UFRGS
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Biociéncias
Graduacao em Biotecnologia

Trabalho de Conclusédo de Curso em Biotecnologia

CARACTERIZACAO DE GRANDES REARRANJOS EM PACIENTES COM
NEUROFIBROMATOSE TIPO 1 DO SUL DO BRASIL

Aluno(a): Maievi Fonini / 00191664

Servigco de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA)

Término: Dezembro de 2015

Orientador(a): Patricia Ashton-Prolla
Co-orientador(a): Clévia Rosset
Colaborador(a): Andreia Carina Turchetto Zolet

Departamento de Genética/ UFRGS, Laboratorio de Medicina Genémica,

Servigo de Genética Médica e Servigo de Pesquisa Experimental do HCPA

Porto Alegre, dezembro de 2015.



MAIEVI FONINI

CARACTERIZACAO DE GRANDES REARRANJOS EM PACIENTES COM
NEUROFIBROMATOSE TIPO 1 DO SUL DO BRASIL

Esta monografia foi julgada e aprovada junto ao Curso de Biotecnologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como requisito parcial para a
obtencgédo do titulo de Bacharel.

Porto Alegre, A4 de DEZEMPSPO  de 2015.

CA EXAMINADORA

t‘ ’fﬁ (0RENTADORA )

Professora Patricia Ashton-Prolla

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

/6~? fec—

Professora Lavinia Schiler-Faccini

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

,,//W//mén

Professor Nelson’Jurandi Rosa Fagundes

Universidade Federal do Rio Grande do Sul



AGRADECIMENTOS

Agradeco,

A0S meus pais, por sempre me instigarem a aprender e terem tanta paciéncia

com toda a minha hiperatividade.

As quatro mulheres que me orientaram tdo bem durante este trabalho, Patricia

Ashton-Prolla, Andreia Carina Turchetto Zolet, Cristina Netto e Clévia Rosset.

Ao meu namorado, por relevar todo o meu mau humor durante os estudos
intermindveis para provas e para escrever este trabalho, e também, por me

apoiar na maioria das minhas decisoes.

Aos meus amigos Clévia, Daniela, Débora, Igor, Ivaine, Jamile, Leticia, Mario,
Michele e Thais por todas as conversas e situagdes divertidas e/ou dramaticas
gue compartilhamos.

Ao meu cusco, Café, por toda a fidelidade, alegria, paciéncia, aflicdo e bagunca

que nds compartilhamos.



RESUMO

A neurofibromatose tipo 1 é uma desordem hereditaria autossémica dominante,
de alta penetrancia, causada por diversas alteracées moleculares que acarretam
em perda de funcdo do gene NF1. A proteina codificada por esse gene possui
um dominio de GTPase que regula negativamente a atividade da proteina RAS,
sendo que a perda funcional de NF1 resulta no aumento da proliferacéo celular
e no consequente aumento da chance de desenvolvimento de tumores. Os
grandes rearranjos de NF1, dos mais diferentes tipos, estao presentes em 5-10%
dos pacientes e normalmente estdo relacionados com um quadro clinico mais
grave. Neste estudo, além da descricdo de casos de pacientes portadores de
grandes rearranjos diagnosticados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
também foi estudada a possibilidade de implementacdo de outros genes
relacionados com o fenoétipo da doenca no diagnostico molecular de NF1. Para
isso, foram pesquisadas evidéncias que indiqguem a importancia dos genes
deletados nos grandes rearranjos, atravées de revisao bibliogréfica e de analises
in silico, que também facilitam a escolha de genes alvo para estudos posteriores.
Foi demonstrado que além de NF1, seria interessante avaliar as alteracdes
adicionais nos genes RNF135 e SUZ12 nas analises moleculares dos casos
clinicos de neurofibromatose tipo 1, visto que alteracdes nesses genes parecem
modificar o feno6tipo da doenca. Os genes RNF135, SUZ12, OMG, ADAP2,
ADAP1, RAB11FIP4 e RAB11FIP3, a maioria adjacente ao gene NF1, sdo fortes
candidatos a serem modificadores de fenétipo e podem fazer parte de estudos

posteriores.



ABSTRACT

Neurofibromatosis type 1 is an autosomal dominant inherited disorder, with high
penetrance, caused by different molecular changes that lead to loss of function
of the NF1 gene. The protein encoded by this gene has a GTPase domain that
negatively regulates RAS protein activity, and the functional loss of NF1 results
in an increased cell proliferation and consequently in an increased chance of
tumor development. The different types of NF1 large rearrangements are present
in 5-10% of patients and are usually related to a more severe clinical condition.
In this study, NF1 patients diagnosed at Hospital de Clinicas de Porto Alegre
were screened for large rearrangements and clinically characterized; the
possibility of the incorporation of other genes related to disease phenotype in NF1
molecular diagnosis was also studied. For this purpose, was researched
evidence indicating the importance of the deleted genes in large rearrangements
have been searched through literature review and in silico analysis, in order to
facilitate the choice of target genes for further study. It was demonstrated that
besides NF1 gene, it would be interesting to evaluate additional changes in
SUZ12 and RNF135 genes in the molecular analysis of clinical cases of
neurofibromatosis type 1, since changes in these genes seem to modify the
disease phenotype. The RNF135, SUZ12, ADAP2, OMG, ADAP1, RAB11FIP4
and RAB11FIP3 genes, most of them localized adjacent to the NF1 gene, are
strong candidates to be phenotype modifiers and can take part in subsequent

studies.
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1. INTRODUCAO

Genodermatose é uma denominacédo geneérica atribuida a um grande grupo
de desordens hereditarias, que apresentam manifestacfes cutaneas. Essas
desordens sdo classificadas em distirbios de queratinizacdo (ictiose,
hiperqueratose palmo-plantar, epidermdlise bolhosa), desordens relacionadas
com a producdo de colageno (sindrome de Ehlers-Danlos, pseudoxantoma
elastico) e sindromes com propenséo a desenvolver cancer (neurofiboromatoses
e esclerose tuberosa) (Burrows, 2009). O reconhecimento das alteragdes na pele
de pessoas afetadas € importante ndo apenas para a iniciagdo da terapia
dermatolégica apropriada, mas também para a deteccdo de outras
anormalidades associadas, frequentemente multissistémicas, incluindo a
malignidade.

As neurofibromatoses sdo disturbios autossémicos dominantes
hereditarios, que afetam, primariamente, o crescimento de ceélulas de tecidos
neurais e predispdem a formacdo de tumores principalmente benignos. A
neurofibromatose tipo 1 ou NF1 (tipo mais comum), também conhecida como
doenca de Von Recklinghausen, afeta cerca de 1 em 3.000 individuos e é
caracterizada por neurofiboromas cutdneos benignos e neurofibromas
plexiformes, além de anormalidades pigmentares como manchas café-com-leite
na pele, nédulos de Lisch na iris e efélides axilares e inguinais. Dificuldades de
aprendizado e problemas ortopédicos ocorrem em até 50% dos pacientes
(Ferner, 2010).

1.1 Neurofibromatose tipo 1

1.1.1 Sintomatologia e Diagnostico da Neurofibromatose tipo 1

Essa condigéo esta frequentemente relacionada com mutacdes de perda
de funcdo no gene neurofibromina 1 (NF1), e apesar desse disturbio ser
autossdmico dominante e possuir penetrancia completa, o fenétipo € muito

variavel, até mesmo em membros da mesma familia. Essa variabilidade é dificil



de explicar e pode ocorrer até mesmo em gémeos que herdam o mesmo alelo
causador da doenca (Vogt et al., 2011).

Pacientes com NF1 possuem um maior risco de desenvolver tumores
benignos e malignos. Complica¢cdes malignas sdo menos frequentes, porém sao
as manifestacfes mais sérias da doenca. Em geral, os pacientes com NF1 tem
um risco 2,7 vezes maior de desenvolver cancer, com um risco cumulativo de
20% em pacientes com mais de 50 anos de idade (Friedman e Birch, 1997). A
incidéncia de malignidade varia entre 4% e 52% em pacientes com NF1 (Walker
et al., 2006) e geralmente leva a morte prematura do individuo.

Para que as complicacdes malignas aparecam, € necessaria a inativacao
dos dois alelos do NF1, levando a inativagdo funcional total da proteina
codificada pelo mesmo. Um mecanismo de dois eventos, indicativo de gene
supressor tumoral, tem sido demonstrado em tumores malignos de pacientes
com NF1. Ha mdltiplos mecanismos possiveis para a inativacdo somatica do
segundo alelo de NF1, incluindo perda de heterozigosidade, mutacdo e
metilacdo do promotor. E possivel que outros mecanismos ocorram, como 0
silenciamento epigenético mediado por micro-RNAs (Garcia-Linares et al.,
2010).

Os critérios para o diagnostico clinico de NF1, foram estabelecidos em
1987 pela National Institutes of Health (NIH) Consensus Conference (EUA) e sdo
aplicados desde 1997. Segundo estes critérios, o diagndéstico definitivo de NF1
pode ser realizado em uma crian¢a de quatro anos de idade, se dois ou mais dos
critérios descritos estiverem presentes (Anexo 1), ja que aproximadamente 85%
dos pacientes apresentam manifestacdes clinicas tipicas da doenca até esta
idade. As criancas que herdam NF1 de um dos pais afetado geralmente podem
ser diagnosticadas no primeiro ano de vida, principalmente pelas multiplas
manchas café-com-leite, que se desenvolvem na infancia em mais de 95%
desses casos (Nunley et al., 2009).

Quando o diagndstico clinico ndo é possivel (auséncia de critérios tipicos,
presenca de fendtipo atipico) e para finalidades de aconselhamento genético, o
teste molecular é a estratégia mais importante para definicdo diagnostica. O teste
genético também tem grande utilidade nos casos em que nao ha historia familiar
e nos casos em que se observa mais de um fendtipo de sindrome genética de
predisposicdo ao cancer na familia (por exemplo, fendtipo de NF1 em pelo

menos uma pessoa da familia e histéria familiar importante de cancer de mama).
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1.1.2 O gene NF1 e a proteina neurofibromina

A NF1 é causada por diversas mutacdes de perda de funcdo em NF1 (Ars
et al., 2003), um gene supressor tumoral localizado no cromossomo 17q11.2,
com 58 éxons e 350kb, que codifica a proteina hidrofilica neurofibromina de 2818
aminoacidos e 250kDa. A neurofibromina é principalmente expressa em
neurénios, células de Schwann, oligodendrdcitos e leucocitos (Moles et al.,
2012). Ela é uma proteina citoplasmatica, que ndo tem uma funcéo
completamente compreendida, mas parece controlar a via RAS (rat sarcoma),
responsavel pelo controle da proliferacdo celular e ativacdo de genes
supressores tumorais (Barbacid et al., 1987). Ha uma regido de 360 aminoacidos
(compreendendo os éxons 21-27) que mostra homologia com o dominio
catalitico da GTPase activating protein (GAP) de mamiferos e com os produtos
dos genes IRAL e IRA2 de leveduras (Xu et al., 1990). A ligacdo do nucleotideo
guanina a proteina RAS medeia a transducdo de sinais que regulam o
crescimento celular. A ligacdo de GTP a RAS ativa a sinalizacdo, enquanto a
hidrolise para GDP catalisada por GAP cessa o sinal, inibindo o crescimento
celular (Barbacid et al., 1987). O dominio relacionado a GAP da neurofribomina
também hidrolisa GTP (Figura 1), assim como possui propriedades consistentes
com regulacdo negativa dos mdultiplos efetores ativados por RAS, como PI3K
(Phosphatidylinositide 3-kinase) e MAPK (mitogen-activated kinase), que estéo
envolvidos na proliferacéo celular, sintese de DNA e apoptose. A inativacao do
gene NF1 resulta na ativacao constitutiva desses sistemas, o0 que resulta no
aumento da proliferacdo celular e, consequentemente, da chance de

desenvolvimento de tumores.
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Figura 1. Representacdo das interacdes de NF1 com as vias de RAS e PI3K.
NF1 também pode se associar aos microtubulos e modular a via de sinalizagcéo
CAMP-PKA (Le e Parada, 2007).

1.1.3 MutacOes em NF1

A neurofibromatose tipo 1 € um dos disturbios hereditarios autossémicos
dominantes mais comuns em humanos, sendo caracterizada por anormalidades
nos multiplos tecidos derivados da crista neural. Entrentanto, ndo ha dados sobre
a sua prevaléncia no Brasil. Nos casos de NF1 familiar, a mutacéo é herdada de
um dos pais, mas em mais da metade dos pacientes mutacdes de novo séo a
causa de NF1 esporadica (Evans et al., 2010).

