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RESUMO
O Tricoepitelioma Mudltiplo Familiar (TMF) é uma genodermatose de heranca
autossbmica dominante que apresenta caracteristicas em comum com a
Cilindromatose Familiar e a sindrome de Brooke-Spiegler por apresentarem
aparecimento de tumores benignos originarios de anexos da pele com predilecao
de aparecimento na regido do nariz no inicio e final da adolescéncia, mas
progredindo em tamanho e numero a medida que entram na idade adulta. O
Tricoepitelioma pode ser esporadico ou familiar e solitario ou maltiplo. Ha varios
casos ja relatados na literatura da forma familiar e multiplo, porém, nenhuma
grande familia relatada no Brasil. A maioria das mutacdes encontradas nos
pacientes sdo da linha germinativa do gene CYLD. Relatamos uma grande familia
Brasileira com varios afetados com Tricoepitelioma Multiplo Familiar. Apos
investigarmos, o0s principais genes relatados na literatura por varias técnicas
moleculares como sequeciamento por Sanger e exoma nao encontramos a
mutacdo causativa dessa familia. Expectamos ainda a avaliacdo desses pacientes
por Hibridizacdo Gendmica Comparativa por Array (aCGH) afim de investigarmos
se nao houve alguma grande delecdo do cromossomo 16 onde esté localizado o

gene CYLD, delecéo essa que nao pode ser detectada pelos exames ja utilizados.



ABSTRACT
The Multiple Familial Trichoepithelioma (MFT) is a genodermatosis autosomal
dominant inheritance which has features in common with the Family
Cilindromatose and Brooke-Spiegler syndrome because they have the
appearance of benign tumors originating from skin appendages with the
appearance of predilection in the nose region beginning in early and late
adolescence, but progressing in size and number as they enter adulthood. The
Trichoepithelioma can be sporadic or familial and solitary or multiple. There are
several cases already reported in the family and multiple from literature, however,
no great family reported in Brazil. Most mutations found in patients are the germ of
CYLD gene line. We report a large brazilian family with several affected with
Multiple Familial Trichoepithelioma. After investigating the key genes reported in
the literature by various molecular techniques as sequencing by Sanger and
exoma not find the causative mutation of this family. Still we expectance the
evaluation of these patients by Array Comparative Genome Hybridization (aCGH)
in order to investigate if there was not any large deletion of chromosome 16 is
located where the CYLD gene deletion that can not be detected by tests already

used
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1. INTRODUCAO

1.1. TRICOEPITELIOMA  MULTIPLO FAMILIAR, CILINDROMATOSE
FAMILIAR, SINDROME DE BROOKE-SPIEGLER

O tricoepitelioma multiplo familiar (TMF), a cilindromatose familiar (CF) e a
sindrome de Brooke-Spiegler (BSS) sdo doencas genéticas, autossémicas
dominantes, que apresentam caracteristicas clinicas em comum. Todas se
caracterizam pelo aparecimento de tumores benignos originarios de anexos da
pele com inicio no final da adolescéncia, mas progredindo em tamanho e numero
a medida que entram na idade adulta (JOHNSON et al., 2008).

O tricoepitelioma multiplo familiar (TMF), também chamado de epitelioma
adendide cistico (EAC), € uma dermatose autossdémica dominante, caracterizada
pela presenca de multiplos tumores de pele predominantemente na face. O
exame histolégico mostra agregados dérmicos de células basaldides com
conexdo ou diferenciacdo para foliculos capilares (SALHI et al., 2004; ZHANG,
2004; WU et al., 2014). E considerada uma varia¢éo fenotipica da BSS no qual os
pacientes apresentam apenas tricoepiteliomas (GUARDOLI et al., 2015;
VANECEK et al.,, 2014). Individuos com TMF apresentam frequentemente
desfiguracéo, pois os tricoepiteliomas tendem a crescer em tamanho e nimero ao
longo do tempo e contribuir para os desafios psicossociais. A presenca de

carcinoma basocelular € mais frequente nestas pessoas (JOHNSON et al., 2008).

A cilindromatose familiar (CF), também de heranca autossémica
dominante, se caracteriza por nédulos eritematosos multiplos que aparecem no
escalpo (cilindromas), mas também na fronte ou mesmo na area pubiana.
Multiplos cilindromas podem coalescer formando placas, ocasionando a perda de

cabelo quando ocorrem no escalpo (TRUFANT et al., 2012)

Em 1961, Guggenheim relatou que o tricoepitelioma (TE) pode ocorrer em
uma familia ou mesmo em um paciente, juntamente com cilindroma e postulou

uma condicdo genética Unica. Isso tem sido corroborado por vérios relatos
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mostrando a coexisténcia destas duas patologias e, ocasionalmente,
espiroadenomas. Esta é a sindrome de Brooke-Spiegler (BSS) em alusdo aos
primeiros autores que descreveram o tricoepitelioma (Brooke) e cilindroma
(Spiegler) (MIM 605041). Assim, propds-se que esta sindrome ocorreria por
defeitos na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco pontuais
da unidade foliculo-apdcrino dando origem a diferentes tumores de pele e seus
anexos, bem como a outras neoplasias. (SALHI et al., 2004). A sindrome de
Brooke-Spiegler € uma doenca rara, de heranca autossdmica dominante e
caracterizada pelo desenvolvimento de multiplas neoplasias cutaneas de anexos,
incluindo espiroadenomas (de glandulas sudoriparas), cilindromas (diferenciacao
écrina e apaocrina), tricoepiteliomas (de foliculos capilares) (GROSSMANN et al.,
2013; GUARDOLI et al., 2015; VANECEK et al., 2014). Adenocarcinomas de
células basais das glandulas parétidas e maiores e menores neoplasmas de
glandulas salivares também sdo encontradas na BSS (PONTI et al.,, 2012;
GUARDOLI et al., 2015; VANECEK et al., 2014) Esses neoplasmas anexiais
cutaneos infrequentemente sofrem transformacdo maligna. Neoplasmas
morfologicamente similares podem surgir em glandulas salivares e

excepcionalmente na mama (VANECEK et al., 2014).

Em 1996, Harada et al. relataram ligacdo de TMF autossémico dominante a
regido cromossémica 9p21 (HARADA et al, 1996). Por outro lado, mutacdes em
um gene supressor de tumor localizado no cromossomo 16, CYLD, foram
documentadas como causadores da cilindromatose familiar. Mutacées em CYLD
foram também detectadas em familias chinesas com TMF. Como algumas
familias com muta¢Bes em CYLD foram afetadas ambas com cilindromas e TEs,
sugeriu-se gque este gene seria o responsavel pela sindrome de Brooke-Spiegler
(FENSKE et al. 2000).

Na verdade, é possivel que TMF, CF e BSS sejam formas alélicas com
expressoes clinicas distintas (SALHI et al., 2004). No entanto, ainda permanece a
guestdo de saber se TMF sem cilindroma associado representa uma entidade
genética separada, ligada ao cromossomo 9p21 (MIM 612099), ou se pode
também se originar de mutac¢des no gene CYLD (SALHI et al., 2004)
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1.2 TMF e gene CYLD

O gene CYLD é composto de 20 exons, dos quais os trés primeiros sao
nao traduzidos (GenBank NM_015247), e se estende por aproximadamente 56 kb
do DNA gendmico. CYLD tem trés variantes de processamento principais (PONTI
et al., 2012). Este gene codifica a proteina CYLD de 120 kDa (GenBank
NP_056062), conservada evolutivamente, pertencente a uma familia de enzimas
deubiquitinates. Desempenha papel chave na regulacdo negativa do NFkB e da
via de sinalizagdo JNK (PONTI et al, 2012; GROSSMANN et al.,, 2013;
VANECEK et al., 2014). CYLD é amplamente expresso e regula uma variedade
de funcdes celulares, incluindo a inflamacéo e a proliferacéo celular (PONTI et al.,
2012). A inibicdo do CYLD aumenta a resistencia a apoptose levando a uma

proliferacdo descontrolada das células (GUARDOLI et al., 2015).

