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RESUMO

Introdugao: A relacdo das variantes genéticas patogénicas com as manifestages
fenotipicas ainda é, em muitos aspectos, desconhecida no que se refere a
neurofibromatose. Nesse contexto, a analise dessas variantes & extremamente
relevante, pois se constitui alicerce fundamental para a compreensao e manejo da
doenca. Objetivo: Descrever e relatar as variantes patogénicas germinativas de NF1
e NF2 associadas a neurofibromatose na Bahia. Metodologia: Trata-se de estudo
observacional, tipo corte transversal, de carater descritivo. A amostra estudada se
baseia nos dados genéticos obtidos de painel de sequenciamento de 37 genes
associados a canceres hereditarios oriundos de 3.100 probandos encaminhados para
este teste genético apds serem triados por seus médicos assistentes. Foram
selecionadas as caracteristicas principais das variantes patogénicas e provavelmente
patogénicasencontradas no periodo de agosto de 2017 a maio de 2023 em laboratorio
privado de médio porte em Salvador/Bahia. Os dados extraidos foram sequenciados
a partir da técnica de Sequenciamento de Nova Geragao- NGS, pelo exame de painel
de risco hereditario de céncer, englobando 37 genes, incluindo NF1 e NF2.
Posteriormente, armazenados em banco de dados do sofftware SOPHIA DDM, sendo
analisados. Resultados: Dentre os 3100 individuos, foram identificadas variantes
patogénicas em heterozigose nos genes NF1 ou NF2 em 19 (0,6%), sendo 18
relacionados com NF1 e apenas um com NF2. Foram encontradas 14 variantes
distintas de NF1, sendo a variante ¢.5425C>T a de maior prevaléncia (3 individuos).
Em NF2, foiidentificadaapenasavariante c.829del, nuncadescrita naliteratura. Além
disso, foram encontrados 4 pacientes com variantes patogénicas novas no gene NF1.
Conclusao: O estudo constatou a frequéncia amostral de NF1 de 1:172 probandos,
sendo sua prevaléncia variando de 1:2000-3.500 habitantes, dependendo da
populacdo estudada. Além disso, a frequéncia amostral de NF2 foi de 1:3100
probandos, sendo sua prevaléncia mundial estimada em 1:50.000 individuos. Essas
prevaléncias encontradas estao dissociadas da realidade mundial, pois a amostra foi
selecionada por uma equipe de médicos especialistas que encaminharam apenas os
pacientes com forte suspeita clinica para testagem genética. Com isso, faz-se
necessario realizar novos estudos para ampliar a amostra e associa-la a variaveis
clinicas, a fim de detectar possiveis fatores preditores de prognéstico e resposta
terapéutica.

Palavras-Chave: Neurofibromatose; Variantes genéticas; gene NF1 e NF2.



ABSTRACT

Introduction: The correlation between pathogenic genetic variants and phenotypic
manifestations remains largely unknown as it relates to neurofibromatosis. Objective:
In order to elucidate the correlation in question, this study analyses and describes the
pathogenic variants associated with neurofibromatosis in Bahia. Methodology: This
is an analytical cross-sectional observational study of a descriptive nature. The sample
studied is based on genetic data obtained from a sequencing panel of 37 genes
associated with hereditary cancers from 3,100 probands referred for this genetic test
after being screened by their attending physicians. The main characteristics of the
pathogenic and probably pathogenic variants found between August 2017 and May
2023 in a medium-sized private laboratory in Salvador/Bahia were selected for
analysis. The extracted data were sequenced using Next-Generation Sequencing
(NGS) through a hereditary cancerrisk panel, encompassing 37 genes, including NF1
and NF2. Subsequently, the data were stored in the SOPHIA DDM software database
for analysis. Results: Among the 3,100 individuals, pathogenic variants in
heterozygosity in the NF1 or NF2 genes were identified in 19 (0.6%), of which 18 were
related to NF1 and only one to NF2. Fourteen different NF1 variants were found, with
the ¢.5425C>T variant having the highest prevalence (3 individuals). In NF2, only the
c.829del variant was identified, which had not previously been described in the
literature. Furthermore, fourindividuals were identified with new pathogenic variants in
the NF1 gene. Conclusion: The study identified a sample frequency of NF1 of 1:172
in the population of the state of Bahia referred for the cancer gene panel, while the
population frequency of NF1 is 1:2000-5000 live births. Additionally, the sample
frequency of NF2 was 1:3100 probands, while the population frequency of NF2 is
1:28,000 live births. These prevalence rates are not consistent with those observed
globally, as the sample was selected by a panel of specialist physicians. Further
studies are necessary to expand the sample, associate it with clinical variables, and
attempt to detect possible predictors of prognosis and therapeutic respon se.

Keywords: Neurofibromatosis; pathogenic variants; gene NF71 and NF2.
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1 INTRODUGAO

A neurofibromatose € um grupo heterogéneo de sindromes cancerigenas hereditarias
que nao tem predilegdo por sexo bioldgico ou raga. Tal doenca possui dois tipos
principais, sendo a forma mais comum a neurofibromatose tipo 1 seguida pela
neurofibromatose tipo 2." A neurofiboromatose 1 € uma desordem de carater
multissistémico de padrao autossémico dominante, com acometimento do sistema
nervoso central e/ou periférico, causando alteragées dermatoldgicas caracteristicas
como as maculas café com leite e nédulos de lisch. 22 Ela é causada por variantes
patogénicas na linhagem germinativa do gene NF1 localizado no cromossomo

17q11.2 e possui penetrancia aproximadamente completa.

A sua incidéncia varia de 1:2000-3.500 habitantes a depender da populagdo
estudada.*® Além disso, o gene NF1 é a um gene supressor de tumor que codificaa
neurofibromina, um regulador negativo da via RAS/MAPK, desse modo, sendo
considerada uma RASopatia — doengas do desenvolvimento causadas por mutagdes

em genes que controlam a transdugéo de sinal .

A neurofibromatose tipo 2 (NF2) é caracterizada por schwannomas vestibulares
bilaterais com padrdo autossémico dominante.” Além disso, cursa com lesbes
multiplas e progressivas, causando alteragdes oftalmoldgicas, cutdneas e do sistema
nervoso. Ela é causada por variantes patogénicas na linhagem germinativa do gene
NF2, localizado no cromossomo 22q, a frequéncia de NF2 é de 1:28.000 nascidos

vivos.8 A prevaléncia mundial estimada de NF2 é de 1:50.000. °1°

Nesse contexto, a analise das variantes genéticas patogénicas € extremamente
relevante, pois constitui-se como alicerce fundamental para a compreensao e manejo

de doencas como a neurofibromatose.