Pelo menos 1347 mutacdes diferentes em NF1 foram identificadas (The
Human Gene Mutation Database, 2013), envolvendo delecdes, duplicacdes,
mutacdes em sitios de processamento, mutacdes de perda de sentido, mutacdes
de sentido trocado, translocacgbes e alteragdes da regido 3’ ndo-traduzida do
gene. A maioria das mutacdes € unica em uma familia particular, sendo que mais
de 80% das muta¢Bes germinativas descritas parecem resultar em uma proteina
truncada, geralmente pela alteracdo do processamento de RNA mensageiro (Ars
et al.,, 2003). Grandes delecdes, em diferentes regides do braco q no
cromossomo 17 e de tamanhos variados, estdo presentes em 5-10% dos

pacientes (Kluwe et al., 2004).



1.1.4 Microdelecbes

Microdelecbes sao alteracdes observadas em aproximadamente 5% dos
pacientes com NF1 (Clementi et al. 1996). As microdele¢cdes mais frequentes
(tipo 1, 2 e 3) sdo de aproximadamente 1.5 Mb, envolvendo a regido inteira do
gene NF1 (Lépez-Correa et al. 2000; Dorschner et al. 2000) além de outros 13
genes que flangueiam o gene NF1 (Figura 2), sendo que a maioria destes genes
nao possui funcdo conhecida (De Raedt et al., 2003). A microdelecao do tipo 1
abrange 1.4 Mb de comprimento, contendo 14 genes, 5 pseudogenes e 2 genes
de microRNAs e € causada por recombinacdo homologa néo alélica entre
sequéncias parélogas localizadas a montante (NF1-REPa) e a jusante (NF1-
REPc) do gene NF1 (Dorchner et al.,, 2000; Jenne et al., 2003). Essas
sequéncias, também presentes na regido NF1-REPDb, sdo compostas por cépias
do pseudogene LRRC37BP, pequenos fragmentos do pseudogene SMURF2 e
por sequéncias paralogas derivadas do gene LPHNL, localizado no cromossomo
19 (Jenne et al. 2003). A microdelecéo tipo 2 € menor (1.2 Mb) e tem seus pontos
de quebra localizados no gene SUZ12 e em seu pseudogene SUZ12P (Petek et
al., 2003 and Kehrer-Sawatzki et al., 2004). Por ultimo, a microdelecéo tipo 3, de
1.0 Mb de comprimento, apresenta os pontos de quebra dentro de repeti¢cdes de
pequenas copias, denominadas NF1-REPb e NF1-REPc (Bengesser et al.,
2010).

Os pacientes com a microdelecdo tendem a ter um fendétipo diferente,
guando comparado com grupos que apresentam alteracdes de ponto em NF1
(De Raedt et al., 2003). Os individuos com NF1 que apresentam microdelecdes,
frequentemente tém mais neurofibromas em idade precoce, um QI médio menor,
caracteristicas faciais dismorficas (Kayes et al., 1994 e Wu et al., 1995), além de
um risco elevado de desenvolver tumores malignos da bainha dos nervos
periféricos (do inglés MPNSTSs) (De Raedt et al., 2003). A andlise de mutacdes
no gene NF1 tem sido considerada muito complexa pelo grande tamanho do
gene, presenca de pseudogenes de NF1 e grande variedade de possiveis
anormalidades. As estratégias de diagnostico recomendam que a pesquisa de
grandes delecdes seja feita inicialmente, seguida da deteccao de mutacoes de
ponto em pacientes sem essas grandes alteracdes (Kluwe et al., 2004).
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Figura 2: Representacdo da regidao 17ql11.2 onde comumente ocorrem as
microdelecbes em NF1. Em azul estdo os genes, em laranja os pseudogenes e
em vermelho os genes de microRNA. Adaptado de H. Kehrer-Sawatzki e D.N.

Cooper (Molecular Cellular Biology, capitulo 14, pagina 188).

1.1.5 Correlacfes genotipo-fendtipo

Poucos estudos investigaram correlacdes gendtipo-fenétipo em NF1 até
0 momento, e dados adicionais de casos de diferentes paises sdo necessarios
para verificar a utilidade do teste genético na predicdo do fenétipo. Apenas trés
correlagdes gendtipo-fendtipo claras tém sido observadas: a delecéo de todo o
gene NF1 esta associada com o0 aparecimento precoce e numeroso de
neurofibromas cutaneos, anormalidades cognitivas mais frequentes e mais
graves, maos e pés grandes e dismorfia facial (Mautner et al., 2010); a delecao
de 3pb na extremidade do éxon 17 confere menor risco de desenvolvimento de
neurofibromas cutaneos ou plexiformes (Upadhyaya et al., 2007); individuos com
todo o locus NF1 duplicado ndo tém o fenétipo NF1, mas podem ter deficiéncia
mental e convulsbes (Grisart et al., 2008).

As funcbes dos genes frequentemente deletados nas microdelecbes
podem facilitar o entendimento dos diferentes fenotipos entre os pacientes que
apresentam esse tipo de grande rearranjo. As informacdes mais relevantes que

foram encontradas sobre a funcionalidade desses genes, estdo descritas na



tabela suplementar 1 (Anexo 2). A maioria dos genes esta relacionada com o
desenvolvimento de alguns 6rgdos ou com o controle do ciclo celular, porém os
genes RNF135, SUZ12, ADAP2, UTP6 e OMG merecem um foco maior quando
se trata de relag@o genotipo-fenotipo.

A haploinsuficiéncia do gene RNF135 parece estar relacionada com alta
estatura, macrocefalia, bem como com dismorfias faciais em pacientes com a
microdelecéo, porém a primeira e a ultima caracteristica podem se normalizar
em direcdo a idade adulta, o que mostra a grande necessidade de um
diagnéstico mais completo durante a infancia (Spiegel et al., 2005, Douglas et
al., 2007). A perda funcional de SUZ12 foi mostrada como sendo um dos fatores,
junto da perda funcional de NF1, para o desenvolvimento de tumores malignos
da bainha do nervo periférico (Zhang et al., 2014). Ao mesmo tempo, essa perda
funcional acaba ativando um interruptor epigenético que sensibiliza tumores ao
tratamento de inibidores de bromodominios, uma estratégia terapéutica
promissora (De Raedt et al., 2014). Devido a elevada expressédo de SUZ12 e
ADAP2 nos tecidos cardiacos, esses genes sdo fortes candidatos a estarem
relacionados com ma formacao cardiovascular (Venturin et al., 2004). O gene
OMG parece estar envolvido com dificuldade de aprendizagem em pacientes
com NF1 (Terzi et al., 2011), além de regular o crescimento celular (Vourc’h et
al., 2003). J4 a haploinsuficiéncia de UTP6 parece conferir as células de
pacientes com a microdelecdo uma menor suscetibilidade a apoptose,
aumentando o risco de desenvolvimento de tumores (Piddubnyak et al., 2007).

Além dessas correlacdes, ja foi demonstrado que, em uma comparacao
entre células de MPNSTSs, neurofibromas cutaneos e neurofibromas plexiformes
de pacientes com microdelecdes, OMG e SUZ12 tiveram aumento significativo
de suas expressdes em neurofibromas plexiformes quando comparados com 0s
neurofibromas cutaneos, enquanto ATAD5, EVI2A e COPRS foram
superexpressos e ADAP2, RNF135 e EVI2B tiveram sua expressdo menor em
MPNSTs (Pasmant et al., 2011). Estes resultados sugerem a relacdo destes
genes no desenvolvimento de tumores benignos e malignos.

Com base nestas correlagcbes, a detecgao de grandes rearranjos e de
delecdes no gene NF1 é de grande importancia em centros de saude. Além
disso, analises moleculares cada vez mais precisas tém fornecido um novo meio
de confirmar o diagnostico de NF1 em cerca de 95% dos pacientes (Wimmer et

al 2006, Messiaen & Wimmer 2008), principalmente por causa da sobreposicéo
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clinica entre NF1 e outras Rasopatias (por exemplo, sindrome de Legius). Se
uma mutacao patogénica for identificada, o aconselhamento genético e testes
genéticos de outros membros da familia podem ser oferecidos (incluindo a
analise pré-natal). A identificacdo de mutacbes em NF1 é trabalhosa, e
protocolos atuais sdo baseados em combina¢cdes de técnicas complementares.
Recentemente, as técnicas Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) e array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) tém sido
amplamente utilizadas para detectar grandes rearranjos génicos associados com
varias doencas. A técnica de MLPA é a mais amplamente utilizada,
principalmente pelo seu custo reduzido e sua boa resolucédo quando comparado
ao método Fluorescence in situ hybridization (FISH), mas essa técnica precisa
ser validada antes de ser utilizada por diferentes laboratorios.

E provavel que a variabilidade clinica de NF1 resulte de uma combinac&o
de fatores genéticos, ambientais e estocasticos. Tal complexidade e a
diversidade de mutacdes que ocorrem nesta doenca tornam dificil a correlacéo
gendtipo-fenétipo.

N&o ha cura para a Neurofibromatose tipo 1, sendo o tratamento focado
na melhoria dos sintomas. A melhor compreensao genética dessas desordens,
a definicdo de correlacdes genotipo-fendtipo e de genes alvo para futuros
estudos envolvendo biologia molecular e bioguimica, bem como a caracterizagédo
in silico dos genes presentes na regido génica relacionada com a doenca,
poderdo influenciar o manejo destes pacientes e familiares, incluindo

aconselhamento genético e manejo terapéutico.

1.2 A importancia das analises in silico

Historicamente, a maneira mais utilizada para investigar biomoléculas era
centrada na caracterizacdo de moléculas individuais para entender seu papel no
desenvolvimento de um fendétipo. Entretanto, essa estratégia ndo é efetiva para
elucidar a evolugao de uma doenca complexa (Murray et al., 2007), tornando o
progresso para o entendimento da mesma lento. Para acelerar esse processo,
analises moleculares in silico tém sido cada vez mais utilizadas como meétodo de

rastreamento de alvos a serem estudados, ainda mais quando levamos em



consideracao a crescente disponibilidade de dados gendmicos, pois aumentam
consideravelmente a qualidade do delineamento de um projeto cientifico.

A filogenia molecular e a analise comparativa da estrutura génica séo
ferramentas interessantes para melhorar a compreenséo das relagdes evolutivas
e funcionais dos genes estudados (Wang et al., 2012). Um exemplo disso é a
inferéncia de que a conservacdo de uma sequéncia proteica esta
frequentemente relacionada a um papel funcional critico dessa macromolécula
na célula (Siepel et al., 2005).

Os grandes primatas possuem um grau elevado de duplicons, sendo os
centrais 0os mais abundantes e frequentemente relacionados com o surgimento
de novos genes, com diferencas drasticas de expressao génica e de variacédo
estrutural (Jin et al., 2004; Johnson et al., 2001). A presenca de um duplicon
central ao longo do braco q do cromossomo 17, acabou levando ao surgimento
da familia génica LRRC37 durante a evolugéo dos primatas (Jin et al., 2004). E
esperado que informacdes interessantes possam ser encontradas com a
investigagdo dessa regido cromossémica, por meio de andlises comparativas
entre diferentes espécies de primatas.

E perceptivel que poucos estudos sobre os genes deletados e suas
relaces com o fenotipo variavel da doenca foram feitos até o momento. E
possivel que este seja um dos motivos que explica a dificuldade encontrada para
correlacionar genétipo e fen6tipo nos pacientes com microdelecdes. As analises
in silico podem auxiliar na elucidagcé&o a respeito da importancia desses genes
em diferentes espécies, facilitando a escolha de genes alvos para estudos
posteriores. Junto disso, o foco dessas analises na ordem dos primatas aumenta

a robustez do estudo.