Véarias mutacbes germinativas no gene CYLD tém sido encontradas em
BSS/MFT, envolvendo principalmente as sequencias codificantes e os sitios de
juncdes éxon-intron entre os éxons, especialmente nas regides que codificam os
dominios enzimaticos entre os éxons 9 a 20. Raramente, grandes delecdes
germinativas podem ocorrer (VANECEK et al.,, 2014). A Tabela 1 apresenta as
principais mutagbes descritas na literatura até o momento e que também

descrevemos resumidamente nos paragrafos a seguir.

Em 2000, Bignell et al. (BIGNELL et al, 2000) relataram as primeiras
mutacdes no gene CYLD causando CF. Todas as mutagdes estéo localizadas em
3’ nos dois tercos da sequéncia codificante de CYLD. A perda de heterozigose do

alelo selvagem do gene CYLD sugeriu que é um gene supressor de tumor.

Em 2004, Salhi et al. descreveram uma grande familia de origem argelina,
com 21 individuos afetados com TEs multiplos em quatro geracdes consecutivas.
Todos esses pacientes apresentaram caracteristicas clinicas e histopatologicas
tipicas de TE envolvendo a face e, em alguns pacientes também o couro

cabeludo. Tumores sugerindo o diagnostico de cilindroma, espiradenoma, ou CBC
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estavam ausentes. Foi identificada mutacdo germinativa no gene supressor de
tumor CYLD no cromossomo 16g12-q13 segregando com TMF nos membros
afetados desta familia. Tendo em vista a evidencia anterior para a regido 9p21,
estes resultados sugerem a heterogeneidade genética da TMF (SALHI et al.,
2004).

Liang et al. (2005) relataram duas grandes familias chinesas né&o
aparentadas com TMF. A idade de inicio variou do nascimento aos 30 anos.
Cilindromas nédo foram identificados em nenhuma das familias. Estes autores
identificaram duas novas mutacfes genéticas em CYLD dando origem a TMF.
Eles lancaram a hip6tese de que a mutacdo germinativa pode ser tecido-
especifica ou influenciar o tipo de tecido em que ocorre 0 segundo evento
mutacional, necessario para o desenvolvimento de tumor. Quando o segundo
evento ocorre em células apdcrinas, estas se tornam suscetiveis a cilindromatose,
porem quando a mutacdo ocorre em células foliculares de cabelo os pacientes

exibem suscetibilidade ao tricoepitelioma.

Gutierrez e seus colaboradores detectaram uma mutagdo frameshift no
gene CYLD, designada 2253delG, e mostraram que uma Unica mutacdo pode
induzir a co-ocorréncia de cilindromas e tricoepiteliomas (POBLETE GUTIERREZ
et. al., 2002).

Young et al. (2006) descreveram uma familia com membros afetados
exibindo tanto o fenétipo de cilindroma familiar como o tricoepitelioma muditiplo
familiar, os quais foram encontrados associados a uma muta¢cdo missense no
gene CYLD.

Grossmann et al. (2013) realizaram um estudo de mutacdes somaticas e
germinativas novas e recorrentes em um estudo de coorte de 67 pacientes de 48
familias com sindrome de Brooke-Spiegler incluindo variagdes fenotipicas de TMF
correlacionando com os achados histolégicos em 379 bidpsias de pacientes com
e sem mutagbes germinativas de CYLD. Neste estudo, conseguiram ampliar o
espectro de mutacdes conhecidas em pacientes com BSS/TMF para 86 mutagbes

em CYLD e documentaram a variabilidade de mutacfes somaticas nesses
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pacientes, mas ndo conseguiram estabelecer correlacbes genotipo-fendtipo

claras.

Ponti et al (2012) investigaram dois individuos com BSS através da analise
molecular das regibes que flanqueiam os éxons dos genes CYLD e Pached
(PTCH) e ndo detectaram mutacdo germinativa ou soméatica. Eles sugerem que
outros genes devem estar envolvidos e que mais estudos devem ser realizados

procurando mutagcdes novas germinativas (PONTI et al., 2012).

Em 2012, foi relatado um paciente com sindrome de Brooke-Spiegler (BSS)
com uma nova mutacdo no gene CYLD (uma insercdo de cinco bases
interrompendo a matriz de leitura, resultando num cdédon de terminagéo
prematuro). Uma caracteristica incomum foi a presenca de carcinoma basocelular
(CBC), em contiguidade com um dos tricoepiteliomas. (MELLY, LAWTON &
RAJAN, 2012).

Wu et al (2014) encontraram, através do sequenciamento direto do gene
CYLD em uma familia chinesa com TMF, uma nova mutacédo frameshift também

introduzindo um codon de terminacdo prematuro no éxon 10.

Zhao et al (2014) estudaram uma familia chinesa de trés gera¢fes com
TMF, incluindo trés mulheres afetadas e dois homens nao afetados. O probando
era uma menina de 4 anos de idade, nasceu na sequéncia de uma gravidez
normal. Com a idade de dois anos, ela comecou a desenvolver numerosas
papulas da cor da pele firme, em forma de cupula, que variam em tamanho de 1 a
3 mm de diametro, na zona central da face. Foi estudado Foi realizado o
sequenciamento dos produtos da PCR dos 17 éxons funcionais do gene CYLD.
N&o ocorreram alteracées na regido codificadora do CYLD e nem nas regifes de
flanqueiam os sitios de splicing do gene. Casos de mutacdo germinativas
negativa no gene CYLD também foram descritas por outros estudos. A frequéncia
de mutagBes de ponto positiva do CYLD em pacientes com TMF é de 44-72%.
Isto provavelmente ocorre devido a mutagcbes subjacentes em regides nao
codificantes (introns, 3’UTR e 5 UTR), rearranjos de fragmentos ou delecdes

cromossOmicas. Ainda nao € claro se a fungdo anormal de outros genes também
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pode ser a causa da TMF, tal como relatado no l6cus do cromossomo 9p21. O
sequenciamento por Exoma pode ser feito para identificar alteragcbes em outras

regides ou nucleotideos nesta familia (ZHAO et.al., 2014).

Vérias possibilidades foram sugeridas para explicar a auséncia de uma
mutacdo CYLD detectavel, incluindo a presenca de um grande rearranjo (delecao,
duplicacdo, e outros), a metilagdo do promotor, a regulagédo incorrecta sobre o
nivel de expresséo, e embora isso seja menos provavel uma mutacdo em outro
gene. Vanecek e colaboradores (2014) realizaram um estudo para confirmar ou
excluir a possibilidade de grandes rearranjos genémicos em regido do gene CYLD
em pacientes com BSS / TMF, sem uma alteracdo de sequéncia detectavel do
gene, usando uma hibridacdo gendmica comparativa por array (aCGH) de alta
resolucdo no cromossomo 16. A analise revelou uma grande dele¢cdo nos 2
casos. No <caso do paciente com TMF, uma mutagdo c.914-
6398 _1769del13642ins20 (g9.50802679_50816320del13642ins20) foi encontrado.
Esta delecdo comega no intron 6, termina no éxon 12, do gene CYLD e é
acompanhado por uma pequena insercado de 20 pb de origem desconhecida. Este
estudo identificou 2 novos grandes rearranjos germinativos, mutacdes que
incluem uma delecéo pura e uma delecao / insergdo em um coorte de BSS / MFT.
Demonstraram que grandes rearranjos sao relativamente raros nestes pacientes.
Outros mecanismos patogénicos em BSS / MFT, incluindo alteracbes da
sequéncia da linhagem germinativa, ou grandes rearranjos no gene CYLD, devem
ser esclarecidas (VANECEK et.al., 2014).

Uma nova mutacdo germinativa no éxon 15 do gene CYLD
(c.2070delT/p.F690FfsX3) causa a delecdo de um nucleotideo e resulta num
cédon de terminacdo prematuro da traducdo no aminoacido 693 antes de quatro
pares de bases Cys-X-X-Cys (entre os aminoacidos 788 e 889) e um dos dois
dominios cataliticos (entre os aminoacidos 871 e 889) da ubiquitina carboxilase
terminal hidrolase (UCH) (GUARDOLI et al., 2015).

