex adrenal)”

Eu li a cartilha, assisti ao video ¢ tive a oportunidade de tirar minhas dividas sobre a alteragdo no
DNA encontrada no recém-nascido de minha familia. Fui consultado(a) para realizar um exame de
DNA que ird verificar se meu(minha) filho(a) ¢ portador(a) dessa mesma alteragdo no DNA
(chamada mutagio), a qual pode estar presente ou ndo em varios de meus familiares. Essa mutacdo
é responsavel pelo aparecimento de um tipo de tumor nas das glandulas adrenais que ficam sobre os
rins e ele pode ou ndo se desenvolver em criangas de até 15 anos de idade, sendo mais freqiiente,
entretanto, antes dos 4 anos.

Entendi tudo que foi apresentado sobre este estudo, concordei em fazer o teste na minha crianga ¢ assinel este
fermo consciente de que ainda posso solicitar respostas e esclarecimentos a respeito de possiveis davidas sobre a
presente pesquisa, entrando em contato direto ou por meio do telefone (0XX41) 3363 62 64 com o Dr. Bonald
C. Figueiredo.

Por que este estudo esté sendo realizado?

Sei que a equipe esté tentando descobrir quem sdo € onde moram 0s parentes do recém-nascido que apresentam
a mesma alteragiio encontrada nele. E de meu conhecimento que os familiares portadores da mutagdo receberdo
informacdes, sobre ela, ¢ aconselhamento genético.

Quai é o envolvimento deste estudo?

Estou ciente de que sera coletada, da polpa digital de meu(minha) filho(a), uma gota de sangue e de que essa
amostra de sangue seré utilizada para realizar um teste de DNA que tem como objetivo saber apenas se ele(a)
possui oundo a mutagio.

Entendi que este estudo procura investigar apenas a alteragdo especifica do DNA que causa o tumor ¢ que 0
material da amostra ndo serd utilizado para fazer nenhum outro tipo de teste, referente a outras doengas ou
situagdes clinicas.

Quanto tempo meu(minha) filho(a) ficara neste estudo?

Apds coletar de meu(minha) filho(a) uma tinica gota de sangue, ele(a) ndo precisara realizar outros testes,
ESTOU CIENTE, POREM, DE QUE ELE(A) PODERA SER CONVIDADO(A) A FAZER UM
ACOMPANHAMENTO MEDICO ATE QUE COMPLETE 15 ANOS DE IDADE (sendo de 3/3 meses até
0s 4 anos de idade, de 4/4 meses entre 4 ¢ 8 anos € de 6/6 s dos 8 aos 15 anos de idade), CASO ELE(A)
SEJA PORTADOR DA MUTACAO. C\~%§muf—“\ i)

Renato Tambara Filho

Coordenador do {omitd de Etica em Pesquisa
asit Seres Humanos do Hospital de Clinicas-UFPR
(R 3369 - Matrfcula 122475

90



91

Codigo do recém-nascido R337H em Parentes <15 anos
Péagina 2 de ¢

Quais siio as conseqiiéncias da desisténcia de continuar neste estudo?

Nenhuma. Sei que posso desistir de continuar neste estudo a qualquer momento e, caso resolva participar v
tarde, poderei me submeter ao teste.

Quais os riscos deste estudo?

Estou ciente de que, durante a coleta de sangue, poderei sentir dor devido a picada e de que ha uma pequ
chance de desmaio ou de sangramento no local de introdugdo da lanceta, localizado na polpa digital ou
orelha.

Quais sAo os beneficios deste estudo?

Tenho conhecimento que as informagdes obtidas a partir deste estudo propiciarfio a equipe um mell
eniendimento sobre o tumor que acontece devido aquela mesma alteragdo no DNA ¢ que os resultados pode
auxiliar a compreensao das chances de desenvolvimento desse tumor em algumas criancas. Entendi que, caso
também seja portador da mutago, poderei me beneficiar de um aconselhamento quando tiver meus propr
fithos.