2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar do ponto de vista clinico e avaliar a presenca de grandes

rearranjos em pacientes e familiares com diagnostico de Neurofibromatose tipo

1 avaliados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul,

além de realizar uma caracterizagdo in silico dos genes deletados.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Avaliar a presenca de grandes rearranjos no gene NF1 em pacientes
atendidos no Programa de Oncogenética do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), de acordo com o fendtipo clinico, através da técnica de MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification);

Descrever os dados demograficos e histéria natural de pacientes com
grandes rearranjos em NF1 atendidos no Programa de Oncogenética do
HCPA,

Realizar andlises in silico que auxiliem na compreensdo do impacto das
diferentes delecbes encontradas nos pacientes com Neurofibromatose tipo 1,
através de andlises filogenéticas e de estruturas éxon-intron em primatas;
Tentar estabelecer correlagdes gendétipo-fenotipo especificas para os

pacientes com grandes rearranjos.
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3 JUSTIFICATIVA

A Neurofibromatose tipo 1, com manifestacfes e gravidade que variam
em cada paciente, torna o diagnéstico e o acompanhamento clinico dos
pacientes afetados um desafio para as varias especialidades médicas
envolvidas. Dessa forma, estudos clinicos e moleculares sdo extremamente
relevantes para facilitar o manejo dos casos. Atualmente ndo h& coleta
sistematica de dados em nivel nacional ou regional para entender as
caracteristicas clinicas e moleculares de individuos e familias afetadas com
NF1. Os grandes rearranjos sédo, na maioria das doencas e na maioria dos casos,
relacionados a ocorréncia de fenétipos mais graves, sendo que a ocorréncia
desses rearranjos é bem relevante nos pacientes com a doenca em questao,
ocorrendo na frequéncia de 5% a 10% desses pacientes. Como pouca
informacéo € encontrada sobre os demais genes deletados nas microdelecdes,
estudos de caracterizacédo in silico podem revelar informacdes relevantes sobre
a importancia funcional dos mesmos, facilitando a escolha de genes alvo para
estudos posteriores. Assim, o conhecimento prévio da presenca dessas
alteracbes em pacientes pode contribuir para reducdo da mortalidade e
morbidade associadas, sendo que a caracterizacdo das mesmas também pode
ajudar na identificacdo de grupos de pacientes de maior risco que se
beneficiariam com programas de prevencéao e deteccdo precoce de neoplasias.
O espectro das diferentes delecfes que ocorrem nesses pacientes ainda pode
ser utii para a compreensdo da funcdo dos genes envolvidos, para o
aconselhamento genético, para determinar se ha diferenca significativa na taxa
de deteccédo entre casos familiares e esporadicos e se héa correlagbes gendtipo-
fendtipo claras nessa populagéo. Essas informacdes poderdao também servir de
subsidio para o desenvolvimento de novas estratégias de estudo em biologia
molecular e bioquimica, facilitando a escolha de alvos para analise molecular e

desenvolvimento de drogas de alvo molecular (Kluwe et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Recrutamento dos Pacientes

Os pacientes incluidos no presente estudo foram recrutados previamente,
no periodo de agosto de 2013 a maio de 2014. Fizeram parte deste estudo 95
pacientes com NF1, sendo que os mesmos preenchem um dos seguintes
critérios (grupos de estudo):
(a) diagnastico clinico de NF1, independentemente da idade de acordo com os
critérios estabelecidos pelo NIH (Anexo 1);
(b) Suspeita de doenca do espectro da genodermatose NF1, em criancas
maiores de quatro anos, por apresentarem alguns dos critérios caracteristicos
das doencas, mas ndo preencherem todos os critérios clinicos descritos
anteriormente.

Os dados de avaliagéo clinica dos pacientes com NF1 foram obtidos a
partir de entrevistas com os pacientes e da revisao dos prontuarios médicos. A
inclusdo no estudo foi feita apdés entrevista e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3) e preenchimento de uma ficha de
coleta de dados demograficos e clinicos. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica do HCPA sob o nimero GPPG 13-0260.

4.2 Pesquisa de rearranjos génicos

As delecbes foram investigadas em DNA extraido previamente a partir de
sangue periférico (4mL), utilizando um kit comercial (Flexigene Blood Kit,
Qiagen, USA). A estratégia utilizada para analisar os rearranjos esta descrita na
Tabela 1. Toda a avaliacao clinica, incluindo exame fisico, analise de dismorfias
e a avaliacdo das escalas de Riccardi e Ablon (Riccardi, 1977 e Ablon, 1996)
foram realizados pelos médicos geneticistas do ambulatério de oncogenética do
HCPA. A revisdo dos fenétipos foi realizada especificamente para os casos com
rearranjos pela Dra Cristina Netto.
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Tabela 1. Estratégia de diagndstico de grandes rearranjos que foi empregada

no estudo.
Grupo (fenétipo) Etapa 1 Etapa 2
MLPA P122 (quando
NF1 MLPA P081 e P082 NF1 estiver totalmente
deletado)

4.2.1 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

A andlise de MLPA é utilizada para determinar o nimero de cépias de até
50 sequéncias de DNA em uma Unica reacdo de PCR multiplex, sendo, portanto,
atil na deteccédo de grandes rearranjos comuns nas genodermatoses estudadas.
Os kits comerciais (MRC, Amsterdam, The Netherlands) que utilizamos,
descritos na Tabela 1, foram escolhidos com o intuito de propiciar a cobertura
total dos genes. Em resumo, ocorre a desnaturacdo do DNA gendmico, seguida
da hibridizacdo de sondas especificas para os éxons do gene a ser analisado,
gue ocorre somente na presenca das sequéncias complementares. Apos a
hibridizacéo, a enzima ligase liga os dois pedacos da sonda, e apenas as sondas
hibridizadas e ligadas sdo amplificadas por PCR em uma etapa seguinte,
utilizando primers que se ligam a adaptadores presentes nas extremidades das
sondas. Todos os kits apresentam sondas referéncia que hibridizam em genes
conhecidos com numero de copias normal em todos os individuos. Os produtos
de PCR dos pacientes testados e de um controle de DNA comercial em triplicata
foram separados por eletroforese capilar. Por fim, foi realizada a normalizacéao
dos dados utilizando o software Coffalyser.net, que faz uma comparacéo dos
picos do gene de interesse com 0s picos das sondas referéncia e com os picos
das amostras de DNA de referéncia (DNA comercial), gerando uma razdo entre
0S picos que sera avaliada. Razdes < 0,70 sao consideradas delecdes e razdes
> 1,40, duplicages. Os kits P081 e P082 possuem sondas que hibridizam em
todos os 58 éxons do gene NF1 e o kit P122 detecta as microdelecbes que
ocorrem no cromossomo 17qgl11.2, pois o kit possui 25 sondas para 17 genes
gue flanqueiam NF1, bem como 5 sondas para 5 éxons distintos deste gene.
Logo, os pacientes que apresentam delecéo de todos os eéxons do NF1 na etapa

1, foram analisados na etapa 2.

13



4.3 Correlagfes genotipo-fenétipo

Todas as delecdes encontradas foram comparadas com as descritas em
trabalhos anteriores. A partir das informacdes encontradas na literatura,
inferimos algumas correlacdes gendtipo-fenotipo, no que se trata do tipo de

delecao ou dos genes deletados em si.
4.4 Andlises in silico

Os genes presentes na regido onde ocorrem as dele¢cdes (CRLF3,
ATADS5, TEFM, ADAP2, RNF135, NF1, OMG, EVI2B, EVI2A, RAB11FIP4,
COPRS, UTP6, SUZ12 E LRRC37B) foram analisados in silico através de
estudos filogenéticos e da investigacdo das suas estruturas éxon-intron, sendo

gue ambas as andlises se focaram na ordem dos Primatas.

4.4.1 Escolha dos organismos

Os organismos utilizados nesse estudo foram divididos em outgroup
(Canis lapus familiaris, Bos taurus, Mus musculus e Rattus norvegicus), cujas
espécies foram escolhidas porque todos os genes estudados estdo presentes
em seus genomas, e ingroup (Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo abelii,
Gorilla gorila gorila, Nomascus leucogenys, Macaca mulatta, Callithrix Jacchus
e Tarsius syrichta), com o maximo de representantes possiveis da ordem dos
primatas. Todas as espécies utilizadas nas andlises in silico possuem o genoma

sequenciado cujos dados estdo disponiveis em bancos de dados.

4.4.2 Analises filogenéticas e de estrutura éxon-intron

Para a obtencdo das sequéncias dos genes estudados nos organismos
descritos acima, foi realizado BlastX para cada gene de cada organismo nos
Bancos de dados Ensembl (EMBL-EBI e Wellcome Trust Sanger Institute) e
NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando como isca as
sequéncias codificadoras dos genes humanos localizados na regido
frequentemente deletada do cromossomo 17, obtidas no banco de dados do
Metazome (Joint Genome Institute e Center for Integrative Genomics) e

confirmadas no NCBI.
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Para as analises filogenéticas, as sequéncias de amino&cidos de cada
gene foram alinhadas no programa Muscle (Edgar, 2014) implementado no
MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Tamura et al., 2013). Todos
os alinhamentos foram checados a olho e quando necessério foram editados e
codificados no MEGA 6. O modelo de substituicdo de aminoacidos para cada
grupo de sequéncias foi estabelecido através do software ProtTest (Abascal et
al., 2005). As analises filogenéticas foram realizadas, utilizando o método
bayesiano, no software BEAST (Drummond et al., 2012) utilizando 10.000.000
de geracdes. O software Tracer (Rambaut A et al., 2013) foi utilizado para
verificar a convergéncia das cadeias de Markov e Monte Carlo. Por fim, a arvore
consenso foi gerada através do software TreeAnnotator (Pacote Beast -
Drummond et al., 2012) e a representacdo da arvore consenso de cada gene foi
visualizada e editada no software FigTree (Rambaut A, 2014).

Com a finalidade de compreender a organizacao estrutural dos genes
deletados, andlises comparativas da estrutura génica (organizacao éxon-intron)
foram realizadas utilizando o software online FancyGene (Rambaldi e Ciccarelli,
2009), sendo que os introns tiveram seus tamanhos padronizados para 10 pb,
pois como a maioria deles apresentava um comprimento consideravel, a
visualizacao e a interpretacao da figura seria dificil. Além do ser humano, foram
escolhidos para a analise um representante do ingroup (Chimpanzé) e um

representante do outgroup (Camundongo).

5 RESULTADOS

5.1 Analises moleculares e descricéo clinica

Entre os 95 pacientes analisados, cinco sado portadores de delecdes
(Tabela 2), sendo que trés delas ja foi descrita.

Um individuo (paciente 4) apresentou a microdelecéo tipo 1, com o fenotipo
muito similar ao descrito na literatura. Os pacientes 1 e 3 apresentaram a delecéo
da mesma regido, classificada em outros estudos como a microdelecéo do tipo
2. Neste caso, em especial, apesar do gene SUZ12 e de seu pseudogene,
SUZ12P, ndo estarem indicados como deletados, eles provavelmente estéo

parcialmente deletados. Isso acontece porque o0s pontos de quebra da
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microdelec¢éo tipo 2 se encontram depois e antes dos éxons onde as sondas do
kit de MLPA P122 hibridizam no pseudogene SUZ12P e no gene SUZ12 (ver
Figura 2), respectivamente, acarretando na ndo deteccdo de suas delecdes
através da técnica de MLPA. Por fim, o paciente 2 possui uma delecdo atipica
da regido NF1-REPa até o gene NF1 com um fenétipo similar ao observado em
pacientes com muta¢des no gene RNF135 (Douglas et al., 2007), enquanto que
0 paciente 5 é portador da delecdo do éxon 13 do gene NF1, que ndo codifica
nenhum dominio funcional, mas ja € o bastante para o desenvolvimento de um
fendtipo grave da doenca; ambas as dele¢cbes ndo foram descritas
anteriormente.

Entre os sintomas observados nos 5 pacientes, 0s mais comuns sao
manchas café com leite, neurofibromas cutaneos e plexiformes, efélides
inguinais e axilares, nddulos de Lish e déficit cognitivo. No entanto, alteractes
O0sseas, macrocefalia, dismorfias faciais e supercrescimento também foram

observados, mas com menor frequéncia (Tabela 2).

Tabela 2: Dados clinicos e moleculares dos pacientes.

Idade atual/
Paciente Idade Familiares aparecimento Delecéo Sintomas
dos sintomas

Riccardi/
Ablon

Manchas café com leite,
neurofibromas cutaneos, 2/moderado
efélides axilares e inguinais

CRLF3 - UTP6

1 57 Sim 57/~30 (microdelego tipo 2)

Manchas café com leite,
neurofibromas cutaneos,
efélides  inguinais,  déficit
cognitivo, macrocefalia,
dismorfias faciais e
supercrescimento.

2 14 Nao 14/4 SUZ12P - NF1 2/moderado

Manchas café com leite,

CRLF3 - UTP6 neurofibromas cutaneos e

(microdelecéo tipo 2) plexiformes, efélides axilares e
inguinais.

3 46 Sim 46/4 2/leve

Manchas café com leite,
neurofioromas cutaneos e
26/recém SUZ12P - LRRC37B plexiformes, efélides axilares,
nascida (microdelecao tipo 1) efélides inguinais, nédulos de
Lish, escoliose e déficit
cognitivo elevado.

4/moderado

Manchas café com leite,
neurofibromas cutaneos,

5 21 Sim 21/4 Exon 13 do gene NF1 neurofibroma plexiforme, 4/leve
efélides axilares, efélides
inguinais e ndédulos de Lish.
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5.2 Analises in silico

As buscas por sequéncias dos genes deletados nos bancos de dados de
genomas dos organismos estudados revelou que todos 0s genes estédo
localizados na mesma unidade cromossomal em todos os organismos (Tabela
suplementar 2), porém a ordem dos genes nem sempre € a mesma. Dois genes,
localizados em outros cromossomos, foram acrescentados ao estudo porque
durante as buscas pelas sequéncias de ADAP2 e RAB11FIP4, os genes ADAP1
e RAB11FIP3 apresentaram escores significativos em praticamente todas as
espécies (tabela suplementar 2), com excec¢ao do Chimpanzé e do Orangotango
que ndo possuem esses genes em seus genomas. Além disso, o gene RNF135
esta ausente nos genomas do Gib&o e do Tarsio, sendo que esse ultimo primata
também ndo possui os genes LRRC37B e ADAP2 (Tabela 3). J& o Orangotango
e 0 Macaco Rhesus ndo apresentam o gene ATAD5 em seus genomas. No caso
especifico do Gorila, 0 gene OMG esta ausente em seu genoma, mas EVI2A e
EVI2B estdo presentes, mostrando uma possivel perda de parte do intron 27b
(onde esses trés genes estao localizados) do gene NF1 que né&o parece afetar a
funcao proteica.