Nagy et. al. (2015) catalogou um total de 95 mutacdes diferentes
causadoras de doencas que foram publicadas até 0 momento para o gene CYLD.

Um resumo das mutacdes identificadas em pacientes hingaros e uma revisao da
16



anteriormente publicada mutagfes séo apresentados nesta atualizagcédo. A maioria

das mutacOes sdo do tipo:frameshift (48%), nonsense (27%), missense (12%) e

splice-site (11%). No entanto, duas delec¢des inframe foram também relatadas. A

maioria das mutacdes estao localizadas ente os éxons 9 e 20. (figura 1)

Os dados acima indicam que CYLD € um gene pleiotrépico e que mutacoes

podem induzir varios fenétipos diferentes. Por outro lado, heterogeneidade

genética também ndo pode ser descartada pois genes ainda ndo identificados,

como, por exemplo, na regido 9p21 poderiam levar igualmente ao TMF (ZHANG,

2004).

Exon 10
€.1139-148A>G
¢.1178_1179delCA
¢.1207CT
¢.1364_1365del
¢.1392_1393dupT
¢.1455T>A
c.1462delA
€.14730T
€.1518+27>C

Exon 12
¢.1755_1758dup
c.1776delA
c.1787G>A
c.1826+1G>A
c.1826+2T>G
€.1826+ 1G>T
IVS12 + 1G>A

Exon 14
€.1950-2A>T

€.1950_1953-1delGATA

€.1961T>A
€.2012_2021del
€.2032G>T

Exon 16
€.2116_2117insATTAG
€.2119CT
€.21280T
c.2138delA
c.2146C>A
¢.2154dupT
¢.2155dupA
€.2170_2171insTC
c.2172delA
€.2214delT
¢.2240A>G
€.2240_2241delA

Exon 20

€.2686+60_3340del5632

Exon 18
€.2350+5G>A
€.2355_2358del
¢.2409C>G
€.2449delT
€.2460delC
€.2467CT
€.2469+1G>A

€.2687G>C
¢.2709dupT
€.27110T
¢.2713CT
€.2729dupC
c.2806C>T
€.2814_2817delGCTT
€.2822A>T

Exon 5
¢.561_562dupT

Exon 9 Exon 11
¢.1027dupA ¢.15697>G
¢.1096_1097del || ¢.1628_1629del
¢.1112C5A ¢.1681_1682del
c.1135G>T c.1682T>A
c.1684+ 1G>A

B Translated exonic region
Untranslated exonic region

Exon 13
¢.1830dupA
¢.1843delT
¢.1859_1860del
c.1863dupA

¢.1893_1906delATATTATAGTGAAA

€.1925delC
€.1935dupT

Exon 15

€.2041+1G>T
¢.2042A>G
¢.2065_2066delCT
€.2068_2069delTTinsC
c.2081delT
c.2104delA
c.2104dupA
€.2108G>C

Exon 17
€.2252delG
¢.2255delT
€.2259dupT
€.2272CT
€.2288_2289delTT
€.2290_2294del

€.2299A>T
¢.2305_2306insC
¢.2305delA
€.2317G>A

€.23397>G

€.2291_2295delAACTA

€.2330_2331delTA

Exon 19
¢.2546G>A
¢.2552_2553insA
¢.2569CT
€.2602G>T
¢.2613CG
c.2641delG
€.2655G>A
€.2662_2664delTTT

Figura 1. Mutagc8es do gene CYLD identificadas até o momento

Fonte: NAGY et. al., 2015

17




Tabela 1. Mutagbes descritas na literatura no gene CYLD associadas ao

Tricoepitelioma

Autor/ Ano Pais n
Lv, 2014 China 6
Li, 2014 China 8
Linos, 2011 Europa 3 fam.
Liang, 2008 China 4
Zheng, 2004 China 3 fam.
Wu, 2014 China 16
Ying, 2012 China 4
Zuo, 2007 China 5
Chen, 2011 China 4
Liang, 2005 China 12
Huang, 2009 Taiwan 3
Reuven, 2013 Israel 3
Salhi, 2004 Algeria 13 fam.
Almeida, 2008 Suica 4
Guardoli, 2015 [talia

Liang, 2005 China 12
Melly, 2012 Inglaterra 1
Young, 2006 EUA 3
Zheng, 2004 China 3 fam.
Wang, 2010 China 4
Bowen, 2005 Italia 2 fam.
Lv, 2014 China 3
Lv, 2014 China 4
Chen, 2011 China 3
Zhang, 2004 China 7
Liang, 2008 China 4
Espana, 2007 Espanha 4
Lv, 2008 China 4
Zheng, 2004 China 3 fam.
Qian, 2014 China 2
Vanecek, 2014 Russia 1

* Mutacédo induzindo stop-codon

Tipo de Mutacdo

*Nonsense (1112C>A)
Missense (1112C>A)

Nonsense (1112C>A/p.S371X)
Nonsense (1364_1365 del AA)
*Frameshift (c.1462delA)
*Frameshift (c.1169-1170delCA)
*Frameshift (c.1178-1179delCA)
Missense (1787G>A)
*Frameshift (c.1925delC)

Splice (1862+2T>G)

Splice (IVS12+1G>A)
*Frameshift (c.1843delT)
*Frameshift (c.2104-2105insA)
Misssense (€.2433A>G)
*Frameshift (c.270delT)
Nonsense (c.2241-2241delAG)
Nonsense (€.2116-2117insATTAG)
Missense (c.2806C >T)
*Nonsense (¢.2128C>T)
Missense (€.2317G->A)
Nonsense (¢.2339T>G)
*Frameshift (c.22255delT)
*Nonsense (€.2299A>T)
*Nonsense (c.2128C >T)
Frameshift (c.2355-2358delCAGA)
Nonsense (¢.2409G>C)
Missence (¢.2687G>C)
Missense (c.2711C>T)
Missense (c.2822A>T)
Frameshift (c.2815delC)

Delegéo (-34111_297858del378779)

CGH

1.3 Arede de interagcbes do CYLD

Considerando a possivel heterogeneidade de loci no TMF, apresentamos a

Gene
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD
CYLD

Exon

Todos

seguir os principais genes envolvidos na rede de interacbes do CYLD e que
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podem estar implicados na patogénese de TMF e/ou CBC, seja como genes
principais ou como modificadores de fenotipo.

1.3.1 SQSTM1 e CYLD

O gene SQSTM1 (Sequestossomo 1; também conhecido como p62)
codifica uma proteina adaptadora que regula uma variedade de processos
bioldgicos, incluindo sinalizacdo de NFKB1 (Fator nuclear kappa de luz
potenciador de gene polipeptideo em células B 1), apoptose, regulacdo da
transcricdo e autofagia mediada por ubiquitina. O NFKB €& um regulador de
transcricdo que é ativado por véarios estimulos intra- e extra-celulares, tais como
as citoquinas, os radicais livres-oxidantes, irradiacdo ultravioleta, e produtos
bacterianos ou virais. SQSTM1 contém 8 éxons em um segmento gendmico de 16

kb mapeados na regido cromossdmica cromossomo 5935 (REA et. al., 2014).

O SQSTM1 é um parceiro de interacdo da proteina C quinase atipica e
serve como suporte para a sinalizacao celular e ligacao da ubiquitina, que é critico
para varias funcdes celulares in vivo como osteoclastogénese, adipogénese, e
ativacdo de células T. Wooten e colaboradores (2008) demonstraram que a
interacdo SQSTM1 com TRAF6 (Receptor do Fator de Necrose Tumoral
associado ao fator 6) regula a sintese de cadeias Lys63 em substratos alvo, como
TrkA. O TRAF6 funciona como um transdutor de sinal na via de NF-kappaB que
ativa lkappaB cinase (IKK), em resposta a citocinas pro-inflamatorias Esse estudo
demonstrou que a interacdo entre TRAF6, Lys63-deubiquitinante (DUB) e CYLD
especifico também sao regulados pelo adaptador SQSTM1. A interacdo de CYLD
com TRAF6 é dependente de SQSTM1, definindo, assim, um mecanismo que
explica a diminuicdo da atividade de CYLD na auséncia de SQSTM1. Estes
resultados revelam que a SQSTM1 serve como um adaptador para a formacao
deste complexo, regulando assim a atividade de DUB e CYLD por interacdo
TRAF6 (WOOTEN et.al,2008).