Assim, o constructo deste estudo vem definir e relatar as variantes patogénicas
germinativas encontradas na populagéo baiana. Diante disso, pesquisas, como esta,
sao indispensaveis para impulsionar os avang¢os académicos, com o objetivo de
alcangaruma compreensao mais aprofundada das doengas genéticas, regionalizando
o conhecimento adquirido. Com esse entendimento, esse estudo foi guiado pela
seguinte questdo de pesquisa: “Quais sdo as variantes genéticas germinativas
patogénicas nos genes NF1 e NF2 associadas a neurofibromatose, mais prevalentes

na Bahia?”



2 OBJETIVO

Descrever e relatar as variantes patogénicas germinativas de NF1 e NF2 associadas

a neurofibromatose na Bahia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas Clinicas Da Neurofibromatose

3.1.1 Neurofibromatose tipo 1
A neurofibromatose 1 (NF1) € uma doenga multissistémica de amplo espectro. Diante
disso, individuos que possuam a mesma variante podem diferir fenotipicamente em

progressao e gravidade, mesmo sendo membros da mesma familia afetados.!'-13

Tabela 1- Frequéncia das caracteristicas selecionadas na Neurofibromatose 1.

Recurso % de pessoas com caracteristica
café-au-lait macu/esl, (Maculas café com >99%
leite)
Neurofibromas cutaneos 99%
Anormalidades coroidais 82%-98%
Nodulos de Lisch >95%
Sardas intertriginosas 85%
Problemas de comportamento 30%-67%
Dificuldades de aprendizagem 50%-60%
Neurofibroma(s) plexiforme (s) ~30%

Fonte: Tabela adaptada do GeneReviews.?2

3.1.2 Neurofibromatose tipo 2
Detalhes dos achados clinicos tipicos na NF2

3.1.2.1Schwannoma vestibular

Os Schwannomas s&o tumores benignos que se desenvolvem nas células de
Schwann, presentes nas bainhas dos nervos periféricos. Os sintomas iniciais da
presenca desses tumores incluem zumbido, perda auditiva e disfungao do equilibrio.
O inicio da deficiéncia € geralmente insidioso, embora ocasionalmente a perda

auditiva possa ocorrer repentinamente.

Com o tempo, os tumores vestibulares se estendem medialmente para o angulo
pontino cerebelare, se nao forem tratados, causam compresséo do tronco cerebral e
hidrocefalia. Schwannomas também podem se desenvolver em outros nervos
cranianos e periféricos, com os nervos sensoriais sendo afetados com mais frequéncia
do que os nervos motores.
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Criangase adultos jovens com um schwannoma vestibularou de outro nervo craniano
aparentemente isolado deve ser considerado em risco de NF2 “de novo” e

frequentemente em mosaico.'

3.1.2.2 Tumores espinhais

Os tumores espinhais, também chamados de Ependiomas, acometem pelo menos
dois tercos dos individuos com NF2.'®> Os tumores espinhais mais comuns sdo os
schwannomas, que geralmente se originam dentro do canal intravertebral na raiz
dorsal e se estendem medial e lateralmente, assumindo a forma de um "haltere".
Tumores intramedulares da medula espinhal, como astrocitoma e ependimoma,
ocorrem em 5% a 33% dos individuos com NF2. A maioria das pessoas com
envolvimento da medula espinhal tem tumores multiplos. Embora tumores multiplos
estejam frequentemente presentes em estudos de imagem, eles permanecem

assintomaticos em muitos individuos.

3.1.2.3 Meningioma

Aproximadamente metade dos individuos com NF2 tém meningiomas em estudos
transversais.'® No entanto, o risco ao longo da vida pode se aproximar de 80%.17 A
maioria € intracraniana, embora ocorram meningiomas espinhais. Os
meningiomas NF2 tendem a ocorrer com menos frequéncia na base do cranio do que
supratentorialmente e geralmente sdo da variedade fibroblastica.'®19Os meningiomas
na orbita podem comprimir o nervo optico e resultarem perda visual. Aquelesnabase
do cranio podem causar neuropatia craniana, compressdo do tronco encefalico e
hidrocefalia.

Tabela 2- Frequéncia das caracteristicas selecionadas na Neurofibromatose 2.

Recurso % de pessoas com caracteristica 1
Schwannomas vestibulares bilaterais 88%
Meningioma 48%
Ependimoma 25%

Fonte: GeneReviews.8

3.2 Patogénese molecular
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3.2.1 Neurofibromatose tipo 1

O NF1 codifica a neurofibromina, que ativa a “ras GTPase”, controlando assim a
proliferagdo celular e agindo como um supressor de tumor. 202" A neurofibromina
também tem outras fung¢des, incluindo envolvimento na diviséo de células somaticas

e regulagdo da atividade da "adenilil-ciclase” e geragdo de AMP ciclico intracelular.22

NF1éum gene grande, e mais de 3.000 variantes causadoras de doencas diferentes
ja foram descritas. 23 Muitas variantes patogénicas foram observadas repetidamente,
mas nenhuma foi encontrada em mais do que uma proporcdo muito pequena de
familias estudadas. A maioria das variantes causadoras de doencas sao novas, e
cerca de metade séo “de novo”, ou seja, que surgiu emum individuo pela primeira vez
sem associagdo com hereditariedade. 23 A maioria das variantes patogénicas da linha
germinativa no NF1 descritas parecem causartruncamento grave do produto do gene,

frequentemente alterando o splicing do mRNA. 23
Mecanismo de patogénese: Perda de fungéo. 2