Tabela 3: Genes deletados (ou parcialmente deletados) em heterozigose nos

pacientes com delecdes e genes ausentes nos genomas dos demais organismos

estudados.

OMG

RNF135

P1|P2(P3|P4| P5 [Hsa| Ptr |Pab|Ggo |Mmu | Nle | Cja | Tsy | Mus | Rno | Clu

Bta

EXON
13

EVI2B

EVI2A

RAB11FIP4

COPRS

UTP6

SuUZ12

LRRC37B
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As analises filogenéticas foram realizadas a partir do alinhamento das
sequéncias proteicas de cada gene presente no bloco deletado entre todos os
organismos estudados. E possivel perceber que as arvores exibem topologias
similares e apresentam suporte estatistico. Porém, uma observacao intrigante é
o fato de que a maioria das arvores nao recuperou o clado Gorila-Chimpanzé-
Humano, mas para poder entender esse resultado sera necessario analisar com
atencao se a escolha da sequéncia de aminoacidos para a analise foi correta ou
se esse fato aconteceu devido a algum evento evolutivo.

Examinando as arvores filogenéticas, os alinhamentos das sequéncias e a
organizacao éxon-intron, foi possivel perceber uma elevada conservacdo dos
genes entre as espécies, principalmente dos dominios funcionais codificados
pelos mesmos, na maioria dos casos (Figuras 3 e 4, Tabela suplementar 3 e
Figuras suplementares 1 e 2). Em geral, as sequéncias de cada proteina
apresentam um tamanho similar entre as espécies.

Os genes LRRC37B e RNF135 apresentaram uma variacdo consideravel entre
suas sequéncias nas espécies estudadas, inclusive varias possiveis cépias do
LRRC37B foram descartadas (células vermelhas da tabela suplementar 2),
devido a alta variacdo das mesmas que dificultava o andamento das analises. O
fato das buscas sobre o gene LRRC37B apresentarem varias sequéncias na
maioria das espécies, dificulta na interpretacdo dos resultados porque ndo é
possivel inferir se todas essas sequéncias sdo funcionais, pois esse gene possui
varias copias de pseudogenes em diferentes espécies (Giannuzzi et al., 2013).
O gene RNF135 parece ser um fator de transcricdo, devido a presenca de
dominios dedo de zinco, fato que explicaria a menor conservacdo encontrada
fora da sequéncia que corresponde aos dominios proteicos, caracteristica
comum em fatores de transcricdo (Phillips and Hoopes, 2008). Os genes ADAP2
e ADAP1 exibem dois clados bem suportados, inclusive para os organismos néo
primatas, apontando para o fato desses genes serem paralogos que se
originaram de uma duplicacédo génica antiga. O mesmo pode ser observado para
RAB11FIP3 e RAB11FIP4. As sequéncias proteicas codificadas pelos genes
NF1, OMG, RAB11FIP4 e SUZ12 sé&o as mais conservadas de todas, 94,4%,
80,9% 80,8% e 80,4% respectivamente (Tabela suplementar 3), indicando suas
importancias funcionais. Os genes OMG, EVI2A e EVI2B estéo localizados no
intron 27b do gene NF1, mas apenas a proteina codificada pelo gene OMG é

muito conservada, o que reforca a importancia funcional deste polipeptideo.
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Figura 3: Analises filogenéticas dos genes NF1, ADAP2 e ADAP1. A — Filogenia
do gene NF1. B — Filogenia dos genes ADAP1 e ADAP2. A probabilidade
posterior com valores acima de 0,90, esta representada pelas linhas mais

espessas, enquanto que valores menores de probabilidade séo retratados por
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Figura 4: Organizacado das estruturas éxon-intron dos genes A - NF1, B - ADAP2
e C - ADAP1. A primeira estrutura de cada figura é referente a espécie humana,

a segunda ao chimpanzé e a terceira ao camundongo.
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6 CONCLUSAO

Em se tratando de correlacdes entre gendtipo e fendtipo, algumas relacdes

puderam ser feitas. O paciente 2 apresentou dismorfia facial, alta estatura e
macrocefalia, que podem estar relacionados com a haploinsuficiéncia de
RNF135. Como esse fenétipo ndo é observado nos demais pacientes que
apresentam a delecéo deste gene, a avaliacdo da expressao e de alteracdes no
alelo restante do gene RNF135 é de grande interesse para estudos posteriores.
O individuo 4 é portador da microdelecao tipo 1 e seu fendétipo € semelhante ao
esperado, pois este individuo apresenta o quadro clinico mais grave.
O paciente 5 possui a delecdo do éxon 13 do gene NF1, esse éxon ndo é
responsavel pela atividade funcional da proteina codificada, mas provavelmente
€ muito importante para o dobramento correto da mesma, prejudicando sua
funcionalidade. Corroborando para explicar este caso, a porcentagem de
aminoacidos conservada superior a 90% em NF1, entre as espécies avaliadas,
€ um indicio de pequenas alteragcbes em qualquer éxon desse gene podem
causar um efeito fenotipico significativo.

Em se tratando dos 2 pacientes que possuem a mesma regido deletada, é
possivel perceber que os sintomas sdo semelhantes, com excec¢do dos
neurofibromas plexiformes que acometem apenas um dos individuos (paciente
3). Esse acontecimento pode ser explicado pelo fato de muitos pacientes com a
microdelecdo tipo 2 frequentemente apresentarem mosaicismo somatico
(Kehrer-Sawatzki et al., 2004), tornando interessante avaliar se isso realmente
ocorre em algum desses dois casos. Porém, a possibilidade de aparecimento
desse tipo de neurofiboroma e de tumores mais agressivos ndo pode ser
descartada, principalmente porque os pacientes portam microdelecdes, o que
indica a importancia do diagnéstico molecular para o manejo clinico adequado
desses individuos.

As proteinas ADAP2 e ADAP1 sao isoformas da subfamilia ADAP e
compartilham 51-59% de suas sequéncias em humanos (Whitley et al., 2002),
com a mesma organizagao de seus dominios, além de ambas serem expressas
no cérebro e interagirem com os microtubulos (Zuccotti et al., 2012; Stricker et
al., 2014). RAB11FIP3 e RAB11FIP4 (também com sequéncias similares) foram
mostradas interagindo com a subfamilia ADAP para controlar o trafico da
membrana durante a citocinese (Fielding et al., 2005), demonstrando que esses
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genes também parecem dividir fungdes semelhantes. Esses dados apresentam
a possibilidade de um gene suprir a necessidade funcional do outro, em casos
extremos, como a delecéo dos genes ADAP2 e RAB11FIP4. Por esse motivo,
0s quatro genes podem ser modificadores de fenotipo.

As sequéncias proteicas codificadas pelos genes SUZ12 e OMG
apresentam elevada conservacdo, principalmente em primatas maiores,
demonstrando a importancia de suas funcdes. Essas observacdes indicam que
pesquisas relacionadas a estes genes podem trazer mais informacdes sobre a
influéncia dos mesmos no fenétipo de individuos com neurofibromatose tipo 1.

Resumindo, além de NF1, seria interessante avaliar se a procura por
alteragbes nos genes RNF135 e SUZ12 deve ser acrescentada as analises
moleculares realizadas no HCPA, nos casos clinicos de neurofibromatose tipo 1.
Os genes RNF135, SUZ12, OMG, ADAP2, ADAP1, RAB11FIP4 e RAB11FIP3
sao fortes candidatos a serem modificadores de fenétipo, podendo fazer parte

de estudos posteriores.

7 PERSPECTIVAS

a) Confirmar as delecdes (validar a técnica para uso em diagndstico
molecular), encontradas pela técnica de MLPA, e descrever seus pontos
de quebra através do método a-CGH de alta resolucao.

b) Analisar a expressdo dos genes encontrados na regido estudada,
utilizando dados de microarranjo disponiveis em bancos de dados.

c) Avaliar se ha selecdo positiva de algum dos genes frequentemente
deletados.

d) Convidar os familiares, com diagnéstico de NF1, dos pacientes com
microdelecéo para participarem da pesquisa.

e) Procurar por alteragdes nos genes RNF135 e SUZ12 nos pacientes.

f) Analisar a expressdo génica de ADAP2 e ADAP1 nos pacientes com
grandes rearranjos.

g) Fazer as analises filogenéticas com as sequéncias nucleotidicas dos
genes, para compararmos se o respectivo resultado é melhor do que o

obtido com as sequéncias de aminoacidos.

22



8 LIMITACOES DO ESTUDO

O rastreamento mais completo dos sintomas durante 0 acompanhamento
do paciente ainda precisa ser otimizado, para que as correlacdes entre genotipo
e fendtipo possam ser mais efetivas.

O excessivo numero de coépias do pseudogene LRRC37BP, acabam

dificultando na escolha das sequéncias referentes ao gene LRRC37B.
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ANEXO 1. Critérios de diagnéstico clinico para a neurofibromatose tipo 1.

Critérios diagnosticos segundo o National Institutes of Health (EUA), para
NF1.

1 — Seis ou mais manchas café-com-leite

> de 0,5 cm no maior didametro em individuos pré-puberais, ou

> de 1,5 cm no maior didmetro em individuos pés-puberais
2 - Dois ou mais neurofibromas de qualquer tipo ou um neurofibroma plexiforme
3 - Efélides na regido axilar ou inguinal
4 - Glioma 6ptico
5 - Dois ou mais nddulos de Lisch (hamartomas de iris)
6 - Lesdo Ossea distinta, como a displasia do esfenodide ou adelgacamento do
cortex dos 0ssos longos com ou sem pseudoartrose.
7 - Familiar de primeiro grau (pai/méae, irmao/irma, filho/filha) com NF1
diagnosticado pelos critérios acima.




ANEXO 2: material suplementar

Tabela suplementar 1: principais informac¢des funcionais sobre os genes

frequentemente deletados nos grandes rearranjos em NF1.