MyD88 é uma molécula adaptadora essencial para os receptores como o
Toll (TLRs) e interleucina 1 (IL-1). Um estudo revelou que o silenciamento dos

genes SQSTM1 e HDACG6 (Histona desacetilase 6) foram necessarios para a
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agregacdo MyD88. A proteina HDACG6 possui atividade de desacetilase de histona
e reprime a transcricdo. A repressao de SQSTM1 e HDACG6 aumenta a formacao
do complexo de MyD88-TRAF6 e reciprocamente diminui a interacdo do
regulador negativo especifico CYLD-ubiquitina com o complexo. (INTO et.al,
2010).

1.4 PTCH

Existem casos de tricoepitelioma esporadicos, nos quais estruturas
remanescentes de carcinoma basocelular (CBC) podem ser encontradas.
Baseando-se em uma série de TEs esporadicos com perdas de heterozigosidade
na regido 9922.3, onde estd mapeado o gene supressor de tumor PTCH1, Matt et
al. (2000) postularam um mecanismo comum para ambas condi¢des, tanto
tricoepitelioma como CBC. Suas observacfes corroboram um relato anterior que
observa que TE esporadicos contem mutacbes somaticas no gene PTCH1
superexpresso, sugerindo uma falha no mecanismo de feedback negativo na rota
sonic hedgehog-patched (SALHI et al., 2004). A andlise do gene PTCH1 no
cromossomo 9¢22.3, mostra mutacdes encontradas em tricoblastomas e
tricoepiteliomas. Mutacdes no gene PTCH1 sdo a causa subjacente da sindrome
do carcinoma basocelular nevdide e sdo também encontrados em diversos
tumores esporadicos onde este gene pode agir como um supressor de tumor
(PONTI et al., 2012).

1.5 IFNA17

O gene Interferon Alfha 17 (IFNA17) produz a proteina de mesmo nome
que € responsavel por interferir na replicacdo de virus, bactérias e células
tumorais e estimular a atividade de defesa de outras células. Produzida pelos
leucdcitos e fibroblastos existem trés tipos de interferon, classificados de acordo
com o receptor celular e resposta que ativam. E um tipo de citocina produzida por
todos os animais vertebrados e alguns invertebrados. A forma alfa € produzida

por leucdcitos quando invadidos por virus é classificada como tipo I. Induz a
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propria célula infectada e células préximas a produzirem proteinas que impedem
a replicacao do virus. Usado para tratar hepatite B,hepatite C e esclerose multipla.
Sua producao € estimulada por interleucina 1 e 2 e pelo Fator de necrose tumoral.
(HALLER, KOCHS & WEBER, 2007).

1.6 PIK3CA

O gene PIK3CA foi mapeado na regido cromossémica 3926.3 por Volinia et
al. (1994) através da analise de hibridos de células somaticas por hibridacdo in
situ fluorescéncia (FISH) (VOLINIA et. al., 1994)

PIK3CA é um gene de 34 kb composto por 20 éxons que codificam 1.068
aminoécidos originando uma proteina de 124 kDa de tamanho. O primeiro dos
levantamentos mutacionais foi publicado por Samuels et al (2004). AmplificacGes
génicas, delecdes e mais recentemente mutacées missense somatica no gene
PIK3CA tém sido relatados em muitos tipos de canceres humanos incluindo
canceres de célon, mama, cérebro, figado, estbmago e de pulmao. Estas
mutacBes missense somaticas provavelmente aumentam a atividade de PIK3CA
quinase contribuindo para a transformacao celular (KARAKAS, BACHMAN &
PARK, 2006).

Samuels et al. (2004) concluiram que as mutacdes em PIK3CA geralmente
surgem no final da tumorigenese, pouco antes ou ao mesmo tempo com a
invasdo. Mutacbes em PIK3CA também foram identificadas em 4 de 15
glioblastomas (27%), de 12 céanceres gastricos (25%), 1 de 12 céanceres da
mama (8%), e 1 de 24 canceres do pulmédo (4%). Nenhuma mutacdo foi
observada em 11 canceres de pancreas ou 12 meduloblastomas. No total, foram
observadas 92 mutacbes, todas as quais foram determinadas como sendo
somaticas nos canceres que podem ser avaliadas, sugerindo que este gene é

funcionalmente importante.
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1.7 Complicacdes, patologias associadas e dificuldades diagnésticas do TE

Carcinoma basocelular (CBC) de pele € a neoplasia mais comum em
humanos. Estudos prévios mostram um desbalanco (perda de heterozigosidade e
instabilidade de microssatélites) em CBC em varios cromossomos humanos
incluindo a regido 9p21-p22. Para esta regido do cromossomo 9 a frequéncia
global de perda de heterozigosidade foi de até 55% (SARIDAKI, 2000). Exposi¢céo
a radiacao ultravioleta (RUV) é o principal fator de risco associado a génese do
CBC, o que se evidencia pela maior ocorréncia em areas expostas a luz solar,
pelas frequéncias populacionais relacionadas a latitude, por associagcdes com
doencas genéticas com fotossensibilidade e por padrdes de exposi¢ao solar entre
0s pacientes. Ha também maior incidéncia de CBC em africanos albinos do que
em negros. O risco atribuivel a radiacdo solar para as neoplasias malignas
queratinociticas pode atingir ate 90% (CHINEM, 2011).

Tricoepitelioma desmoplasico representa uma neoplasia anexial
considerada benigna, caracterizada por conspicua diferenciacdo folicular. Em
contraste com a configuracéo tipica de tricoepitelioma nodular convencional, o
tricoepitelioma desmoplasico apresenta microscopicamente muitos corddes finos
de células germinativas foliculares incorporadas no estroma esclerético amplo
(ALMEIDA et. al., 2001). Nao é inesperado que haja sobreposicdo significativa
entre o espectro de tricoepitelioma desmoplasico e carcinoma basocelular uma
vez que ambos apresentam diferenciacdo folicular. Excepcionalmente, um
tricoepitelioma pode mimetizar ou ser mal interpretado como carcinoma de células
escamosas. Como ambos, carcinoma microcistico anexial (MAC) e tricoepitelioma
desmoplasico, incluem focos microcisticas, bem como corddes de células
anexiais enredados em estroma esclerosado, pode haver sobreposicéo
arquitetdnica entre as duas entidades (McCCALMONT & HUMBERSON, 2012).

Carcinoma Tricoblastico € um tumor maligno cutaneo raro derivado das
células germinativas foliculares. Os tumores surgem na face, couro cabeludo e
extremidades. Discute-se se o0 carcinoma tricoblastico desenvolve-se de novo ou
€ devido a degeneracdo maligna de um tumor preexistente benigno, tal como um

tricoepitelioma ou tricoblastoma. O diagnostico diferencial clinico e histologico
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inclui carcinoma basocelular com diferenciacdo matricial, carcinoma de células
escamosas, carcinoma pilomatricial, carcinoma triquilemal, e cilindroma maligno
(KIRBY, LUCKING & BILLINGSLEY, 2012).

A observacao de fenbmenos como CBC em desenvolvimento no contexto
de multiplos tricoepiteliomas, a ocorréncia simultanea de tricoepitelioma e CBC
esporadicamente, e tricoepitelioma com mutacdo em PTCH que evoluem para
CBC com irradiacéo ultravioleta em camundongos, sugerem que tricoepiteliomas
raramente podem progredir para CBC. Além disso, casos raros que apresentam
caracteristicas tanto de CBC como de tricoblastoma sugerem que as duas
neoplasias podem existir em um espectro (YEH, MCCALMONT & LEBOIT, 2012).