Que outras opcdes existem?
Posso escolher ndo participar deste estudo.
O que se sabe sobre informacio nova?

Sei que tenho o direito de saber sobre os resultados deste estudo e que, se for de minha vontade saber mais so

quando e como obter esses resultados, posso falar diretamente com o coordenador desta pesquisa, Dr. Bon
Cavalcante de Figueiredo, pelo telefone (0XX41) 3363 62 64.

O que dizer sobre confidencialidade?

Tenho conhecimento que o codigo de minha identidade ¢ o resultado do teste serdo armazenados separadame
em arquivos diferentes e que as informagdes codificadas serdo guardadas no CEGEMPAC de Curitiba, sob
cuidados do Dr. Bonald C. Figueiredo.

S

Renato Tambara Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas-UFPR
CRM 3369 - Matricula 122475



Zo6digo do recém-nascido Parentes com <15 anos
Pégina3 de 4

DECLARACAOQ DE ENTENDIMENTO

1. Eulio texto acima e aceito de livre € espontanea vontade tomar parte neste estudo.

Tive a oportunidade de conversar abertamente com o Dr.

duvidas com o coordenador desta pesquisa, Dr. Bonald C. Figueiredo.

[

por se tratar de uma alteragdio no DNA.

3. Fui informado de que é norma do CEGEMPAC néo pagar para qualquer pessoa com o objetivo de que ela

participe deste estudo, bem como de qualquer outro estudo realizado por essa instituigao.

t.  Estou ciente de que eu, meu(minha) filho(a) e meus familiares poderemos receber todo suporte da equipe
desta pesquisa para eventuais problemas relacionados a coleta de sangue e caso se faga necessario o suporte

de profissionais médicos e/ou psicologos.

d

3363 62 64 (CEGEMPAC de Curitiba).

Y

Federal do Parana (0XX41 3360 1896 ou 0XX41 3363 2927).

7. Receberei uma copia deste termo de consentimento.

ambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
=i Seres Humanos do Hespital de Clinicas-UFPR
CRH 3369 - Hatrleula 122475

médico responsavel pelo acompanhamento da primeira cnan(;a de minha familia cujo teste fot posmvo
sobre as razdes deste estudo e em relagdo aos seus riscos. Tive acesso a cartilha (“Cartilha para o
Diagnostico Precoce € Cura do Tumor de Cortex Adrenal de Criangas™) e ao video (sobre "Detecgéo
Precoce e Cura do Tumor de Cortex Adrenal em Criangas"), além da chance de esclarecer todas as minhas

Estou ciente de que este estudo podera ter riscos, como dor provocada pela perfuragio da polpa digital de
meu(minha) filho(a) para coleta de sangue, impacto psicologico ¢ alguma forma de transtorno ou incémodo

Estou ciente de que quando eu precisar esclarecer mais diividas a respeito deste estudo ou sobre injurias de
qualquer natureza posso telefonar para o coordenador, Dr. Bonald C. Figueiredo, através do fone (0XX41)

Sei que poderei obter mais informagdes sobre os meus direitos como participante deste estudo através do
escritorio da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade

92



93

Cddigo do recém-nascido Parentes com < 15 anos
Pagina4 de 4

DECLARACAQ DO PARENTE COM IDADE ABAIXO DE 15 ANOS

Eu 1 (ou alguém leu para mim) o conteudo deste formulario de consentimento e fui incentivado a fazer
perguntas sobre ele. Declaro que todas as minhas perguntas foram devidamente respondidas e que aceito

participar desta pesquisa.