3.2.2 Neurofibromatose tipo 2

NF2 codifica uma grande proteina contendo dominios FERM (proteina 4.1, ezrina,
radixina, moesina) conhecidos como merlin (paraproteina semelhante a
moesina - e zrina - radixina). Embora a funcdo completa da merlin permanecga
indefinida, estudos sugerem que a merlin coordena a sinalizagao do receptor do fator
de crescimento e a adeséo celular. O uso variado dessa atividade organizadora por
diferentes tipos de células pode fornecer uma explicagao para o espectro unico de
tumores associados a deficiéncia de merlin em mamiferos.?* No entanto, os
mecanismos pelos quais variantes patogénicas naNF2causam doencas
permanecem obscuros devido em parte as suas multiplas fungdes no controle de
varias vias de sinalizagao, incluindo PI3K-AKT, RAC-PAK e EGFR-RAS-ERK. Mais
recentemente, um papel critico na via Hippo mediada pela supressao de Yap e Taz
também foi demonstrado.?®

Merlin anormal é causado por variantes patogénicas NF2 somaticas ou
constitucionais. Acredita-se que a decadéncia mediada por nonsense pode ser

responsavel pela falta de produto identificavel da maioria dos tipos de variantes; no



13

entanto, isso nao explica por que os fendtipos sdo mais severos para esses tipos de

variantes em comparagéo com as delegdes de genes inteiros.2®
Mecanismo de patogénese: Perda de fungao.?

No tocante a Cancere tumores benignos, ttm-se que tumores esporadicos (incluindo
schwannomas e meningiomas em qualquerlocal) que ocorrem como tumores unicos,
na auséncia de quaisquer outros achados de schwannomatose relacionada a NF2,
frequentemente contém uma variante patogénica somatica em NF2que n&o esta
presente na linha germinativa. Nessas circunstancias, a predisposicdo a esses

tumores ndo é hereditaria.2®

3.3 Classificagao das variantes

O Projeto Genoma Humano foi um projeto de pesquisa cientifica internacional
colaborativo que determinou os pares de bases que compdem o DNA humano, sendo
capaz de identificar,mapear e sequenciartodos os genesdo genoma humano.Diante
dessa descoberta, comparando o genoma de umindividuo com o genoma referéncia
€ possivel identificarvariantes, ou seja, diferengasque sdo encontradasna sequéncia
do DNA. %7

As variantes podem ser classificadas em 4 tipos, considerando a base para
polimorfismos: Polimorfismos de nucleotideo unico, Insercao/delegdes (indels),
variantes no numero de copias e Inversoes. 28 Assim como, podem ser classificadas
em relacao a patogenicidade de acordo com o American College of Medical Genetics
and Genomics (ACGM) em 5 categorias: benignas (que definitivamente ndo causam
doencgas), provavelmente benignas (que provavelmente ndo causam doencas), de
significado incerto (que tem efeito desconhecido at¢é o momento), provavelmente
patogénicas (que provavelmente causam doenga) e patogénicas (que definitivamente

causam doengas).2

3.4 Diagnéstico

3.4.1 Neurofibromatose tipo 1
O diagndstico de Neurofibromatose tipo 1 € estabelecido em um probando, ou seja,
individuoqueiniciou ainvestigacdodiagnostica, com duas ou mais das caracteristicas

descritas na literatura como critérios diagndsticos sugestivos dessa comorbidade.30
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Dentre as caracteristicas clinicas estao:

o Seis ou mais Café-au-lait macules (CALMs) >5 mm no maior didmetro em
individuos pré-puberes e >15 mm no maior didametro em individuos pos-puberes

« Sardas nas regides axilares ou inguinais

o Dois ou mais neurofibromas de qualquer tipo ou um neurofibroma plexiforme

o Glioma da via 6ptica

o Dois ou mais nddulos de Lisch identificados porexame com lampada de fenda ou
duasou mais anormalidades coroidais (nédulos brilhantes e irregulares obtidos por
tomografia de coeréncia 6ptica/imagem de refletdncia no infravermelho préximo)

« Uma lesdo Ossea caracteristica, como displasia esfenoidal, arqueamento
anterolateral da tibia ou pseudoartrose de um osso longo

« Umdos pais que preencham os critérios de diagnostico para NF1

o Uma variante patogénica da linha germinativa NF1

3.4.2 Neurofibromatose tipo 2
O diagndstico de Neurofibromatose tipo 2 pode ser estabelecido em um probando

com um dos seguintes: 8

o Schwannomas vestibulares bilaterais

« Uma variante patogénica NF2 idéntica em dois ou mais tumores anatomicamente
distintos relacionados a NF2 (schwannoma, meningioma e/ou ependimoma)

Nota: Se a fragdo do alelo variante (VAF) em um tecido n&o afetado (por exemplo,

sangue) for claramente <50%, o diagndstico € NF2 mosaico.

o Dois critérios principais

e Umcritério principal e dois critérios secundarios

Critérios principais

e Schwannoma vestibular unilateral

e Um parente de primeiro grau que nao seja um irmao com NF2

o Dois ou mais meningiomas

o Variante patogénica NF2 em um tecido ndo afetado (por exemplo, sangue)

Nota: Se o VAF for claramente <50%, o diagndstico € NF2 mosaico.

Critérios menores

o Ependimoma, schwannoma (nao vestibular)

Nota: Dois ependimomas ou dois schwannomas néo vestibulares contam como dois

critérios menores.
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e« Umunico meningioma

Nota: Dois meningiomas contam como critério principal.

o Catarata subcapsular ou cortical juvenil, hamartoma retiniano, membrana
epirretiniana em pessoa com idade <40 anos

Nota: Cada manifestacédo ocular que ocorre bilateralmente conta apenas como um

critério menor.8

3.5 Penetrancia

A penetrancia é definida como a proporcgéo de individuos portadores de uma variante
genética que apresentam o fenétipo associado. Considera-se penetrancia completa
quando todos os portadores expressam o fenotipo relacionado, enquanto a
penetrancia incompleta ocorre quando apenas parte dos individuos manifesta o

fenotipo, permanecendo os demais assintomaticos. 28

Diante desse contexto, estudos de linhagem demonstram que a penetranciado NF1
€ quase completa apds a infancia.3! Entretanto, testes moleculares documentaram
penetrancia incompleta de variantes patogénicas do NF1 em uma parcela da
populacao do estudo.32

A penetrancia de NF2 é proxima de 100%. Diante disso, praticamente todos os
individuos que tém uma variante patogénica da linha germinativa desenvolvem a

doencga ao longo da vida.8

3.6 Incidéncia

Dados epidemiolégicos acerca da incidéncia e prevaléncia da doenga séao
extremamente dificeis de estarem registrados na comunidade académica. Diante
disso, considerando estudos de relevancia internacional a incidéncia estimada de
Neurofibromatose tipo 1 € de 1:2000-3.500 nascidos vivos a dependerda populacdo
estudada.*® Aincidéncia estimada de Neurofibromatose tipo 2 € de 1:28.000 nascidos

vivos na populagdo mundial.33:34
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho De Estudo

Trata-se de um estudo observacional tipo Corte transversal de carater descritivo que
faz parte de umprojeto guarda-chuvaque avalia pessoas com caracteristicas tumorais
e as variantes germinativas de pacientes com cancer hereditario na Bahia. O projeto
reune uma amostra de individuos que realizaram painel genético para avaliagao

genética germinativa devido a alta suspeita de neurofibromatose.