A diferenciacdo histopatologica entre tricoepitelioma e carcinoma
basocelular (CBC) as vezes pode ser um desafio. Ambos CBC e tricoblastoma,
dos quais muitos consideram tricoepitelioma como uma variante, mostram
alteracdes que sugerem diferenciacao folicular germinativa. Um estudo recente
demonstrou a utilidade de coloracdo imunohistoquimica para presenca de
PHLDA1 no diagnéstico diferencial de tricoepitelioma desmoplasico e CBC
morfeico em bidpsias superficiais (também conhecido como proteina do gene 51
de células T associada a morte celular, ou TDAG51). Porém a imunopositividade
PHLDAL nao fornece sensibilidade e especificidade precisas para a distingdo de
CBC e tricoepitelioma. E mais Gtil no diagnéstico diferencial entre CBC morfeico e
tricoepitelioma desmoplasico. A expressdo de PHLDALl deve ser interpretada
cuidadosamente em conjunto com os atributos convencionais histomorfol6gicos
de um determinado tumor (YEH, MCCALMONT & LEBOIT, 2012). O
tricoepitelioma é histologicamente semelhante ao carcinoma basocelular, e,
embora benigno, carrega um risco raro transformacéo maligna. A positividade
CD34 das células estromais em torno do ninho favorece o aparecimento do
Tricoepitelioma. A coloracdo imunohistoquimica pode ser atil as vezes na
diferenciacdo entre tricoepitelioma e carcinoma. Além disso, os tricoepiteliomas
muitas vezes apresentam organismos papilares-mesenquimais, granulomas, e

calcificagdo, enquanto o carcinoma basocelular tem maior probabilidade de
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apresentar inflamacéo, retracdo, uma maior frequéncia de células em apoptose, e
figuras mitoticas (MOHAMMADI et. Al, 2014).

Apesar de incomum ha relatos de CBC em pacientes com TMF (CHINEM,
2011). A concomitancia de tricoepiteliomas multiplos e epitelioma basocelular
bastante rara. (AZULAY, 2001). As neoplasias malignas tém sido relatadas em
associacdo com TMF e outras condi¢cBes associadas ao gene CYLD, tais como a
sindrome Brooke-Spiegler. O carcinoma tricoblastico € um tumor raro, mas ja foi
relatado em associacdo com estas sindromes em trés casos distintos. Em todos
havia mutacéo no gene CYLD (KIRBY, LUCKING & BILLINGSLEY, 2012).

1.8Tratamento do TMF

O Tratamento da TMF depende de uma variedade de técnicas de ablacao
com resultados variaveis e com risco de cicatrizes. O relato da melhoria clinica
com minimizagdo do aparecimento das lesdes foi demonstrado apds varios
tratamentos que utilizam a energia de alta pulsacdo ou lasers de onda continua
de dioxido de carbono. Outros métodos destrutivos, que incluem crioterapia,
dermoabraséo, electrodisseccao, radiacdo e curetagem, tém sido utilizados com
resultados modestos (JOHNSON et al., 2008). O tratamento para o carcinoma
tricoblastico muitas vezes é cirurgico. Estes tumores podem ser localmente
invasivos e tem um risco de recorréncia. Nos casos de pequeno tamanho,
aparéncia patolégica circunscrita e baixo grau histologico, pode-se usar a
curetagem como uma opcao terapéutica segura e eficaz (KIRBY, LUCKING &
BILLINGSLEY, 2012; MOHAMMADI et. al., 2014).

A escolha adequada de tratamento de acordo com a profundidade das
lesBes é crucial. A analise da profundidade das lesGes de pele é importante na
gestdo de tais lesbes, e alguns pacientes podem necessitar enxerto de pele apos
a excisdo das lesbes. Um estudo brasileiro de vérios tipos de tumores cutaneos
descreveu o uso de imiguimod creme 5% tOpico em tricoepiteliomas para 32
semanas (ALESSI et.al.,, 2009). Tricoepiteliomas que foram tratados com
imiquimod e acido retindico apresentaram clareamento em 80%. (MOHAMMADI
et. Al, 2014).
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Estudos genéticos futuros podem também fornecer uma base sélida para o
desenvolvimento de novas terapias que serdo mais especificas e eficazes do que
0s tratamentos sintomaticos atualmente disponiveis para pacientes com TMF, FC,
BSS. Recente investigacdo identificou o lestaurtinib, uma pequena molécula
inibidora de TRK como uma nova modalidade terapéutica promissora para 0s
doentes que sofrem de sintomas causados por mutagdes na linhagem germinativa
de CYLD (NAGY et al., 2015).

1.6 O INAGEMP - Instituto Nacional de genética Médica Populacional e

historico para esta investigacao

Este projeto esta inserido dentro de um contexto maior, 0s assim
chamados Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia (INCTs) apoiados pelo
Conselho Nacional de Pesquisa. Nosso projeto faz parte do INCT Genética
Médica Populacional (INaGeMP) (CNPq; processo N° 573993/2008-4). A
Genética Médica Populacional (GEMEPO) é uma secdo da Genética Médica que
tem como objeto de estudo e atencdo médica uma populacdo (Castilla, 2005). A
GEMEPO conjuga a Genética Clinica com a Genética de Populagdes Humanas,
Genética Epidemiolégica, e com a Genética Comunitaria, na interface com a
saulde publica, fundamentando acdes de salde preventivas.

Em 2009 foi criado o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Genética
Médica Populacional (INaGeMP - www.inagemp.bio.br). O programa do
INaGeMP inclui acdes coordenadas das equipes das instituicbes associadas e
colaboradoras em pesquisa, prevencao, diagnostico e tratamento de doencas
com fortes componentes genéticos na sua etiologia, assim como formacao de
recursos humanos na area e acbes de transferéncia de conhecimento para a
sociedade através da divulgacdo cientifica e educacdo das comunidades

afetadas.

1.7 Justificativa

Durante a elaboracdo do projeto original de GEMEPO o autor desta tese e sua
colega Erlane M Ribeiro haviam identificado uma comunidade no interior do Ceara

em que residia uma familia numerosa com uma alteracdo dermatoldgica de
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heranga aparentemente dominante, sugestiva de tricoepitelioma (Castilla e
Schuler-Faccini, 2014). No Brasil, sdo escassos o0s trabalhos com
genodermatoses apesar da importancia de Freire-Maia em trabalhos classicos
(VISINONI et. al., 2009; FREIRE-MAIA et.al., 2001).

Desta forma, a presente tese, junto com outros trabalhos do grupo do
INaGeMP procura focalizar em doengas dermatoldgicas hereditarias
(genodermatoses). Neste caso especifico, o tricoepitelioma familiar trata-se de
uma condicdo genética rara, de heranca autossdmica dominante, com alta
penetrancia e expressividade variavel. Entre os problemas de saude, destaca-se
a ocorréncia de cancer de pele tipo basocelular. O estudo de familias com muitos
afetados tanto do ponto de vista clinico como molecular, permite ndo apenas a
identificacdo da mutacdo patogénica, mas também a identificacdo de genes
modificadores possivelmente envolvidos na manifestacdo fenotipica desta
condigcdo. Esta abordagem também permite aprofundar o conhecimento sobre as

rotas de genes envolvidos no desenvolvimento do tecido ectodérmico.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Estudar a variabilidade fenotipica e identificar a mutacdes germinativas

causadoras de tricoepitelioma multiplo familiar (TMF) em familias brasileiras

2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar a manifestacao clinica do fendtipo do tricoepitelioma e anomalias
associadas em familias com TMF de heranca autossémica dominante.