Nome:

Assinatura Local e data Hora

DECLARACAO DO MEDICO/PESQUISADOR OU DE PESSOA DESIGNADA PELO MEDICO
RESPONSAVEL

Eu, abaixo assinado, certifico que discuti o projeto de pesquisa com o guardifo (mie ou pai) até que ndo
houvesse mais dividas.
Nome:

Médico/pesquisador ou designado Local e data Hora
DECLARACAO DA TESTEMUNHA

Eu acompanhei o processo de consentimento informado e certifico que a pesquisa, o teste de DNA, o

acompanhamento proposto para as criangas, o aconselhamento genético para os adultos, os riscos, beneficios e

opgdes de tratamento foram apresentadas ao voluntario.

Nome:

Testemunha Local e data Hora

Parentesco do voluntério com o recém-nascido que teve teste positivo: ( ) Pai; () Mae; () Irmdo; ( ) Irm4;
() Tio; () Tia; () Primo; () Prima; () Avé; () Avd; () OUIO: oo

Observaciio: 0 MENOR s6 devera fazer o teste apenas se ja for confirmado que ele pertence ao lado da familia
de onde vem a alteraggo.

Em caso de perguntas ou emergéncias com referéncia a este protocolo, por favor contatar diretamente:
CEGEMPAC, Rua Agostinho Lefio Juinior, 400, Alto da Gléria, Curitiba, PR, 80.060-240, telefone (0XX41)
336362 64. /;

{oardenador do Comitd de Etica em Pesquisa
i Seres Humanos do Hospital de Clinicas-UFPR
#3369 « Matrfeula 122475



ANEXO 3 -

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARENTES DE 15 A 18 ANOS
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Coédigo do recém-nascido R337H em Parentes < 18 ano
Pagina 2 de ¢

Quais sdo as conseqgiiéncias da desisténcia de continuar neste estudo?

Nenhuma. Sei que posso desistir de continuar neste estudo a qualquer momento e, caso resolva participar i
tarde, poderei me submeter ao teste.

Quais os riscos deste estudo?

Estou ciente de que, durante a coleta de sangue, poderei sentir dor devido a picada e de que ha uma peque
chance de desmaio ou de sangramento no local de introdugfo da lanceta, localizado na polpa digital ou
orelha.

Quais sAo os beneficios deste estudo?

Tenho conhecimento que as informagGes obtidas a partir deste estudo propiciardo a equipe um mell
entendimento sobre o tumor que acontece devido aquela mesma alteragio no DNA e que os resultados pode
auxiliar a compreensdo das chances de desenvolvimento desse tumor em algumas criangas. Entendi que, caso
também seja portador da mutagfo, poderei me beneficiar de um aconselhamento quando tiver meus propr
fithos.

Que outras opgdes existem?

Posso escolher ndo participar deste estudo.

O que se sabe sobre informacio nova?

Sei que tenho o direito de saber sobre os resultados deste estudo e que, se for de minha vontade saber mais so
quando e como obter esses resultados, posso falar diretamente com o coordenador desta pesquisa, Dr. Bon
Cavalcante de Figueiredo, pelo telefone (0XX41) 3363 62 64.

O que dizer sobre confidencialidade?

Tenho conhecimento que o cddigo de minha identidade e o resultado do teste serfio armazenados separadame
em arquivos diferentes e que as informagdes codificadas serfio guardadas no CEGEMPAC de Curitiba, sob

cuidados do Dr. Bonald C. Figueiredo. 7@”__ J
S L =
Renato Tambara Filho

(oordenador do Comité de Etica em Pesquisa
ei Seres Humanos do Hospital de Clinicas-UFPR
CRM 3369 = Matricula 122475
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Cébdigo do recém-nascido R337H em Parentes < 18 anos

1.

Pagina 3 de 4

DECLARACAOQ DE ENTENDIMENTO

Eu li o texto acima e aceito de livre ¢ espontAnea vontade tomar parte neste estudo.

Tive a oportunidade de conversar abertamente com o Dr. ,

médico responsével pelo acompanhamento da primeira crianga de minha familia cujo teste foi positivo, sobre as
razdes deste estudo e em relagdo aos seus riscos. Tive acesso a cartilha (“Cartilha para o Diagnostico
Precoce ¢ Cura do Tumor de Cértex Adrenal de Criangas™) e ao video (sobre "Detecgdo Precoce ¢
Cura do Tumor de Cortex Adrenal em Criangas"), além da chance de esclarecer todas as minhas
duvidas com o coordenador desta pesquisa, Dr. Bonald C. Figueiredo.