4.2 Local e periodo

O estudo foi realizado em um laboratério privado na cidade de Salvador/BA, de porte
meédio e nivel regional, que realizou o painel genético nesses pacientes, no periodo
de agosto de 2017 a fevereiro de 2023.

4.3 Populagao do estudo

A populacdo do estudo baseia-se em individuos com suspeita previamente
relacionada de forma consistente a doenca neurofibromatose que realizaram painel
genético para cancer hereditario (sequenciamento de nova geragao de 37 genes,
mediante preenchimento de protocolo clinico e assinatura do termo de consentimento
informado utilizado para fins laboratoriais) no periodo de agosto de 2017 a maio de
2023.

4.3.1 Critérios de Elegibilidade

Os critérios de inclusdo sao baseados em individuos sem idade ou sexo bioldgico
predefinido que possuam suspeita diagnostica de neurofibromatose de acordo com O
Instituto Nacional de Disturbios Neuroldgicos e Derrame (National Institute of
Neurological Disorders and Stroke-NINDS).

Os critérios de exclusao sdo baseados em individuos com mutacdo familiar ja

identificada.

4.4 Instrumentos de coleta e fonte de dados

O banco de dados foi utilizado a partir do software SOPHIA DDM™, de posse do
laboratério privado que cedeu os dados, o que tornou dispensavel a realizagao de
formulario para coleta de dados. O uso desse software facilitou a coleta das variaveis
empregadas no estudo sem acesso a identificagdo dos individuos participantes da

pesquisa. Diante disso, foi possivel acesso a apenas especificidades acerca do
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sequenciamento dos genes analisados, visando interpretacdo melhor das variantes
genéticas. Os dados obtidos foram analisados em laboratério privado, o qual realizou
o painel genético durante o periodo supracitado.

4.5 Materiais

4.5.1 Tamanho e selecdo amostral

A amostra dos individuos foi coligida a partir do processo de amostragem por
conveniéncia. Nesse sentido, as pessoas que foram selecionadas para participacao
na pesquisa obedecem ao critério de pertencimento ao grupo de pessoas com
variantes patogénicas nos genes NF1e NF2. Essa amostra foi obtida no periodo de e
agosto de 2017 a maio de 2023 e o tamanho amostral se refere a esses individuos

que consentiram em participar da pesquisa.

4.5.2 Variaveis

e Gene: categodrica, politbmica.

e Variante genética: categodrica, politbmica.

o Classificagdo da variante: categorica, politbmica.

e Variante conhecida: dicotdbmica

4.5.3 Sequenciamento e analise das variantes

Inicialmente, houve a coleta do sangue periférico de todos os participantes da
pesquisa, sendo extraido apenas o DNA gendmico utilizando QIASymphony-
tecnologia de particulas magnéticas que realiza o isolamento e purificacdo
automatizada de ADN de amostras bioldgicas- conforme protocolo preestabelecido
pelo proprio fabricante, sendo o critério de qualidade o parametro minimo de 50x de
profundidade em todas as regides génicas analisadas.

A biblioteca de DNA é preparada utilizando-se o kit comercial da ThermoFischer™ de
PCR multiplex e submetida a sequenciamento de segunda geragéo (lon S5).
Sequenciamento Sanger é utilizado posteriormente, caso a cobertura de 100% né&o
seja atingida pela técnica anterior. O resultado é uma cobertura de 100% das bases
com profundidade acima de 50x nos exéns e minimo de 5pb de regido intronica
adjacente. As leituras paired-end de 250pb sao alinhadas contra o genoma de
referénciaUCSC (hg19) e processadas em dois pipelines de bioinformatica validados.
As variantes detectadas sao classificadas como Patogénicas, Provavelmente
Patogénicas, Benignas, Provavelmente Benignas e Variantes de Significado Incerto,

de acordo com os critérios do American College of Medical Genetics.?°
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4.6 Plano de analise
Os dados foram armazenados e processados no programa Excel, versdo online
gratuita, apresentado de forma descritiva com numeros absolutos e percentuais,

através de tabelas e graficos

4.7 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)da Escola Bahiana de
Medicina e Saude Publica, através da Plataforma Brasil, sob o CAAE n°
75073223.6.0000.5544, sendo aprovado através do parecer circunstanciado n°
6.459.434. Foram resguardados o sigilo e a confidencialidade das informacoes
individuais coletadas, de acordo com os preceitos da Resolucdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude (MS) e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS,
que estabelecem diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos. Além disso, foi utilizado Termo de Anuénciade Instituicdo Parceira
assinado pelo laboratério privado e Termo de consentimento informado-TCI, sendo
dispensado o uso do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE.
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5 RESULTADOS

A pesquisa em questao abrangeu uma amostra de dados gendmicos de 19 individuos
com diagnosticoou suspeitaclinicade neurofibromatose, submetidos a uma testagem
molecular genética da linhagem germinativa, através do sequenciamento dos genes
NF1e NF2, no periodo de agosto de 2017 a maio de 2023.

Diante disso, visando identificar mutacdes recorrentes que influenciem no tratamento
e no manejo clinico adequado, no presente estudo foram coligidos 16 tipos de
variantes patogénicas, dentre elas 1 variante relacionada a NF2 em um unico

individuo e 15 variantes relacionadas a NF1 em 18 individuos. (Tabela 1)

Tabela 1: Numero de probandos relacionados com as variantes P/PP encontradas
em NF1e NF2na cidade de Salvador, Bahia, 2024.