Gene (sigla) Nome Tambe_m InformagBes sobre aproteina Referéncias
conhecido
cvtokine receptor FRWS, Regulador negativo do ciclo celular, com a possibilidade de regular negativamente a progresséao do 1) Yang Fetal . 2009 2
CRLF3 _y I P CRLM9; ciclo celular na fase GO / G1. Estudos sobre a proteina em ratos sugerem que a mesma pode regular a ) ) 9 v )
like factor ) B P o Hashimoto Y et al ., 2012
CYTOR4 morfologia neuronal e a biogénese de vesiculas sinapticas.
ATPase family, ELG1: Importante para suprimir a instabilidade gendmica. Relacionado com predisposi¢édo a cancer quando 1) Bell DW et al. 2) Sikdar
ATAD5 AAA domain C17or’f41 sua fungéo éprejudicada. Atua na via BCL2/BAX, que desempenha um papel central na determinagdo |N et al., 2009 3) Ishii H et
containing 5 do futuro da célula, reparo do DNA ou apoptose. al ., 2005
Expresso no misculo esquelético, figado (em humanos) e no cérebro com uma expresséo mais
ADAP2 ArfGAPwith dual [ARFGAP; elevada no coragéo e aorta (em humanos e ratos). Segundo o Gene Ontology essa proteina esta 1) Venturin Met al ., 2004
PH domains 2 CENTA2 envolvida no desenvolvimento do coracéo e na regulagéo positiva da atividade de GTPase. Pode ser 2) Venturin Met al ., 2014
um gene candidato a estar envolvido com anormalidades cardiacas especfificas em pacientes com NF1.
ring finger orotein Relacionado com supercrescimento e dismorfismo facial em pacientes com NF1, bem como com
RNF135 133 gerp Riplet dificuldades de aprendizagem. Porém essas caracteristicas séo atenuadas com o passar do tempo 1) Douglas J, et al ., 2007
(até a fase adulta).
NF1 neurofibrina 1 WSS Regultadc.)r negat!vo da via de transdugéo dfe S|naI~RAS. A inativagéo do gene NF1 rgsulta na ativagcao 1)Barbacid et al., 1987
constitutiva da via RAS, aumentando a proliferacéo celular e a chance de desenvolvimento de tumores.
Componente do centrossoma, o principal centro de organizagdo dos microtibulos (MTOC) em células
UTP6, small subunit HCAGE: C170 de mamiferos, necessaria para a duplicagao do centriolo e montagem do fuso mitético. Potencializa o 1) Piddubnyak V, et al .,
UTP6 (SSUV) processome ’ efeito de Apaf-1, que por sua vez desempenha um papel central na ativag@o da caspase mitocondrial, |2007 2) Fant X, etal .,
rf40 . . . -
component na via de apoptose. As células desprovidas de UTP6 foram severamente prejudicadas em se tratando |2009
de apoptose dependente de apoptossomo.
Componente central do complexo repressivo Polycomb 2 (PRC2), esta implicado em silenciamento
transcricional através da geragéo de di e tri metilagdes da lisina 27 na histona H3 (H3K27me3). O
SUZ12 polycomb CHETY: JIAZ complexo repressivo Polycomb 2 (PRC2) exerce efeitos oncogénicos em muitos tipos de tumor. A 1) De Raedt T, et al .,
Suzi2 repressive complex ! perda de SUZ12 potencializa os efeitos de mutagdes em NF1 por amplificacéo dirigida da transcricéo 2014 2) Liu Cetal ., 2014
2 subunit de Ras, através de efeitos sobre a cromatina. E importante salientar, no entanto, que a inativagéo de 3) Zhang Met al ., 2014
SUZ12 também aciona um interruptor epigenético que sensibiliza estes cancros quando tratados com
inibidores de bromodominios.
leucine rich repeat Segundo o Expression Atlas (EMBL-EBI) os 6rgédos com expressédo mais significativa sdo: Cerebelo, 1|) Giuliana Giannuzzi, et
LRRC37B containing 37B, C66 |LRRC37; Testiculo, tireéide, glandula pituitaria, pulmdo, nodo linfatico e medula 6ssea. Os motivos LRR sé&o a "‘2013 2) .
SLIT-like testicular |KIAA0563 importantes para as interac¢des intermoleculares, comfatores intercelulares exégenos no sistema hitp://w ww .ebi.ac.uk/gxa
protein imune e/ou com tipos celulares diferentes no sistema nervoso em desenvolvimento. ggenes/ENSGOOOOOlB5l5
) Localizado dentro do gene NF1, é expresso no cérebro e ja foi associado com disturbio cognitivo, .
oligodendrocyte . R . ~ 1) Terzi YK, et al ., 2011
OMG ) . |OMGP porém em um estudo sobre NF1, essa associa¢do ndo foi significativa. Atua na regulagéo do .
myelin glycoprotein . 2) Vourc'h P, et al ., 2003
crescimento celular.
EVI2A gcotrop.lc V|r_al EVDA; EV1- (Foi .m,o_strado que sua expressédo esta abaixo do normal em tumores malignos da bainha do nervo Pasmant, et al,, 2011
integration site 2A  |2A periférico
EVI2B .ecotrop.lc V|r_al EVDB Foi .m,o_strado que sua expressao esta abaixo do normal em tumores malignos da bainha do nervo Pasmant, et al., 2011
integration site 2B periférico
RAB11 Family RABL1-FIPA: As proteinas da grande familia de Rab GTPase tém papéis reguladores na formagéao, direcionamento e |1) Fielding AB, et al.,
RAB11FIP4 |Interacting Protein 4 " [fusdo de vesiculas de transporte intracelulares. RAB11FIP4 é uma das muitas proteinas que regulame [2005 2) Wallace DME, et
KIAA1821 .
(Class Il interagem com GTPases Rab. al., 2002.
Transcription . . } . . . . )
. Aumenta a transcricdo de RNA polimerase mitocondrial. Regula a transcri¢do do genoma mitocondrial, [1) Minczuk M, et al ., 2011
TEFM Eongation Factor Of |C170rf42 . . ; . L .
) . incluindo os genes importantes para o mecanismo de fosforilagao oxidativa. 2) Posse V et al., 2015
Mitochondria
A proteina de ligagao de histona é necesséria para a atividade metiltransferase na histona H4 de
Coordinator Of PRMTS5. Especificamente necesséria para metilar a histona H4 na Arg-3, modula a especificidade de
COPRS PRMT5, C170rf79 substrato de PRMT5. COPRS liga-se ao terminal amino de histona H4 e nucleossomas, sugerindo que é |1) Lacroix M, et al., 2008
Differentiation um importante adaptador de PRMT5. Desempenha um papel na diferenciagéo de células musculares, 2) Paul Cet al., 2012
Stimulator modulando o recrutamento de PRMT5 para o promotor de genes envolvidos na coordenagao entre a
saida do ciclo celular e a diferenciagdo do masculo.
A expressao ectopica de miR-365B-3p atenua significativamente o crescimento celular, induz a parada
mir-365b: hsa do ciclo celular na fase G1 e a apoptose de célula através da inibicdo da expresséo de PAX6,
MIR365-2 microRNA 365b ) ’ diretamente pela ligagdo em suas regides 3' ndo traduzidas. Alémdisso, a superexpresséo de mR- 1) Wang J, et al ., 2013
mir-365b L . o oo
365B-3p regula positivamente p21 e p27, mas regula negativamente cdc2 e ciclina D1 niveis de
proteina.
MicroRNA anti-proliferativo. Sua superexpresséao inibiu a incorporagéo de BrdU em células cancerosas,
MIR193A microRNA 193a MIRN193 indicando que ele afeta o ciclo celular, além de induzir a ativagéo da caspase 3/7, resultando em morte |1) Nakano H, et al., 2013

celular por apoptose. Potenciais alvos: ARHGAP19, CCND1, erbB4, KRAS e MCL1
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Tabela suplementar 2: informagdes sobre as sequéncias obtidas nos bancos

de dados Ensembl e NCBI. As sequéncias proteicas excluidas do estudo por

serem muito diferentes das demais, estdo em vermelho. Dois genes, ADAP1 e

RAB11FIP3, que ndo estdo na regido frequentemente deletada em pacientes

com

consideraveis.

neurofibromatose,

foram adicionados

pois apresentaram scores

Espécie Gene Cddigo proteico Nome do locus Gene traxc(:‘ietos localizagdo gendmica Comp. | Escore| E-valor | %ID
CRLF3 ENSBTAP00000024457 |ENSBTAG00000018381 |CRLF3 1 19:18456491-18497475 438 642 0.0 95.66

ATAD5 ENSBTAP00000024464 |ENSBTAG00000018383 |ATADS 1 19:18411252-18445391 1868 |1955 0.0 76.77

ADAP2/ ENSBTAP00000004328 |ENSBTAG00000003334 |ADAP2 1 19:18354230-18388232 383 517 0.0 87.21

ADAP1 ENSBTAP00000052493 |ENSBTAG00000015952 |ADAP1 1 25:42330113-42362774 347 359 2,00E-132(61.67

RNF135 ENSBTAP00000022890 |ENSBTAG00000017225 |RNF135 1 19:18331445-18343178 435 412 1,00E-153]64.60

Gado (Bos NF1 ENSBTAP00000015699 [ENSBTAG00000011829 |NF1 2 19:18973027-19183670 2827 (4131 [0.0 97.17
taurus - Bta) UTP6 ENSBTAP00000020740 |ENSBTAG00000015612 [UTP6 1 19:18570929-18596526 598 703 0.0 74.75
60 SUzZ12 ENSBTAP00000024971 |ENSBTAG00000018752 [SUZ12 1 19:18507875-18544756 659 1031 0.0 99.24
CIOMOSSOMOS OMG ENSBTAP00000035220 |ENSBTAG00000025213 |OMG 1 19:19045123-19046406 428 571 0.0 95.09
(29+%) LRRC37B  |ENSBTAP00000004849 |ENSBTAG00000027274 |ENSBTAG00000027274 2 19:45804030-45845485 850 424 7,00E-14742.35
EVI2A ENSBTAP00000012311 |ENSBTAG00000009354 |EVI2A 1 19:19023409-19024104 232 279 1,00E-101]79.74

EVI2B ENSBTAP00000012309 |ENSBTAG00000009353 |EVI2B 1 19:19034875-19036206 445 407 2,00E-151|67.19

RAB11FIP4/ |ENSBTAP00000022573 |ENSBTAG00000016972 |RAB11FIP4 1 19:18851512-18886471 526 673 0.0 94.11

RAB11FIP3 [ENSBTAP00000022068 |[ENSBTAG00000016591 [RAB11FIP3 1 25:405582-463924 625 287 4,00E-99 [39.36

TEFM ENSBTAP00000024467 |ENSBTAG00000018386 [C19H170rf42 1 19:18400772-18407786 354 420 1,00E-157|76.55

COPRS ENSBTAP00000002453 |ENSBTAG00000001885 [COPRS 1 19:18604745-18608931 173 219 8,00E-78 |76.88

CRLF3 ENSCJAP00000026067 |ENSCIAG00000014163 |CRLF3 3 5:92519493-92566475 442 653 0.0 98.19

ATAD5 ENSCJAP00000026098 |ENSCIAG00000014179 |ATADS 1 5:92433480-92513351 1847 |2253 |0.0 87.82

ADAP2/ ENSCJAP00000026172 |ENSCIJAG00000014210 |ADAP2 1 5:92369119-92406702 381 554 0.0 93.44

ADAP1 ENSCJAP00000048557 |ENSCIAG00000015811 |ADAP1 2 2:56955392-57014328 336 344 5,00E-126 |59.52

RNF135 ENSCJAP00000026182 |ENSCIAG00000014235 |RNF135 3 5:92342252-92357613 435 560 0.0 85.75

NF1 ENSCJAP00000025805 |ENSCIAG00000013924 |NF1 6 5:93187983-93481033 2839 [4293 0.0 99.68

Sagui UTP6 ENSCJAP00000025966 |ENSCIJAG00000014115 [UTP6 1 5:92698514-92738377 597 866 0.0 95.64
(Callthrix SUzZ12 ENSCJAP00000026016 |ENSCIJAG00000014133 [SUZ12 1 5:92580829-92648466 658 1035 0.0 99.39
jacchus - Gja) OMG ENSCJAP00000025889 |ENSCJAG00000014092 |OMG 1 5:93269084-93270367 428 592 0.0 97.90
48 ENSCJAP00000044215 |ENSCIJAG00000001032 [ENSCJAG00000001032 3 GL285097.1:40089-55767 886 541 0.0 53.95
cromossomos |LRRC378 ENSCJAP00000026099 |ENSCIJAG00000014194 [ENSCJAG00000014194 1 13:20088200-20090218 601 259 4,00E-86 [41.26
(224X+Y) ENSCJAP00000002355 |ENSCIJAG00000001338 [ENSCJAG00000001338 3 5:63796051-63811610 192 227 6,00E-73 |71.35
ENSCJAP00000032794 [ENSCJAG00000017781 [ENSCJAG00000017781 1 5:38440670-38443673 523 209 4,00E-66 [41.30

EVI2A ENSCJAP00000025894 |ENSCIJAG00000014096 [ENSCJAG00000014096 1 5:93241274-93243377 256 365 3,00E-13691.02

EVI2B ENSCJAP00000046393 |ENSCIJAG00000014095 |EVI2B 2 5:93256893-93258209 439 536 0.0 87.70

RAB11FIP4/ |EHH24670 ENSCJAG00000014099 [RAB11FIP4 2 5:93032462-93130647 - 1065 [0.0 99.00

RAB11FIP3 |ENSCJAP00000021863 |ENSCJAG00000011897 |RAB11FIP3 3 12:490904-531109 514 286 9,00E-10044.16

TEFM ENSCJAP00000026127 |ENSCIAG00000014201 |TEFM 1 5:92423632-92429548 356 481 0.0 87.64

COPRS ENSCJAP00000051487 |ENSCIJAG00000014110 [COPRS 3 5:92744895-92754415 172 253 2,00E-91 |87.79

CRLF3 ENSCAFP00000027303 |ENSCAFG00000018492 |CRLF3 1 9:40933460-40976601 438 643 0.0 96.35

ATAD5 ENSCAFP00000027299 |ENSCAFG00000018481 |ATADS 2 9:40870927-40917915 1910 |1973 0.0 76.70

ADAP2/ ENSCAFP00000030645 |ENSCAFG00000018466 |ADAP2 1 9:40819428-40845115 381 532 0.0 89.24

ADAP1 ENSCAFP00000016695 |ENSCAFG00000011344 |ADAP1 1 6:15921974-15973509 347 359 2,00E-132(61.38

RNF135 ENSCAFP00000027261 |ENSCAFG00000018462 |RNF135 1 9:40795300-40808721 438 398 1,00E-14761.87

NF1 ENSCAFP00000027461 |ENSCAFG00000018592 |NF1 2 9:41470995-41679382 2821 [4225 0.0 98.51

Cachorro  [UTP6 ENSCAFP00000027330 |ENSCAFG00000018507 [UTP6 1 9:41067262-41093010 598 809 0.0 89.46
(Canis lupus [SUZ12 ENSCAFP00000027313 |ENSCAFG00000018498 [SUZ12 1 9:40994870-41038250 650 1020 |0.0 99.23
familiaris - Clu) |OMG ENSCAFP00000027481 [ENSCAFG00000018624 [OMG 1 9:41546736-41548019 428 583 0.0 96.26
78 ENSCAFP00000041156 | ENSCAFG00000031375 |ENSCAFG00000031375 1 9:17979631-17995435 655 286 1,00E-93 |38.47
cromossomos |LRRC37B  |ENSCAFP00000037618 |ENSCAFG00000029478 [ENSCAFG00000029478 1 9:10291948-10304722 628 246 6,00E-75 |36.31
(38+X) ENSCAFP00000043093 | ENSCAFG00000031467 |ENSCAFG00000031467 1 14:22322624-22332292 605 158 2,00E-44 30.58
EVI2A ENSCAFP00000036800 | ENSCAFG00000029405 |ENSCAFG00000029405 1 9:41523246-41523938 231 260 1,00E-93 |74.03