2.

Estou ciente de que este estudo poderé ter riscos, como dor provocada pela perfuragdo da mmnha polpa
digital para coleta de sangue, impacto psicoldgico e alguma forma de transtomo ou incomodo por se tratar
de uma alterago no DNA.

Fui informado de que & norma do CEGEMPAC nfio pagar para qualquer pessoa com o objetivo de que ela
participe deste estudo, bem como de qualquer outro estudo realizado por essa institui¢do.

Estou ciente de que eu e meus familiares poderemos receber todo suporte da equipe desta pesquisa para
eventuais problemas relacionados a coleta de sangue em minha polpa digital ¢ caso se faga necessario o
suporte de profissionais médicos e/ou psicologos.

Estou ciente de que quando eu precisar esclarecer mais dividas a respeito deste estudo ou sobre injurias de
qualquer natureza poderei telefonar para o coordenador, Dr. Bonald C. Figueiredo, através do telefone
(0XX41)3363 62 64 (CEGEMPAC de Curitiba).

Sei que poderei obter mais informagdes sobre os meus direitos como participante deste estudo através do
escritério da Comissio de Ftica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (0XX41 3360 1896 ou 0XX41 3363 2927).

Receberei uma copia deste termo de consentimento.

S——F ':::_)\
Renato Tambara Filho
Coordenador do Comitd de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas=UFPR
CRM 3369 - Matricula 122475
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Cédigo do recém-nascido R337H em Parentes < 18 anos
Péagina 4 de 4

DECLARACAO DO PARENTE COM IDADE DE 15 A 18 ANOS

Eu li (ou alguém leu para mim) o conteiido deste formulario de consentimento e firi incentivado a fazer
perguntas em relagfo a ele. Declaro que todas as minhas perguntas foram devidamente respondidas e que aceito

participar desta pesquisa.

Nome:
Assinatura Local ¢ data Hora
DECLARACAO DO MEDICO/PESQUISADOR OU DE PESSOA DESIGNADA PELO MEDICO
RESPONSAVEL
Eu, abaixo assinado, certifico que discuti o projeto de pesquisa com o MENOR acima.
Nome:
Médico/pesquisador ou designado Local e data Hora

DECLARACAO DA TESTEMUNHA
Eu acompanhei o processo de consentimento informado e certifico que a pesquisa, o teste de DNA, o
acompanhamento proposto para as criangas, o aconselhamento genético para os adultos, os riscos, beneficios ¢
opedes de tratamento foram apresentadas ao voluntario.

Nome:

Testemunha Local e data Hora
DECLARACAO DO GUARDIAO (pai ou mée)

Eu acompanhei o processo de consentimento informado e cettifico que a pesquisa, o teste de DNA, o
acompanhamento proposto para as criangas, o aconselhamento genético para os adultos, os riscos, beneficios ¢
opedes de tratamento foram apresentadas a(0) minha (meu) fiha(o).
Nome: () pai, ( )mée;

Assinatura Local e data Hora

Parentesco do voluntério com o recém-nascido que teve teste positivo: () Pai; ( ) Mae; () Imdo; () Irma;
() Tio; ( ) Tia; ( )Primo; ()Prima; () Avd; () AVE; () OUIO! e

Observagiio: 0 MENOR so devera fazer o teste apenas se ja for confirmado que ele pertence ao lado da familia
de onde vem a alteragdo.