Gene/Transcrito c.DNA Proteina Probandos
c.1721+3A>G p.(?) 1
c.1885G>A p.(Gly629Arg) 1
c.4402A>G p.(Ser1468Gly) 1
€.2540T>C p.(Leu847Pro) 1
€.2288T>C p.(Leu763Pro) 1
c.5425C>T p.(Arg1809Cys) 3
c.4537C>T p. (Arg1513*) 1
NF1/NM_000267 C.3449C>G p.(Ser1150%) 1
€.7285C>T p. (Arg2429*%) 1
€.7096_7101del p. (Asn2366_Phe2367del) 1
€.6791dupA p. (Tyr2264*) 1*
€.4983dupT p. (Asn1662*) 1*
€.889 889-1dup p. (Lys297Argfs*21) 1
c.172del p. (Leu58Serfs*5) 1
c.4702dupA p. (Thr1568Asnfs*33) o
NF2 / NM_000268 c.829del p. (Asp277llefs*19) 4

Fonte: Dados dos proprios autores.
Legenda: *Individuos com variantes novas - ndo previamente descritas na literatura.

Baseado nesse espago amostral, frente aos individuos com variantes patogénicasem
NF1, constatou-se que dentre as 15 variantesidentificadas, trés nuncaforamdescritas
na literatura académica. Em relagdo ao individuo com variante patogénica em NF2,

esta também nunca foi relatada (c.829del). (Figura 1)

Figura 1: Relacao entre o numero de variantes patogénicas e os genes associados a
neurofibromatose na cidade de Salvador, Bahia, 2024.



20
Fonte: Dados dos proprios autores.
As trés variantes patogénicas novas em NF1 foram encontrados 4 individuos. Dentre

VARIANTES PATOGENICAS CAUSADORAS DE
NEUROFIBROMATOSE

W Variantes patogénicas em NF1 W Variantes patogénicas em NF2

eles, dois apresentavam a mesma variante c.4702dupA e os outros dois possuiam
variantes diferentes ¢.889_889-1dup e ¢.4983dupT. (Figura 2)

Figura 2: Relagcdo entre o numero de variantes patogénicas novas e descritas na
literatura na cidade de Salvador, Bahia, 2024.

Fonte: Dados dos proprios autores.

RELAGAO ENTREAS VARIANTES

MW Variantes novas M Variantes descritas

O estudo constatou,na populagdodo estado da Bahiaencaminhada paraa realizagao
do painel genético de cancer, 16 tipos de variantes patogénicas, sendo que 56,25%
sdo do tipo SNP (9 variantes) e 43,75% sé&o do tipo INDEL (7 variantes).*° A maioria
das variantes ja tinha sido descrita na literatura, o que corresponde a 75% (12
variantes). Além disso, considerando os 18 probandos, 38,9% apresentavam
mutacdes missense, ~27,7% nosense, ~22,2% frameshift, ~5,6% inframe e ~5,6%
intrénica.
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As variantes do tipo missense foram as mais encontradas em NF1, representando
~33,3% delas (5/15 variantes). A substituicao p. Arg1809Cys foi a mais prevalente,
afetando 16,6% dos probandos (3/18 probandos).

A segunda variante mais frequente encontrada em NF1 foi c.4702dupA do tipo
frameshift, nunca descrita na literatura, representando 11,1% dos probandos (2/18
probandos). Essa variante configura uma substituicdo da Treonina na posi¢ao 1568
pela asparagina, resultando em um cédon de parada apds 33 aminoacidos. A Unica
variante encontrada em NF2foi ¢.829del do tipo frameshift, ela gera uma substituicéo
do Acido aspartico na posicéo 277 pelaisoleucina, resultandoemum cédon de parada
apods 19 aminoacidos. Tal variante nao foi relatada na literatura académica, sendo,
portanto, nova.
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6 DISCUSSAO

A neurofibromatose foi descrita pela primeira vez, ha 142 anos, pelo médico Friederich
Daniel Von Recklinghausen. Apesar disso, diversas informag¢des acerca da sua
compreensao permanecem desconhecidas para grande parcela da populagéo,
incluindo profissionais da area da saude. Nesse contexto, o estigma social com
relagdo aos individuos portadores de doencgas raras genéticas, assim como a
neurofibromatose, pode estar associado a causa primaria dessa desinformacéo.®
Diante disso, este estudo foi proposto visando contribuir com a expansao e

disseminagao do conhecimento sobre essa doenca.

A NF1 faz parte de um conjunto de sindromes genéticas humanas denominadas
RASopatias, causadas por mutagdes nos genes codificadores dos componentes da
via de sinalizagdo RAS-MAPK, cuja relevéncia se faz presente no controle do ciclo
celular, diferenciagdo, apoptose e senescéncia.’® Essa via é fundamental na
perspectiva da oncogenética, visto que mutagdes nela representam a causa base de
diversas neoplasias malignas.®” Estudos sugerem que cerca de 30% dos canceres
humanos apresentam mutagdes nesta via,33° revelando a importancia da tematica.
Informagbes acerca dos mecanismos pelos quais as variantes patogénicas no
gene NF2 causam doengas permanecem obscuros. Isso se deve, em parte, aos seus
multiplos papéis no controle de diversas vias de sinalizag&o, porisso, nao foi possivel
descrevé-los.

Ap. Arg1809Cys encontrada em NF1 Seifoi descrita em 2015 por Pinna, assim i1~
sobre os desafios naidentificacdo de associagdes entre 0s componentes genéticos e
a variabilidade das manifestagdes clinicas apresentadas. Diante disso, apesar dos
esforgos de diversos estudos para resolugdo dessa problematica*4“6 alguns entraves
continuam presentes, como a grande heterogeneidade e extensdo molecular e

auséncia de Hotspots mutacionais.*547

Sabe-se que esta substituicdo esta relacionada com fendtipos mais leves com
manifestagdes pigmentares- manchas café com leite e nédulos de Lisch-, dificuldade
de aprendizagem, baixa estatura e estenose pulmonar. Além disso, fenotipos com
neurofibromas cutadneos ou neurofibromas plexiformes geralmente estédo
ausentes.*14248-50 Egses dados facilitam o aconselhamento genético e descrevem a

provavel progressao da doenga. Além dessa relagédo da p. Arg1809Cys, apenas mais
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trés relagdes gendtipo-fendtipo foram descritas, oferecendo biomarcadores para

manejo clinico e aconselhamento genético.