EVI2B ENSCAFP00000027479 |ENSCAFG00000018623 |EVI2B 1 9:41535738-41537066 444 447 2,00E-167|72.52

RAB11FIP4/ |ENSCAFP00000027341 |ENSCAFG00000018522 |RAB11FIP4 1 9:41342258-41416095 557 719 0.0 94.25

RAB11FIP3 [ENSCAFP00000029106 |ENSCAFG00000019670 [RAB11FIP3 1 6:40022000-40044261 495 289 2,00E-10146.06

TEFM ENSCAFP00000042698 |ENSCAFG00000018475 |TEFM 2 9:40860963-40867816 360 429 2,00E-161|76.11

COPRS ENSCAFP00000027336 |ENSCAFG00000018517 [COPRS 1 9:41100041-41103771 136 192 9,00E-67 |81.62




CRLF3 ENSGGOP00000004903 [ ENSGGOG00000005002 [CRLF3 1 5:53436428-53476145 444 664 0.0 99.55
ATAD5 ENSGGOP00000005765 | ENSGGOG00000005883 [ ATADS 1 5:53366215-53428754 1844 12363 (0.0 93.71
ADAP2/ ENSGGOP00000028548 | ENSGGOG00000004257 [ADAP2 2 5:53303421-53338277 379 539 0.0 92.35
ADAP1 ENSGGOP00000012355 [ ENSGGOG00000012660 [ ADAP1 1 7:836349-892450 347 343 8,00E-12657.93
RNF135 ENSGGOP00000005786 | ENSGGOG00000005912 [RNF135 1 5:53260147-53284765 360 516 0.0 95.28
NF1 ENSGGOP00000006859 [ ENSGGOG00000006983|NF1 2 5:52834636-53161679 2839  [4209 ]0.0 98.20
Gorila (Gorilla UTP6 ENSGGOP00000028108 | ENSGGOG00000026003 | ENSGGOG00000026009 2 15:30768738-30770828 598 671 0.0 78.76
gorilla gorilla - ENSGGOP00000013242 [ ENSGGOG00000013569 | UTP6 1 5:52298783-52338080 597 611 0.0 74.20
Ggo) 46 |Suz12 ENSGGOP00000010105 [ENSGGOG00000010352 | SUZ12 1 5:52191094-52251152 583 920 0.0 99.66
cromossomos [OMG | e [ e [ e ] e | e - - -
(22+X) ENSGGOP00000024608 | ENSGGOG00000012882 | ENSGGOG00000012882 2 10:30462810-30468162 915 977 0.0 79.89
(cromossomo LRRC37B ENSGGOP00000028210 | ENSGGOG00000026947 | ENSGGOG00000026941 1 5:52148708-52163228 707 784 0.0 83.88
2 dividido em ENSGGOP00000024093 [ ENSGGOG00000025742 | ENSGGOG00000025747 1 5:53207699-53219434 678 413 6,00E-147]51.62
2ae?2b) ENSGGOP00000027053 | ENSGGOG00000024250 [ENSGGOG0000002425 1 5:45127944-45141094 516 354 1,00E-122]53.10
EVI2A ENSGGOP00000025097 [ ENSGGOG00000024807 | ENSGGOG00000024807 2 5:52889964-52892080 259 399 9,00E-15198.46
EVI2B ENSGGOP00000005071 [ ENSGGOG00000005182 [EVI2B 1 5:52905461-52906765 435 614 0.0 97.93
RAB11FIP4/ |ENSGGOP00000001056 | ENSGGOG00000001071{RAB11FIP4 1 5:52672926-52816615 624 869 0.0 99.68
RAB11FIP3 |ENSGGOP00000007686 | ENSGGOG00000007854 |RAB11FIP3 1 16:467712-565619 642 280 5,00E-96 |38.63
TEFM ENSGGOP00000020628 | ENSGGOG00000025274 [ TEFM 1 5:53354081-53361907 360 554 0.0 99.44
COPRS ENSGGOP00000007136 | ENSGGOG00000007292 | COPRS 2 5:52342244-52349288 186 281 4,00E-103(97.31
CRLF3 ENSP00000318804 ENSG00000176390 CRLF3 1 17:30784190-30824651 442 667 0.0 100.00
ATAD5 ENSP00000313171 ENSG00000176208 ATAD5 2 17:30832348-30894910 1844 12574 [0.0 100.00
ADAP2/ ENSP00000329468 ENSG00000184060 ADAP2 6 17:30922015-30957866 381 591 0.0 100.00
ADAP1 ENSP00000265846 ENSG00000105963 ADAP1 11 7:899046-954429 347 357 2,00E-131159.65
RNF135 ENSP00000328340 ENSG00000181481 RNF135 5 17:30971074-30999188 432 655 0.0 100.00,
Humano (hormo NF1 ENSP00000351015 ENSG00000196712 NF1 7 17:31095310-31374152 2839 [4302 (0.0 100.00
sapiens - Hsa) UTP6 ENSP00000261708 ENSG00000108651 UTP6 1 17:31863362-31901627 597 908 0.0 100.00
48 SUzZ12 ENSP00000316578 ENSG00000178691 SUzZ12 2 17:31937448-31998958 658 1040 0.0 100.00
CIOMOSSOMOS OMG ENSP00000247271 ENSG00000126861 OMG 1 17:31295048-31296331 428 609 0.0 100.00
(46+X+Y) LRRC37B  |ENSP00000378202 ENSG00000185158 LRRC37B 9 17:32021147-32053325 947 1295 0.0 100.00
EVI2A ENSP00000247270 ENSG00000126860 EVI2A 5 17:31318306-31320431 259 404 2,00E-152100.00
EVI2B ENSP00000462682 ENSG00000185862 EVI2B 2 17:31304305-31305609 435 625 0.0 100.00
RAB11FIP4/ |ENSP00000482620 ENSG00000131242 RAB11FIP4 4 17:31391892-31531729 624 870 0.0 100.00
RAB11FIP3 [ENSP00000399644 ENSG00000090565 RAB11FIP3 6 16:426622-520836 637 324 5,00E-11442.07
TEFM ENSP00000462963 ENSG00000172171 TEFM 3 17:30899172-30906198 360 557 0.0 100.00
COPRS ENSP00000304327 ENSG00000172301 COPRS 3 17:31852142-31859199 186 283 9,00E-10498.39
CRLF3 ENSMMUP00000011900 | ENSMMUG00000009069 [CRLF3 1 16:27225529-27279056 444 661 0.0 99.10
ENSMMUP00000021240 | ENSMMUG00000016154 |ENSMMUG 00000016154 1 6:96081251-96082594 438 420 4,00E-157 [68.49
L e Y T Y - - - -
ADAP2/ ENSMMUP00000011908 | ENSMMUG00000009077 | ADAP2 1 16:27378497-27417323 381 572 0.0 96.06
ADAP1 ENSMMUP00000022462 | ENSMMUG00000017064 | ADAP1 1 3:38827703-38885923 347 357 1,00E-131]59.37
RNF135 ENSMMUP00000010452 |ENSMMUG00000007967 |RNF135 1 16:27434352-27446835 175 214 1,00E-73 |86.86
NF1 EHH24669 ENSMMUG00000008605 [NF1 3 16:26262569-26548979 - 5772 10.0 99.00
Macaco UTP6 ENSMMUP00000026846 [ENSMMUG00000020403 |UTP6 2 16:27056346-27097385 598 881 0.0 97.49
(Macaca |SUZ12 EHH24673 ENSMMUG00000001116 [SUZ12 1 16:27140703-27206381 - 1374 0.0 99.00
mulatta - Mmu) |OMG ENSMMUP00000008966 |ENSMMUG00000006824 |OMG 1 16:26468665-26469948 428 594 0.0 98.36
42 ENSMMUP00000024288 | ENSMMUG00000018463 | ENSMMUG 00000018463 3 16:56955303-56992180 908 975 0.0 71.75
Cromossomos LRRC37B ENSMMUP00000015398 [ ENSMMUG00000011880 |ENSMMUG 00000011880 5 16:57039966-57077828 577 622 0.0 79.90
(20+X) ENSMMUP00000004409 | ENSMMUG00000003308 | ENSMMUG00000003308 2 16:55751910-55764041 216 288 2,00E-97 [83.33
ENSMMUP00000004282 | ENSMMUG00000011737 |ENSMMUG 00000011737 2 16:54000170-54002322 560 273 9,00E-91 [47.50
EVI2A ENSMMUP00000035028 | ENSMMUG00000008604 | ENSMMUG 00000008604 2 16:26495866-26497991 259 387 9,00E-14694.98
EVI2B ENSMMUP00000011283 [ ENSMMUG00000008603 [EVI2B 1 16:26481610-26482923 438 566 0.0 90.64
RAB11FIP4/ |ENSMMUP00000010642 | ENSMMUG00000008127 [RAB11FIP4 2 16:26609307-26711478 557 760 0.0 99.46
RAB11FIP3 |ENSMMUP00000000825 | ENSMMUG00000000613 |RAB11FIP3 1 20:404896-503277 631 289 3,00E-100(39.78
TEFM ENSMMUP00000011905 | ENSMMUG00000009073 [TEFM 1 16:27355262-27361704 361 519 0.0 93.63
COPRS ENSMMUP00000026842 | ENSMMUG00000020401 | COPRS 2 16:27044073-27051326 172 273 8,00E-10094.19




CRLF3 ENSMUSP00000060028 |ENSMUSG00000017561 |Crlf3 3 11:80047484-80080912 442 631 0.0 92.99
ATAD5 ENSMUSP00000103874 |ENSMUSG00000017550 |Atad5 2 11:80089771-80134368 1852  |1670 0.0 67.82
ADAP2/ ENSMUSP00000021050 |ENSMUSG00000020709 |Adap2 2 11:80154216-80178415 377 514 0.0 85.41
ADAP1 ENSMUSP00000106489 |ENSMUSG00000056413 [Adapl 1 5:139273348-139325314 347 360 1,00E-132160.52
RNF135 ENSMUSP00000017839 |ENSMUSG00000020707 |Rnf135 1 11:80183917-80199084 435 369 1,00E-135]57.70
Camundongo NF1 ENSMUSP00000071289 |ENSMUSG00000020716 [Nf1 3 11:79340000-79578393 2841  [4247 0.0 98.42
(Mus musculus UTP6 ENSMUSP00000046643 |ENSMUSG00000035575 |Utp6 2 11:79935958-79962309 597 785 0.0 86.10
- Mus) 42 SUZ12 ENSMUSP00000017692 |ENSMUSG00000017548 Suz12 2 11:79993527-80032145 658 1021 [0.0 97.87
CIOMOSSOMDS OMG ENSMUSP00000132918 |ENSMUSG00000049612 |Omg 1 11:79501741-79503021 427 542 0.0 89.23
(19+X+Y) LRRC37B  [ENSMUSP00000129662 |ENSMUSG00000034239 GrT\884 2 11:103543324-103614303 773 329 2,00E-10938.29
EVI2A ENSMUSP00000125936 |ENSMUSG00000078771 |Evi2a 2 11:79527117-79527782 228 210 6,00E-73 ]64.04
EVI2B ENSMUSP00000128569 |ENSMUSG00000070354 |Evi2b 1 11:79515470-79516747 442 307 7,00E-110]53.39
RAB11FIP4/ |ENSMUSP00000017783 |ENSMUSG00000017639 |Rab11fip4 2 11:79591315-79692836 625 793 0.0 92.64
RAB11FIP3 [ENSMUSP00000113521 [ENSMUSG00000037098 [Rab11fip3 4 17:25990775-26067680 625 331 2,00E-11442.72
TEFM ENSMUSP00000059304 |ENSMUSG00000046909 [Tefm 2 11:80136848-80142077 352 361 2,00E-133)67.90
COPRS ENSMUSP00000033839 |ENSMUSG00000031458 [Coprs 1 8:13885035-13890211 169 204 1,00E-71 |75.74
CRLF3 ENSNLEP00000007078 |ENSNLEG00000005850 [CRLF3 1 (GL397459.1:20198-59621 354 558 0.0 100.00
ATADS ENSNLEP00000007107 |ENSNLEG00000005853 |ATADS 1 (GL397459.1:87678-148528 1844  |2474 0.0 96.31
ADAP2/ ENSNLEP00000007119 |ENSNLEG00000005879 |ADAP2 1 (L397459.1:175902-202784 390 509 0.0 88.21
ADAP1 ENSNLEP00000010260 |ENSNLEG00000008426 |ADAP1 (GL397443.1:435701-493496 347 322 1,00E-117]55.33