Em caso de perguntas ou emergéneias com referéncia a este protocolo, por favor contatar diretamente:
CEGEMPAC, Rua Agostinho Legio Junior, 400, Alto da G 6ria, Curitiba, PR, 80.060-240, telefone (0XX41,

33636264. ~ ami%w/
RehatoTambara Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
am Seres Humanos do Hospital de Clinicas-UFPR
CRM 3369 - Matricula 122475



ANEXO 5 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARENTES MAIORES DE 18 ANOS
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Cédigo do recém-nascido R337H em Parentes > 18 anos
Pagina 1 de 4

Consentimento para teste da mutaglio TPFIR337TH em parentes 2 18 anos. .
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Guais os riscos deste estudo?

Estou ciente de que, durante a coleta de sangue, poderei sentir dor devido a picada e de que ha uma pequena
chance de desmaio ou de sangramento no local de introdugfo da lanceta, localizado na polpa digital ou na
orclha.

Quais sio os beneficios deste estudo?

Tenho conhecimento de que as informagBes obtidas a partir deste estudo propiciario a equipe um melhor
entendimento sobre o tumor que acontece devido aquela mesma alteragio no DNA e que os resuliados poderdo
auxiliar a compreenséo das chances de desenvolvimento desse tumor em algumas criangas. Entendi que, caso eu
também scja portador da mutagfo, poderei me beneficiar de um aconselhamento quando tiver meus proprios
filhos.

Que outras opgdes existem?
Posso escolner ndo participar deste estudo.
O que se sabe sobre informacfo nova?

Sei que tenho o direito de saber sobre os resultados deste estudo e que, se for de minha vontade saber mais sobre
quando e como obter esses resultados, posso falar diretamente com o coordenador desta pesquisa, Dr. Bonald
Cavalcante de Figueiredo, pelo telefone (0XX41) 3363 62 64.

O que dizer sobre confidenciafidade?

Tenho conhecimento que o cddigo de minha identidade ¢ o resultado do teste serfio armazenados separadamente
em arquivos diferentes e que as informagdes codificadas serfio guardadas no CEGEMPAC de Curitiba, sob os
cuidados do Dr. Bonald C. Figueiredo.

\

S e %::'_/

Renato-Tambara Filho
{sordenador do Comité de Etica em Pesquisa
2 Seres Humanos do Hespital de Clinicas=UFPR
CRM 3369 - Matrfcuta 122475
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DECLARACAO DE ENTENDIMENTO
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DECLARACAO DO PARENTE ADULTO
Eu ki (ou alguém leu para mim) o contetdo deste formulario de consentimento ¢ fui incentivado a fazer
perguntas em relagdio a ele. Declaro que todas as minhas perguntas foram devidamente respondidas e que aceito
participar desta pesquisa.

Nome:

Assinatura Local e data Hora

DECLARACAO DO MEDICO/PESQUISADOR OU Da PESSOA DESIGNADA PELO MEDICO
RESPONSAVEL

Eu, abaixo assinado, certifico que discuti o projeto de pesquisa com o adulto acima. Expliquei todas as
informagdes apresentadas neste termo de consentimento, incluindo os riscos de que dele podem decorrer.

Nome:

Médico/pesquisador ou designado Local e data Hora
DECLARACAQ DA TESTEMUNHA

Eu acompanhei o processo de consentimento informado e certifico que a pesquisa, o teste de DNA, o

acompanhamento proposto para as criangas, o aconselhamento genético para os adultos, os riscos, beneficios

opgdes de tratamento foram apresentadas ao voluntério de maior idade.

Nome:

Testemunha Local e data Hora

Parentesco do voluntario com o recém-nascido que teve teste positivo: ( ) Pai; () Mae; () Irmdo; () Irma;
{ ) Tio; ( ) Tia; ( )Primo; ( )Prima; () Avo; () Avb; () Outro: ..o

Observaciio: 0 MENOR s6 devera fazer o teste apenas se ja for confirmado que ele pertence ao lado da familia
de onde vem a alteracao.

Em caso de perguntas ou emergéncias com referéncia a este protocolo, por favor contatar diretamente:
CEGEMPAC, Rua Agostinho Ledo Junior, 400, Alto da Gléria, Curitiba, PR, 80?0-240, telefone (0XX41)
336362 64.