A variante intrénica c.1721+3A>G no gene NF 1 foi descrita por dois estudos distintos,
utilizando diferentes abordagens metodoldgicas. Purandare et al. utilizou a analise de
clivagem de incompatibilidade quimica e o sequenciamento direto de produtos de PCR
amplificados assimetricamente, enquanto Pros et al. empregou a abordagem cDNA-
SSCP/HD.5"%2 Ambos os estudos descreveram que essa mutagéo resulta de uma
substituicado de A por G trés nucleotideos apds o é€xon codificador 15 no gene NF1, o
que causa uma mudang¢a no quadro de leitura translacional, levando a truncagao
prematura da proteina NF1 (p. Ala548LeufsX13).

A frequéncia dos tipos de mutagédo encontradas no gene NF1 estdo diferentes das
outras pesquisas realizadas. No estudo feito por Messiaen e Wimmer foram
encontradas as seguintes frequéncias, em sua série de 1.770 probandos: 27%
apresentavam mutacdes de splicing, 26% frameshift, 21% sem sentido, 18% missense
ou 1-multi AA del/dup, 5% delegdes grandes, 2% apresentavam alteragdo no numero

de copias intragénicas e 1% tinha mutagdes complexas Unicas.%3

Além disso, na pesquisa feita por Sabbagh et al., dentre os 565 casos a distribuicdo
dos diferentes tipos de mutagdo NF1 identificados na coorte francesa foi de 7,4%
missense, 20,9% nonsense, 29,0% Frameshift de curta dele¢cao e/ou insercao, 1,0%
Inframe de curta delecdo e/ou insergao, 19,6% Splice frameshift, 6,54% Splice
inframe, 3,9% Delecdo ou duplicagdo de unico/multiplos éxon(s), 4,2% delegédo
completa do gene NF1, 3,9% mutagdes complexas e 3,3% sem mutagdo.*®

Na pesquisa Giugliano et al. foram identificadas 169 variantes causais diferentes ao
longo de NF1. Substituicées de nucleotideo unico e delegao/inser¢gao unica ou muito
curta de bases representaram 67,4% (114/169) e 30,2% (51/169) das variantes
causais identificadas, respectivamente. Dele¢des ou duplicagdes mais amplas no
locus NF1 representaram os 2,4% restantes. Excluindo esta ultima classe de
mutacdes, as variantes foram distribuidas em quase todos os éxons da NF1. As
substituicbes de bases resultaram em 31 variantes nonsense (27,2%), 34 variantes

missense (29,8%) e 42 variantes afetando diferentemente o splicing (36,8%).5*

A unica variante encontrada em NF2 foi ¢.829del, do tipo frameshift, o que configura

um achado de grande relevancia pelo fato de contribuir para a determinagdo de uma
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possivel associagdo patogénica e favorecer sua descricdo molecular. Por isso, tal
achado néo foi confrontado com referéncias relacionadas, haja vista que se trata de

variante nova.

A amostra estudada se baseia nos dados genéticos oriundos de 3.100 probandos
encaminhados para painel de sequenciamento de 37 genes associados a canceres
hereditarios. Sabendo disso, as frequéncias amostrais, tanto de NF1, quantode NF2
foram calculadas e consideradas mais prevalentes que a frequéncia populacional
descrita na literatura. A frequéncia amostral de NF1 foi de 1:172 probandos e a sua
prevaléncia varia de 1:2000-3.500 habitantes a depender da populagao
estudada.*®Além disso, a frequéncia amostral de NF2 foi de 1:3100 probandos e a
sua prevaléncia estimada de 1:50.000 individuos. Esse aumento da prevaléncia pode
estar relacionado com a sele¢gdo amostral, haja vista que esse processo foi realizado
por uma equipe de médicos especialistas que encaminharam apenas os pacientes

com forte suspeita clinica para testagem genética.

Alémdisso, a frequénciaamostralde NF2 foide 1:3100 probandose a suaprevaléncia
mundial estimada de 1:50.000 individuos. Esse aumento da prevaléncia pode estar
relacionado com a selegdo amostral, haja vista que esse processo foi realizado por
uma equipe de médicos especialistas que encaminharam apenas os pacientes com

forte suspeita clinica para testagem genética.

Adicionalmente, a falta de acesso aos dados clinicos impossibilitou a analise da
correlagao entre mutagdes especificas e manifestagdes clinicas, o que se apresenta
como uma limitagdo do estudo. Novas pesquisas sao necessarias para expandir a
amostra, associando-a a variaveis clinicas, com o objetivo de identificar possiveis

fatores preditivos de prognéstico e resposta terapéutica.
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7 CONCLUSAO

Este estudo buscou descrever e relatar as variantes patogénicas germinativasde NF1
e NF2 associadas a neurofibromatose na Bahia. Diante da auséncia de estudos
epidemioldgicos nacionais sobre as variantes genéticas patogénicas relacionadas a
neurofibromatose, esta pesquisa se destaca por ser pioneiro ao correlaciona-las no
Brasil. A pesquisaidentificou que as variantes mais prevalentes no estado da Bahia
sdo a ¢.5425C>T e a c.4702dupA, ambas associadas ao gene NF1, sendo que esta
ultima ndo havia sido previamente descrita na literatura, ressaltando a diversidade

genética da populagao brasileira.

A anadlise dessas variantes €& crucial para o entendimento e manejo da
neurofibromatose, possibilitando diagndsticos precoces, aconselhamento genético e
um controle terapéutico mais adequado, o que contribui para melhores desfechos

clinicos.
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DADDE DO PROJETO DE PESQUISA

Tituio da Pesquisa: Caracieristicas tumorais e as wariantes germinativas de pacienies com cdncer
hemreditana na Bakhia

Pesquisador: CRISTINA SALLES

Aroa Tomdtica: Genetica Humana:
[Trata-sa de pesquisa envolvendo Gendtica Humana que ndo necsssit de andise
etica por parts da CONEP;);

Viersio: 1

CAAE: TSOTIZ2A6 0000, B4l

Instituigdo Proponsnie: Fundacso Bahiana para Desenvohimenio das Ciéncias < FUNDECI
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADCE DO PARECER
MNimero do Pareoar: 6450434