RNF135 | e | e | e | e ] e - - - -
Gibdo de  |NF1 ENSNLEP00000013316 |ENSNLEG00000010582 [NF1 1 (L397485.1:116905-400800 2839|4277 ]0.0 99.08
bochechas |UTP6 ENSNLEP00000013490 |ENSNLEG00000011009 |UTP6 1 (GL397485.1:907327-950700 597 875 0.0 97.15
brancas  |SUz12 ENSNLEP00000013539 |ENSNLEG00000011117 {SUZ12 1 (L397485.1:982109-1055613 658 1035 0.0 99.54
(Nomascus  |OMG ENSNLEP00000013331 |ENSNLEG00000010979 [OMG 1 (L397485.1:322932-324215 428 598 0.0 98.13
leucogenys - LRRC37B ENSNLEP00000013553 |ENSNLEG00000011154 |LRRC37B 1 (GL397485.1:1078267-1111947 952 1106  [0.0 85.19
Nle) 38-52 ENSNLEP00000005752 |ENSNLEG00000004744 [ENSNLEG00000004744 1 GL397331.1:9257466-9291479 596 573 0.0 66.78
Cromossomos |EVI2A ENSNLEP00000013338 |ENSNLEG00000010986 |ENSNLEG00000010986 1 (L397485.1:346257-348375 259 384  [2,00E-144[94.98
EVI2B ENSNLEP00000013335 |ENSNLEG00000010983 [EVI2B 1 (GL397485.1:332211-333518 436 598 0.0 95.18
RAB11FIP4/ |ENSNLEP00000013346 |ENSNLEG00000010989 |[RABL1FIP4 2 (GL397485.1:435495-560387 622 800 0.0 92.28
RAB11FIP3 [ENSNLEP0O0000009865 |ENSNLEG00000008080 [RAB11FIP3 1 (L397322.1:467471-506833 544 247 3,00E-84 |39.71
TEFM ENSNLEP00000007111 |ENSNLEG00000005875 [TEFM 1 (GL397459.1:152769-160546 357 536 0.0 97.20
COPRS ENSNLEP00000013362 |ENSNLEG00000011000 |COPRS 1 (L397485.1:894672-901060 186 273 4,00E-100)93.01
CRLF3 ENSPTRP00000015299 |ENSPTRG00000008963 |CRLF3 1 17:26256802-26298711 442 667 0.0 100.00]
ATAD5 ENSPTRP00000015300 |ENSPTRG00000008964 [ATADS 1 17:26180838-26248737 1844 12530 |0.0 98.54
ADAP2 ENSPTRP00000015304 |ENSPTRG00000008966 |ADAP2 1 17:26116861-26154177 381 588 0.0 99.21
RNF135 ENSPTRP00000015306 |ENSPTRG00000008967 [RNF135 1 17:26079369-26104642 436 640 0.0 97.25
NF1 ENSPTRP00000015312 |ENSPTRG00000008970 [NF1 1 17:25662187-25937192 2839 [4301 0.0 99.96
UTP6 ENSPTRP00000015321 |ENSPTRG00000008977 |UTP6 1 17:25103021-25138303 521 777 0.0 99.23
Chimpanzé |SUZ12 ENSPTRP00000015327 |ENSPTRG00000008980 |SUZ12 1 17:25002473-25065788 658 1036 0.0 99.70
(Pan OMG ENSPTRP00000015314 |ENSPTRG00000008971 [OMG 1 17:25736434-25737717 428 609 0.0 99.77
troglodytes - ENSPTRP00000015328 |ENSPTRG00000034311 |ENSPTRG00000034311 1 GL392684.1:11678-26241 686 951 0.0 97.38
Pir) 48 LRRC37B ENSPTRP00000061088 |ENSPTRG00000041217 |ENSPTRG00000041217 1 10:27597821-27599852 593 531 0.0 64.59
Cromossomos ENSPTRP00000015329 |ENSPTRG00000009573 [ENSPTRG00000009573 1 (GL392695.1:56411-91269 772 450 2,00E-15849.09
(22+X) ENSPTRP00000015475 |ENSPTRG00000009256 |ENSPTRG00000009256 1 (L392694.1:45520-54108 891 330 2,00E-113]39.84
EVI2A ENSPTRP00000058537 |ENSPTRG00000008973 [ENSPTRG00000008973 1 17:25713549-25714256 236 368 4,00E-13899.58
EVI2B ENSPTRP00000015315 |ENSPTRG00000008972 |EVI2B 2 17:25727151-25728455 435 616 0.0 98.39
RAB11FIP4/ |ENSPTRP0O0000015317 |ENSPTRG00000008974 |RABL1FIPA 1 17:25500679-25603032 584 810 0.0 100.00]
RAB11FIP3 |ENSPTRP00000042217 |ENSPTRG00000007543 [RABL1FIP3 1 16:425122-523480 631 284 1,00E-97 |39.46
TEFM ENSPTRP00000015302 |ENSPTRG00000008965 [TEFM 1 17:26169195-26176581 360 554 0.0 99.44
COPRS ENSPTRP00000015319 |ENSPTRG00000008976 |COPRS 2 17:25146467-25154027 186 278 4,00E-102)95.70




CRLF3 ENSPPYP00000009152 |ENSPPY(G00000008142 [CRLF3 1 17:25574996-25624139 442 667 0.0 100.00
N e e e M - - -
ADAP2 ENSPPYP00000009156 |ENSPPY(G00000008144 [ADAP2 1 17:25724563-25759794 355 551 |0.0 96.90
RNF135 ENSPPYP00000009157 [ENSPPY(G00000008145 |[RNF135 1 17:25772856-25796806 432 632 0.0 96.06
NF1 ENSPPYP00000009159 |ENSPPY(G00000008147 [NF1 1 17:25942868-26211914 2839 14293 (0.0 99.86
Orangotango UTP6 ENSPPYP00000009166 |ENSPPY(G00000008154 |UTP6 1 17:26707240-26772847 597 839 |0.0 93.63
(Pongo abeli - SUzZ12 ENSPPYP00000009150 [ENSPPY(G00000008140 [SUZ12 1 17:25470328-25525254 412 649 0.0 99.51
Pab) 46 OMG ENSPPYP00000009160 |ENSPPY(G00000008148 [DKFZP459F1351 1 17:26136074-26137357 428 602 |0.0 98.83
CTOMOSSOMDS ENSPPYP00000009625 |ENSPPYG00000008570 [ENSPPYG00000008570 1 17:57868463-57901830 938 1136 0.0 89.77
(22%) ENSPPYP00000002526 |ENSPPY(G00000002170 [ENSPPYG00000002170 2 10:28292459-28297460 577 525 0.0 65.51
(cromossomo LRRC37B  |ENSPPYP00000009158 | ENSPPYG00000008146 |LRRC37B 1 17:25886538-25894358 645 330  [6,00E-115(44.50
5 dividido em ENSPPYP00000009941 |ENSPPYG00000008863 |[ENSPPYG00000008863 1 17_random:9615248-9621780 613 281  [1,00E-95 [42.41
26 26) ENSPPYP00000009549 |ENSPPYG00000008498 |[ENSPPYG00000008498 1 17:50407501-50414258 570 236 [1,00E-77 [41.40
EVI2A ENSPPYP00000009162 |ENSPPYG00000008150 [ENSPPYG00000008150 1 17:26159519-26160238 240 369  |2,00E-138]97.92
EVI2B ENSPPYP00000009161 |ENSPPYG00000008149 |EVI2B 1 17:26145574-26146878 435 613 (0.0 97.70
RAB11FIP4/ [ENSPPYP00000009164 [ENSPPYG00000008152 [RABL1FIPA 1 17:26268215-26371054 557 765 0.0 99.82
RAB11FIP3 [ENSPPYP00000007825 [ENSPPYG00000006910 [RABL1FIP3 1 16:471152-534080 599 274 [8,00E-95 |39.73
TEFM ENSPPYP00000009154 [ENSPPY(G00000008143 |DKFZP459N1318 1 17:25701008-25708035 360 545 0.0 97.78
COPRS ENSPPYP00000009165 |ENSPPY(G00000008153 [COPRS 1 17:26695971-26702840 186 278  |5,00E-102]96.24
CRLF3 ENSRNOP00000067667 |ENSRNOG00000050657 |Crlf3 1 10:67383903-67401836 400 552 0.0 86.25
ATAD5 ENSRNOP00000028975 |ENSRNOG00000021903 |Atad5 1 10:67427438-67473450 1866 [1719 0.0 68.86
ADAP2/ ENSRNOP00000053112 |ENSRNOG00000037148 |Adap2 1 10:67494984-67526423 380 468  |3,00E-177|79.21
ADAP1 ENSRNOP00000075236 |ENSRNOG00000054033 |Adapl 2 12:17416459-17466804 347 360 |6,00E-133]60.52
RNF135 ENSRNOP00000005428 | ENSRNOG00000004093 [Rhotl 1 10:67532030-67558748 434 389  |5,00E-143]59.91
Rao (Ratius NF1 ENSRNOP00000050393 | ENSRNOG00000013780 [Nf1 2 10:66690133-66928166 2829 4212 (0.0 97.81
horvegicus - UTP6 ENSRNOP00000019044 [ENSRNOG00000014209 |Utp6 1 10:67257161-67285617 597 753 0.0 82.91
Rno) 44 SUzZ12 ENSRNOP00000072250 | ENSRNOG00000058663 |Suz12 2 10:67325545-67369623 660 862 |0.0 83.64
CIOMOSSOMDS OMG ENSRNOP00000018892 | ENSRNOG00000014107 [Omg 1 10:66846059-66847339 427 546 0.0 89.93
(204%+Y) LRRC37B  |ENSRNOP00000042316 | ENSRNOG00000042833 Gm884 1 10:91617260-91661555 271 273 |4,00E-90 |65.31
EVI2A ENSRNOP00000035290 [ENSRNOG00000022764 |Evi2a 1 10:66870624-66871286 227 226 |5,00E-80 |67.40
EVI2B ENSRNOP00000018898 |ENSRNOG00000014125 |Evi2b 1 10:66857378-66858598 440 296  |6,00E-106]52.95
RAB11FIP4/ [ENSRNOP00000018988 [ENSRNOG00000014135 [Rab11fip4 1 10:66942482-67047137 625 802 |0.0 93.12
RAB11FIP3 [ENSRNOP00000027439 [ENSRNOG00000032152 [Rab11fip3 1 10:15351387-15376223 504 250  |1,00E-85 |41.47
TEFM NSRNOP00000005325 | ENSRNOG00000004000 |Tefm 2 10:67476187-67478823 347 369  |7,00E-137]69.16
COPRS ENSRNOP00000000123 | ENSRNOG00000000111 [Coprs 1 16:80826734-80831784 168 197 |7,00E-69 |73.81
CRLF3 ENSTSYP00000001673 |ENSTSYG00000001807 [CRLF3 1 GeneScaffold_6979:1858-14059 399 509 |0.0 82.71
ATAD5 ENSTSYP00000009057 |ENSTSYG00000009871 [ATADS 1 GeneScaffold_6972:1092-43243  |1851  [1767 0.0 72.07
L e e e B
R T e D e B - - -
NF1 ENSTSYP00000008701 |ENSTSYG00000009458 [NF1 1 GeneScaffold_7882:63027-162075 |1583 (2180 0.0 93.37
Tarsius UTP6 ENSTSYP00000002073 [ENSTSYG00000002202 |UTP6 1 GeneScaffold_1953:5132-31359  |538 513  |0.0 67.10
(Tarsius SUzZ12 ENSTSYP00000002783 [ENSTSYG00000002995 [SUZ12 1 GeneScaffold_7092:3386-59491  |658 881 |0.0 87.54
) OMG ENSTSYP00000007966 |ENSTSYG00000008689 [OMG 1 scaffold_36978:4578-5864 429 583 |0.0 96.50
syrichta - Tsy) =
T e D e B - - - -
EVI2A ENSTSYP00000008702 [ENSTSYG00000009480 [ENSTSYG00000009480 1 GeneScaffold_7882:107567-109672 | 264 294 |1,00E-107|74.24
EVI2B ENSTSYP00000012530 [ENSTSYG00000013659 |EVI2B 1 scaffold_119061:2831-3436 206 224 |9,00E-77 |78.16
RABL1FIP4 |ENSTSYP00000002970 |ENSTSYG00000003234 |RABL1FIP4 1 GeneScaffold_3344:2574-13968 449 328  |7,00E-118|64.14
TEFM ENSTSYP00000009060 [ENSTSYG00000009889 |TEFM 1 GeneScaffold_6972:47361-52491 349 456  |7,00E-173|84.24
COPRS ENSTSYP00000013003 [ENSTSYG00000014167 [COPRS 1 scaffold_107386:2964-3980 125 186  |1,00E-64 [83.20




Tabela suplementar 3: Sitios conservados nos alinhamentos originais de cada

sequéncia proteica.