» Construir heredogramas detalhados para avaliagdo do modo de heranca —
penetrancia expressividade

* Investigar a presenga de mutagdes responsaveis pelo TMF nos individuos
afetados

* Investigar outras mutagdes e/ou polimorfismos relacionados a sua expressao

fenotipica
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» Oferecer aconselhamento genético para os interessados e orientagcdo quanto a
possibilidades de tratamento e cuidados dentro do sistema de saude brasileiro
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento
Trata-se de um estudo transversal, observacional, investigando membros

de familias afetadas.

3.2 Sujeitos

Este estudo inicia-se através de uma familia identificada pelos
pesquisadores Anderson Pontes Arruda e Erlane Marques Ribeiro em Aracati,
Ceard (localizado em 4°33'43"S, 37°46'12"W e com cdédigo do municipio:
2301109), encontra-se uma familia de pescadores composta de 4 geracdes de
individuos vivos portadores de Tricoepitelioma Familiar Mdultiplo, com
aparecimento de carcinoma basocelular derivados de algumas les6es em alguns

individuos.

3.3 Andlise fenotipica

O diagnostico inicial de Tricoepitelioma foi dado através de estudo
anatomopatolégico por dermato-patologista a partir de biopsias coletadas de
lesBes de alguns individuos desta familia. Uma descricdo dos tumores associados
foi realizada através de exame dermatolégico. Exame fisico dismorfol6gico
completo foi realizado por uma médica geneticista.

3.4 Critérios de excluséo e inclusao

Inclusdo: Ter caracteristicas clinicas compativeis com TMF ou ser familiar
em primeiro grau de um individuo afetado. Ser maior de 18 anos de idade. Ter
concordado em participar, e ter assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexol).

Excluséo: ter diagnostico dermatoldgico que exclua Tricoepitelioma. Ser
incapaz de compreender 0s objetivos da pesquisa e portanto, ndo ser autbnomo

para assinar o TCLE
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3.5 Coleta de amostra bioldgica

Foram coletadas amostras de saliva em kit de extracdo de DNA comercial
Oragene (R) tanto dos individuos afetados como seus familiares normais para
comparacao e interpretacao dos resultados moleculares obtidos.

O material genético obtido esta armazenado no Departamento de Genética
da UFRGS, sob-responsabilidade da pesquisadora principal desta instituicdo e
orientadora deste trabalho.

Nos individuos afetados, biopsia de pele para analise dermato-patologica
foi realizada por dermatologista especializado, participante da equipe.

3.6 Determinacdo genotipica

3.6.1 Coleta e Obtencdo de DNA

Foi extraido DNA a partir de células da mucosa bucal presentes na saliva
de 20 individuos afetados e seis familiares sadios, a partir do kit DNA-Sal™ (Oasis
Diagnostics). O material coletado foi diluido e aliquotado para uso em técnicas
moleculares, conforme determinagcéo do fabricante, e armazenado em freezer -
20°C.

3.6.2 Sequenciamento Sanger

A fim de se obter o sequenciamento dos éxons 9 a 20 do gene CYLD,
foram desenhados doze pares de primers na ferramenta PrimerBlast (NCBI,
National Institute of Health), conforme descritos na Tabela 1. Todos os fragmentos
amplificados continham os éxons de interesse e pelo menos 50pb de cada um
dos introns adjacentes.

Foi realizada uma PCR convencional, utilizando-se o0s primers em
concentracdo de 10pmol, de quatro individuos, sendo dois afetados (llI-6 e V-7) e
dois n&do-afetados (V-6 e 1l1I-5). A amplificacdo de todas as reacdes foi conferida a
partir da aplicacédo de eletroforese em gel de agarose 2%, sendo visualizados os
fragmentos de interesse em transiluminador com o uso do corante fluorescente

GelRed™ (Uniscience).
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Todas as amostras que tiveram boa amplificacdo foram purificadas e
preparadas para sequenciamento pelo método Sanger, no equipamento ABI
3730XL (Applied Biosystems). As reacdes de sequenciamento foram executadas
na Unidade de Analises Moleculares e Proteicas, do Centro de Pesquisas
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A leitura e andlise dos
sequenciamentos foram realizadas no programa CodonCode Aligner v.3.7.1
(CodonCode Corporation), sendo utilizadas as sequéncias de referéncia

disponiveis no GenBank (NCBI, National Institute of Health).

3.6.3 Sequenciamento de Exoma

O sequenciamento do exoma de um familiar afetado (111-6) foi realizado na
empresa Mendelics© Anélise Gendmica S.A. Foi disponibilizado o arquivo variant
call file (vcf), a partir do alinhamento com o genoma humano de referéncia
GRCh37 (hgl9). A partir das coodernadas gendmicas foi executada a analise das
variantes presentes nos genes CYLD e PTCH, e da regido 9p21. Foram também
avaliados outros genes com interagdo conhecida a partir de ensaios
experimentais, conforme disponivel da ferramenta STRING Database
(SZKLARCZYK et. al., 2015) e no banco de dados Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM, National Institute of Genetic Medicine, John Hopkins University).

A natureza de todas as variantes encontradas nas regides analisadas foi
avaliada no banco de dados Ensembl (Sanger Institute). Foi realizada a predicdo
funcional de todas as alteracbes néo registradas, bem como todas as indicadas
como potencialmente patogénicas pelas ferramentas Polymorphism Phenotyping-
2 (PolyPhen2) (ADZHUBEI et. al.,2010) e SIFT (J. Craig Venter Institute).

A confirmacdo da presenca das variantes encontradas foi realizada
por sequenciamento Sanger, nas mesmas condi¢cdes descritas acima. Os primers
utilizados para amplificacdo dos fragmentos contendo essas alteracdes estao
descritos na Tabela 2. Em havendo identificacdo de possivel mutagdo causadora
na analise do exoma, os demais membros da familia devem ser testados para

confirmacgé&o da presenca da mutagdo nos afetados e auséncia nos sadios.
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Tabela 2: Sequéncia dos primers desenhados para realizacdo de PCR
convencional dos genes de interesse, e tamanho dos fragmentos amplificados.

Nome do Tamanho do
Gene . Sequéncia (sentido 5’-3’) fragmento
Primer
(pb)
Exon 9 CTCCTATCTTGACTTTTGGGCTG
Forward 506pb
Exon 9 AGCAGTACGGTTCAAACTGTGTA
Reverse
Exon 10 AGGTGGGCAGTTGGACTAGAT
Forward
Exon 10 664pb
AGGACAAGTGGGTCGCAAGC
Reverse
Exon 11 GAGGTTCTCAGTACAGGTGCG
Forward
Exon 11 420pb
CTTAATGAGCGTTGGCAAGAAA
Reverse
Exon 12 TCAAATAGCAGTTAACCAAAGCC
Forward
Exon 12 456pb
TCCCTTTCAATCCTGACCCAC
Reverse
Exon 13 GGTCCTGGTACCTGTGTTAAT
Forward
Exon 13 394pb
TAAGAACTAATTTTCACCCATCTCT
Reverse
CYLD Exon 14
TGACATACTGGAGTTGTATAAGA
Forward
Exon 14 848pb
AGGGAAGACTCAGTGGGAAA
Reverse
Exon 15 oA GGAAAACTTGAAAACTGTGCT
Forward
Exon 15 361pb
TGCATGATATTCCCCTAGCCT
Reverse
Exon16 1 1cTeTGTTGTTCTGACTATCCA
Forward
Exon 16 400pb
TTTCTTAACAGTTTGTGTTTCA
Reverse
Exon 17 TCATGAGCCACTTGAAGACTTG
Forward
Exon 17 416pb
TGAATTGCCTTGGGAAATACTGT
Reverse
Exon 18 AGCAGATGGAAGAGAAAGAGAC
Forward
Exon 18 346pb
AACTTTCCAAAACGAGCATTGT
Reverse
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Exon 19
Forward
Exon 19
Reverse
Exon 20
Forward
Exon 20
Reverse

AGCCCATTCACTTGACACATTG
729pb
TTCCTTAGTTCAGCTAGCAAGGTT

CCAGGCAGGATAGTGGGTTG
586pb
CACCCAGCACACTTCACCAT

IFNAL7 - ACTAGGGCATTTAGAAAATGGAAA
Forward

IFNA17 1129pb

IFNAL7 CAGGTTGTAAAGTCAGCCTCG
Reverse

PIK3CA
Forward
PIK3CA
Reverse

TACACAGTGCTGCCAGTCTTG
PIK3CA 305pb

TTTCCTAGTTGATGAGCAGGGTT
SQSTM1 ATCCACACGCTGAGTGCCA
Forward

SQSTM1 AAGGCGATCTTCCTCATCTGCT
Reverse

SQSTM1 350pb

4. ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado quanto aos seus aspectos éticos pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e encontra-se
registrado na plataforma Brasil (CAEE No. 30802513.0.0000.5347) Todos os
individuos ou seus responsaveis foram informados dos objetivos do projeto e
assinara Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 1), autorizando o0s
estudos moleculares bem como a publicacdo das fotografias de maneira andnima.