Apresontacdo do Projetoc

0 cancer pode ser descrito como wm crescimentio celular anoemal originado por uma célula gue sofre
diversas mutapies, as quais |he conferem as marcas registradas do cdnoer = caracleristicas comuns as
cijulas neopldsicas, como a evasho 30 sistema imune, a angiogéness susientada & a aulcssuficiéncia nos
sinais de crescimenio. Essas marcas encontradas nas células tumorais sao responsaveis pela alia
capacdade de replicagio celular & pela resisiéncia aos mecanismos de defesa & antfumois do organismo.
Em 2020, estima-se que houve cerca e 19 milhdes de nowos casos de cincer e quase 10 milhdes de
mories relacionadas & dosnca, sendo 0 conSnanie amencano responsavel por 20,5% da incidénoa = 14, 2%
da mortalidade giobal. A paiologia & a segunda maior causa de morte no mundo, atds apenas das doengas
cardiovasculares. Ma populagao feminina, o Canoer de Mama & o de maior incidéncia, estimado em 73 mi
{20, 1% casos, seguido do Cancer de Célon e Reto, com 23 mil (9,7%) casos novos estimados. Entre os
homens, o Cincer de Prostata serd o mais incidente, com 71 mil {20%) casos novos e, em seguida, o
Gincer de Colon & Aeto, com quase 22 mil (9,2%) cascs. O cinosr & uma doenca gendmica, wisio que &
resultado de mutapdes cumulativas no DA de uma célula normal. & caronogénese pode emdver cenienas
de genes & esta relacionada, prindpalments aos prolo-onRCogeEnes, genes SUprESsoEs de hemor & genes de
reparn de DA A maiona dessas mutagpes =30 somdticas, o gue significa que

Endarsgo:  AVERIDA DOR JOAD W1, 274

Baiern: BROTAS GEP: 40 5001
LWF: B Municipie:  SaLVADOR
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OOOMEM 30 ACas0 a0 longo da vwia & esklo pressnies apsnas nas celulas fumorals, ndo s=ndo relacionacas
a hereditanedade. Porém, existem, tamibem, @ mulacies pemminaivas, gus s30 herdadas werbcalmenis, ou
seja, passadas de pais para filhos, & causam as sindromes de predisposiglo hereditdna ao cincer. O
descobnmento & esclarscimenio dessas sindromies & 005 QENES QU a5 CIUSam p=rmiio wma mied har
ocompresnsdo do desemvolvimento do cdnoer, assim comao melhona de desfechos clinicos, por meio da
prevengao atrawés de mudanga de hdbilos e padries de rasieio, ierapias especificas e indicagbes de
cirurgias prodildticas.

Objotive da Pesguisa:

Primanc:

Descrever as caracieristicas tumarais, familiares & as varianies genébcas germinativas patogénicas
causadoras de cincer hereditdno em pacientes do estado da Bahia.

Conimescie: de: Parsoer: L4230 A0

Emcundances:
Estimar o impacio da avalagio clinica na suspeicdo de cascs de cinceres hereditdrios pelos médicos
asmsisnbes (oncologisias, masiologesias, genebolsias ).

#valiagio dos Riscos o Beneficios:

Os pesguisadores. informam:

Riscos: O principal risco sena o vazamsnio da informagites que permitam a identficaco dos individuos da
amasira. Com relacio a0 vazamento das indormagbes dos padenies, a sguipe iomard todas as precauctes
para minimcas esie nsoo, gaanbindo gue 0 5igiko oos dados do pacenie Dem oomo seu anonimato serdo
resguardadios em todas as elapas e apds bérmino do estsdo. Todas as informagtes prestadas serdo
fratadas com alio igor de confidencialidade & pemranecerio compiladas em wm banoo de dados protegido
por senha cujo acesso SOmente sard permiticdo a eguipe de pesquisa. Os dados analisadas também j&
estario dissoodados da idenbficacdo dos individeos no momenio da swa coleta.

Bensficios: Conhecer o perfil das vanantes genéticas na populagic Ba@na que estic sabidaments
associadas ao aumenio de risco de desemwobamento de cincer, o que possibiita a tomada de medidas
populacionais de redugdo de risco e desenvohimenio de métodos eficazes de rastreio para detecgao

preEcoce o0 principas tumones heredianos.

Termo de conssntiments livre & esdarecida (TCLE|: Os pesquisadores solictam dispensa do TCLE &

Endarsga:  AVEMIDA DOR JOAD 1, 274

Baiero: BROTAS GEP: 4035001
LWF: B&A Municipie:  BALYVADOR
Talaform: [TupFi01-193 Eommil:  cosfbuti ne s br
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Justhcam que, o bermo de consenbmenio informada anexadao na submissio a0 CEF ndo fax parte do projeio
de pesquisa. ' dooumenio em questio & utilzado pela insttugdo panceira (Laborabdnio que assinou o lermo
de anuénoia anexado a0 projeio] no momento da assistincia aos pacientes, imedialamente anbes da coleta
dos dados e da amostra biolbgica. Refleramos a nossa solictagio de dispensa de fenmo de consenSmento
livre esclarecido (TGLE), pois o estudo trata-se de usma revisdo de laudos & emitidos pela insbiigio
parceira & pacienies oncoldgicos cuja identificagdo |4 estd inacessivel aos pesguisadores. Portanto,
acreditamios que a necessidade do TCLE trard mais riscos do que beneficios, pois havena a necessidads de
quebra de sigilo da idendficago dos individuns gue possuem diagndstioo de doenga onool dgica. Seguindo o
principio da ndo malefickéncia, 0 nosso contaln muibos Meses apds a liberagdo do exame iraria maleficios
205 pacienies cnooldgicos, além do fato de gue muitos. ddes (@ faleceram, & o contalo com a familia do enle
faleci do também sera peejudicial

Coniim s e Passcar: £S5 A0

Comentarios @ Consideragbes sobre a Pesguisa:

Mzlnooicga:

Desenho de pesquisa: Eshado de Corte tramsversal = observacional analiico.

Local: Centro Laboratonal de Gendlica & Biologia Molecular em Salvador, Bahia.

Populagho: padentes gue realizaram painel genético para cincer hareditdrio [sequenciamento de nova
gemcda de 3T genss, mediante preenchimento de protocolo dinico & assinasura do bermo de consenSmesnio
informado whilimada para fins laboratoriais) no periodo de agesto de 2017 a maio de 2023

Amaostra: n=3100 amostra de conveniéncia. Os dados coletados serlo oriundos de todos os pacientes que
realizaram oS iesies genéticos ra pericdo citada.