< i e

Renate-Tambara Filho
{oordenador do Comité de Etica em Pesquisa
oin Seres Humanas do Hospital de Clinicas-UFPR

[RM 3369 - Hatrfcula 122475
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Necional de Satde
Comisslio Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP

PARECER N° 1557/2005

Regisiro CONEP: 11859 (Eate n* deve ser aitado nas corres pondhnis @ =ereniss & este projeto)

CAAE — 0023.0.208.000-05 Proceseo n” 25000.056983/2005-82
Frojeto de Pesquisa: “Vighancia epidemioibgica na Farans gencipagem. rede
informatizada & encaminhamemos para um cancer pediatnico neiedianc que aumsanta
progressivamente nesle Estado”,

Pesquisador Responsavel: Dr Bonald Cavalcanie de Figuer 2o

Instituigéo: Hospital de Clinicas/Universidade Federai (o Parans

Area Tematica Especial: Gendtica humana.

Ac se proceder a andhise do projelo de pesquiss 0 Guesian om r8sposla ao
Parecer CONEP n® 1162/2005, cabem as seguintss considarag.

a) O pesqusador respondeu  satisfatoriaments  as  pendéncss relotivas a
adequacdes nos Termos de Consentimento Livie & tsolaisado ¢ moaificagdes
N Corpo do texto conforme solicitado

by As informagdes enviadas alendem aos aspegtos fulua
196/98 sobre diretrizes & normas reguilameniadorus de oo
saras NUManos.

c) O projsto foi aprovadgo pelo Comité de Etca em Posguiva da Mstituicao
supracitada,

15 oa Res. CNS
«nvolvendo

oyt

Diante do exposto, a Comissdo Naclonal de Etica emt Pesquisa — CONEP,
de acordo com as atribuigbes definidas na Res, CNE 188/U5, manitesta-se pala
aprovagio do projeto de pesquisa proposto,

Situagao: Protocolo aprovado

Brasilia, 6 de setermnbro de 2005

A i

WILLIAM SAAD HOSSNE -
Coordenador da CONEP/CNS 5
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% HOSPITAL DE CLINICAS
B @@ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA DIRETORIA DE CORPO cLiNICO

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO HC/UFPR

PARECER CEP

Protocolo: CEP-HC/UFPR 997.036/2005-02 CAAE: 0023.0.208.000-05

Projeto de Pesquisa: “VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA NO PARANA: GENOTIPAGEM, REDE
INFORMATIZADA E ENCAMINHAMENTOS PARA UM CANCER PEDIATRICO HEREDITARIO QUE
AUMENTA PROGRESSIVAMENTE NESTE ESTADO (TUMOR DE CORTEX ADRENAL)"

Pesquisador: Dr. Bonald Cavalcante de Figueiredo

Instituigao: Hospital de Clinicas da UFPR ‘

Area Tematica Especial: Genética Humana.

Ao proceder a analise do projeto de pesquisa em questdo, em resposta ao
Parecer CONEP n° 1162/20605, comunicamos que as respostas apresentadas foram
analisadas e encontram-se atendidas de forma objetiva. O investigador concorda com
todas as alteragées no TCLE enviando uma nova versio para analise a qual foi
aprovada por este CEP.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CER; ide
acordo com as atribuicbes definidas na Res. 196/96, manifesta-se pela aprovagéo do projeto
proposto, recomendando que 0 investigador aguarde o parecer final da CONEP para inicio
da pesquisa no Centro.

Parecer do CEP: Aprovado

Curitiba, 10 de agosto de 2005. /
PROF. DR/F&VlO,pE QUElRO ELleS FILHO

Vice-Coord dor;/t'io Comité de Eti 3

em Seres H mayo’s do Hos?ita e

Renato Tambara Filho
~rnrdanadar dn Camitd de Ftica em Pesauisa
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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