Riscos envolvidos: A coleta de saliva € um procedimento indolor e foi
realizada por pessoal devidamente treinado utilizando um recipiente descartavel e
individual. O contato da boca é com a parte esterilizada do recipiente, portanto o
risco de contaminacao e desconforto com a coleta é minimo.

A coleta do material para biopsia foi realizada por um profissional médico,
em um ambiente adequado (limpo), sob anestesia local (minimo de dor) onde foi
retirada uma amostra de pele (lesédo) de 4 mm, suturado com fio de nylon e feito

curativo, utilizando material estéril. O risco de contamina¢do & minimo.
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5. RESULTADOS

5.1 Descricao da familia e heredograma

O estudo incluiu uma familia brasileira da cidade de Aracati (4°33'43"S,
37°46'12"W) composta por 111 individuos onde 48 séo afetados, apresentando
numerosos nédulos firmes e papulas cor da pele, em forma de clpula, na face e
no nariz, com um intervalo de tamanho de 2-10 mm.

O heredograma desenhado da familia estd apresentado na Figura 1. No
Anexo 2 apresentamos a coleta de dados tabulada utilizada para a formatacao
deste heredograma. Ha um predominio de homens afetados (32) comparado a
mulheres (16). Dentre os afetados, 31 foram examinados por médica geneticista e
por dermatologista experientes. Todos foram diagnosticados com tricoepiteliomas
com base em caracteristicas clinicas e em uma foi coletada lesbes da face
confirmando tricoepitelioma e ainda carcinoma basocelular através de exame
anatomopatoldégico e histolégico. O restante da familia € composto por 60
individuos normais, sendo 24 homens e 36 mulheres e ainda 3 individuos sendo

um homem e duas mulheres aos quais nao se sabe se sao afetados ou normais.

Figura 1. Heredograma da familia
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O estudo molecular incluiu 20 pacientes afetados com varios
tricoepiteliomas, sendo 8 mulheres com idades entre 25-68 anos, e 12 homens
com idades entre 14-88 anos (Figura 2). Foram incluidos ainda 6 individuos da

mesma familia, porém normais, sendo trés homens com idades entre 24-38 anos
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e trés mulheres com idades entre 14-40 anos como controles (Figura 3). Dos 20
individuos afetados apenas de 2 nao foi possivel tirar foto.

Figura 2. Foto de 18 dos 20 familiares afetados que participaram do estudo
molecular

Figura 3. Foto dos 6 familiares normais que participaram do estudo
molecular
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Em duas pacientes femininas (DNA coletado), desenvolveram junto aos
tricoepiteliomas o aparecimento de carcinomas basocelular. Estas lesdes foram

removidas com margem de seguranca para evitar possivel malignizacao.

Encontramos uma variacdo fenotipica tanto entre homens e mulheres,
quanto entre os mais novos e mais velhos em relacdo a quantidade de leses,
bem como na gravidade dessas lesdes. Alguns individuos mais novos
apresentam mais lesdes do que individuos mais velhos como, por exemplo, 0s
individuos IV-6 que com 29 anos de idade que apresenta um numero maior de
lesdes que o individuo II-1 com 90 anos de idade dentre os homens e 0s
individuos V-4 com 27 anos de idade que apresenta mais les6es que o individuo
IV-3 com 33 anos de idade entre as mulheres. Nessa familia a idade minima de

inicio do aparecimento das les6es foi de 3 anos e a maxima de 20 anos

5.2. Investigacdo das mutacgdes

5.2.1. Investigacdo de mutacdes responsaveis pelo TMF nos individuos afetados

O sequenciamento dos éxons 9 ao 20 mostrou uma troca de base (C>T)
em heterozigose no éxon 18 em uma afetada. Essa troca € sindnima e esta
descrita nos bancos de dados como um polimorfismo, rs2066852, com frequéncia
do alelo menor (MAF) estimada em 0,08. Outros dois polimorfismos, rs17222902
e rs2302759, foram encontrados nas por¢ces adjacentes dos introns 10 e 17,
respectivamente, com MAFs de 0,08 e 0,2. Todos os polimorfismos estao
descritos na Tabela 3.

Considerando a auséncia de mutacfes nos €xons com relatos prévios de
mutacdes associadas a TMF, e regifes flanqueadoras dos introns, decidiu-se
entdo por prosseguir com o sequenciamento do exoma completo de um dos

membros afetados.
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5.2.2. Sequenciamento de exoma

Para esta etapa, foi selecionado um individuo com mudltiplos sintomas e
progenitor de outros afetados. Estabelecemos uma prioridade hierarquica para
analise do sequenciamento do exoma. Inicialmente verificamos todo o gene
CYLD. Os éxons restantes do gene ndo mostraram nenhuma alteracdo com
relacdo a sequéncia referéncia. Na porgao previamente sequenciada pelo método
Sanger foi confirmada a presenca dos trés polimorfismos previamente descritos
(Tabela 3).

Logo apd6s o gene PTCH localizado em 9g22.3 foi analisado também,
sendo identificados polimorfismos (Tabela 3), mas ndo mutacdes descritas como

patogénicas ou que parecem estar causando o TMF.

Foram também avaliados outros genes com interagdo conhecida a partir de
ensaios experimentais, conforme disponivel da ferramenta STRING Database e
no banco de dados Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM, National Institute
of Genetic Medicine, John Hopkins University). Identificamos trés possiveis
variacfes causadoras em genes que pertencem a rota do CYLD ou associados a
tumores de pele. SQSTM1, IFNA17 e PIK3CA. A confirmacédo da presenca das
variantes encontradas foi realizada por sequenciamento Sanger.

No SQSTM1 encontramos uma variante que causa uma mudanca de bases
nitrogenadas de T>C, ainda ndo descrita nos bancos de dados e tida como
potencialmente patogénica através da andlise nos preditores funcionais.
Polymorphism Phenotyping-2 (PolyPhen2)(Anexo 3) e SIFT (J. Craig Venter
Institute) (Anexo 3). Na confirmacdo por Sanger encontramos a presenca da
variante tanto em individuos afetados como em individuos sadios, eximindo assim

essa alteracdo com causadora do TMF.

Muitos autores sugerem que a regido 9p21 seria responsavel tanto por causar o
tricoepitelioma como o carcinoma basocelular. Avaliamos também essa regiao
através do exoma e encontramos uma variagdo (A>AT) no unico éxon do gene
(Exon 1) com MAF de 0,01. Essa troca causa um frameshift com rs200400518.

7

Essa alteragdo é descrita como potencialmente patogénica nos preditores
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funcionais no gene interferon-17 (IFNA17) (Anexo 4). A presenca dessa variante
nos outros membros da familia sera confirmada pelo sequenciamento Sanger. No
entanto, esse gene, assim como outros da familia interferon, &
caracteristicamente muito polimérfico o que tem dificultado a padronizacdo do

PCR para obtencéo do sequenciamento.