Critério de Inclusda: resultado de exames de individucs com sindrome de cincer de mama & avario
heraditario gues foram referenciados para avaliagao gerstica a partr de avalagao clinica de seus médicos
assistentes (oncologistas, massologistas & ginecoiogistas) do estado da Bahia
Individuos que autorizaram o uso dos dadeos mediante assinabura do TSI no laborattno privado no momesnio
da colsta dos tesies gendtcos.

Critério de Exdusado: Pacienies com mutagso familiar @ idensficada

Individuos qus NAc aulorizaram o uso dos dados mediame assinatura do TCI no laborasdna privado no
momeEnta da coleta dos fesies geneticos.

Desenvohamenio

Endareco: AVERIDS DO JOAD W1, 214

Baiern: HBRAOTAS GEP: 40 285 (i1
LW Ba Muricipis:  SA1VaDOR
Telefarm: |FuFiai-190 E-mml: cusfibucmn esu b
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Cioniimescie: do Fasscer: § 4S540

O pacientes foram encaminhades para a realizag®o do referido teste por sews respeciivos medicos
assisientes devido a suspeita clinica de uma Sindrome de Predisposigic ao Canosr. Fol realizado
sequenciamento de nova peracdo [WGS) em fragmenios de 100180 pb (paired-end) obidos por captura de
akos enriquecidos de 37 genes nucleares do genoma humano. Os dados foram obbidos dos regisios em
base de dados do laboratdno. As varidveis de pesquisa serda; Gene: calegdnca, politémica. = Vanante
gendlica: categdrica, polilbmica. « Classificag3o da variante: categérica, polddmica. « Sexo: calegérica,
dicotmica. = ldade: quaniitativa, descontinua. « Histdna famikar: categorica e dicobdmica. = Procedéncia:
categorica, poliidmica. « Ancestralidade: categdnca, polRdmica. « Diagnéstico: categérica, politdmica. « Tipo
histclogico e cdnoer: categdnica, poliibmica. Apds a divisio em grupos serdo realizadas andlises desorithas
e aplicacdo de lestes estatistions especificos.

Considoragdos sobre os Termaos de apresomacso obrigatcria:

* Folha de rosio: adequadaments apresentada, assinada por pesquisador responsdwvel & responsdvel
mistitscional da EBMSP;

* Termo de anwéncia: apresenta anuénoa da Pro-Ristona de Pesquisa, Inovagio & Pds-Graduacio Sticio
Senzu da EBMSP; anuénoa da instituig@o coparficipants DA Centro Laboratorial de Genética & imunclogia
Molsoular L TOuA;

* Cronograma: coleta de dados prevista para 01126203 a 01/0372024 . Aeferem envio de relaiono ao CEF;
* TCLE: solicita dispensa e ustificam que eshsdo rala-se de uma revisdo de laudos ja emitidos pela
instituiglo parceira & pacientes oncolégicos cuja identificagdo ja estd inacessivel acs pesguisadarnes;
* Orgamento desoriio na P8 RE 8 500,00 [orpamento anexo RES.000,00). Financiamenio proprio.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbos:

Apbs andlize bioética desse proloooio de pesquisa, de acordo com a Resclucdo 486M2 do CHE/ME &
documentos afins, indicamos aprovagao.

Consideragdes Finais a oritério do CEP:

Dianie do exposio, o CEP-Bahiana, de acordo com as alnbuigtes definidas na Resolucao CHE n°

Enderego:  AVERIDA Db JOAD A, 2714

Baiera: BROTAS CEP: 40 i
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Confmescie oo Passcer: L4850

Qo

4ifi der 2012 & na Morma Operacional n® 001 de 2013 do CHE, manifesta-se pela aprovagao desie promonio
de pesguisa denira dos objetvos & melodologia propasta.

Este parecer foi claborado basoado nos documentos abaio relacionados:

ip [T F:lh;un Myfor Ehnp:'
Imlomagdes Basias N | Lo | B iceito
o Projeso FOUETE) 1944548 nod 141044
Outros Carta do_pesguisador_ao CEP assina | 18002023 | DIEGD SANTANA icedto
i pd T e | CHAVES GERALDD
Deciaragac de AT ,_DE_AMUENGIA, ESrOLs, A m%ﬁufm it
Insthacio & HUNA DE MEDICING pdf 18:34-27 | CHAVES GERALDO
| infressybeg MG
Folha de Roshs FOLHA DE_ROSTO ASSINADA PES | 12082023 |DIEGO SANTANA Mot
OUIEAGOR_E_INSTITUICAD pal ™ 15:18:45 | CHAVES GERALDO
TS TN |2 (52 T i B T vl [+ <o (T
Erochura O.pof 1405001 | CHAVES GERALDO
| v Soadon MIGUEL
Orpamenta orcamenta_detalhado dsx TRDER2023 | DIEGD SANTARMA fror
140844 | CHAVES GERALDD
o T ] LT R T T
. pof 126548 |CHAVES GERALDO
MIGUEL
TCLE [/ Termos de | TERMO DE COMSENTIMENTO INFO | 18082023 | DIEGO SAMTARNA e
Assenbmemo | F8ADC TCLpdf 128487 | CHAVES GERALDO
Jusstificativa de MIGLIEL
Emmde "DE_AMUENCIA_DE_NETITUN  TRDRZ02S | DI SINTRAA, | Aot
ooncordancia Cad PaRCERA pod 128442 | CHAVES GERWALDO
BIGLUEL
Situacso do Parecer:
Aprovado
Mecossita Apreciagao da CONEP:
Haa

Endarego:  AVERIDA DR JORD W1, IT4

Bairra: BROTAS
LeF: B4

Teleform: |[Fydi01-1951

CEP: 4035001

Municipie:  SalADOR

E-mail  cupfiibatien esu br
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SALVADOR, 25 ce Outubro de 2023

Cortmumcio do Pasecer: 455 404

Assinado por:
Noilton Jorge Dias
(Coordenador(a))
Enderego:  AVENDA DOM JOAO VI 204
Bakro: HSROTAS CEP: 40 285001
e 8a Mumciple:  SALVADOR
Telefore: (7121011921 [ e
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