Proteina Totgl de sitios do | Sitios conser\{aQOS E_orcentagem de
alinhamento entre as espécies | sitios conservados
CRLF3 446 348 78,0
ATADS5 1915 913 47,7
TEFM 370 184 49,7
ADAP2 402 237 59,0
ADAP1 385 277 71,9
ADAPle 2 414 140 33,8
RNF135 624 158 25,3
NFL 2846 2686 94,4
OMG 444 359 80,9
EVI2B 479 161 33,6
EVI2A 264 110 41,7
RAB11HP4 639 516 80,8
RAB11HP3 1096 489 44,6
RAB11FP4 e 3 1121 237 211
COPRS 185 96 51,9
UTP6 599 315 52,6
Suz12 745 599 80,4
LRRC37B 4128 267 6,5




Cja_EHH24670_RAB11FIP4
Ggo_ENSGGOP00000001056_RAB11FIP4
Pt ENSPTRP00000015317_RAB11FIP4
Hsa_ENSP00000482620_RAB11FIP4
Nle_ENSNLEP00000013346_RAB11FIP4
Mmu_ENSMMUP00000010642_RAB11FIP4
Pab_ENSPPYP00000009164_RAB11FIP4

Tsy_ENSTSYP00000002870_RAB11FIP4

— Clu_ENSCAFP00000027341_RAB11FIP4

Bta_ENSBTAP00000022573_RAB11FIP4

[ Mus_ENSMUSPO00000017783_RAB11FIP4
Rno_ENSRNOP00000018988_RAB11FIP4

— Cja_ENSCJAPQ0000021863_RAB11FIP3
Ptr_ENSPTRP00000042217_RAB11FIP3
Hsa_ENSP00000399644 RAB11FIP3

Ggo_ENSGGOP00000007686_RAB11FIP3

Pab_ENSPPYP00000007825_RAB11FIP3

— Nle_ENSNLEP00000009865_RAB11FIP3

— Mmu_ENSMMUP00000000825_RAB11FIP3

[ Rno_ENSRNOP00000027439_RAB11FIP3
Mus_ENSMUSP00000113521_RAB11FIP3

Clu_ENSCAFP00000029106_RAB11FIP3

Bta_ENSBTAP00000022068_RAB11FIP3

Cja_ENSCJAP00000026098

Nle_ENSNLEP00000007107

Hsa_ENSP00000313171

Ptr_ENSPTRP00000015300

Ggo_ENSGGOP00000005765

Tsy_ENSTSYP00000009057

Clu_ENSCAFP00000027289

Bta_ ENSBTAP00CQ00024464

0.03

Rno_ENSRNOFP00000028975

Mus_ENSMUSP00000103874



Cia_ENSCJAPO0000046393

Mmu_ENSMMUP00000011283

Nle_ENSNLEP0Q000013335

Pab_ENSPPYP00000009161

Ptr_ENSPTRPO0000015315

Hsa_ENSP00000462652

Ggo_ENSGGOP00000005071

Tsy_ENSTSYPO0000012530

Clu_ENSCAFPO0000027479

Bta_ENSETAP00000012309

o3

Rno_ENSRNOF00000018898

Mus_ENSMUSP00000128569

Tsy_ENSTSYPO0000008702

Cja_ENSCJAPQ0000025824

Mmu_ENSMMUP00000035028

Nle_ ENSNLEP00000013338

Ggo_ENSGGOP00000025097

Hsa_ENSP00000247270

Ptr_ENSPTRP0O0Q00058537

Pab_ENSPPYP00000009162

Clu_ENSCAFP0O0000036800

Bta_ ENSBTAPO0000012311

0.03

Rno_ENSRNQP00000035290

Mus_ENSMUSP00000125936



Ptr_ENSPTRP00000015319

Ggo_ENSGGOP00000007136

Hsa_ENSP00000304327

Nle_ENSNLEP00000013362

Pab_ENSPPYP00000009165

Cja_ENSCJAP00000051487

Mmu_ENSMMUP0O0000026842

Tsy _ENSTSYP00000013003

Bta_ ENSBTAP00000002453

Clu_ENSCAFP00000027336

Rno_ENSRNOP00000000123

Mus_ENSMUSP00000033839

Tsy_ENSTSYP00000001873

Hsa_ENSP00000318804

Ggo_ENSGGOP00000004903

Pab_ENSPPYP00000009152

Ptr_ENSPTRPC0000015299

Mmu_ENSMMUP00000011900

Cja_ENSCJAP00000026067

Nle_ENSNLEP0Q000007078

Clu_ENSCAFP00000027303

Bta_ENSBTAP00000024457

Mus_ENSMUSP00000060028

Rno_ENSRNOPQ0000067667

0.008



Ptr_ENSPTRP00000015329

Nle_ENSNLEP00000005752

Nle_ENSNLEPQ0000013553

Hsa_ENSP00000378202

Pab_ENSPPYP00000009625

Ptr_ENSPTRP00000061088
Ggo_ENSGGOP00000024608

Pab_ENSPPYP00000002526

Mmu_ENSMMUP00000004409

Mmu_ENSMMUP00000015398

Mmu_ENSMMUP00000024288

Cja_ENSCJAP00000002355

Bta_ENSBTAP00000004849

Rno_ENSRNOP00000042316

Mus_ENSMUSP00000129662

0.03

Tsy_ENSTSYP00000002783

Pab_ENSPPYP00000009150

Cja_ENSCJAP00000026016

Ptr_ENSPTRP00000015327

Nle_ENSNLEP00000013539

Mmu_EHH24673

Hsa_ENSP00000316573

Ggo_ENSGGOP00000010105

— Bta_ENSBTAP00000024971

Clu_ENSCAFP00000027313

Mus_ENSMUSP00000017892

Rno_ENSRNOPQQ000072250

0.01



Tsy ENSTSYP00000002073

Nle_ENSNLEP00000013490

Mmu_ENSMMUP00000026846

Pab_ENSPPYP0O0000009166

[ Ptr_ENSPTRP00000015321
Hsa_ENSP00000261708

Cja_ENSCJAPO0000025966

Ggo_ENSGGOP00000028108

Clu_ENSCAFP00000027330

Rno_ENSRNOP00000019044

Mus_ENSMUSP00000046643

Bta_ ENSBTAP00000020740

0.02

Cja_ENSCJAP00000026127

Nle_ENSNLEP00000007111

Hsa ENSP00000462963

Ggo_ENSGGOP00000020628

Ptr_ENSPTRPQ0000015302

Pab_ENSPPYP00000009154

Mmu_ENSMMUPO00000011905

Tsy ENSTSYP00000009060

Clu_ENSCAFP00000042698

Bta_ENSBTAP00000024487

Rno_NSRNOP00000005325

Mus_ENSMUSP00000059304

0.03



Cja_ENSCJAPO0000026182

Mmu_ENSMMUPQ0000010452

Pab_ENSPPYP00000009157

Ptr_ENSPTRPO0C000015306

Hsa_ENSP00000328340

Ggo_ENSGGOPQ0000005786

Bta_ENSBTAP0O0000022890

Clu_ENSCAFP00000027261

Rneo_ENSRNQOP00000005428

Mus_ENSMUSP00000017839

0.04

Tsy_ENSTSYP00000007966

Cja_ENSCJAP0000002588%

Mmu_ENSMMUPO00000008966

Nle_ENSNLEP00000013331

Pab_ENSPPYP00000008160

[ PTr_ENSPTRPQ0O000015314
Hsa ENSP00000247271

Clu_ENSCAFP00000027481

Bta_ENSBTAP00000035220

Rno_ENSRNOP00000018892

Mus_ENSMUSP00000132918
0.006

Figura suplementar 1: Andlises filogenéticas. Filogenia dos genes A -
RAB11FIP4 e RAB11FIP3, B - ATADS, C - EVI2B, D - EVI2A, E - COPRS, F -
CRLF3, G- LRRC37B, H-SUZ12,1-UTP6,J - TEFM, K - RNF135 e L - OMG.
A probabilidade posterior com valores acima de 0,90, esta representada pelas
linhas mais espessas, enquanto que valores menores de probabilidade sao

retratados por linhas finas.
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ENSG00000126861

ENSPTRG00000008971

ENSMUSG00000049612

Figura suplementar 2: Organizacdo das estruturas éxon-intron dos genes A -
RAB11FIP4, B - RAB11FIP3, C - ATADS5, D - EVI2B, E - EVI2A, F - COPRS, G -
CRLF3, H-LRRC37B, | - SUZ12,J - UTP6, K - TEFM, L - RNF135 e M - OMG.
A primeira estrutura de cada figura é referente a espécie humana, a segunda ao
chimpanzé e a terceira ao camundongo.



ANEXO 3. Termo de consentimento livre e esclarecido

Projeto de Pesquisa: “CARACTERIZAGAO CLIiNICA E MOLECULAR DE
PACIENTES COM GENODERMATOSES EM UM HOSPITAL PUBLICO E
TERCIARIO NO SUL DO BRASIL”

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo para avaliar 0s
aspectos clinicos e a presenca de mutacdes em pacientes com diagnéstico
clinico de neurofibromatose tipo 1, neurofibromatose tipo 2 e esclerose tuberosa.
A sua participacdo neste estudo envolve o preenchimento de uma ficha com seus
dados pessoais e de uma ficha com seus dados demogréficos e clinicos. Nessa
ficha vocé precisara preencher seus dados de local de nascimento e residéncia
atual, idade ao diagnéstico da doenca, historia familiar e complicacdes
apresentadas. Vocé vai utilizar no maximo 15 minutos para preencher esta ficha.
Também sera realizada uma coleta de sangue (2 tubos Vacutainer® de 4mL
cada), com a finalidade de obter o material para analise genética.

As complicacfes clinicas associadas as genodermatoses podem causar
grande impacto nos pacientes. Com o advento de novas opcdes terapéuticas,
incluindo drogas que atuam nas vias de sinalizacao afetadas por estas doencas,
o conhecimento das mutac¢des que originam a doenca em pacientes individuais
pode ser relevante para definir qual a melhor opcao terapéutica. A caracterizacao
clinica e molecular dos grupos de pacientes afetados no Sul do Brasil contribuira
para o melhor entendimento destas doengas na nossa populacdo e os dados
produzidos poderao servir de subsidio para o delineamento de novas estratégias
de tratamento especificas.

O Unico risco potencial aos participantes deste estudo é o desconforto na
coleta de sangue. No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor
em decorréncia da puncéo da pele. Complicacdes da coleta de sangue sao raras
e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue da
veia no local da puncéo geralmente h4 uma mancha roxa (hematoma) e um
pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. As coletas de sangue
serdo realizadas por pessoas especialmente treinadas para este fim, o que

diminui as chances de complicagbes.



Vocé pode escolher livremente se quer ou ndo participar do estudo. Se
vocé decidir por ndo participar, isso ndo afetara de maneira alguma o0 seu
atendimento e tratamento no HCPA. Caso vocé aceite participar, sera marcado
um momento adequado para que todas as informacdes necessérias sejam
obtidas. Permanecemos a disposicdo para esclarecer quaisquer duvidas que
venham a surgir durante a sua participacdo no estudo. A pesquisadora
responsavel pelo estudo é a Dra. Patricia Ashton Prolla. Ela pode ser encontrada
pelos telefones (51) 33598304 ou (51)33597661. As informacbes dessa
pesquisa serdo utilizadas somente pela equipe de sadde. Em caso de
publicacdes posteriores, os dados desse estudo serdo utilizados de forma
inteiramente andnima, ou seja, ndo havera possibilidade de identificar os dados

individuais dos participantes.

1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer
pergunta sobre procedimentos, riscos, beneficios ligados a pesquisa e que serei
informado quanto ao desenvolvimento de novos exames relacionados.

SIM NAO

2. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade de meu tratamento.
SIM NAO

3. Declaro ter sido esclarecido que nao receberei nenhuma remuneracéo
financeira.
SIM NAO

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranca de que minha identidade sera
preservada e que todas as informagdes por mim fornecidas serdo confidenciais
SIM NAO

5. Autorizo o armazenamento da amostra de meu DNA, obtido nesse projeto de
pesquisa. Caso seja necessaria a utilizacdo futura dessa amostra, o0 paciente
sera chamado para reconsentimento especifico para o novo estudo.

SIM NAO



6. Declaro estar ciente de que ndo ha prazo exato ou estipulado para receber
resposta do resultado desta pesquisa, mas que este sera informado assim que
disponivel.

SIM NAO

7. Estou ciente de que posso optar por ndo saber o resultado do teste quando
este estiver disponivel.

SIM NAO

8. Em caso de impossibilidade de receber o resultado pessoalmente, autorizo

meu/minha familiar, Sr./Sra. a
recebé-lo.
9. Eu expliquei a 0s objetivos, riscos, beneficios

e procedimentos necessarios para esta pesquisa, na minha melhor capacidade.

Assinatura do entrevistador Nome por extenso Local e
Data

Eu li e recebi uma cépia deste formulario de consentimento e concordo em
participar da pesquisa. Eu entendo a informacéao fornecida por este documento
e tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer minhas duvidas sobre a

pesquisa.

Nome e assinatura do participante Local e Data Data de nascimento