O préximo gene candidato para andlise foi o PIK3CA. Encontramos uma mutagao
patogénica em PIK3CA (Chr3:178,941,888-178,941,890 TTG>T). Isso causa um
frameshift na posicdo do amino&cido 736 (exon 14)(Tabela 3). Acreditamos que
esta possa ser a causa da doencga familiar. O sequenciamento Sanger da

mutac&o encontrada estd em fase de analise.

Tabela 3. Principais polimorfismos e variantes encontrados no exoma

Gene Cromossomo Alteracdo® Posicéo COd'gAO d_e MAF Caracteristica
Referéncia
CYLD 16 G>A int[on 10-11 rs17222902 8% -
C>T ~ Exon 18 rs2066852 8% Sinbnima
A>G Intron 18-19 rs2302759 20% -
PTCH1 9 A>G ~ Exon 12 rs1805155 11% Sinénima
A>G Intron 14-15 rs16909898 9% -
C>G Intron 15-16 rs2066829 39% -
T>C Intron 17-18 rs2236406 39% -
IFNA17 9 A>AT Exon 1° rs200400518 1% Frameshift*
SQSTM1 5 T>C Exon 7 Variante nova - Missense®
PICK3CA 3 TTG>T Exon 14 - Frameshift*

®Todos alteracées descritas se encontravam em heterozigose;

O gene IFNAL7 s6 possui um éxon;

“Classificadas como potencialmente patogénicas por preditores funcionais.
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6. DISCUSSAO

Encontramos uma grande familia de varios afetados com Tricoepitelioma
Multiplo Familiar. Até o momento nado foi descrita na literatura uma familia com
TMF no Brasil com a quantidade de individuos afetados e também com o grande

namero de lesGes. Esta comprovagao pode ser vista na tabela abaixo.

Tabela 1. Mutagbes descritas na literatura no gene CYLD associadas ao

Tricoepitelioma

Autor/ Ano Pais n Tipo de Mutacdo Gene Exon
Lv, 2014 China 6 *Nonsense (1112C>A) CYLD 9
Li, 2014 China 8 Missense (1112C>A) CYLD 9
Linos, 2011 Europa 3fam. Nonsense (1112C>A/p.S371X) CYLD 9
Liang, 2008 China 4 Nonsense (1364_1365 del AA) CYLD 10
Zheng, 2004 China 3 fam. *Frameshift (c.1462delA) CYLD 10
Wu, 2014 China 16 *Frameshift (c.1169-1170delCA) CYLD 10
Ying, 2012 China 4 *Frameshift (c.1178-1179delCA) CYLD 10
Zuo, 2007 China 5 Missense (1787G>A) CYLD 11
Chen, 2011 China 4 *Frameshift (c.1925delC) CYLD 11
Liang, 2005 China 12 Splice (1862+2T>G) CYLD 12
Huang, 2009 Taiwan 3 Splice (IVS12+1G>A) CYLD 12
Reuven, 2013 Israel 3 *Frameshift (c.1843delT) CYLD 13
Salhi, 2004 Algeria 13 fam. *Frameshift (c.2104-2105insA) CYLD 15
Almeida, 2008 Suica 4 Misssense (€.2433A>G) CYLD 15
Guardoli, 2015 Italia *Frameshift (c.270delT) CYLD 15
Liang, 2005 China 12 Nonsense (c.2241-2241delAG) CYLD 16
Melly, 2012 Inglaterra 1 Nonsense (€.2116-2117insATTAG) CYLD 16
Young, 2006 EUA 3 Missense (c.2806C >T) CYLD 16
Zheng, 2004 China 3fam. *Nonsense (c.2128C>T) CYLD 17
Wang, 2010 China 4 Missense (€.2317G->A) CYLD 17
Bowen, 2005 Italia 2fam. Nonsense (c.2339T>G) CYLD 17
Lv, 2014 China 3 *Frameshift (c.22255delT) CYLD 17
Lv, 2014 China 4 *Nonsense (c.2299A>T) CYLD 17
Chen, 2011 China 3 *Nonsense (c.2128C >T) CYLD 17
Zhang, 2004 China 7 Frameshift (c.2355-2358delCAGA) CYLD 18
Liang, 2008 China 4 Nonsense (¢.2409G>C) CYLD 18
Espana, 2007 Espanha 4 Missence (c.2687G>C) CYLD 20
Lv, 2008 China 4 Missense (c.2711C>T) CYLD 20
Zheng, 2004 China 3fam. Missense (c.2822A>T) CYLD 20
Qian, 2014 China 2 Frameshift (c.2815delC) CYLD 20
Vanecek, 2014 Russia 1 Delecéo (-34111 297858del378779) CYLD Todos
CGH

* Mutagdo induzindo stop-cédon
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No nosso trabalho, ndo foi possivel identificar a mutagdo causadora do
quadro clinico desta familia. Este fato pode ser explicado pelos seguintes fatos.

Ao investigarmos o0 sequenciamento dos éxons 9 ao 20 ndo encontramos
nenhuma mutacdo patogénica apesar de encontrarmos 3 polimorfismos. Uma
troca de base (C>T) em heterozigose no éxon 18 em uma afetada. Essa troca &
sindnima e esta descrita nos bancos de dados como um polimorfismo. Outros dois
polimorfismos, uma troca de base (G>A) nas porcdes adjacentes dos introns 10-
11 e uma troca de base (A>G) nas regifes adjacentes dos introns 18-19. Este
achado vai contra a maioria dos artigos publicados sobre o TMF onde a maioria
das mutacdes do gene CYLD que causam o TMF estdo nessa por¢cdo do gene
(VANECEK et. al., 2014; NAGY et. al., 2015).

Casos de auséncia de muta¢do germinativas no gene CYLD também foram
descritas por outros estudos. A frequéncia de mutacdes de ponto do CYLD em
pacientes com TMF € de 44-72% (ZHAO et.al.,, 2014). Raramente, grandes
delecdes germinativas podem ocorrer. Porem Venecek e colaboradores (2014)
encontraram uma mutacéao €.914-6398 1769del13642ins20
(9.50802679 50816320del13642ins20). Esta delecdo comecga no intron 6, termina
no éxon 12, do gene CYLD e é acompanhado por uma pequena insercédo de 20
pb de origem desconhecida (VANECEK et al., 2014).

Realizamos o0 sequenciamento do exoma e verificamos 0s éxons restantes
do gene CYLD que ndo mostraram nenhuma alteragdo que pudesse ser
causadora do TMF com relacdo a sequéncia referéncia nem nos éxons e nem nas
regides de introns flanqueadoras dos éxons do gene CYLD. O exoma apenas
corroborou os polimorfismos que foram encontrados no sequenciamento Sanger
do gene CYLD.

Logo apdés a avaliagdo do gene CYLD por completo, partimos para a
avaliacdo do gene PTCH localizado em 9¢g22.3 sendo identificados 4
polimorfismos. Uma troca de base (A>G) em heterozigose no éxon 12 em uma
afetada. Essa troca € sinbnima e estd descrita nos bancos de dados como um

polimorfismo. Encontramos também trés polimorfismos em regides intrénicas,
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uma troca de base (A>G) nas por¢des adjacentes dos introns 14-15, uma troca de
base (C>G) nas regifes adjacentes dos introns 15-16 e uma troca de bases (T>C)
nas regides adjacentes dos introns 17-18, mas ndo mutacdes descritas como
patogénicas ou que parecem estar causando o TMF. Diante disto fomos procurar
outras variagdes encontradas no exoma em regiées que possuem genes alvos do
CYLD e posteriormente fizemos uma analise de genes relacionados a tumores de

pele.

Ponti et al (2012) investigaram dois individuos com BSS através da analise
molecular das regifes que flanqueiam os éxons dos genes CYLD e PTCH e nao
detectaram mutacdo germinativa ou somatica. Eles sugerem que outros genes
devem estar envolvidos e que mais estudos devem ser realizados procurando

mutacdes novas germinativas (PONTI et al., 2012).

Foram também avaliados outros genes com interagdo conhecida a partir de
ensaios experimentais, conforme disponivel da ferramenta STRING Database e
no banco de dados Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM, National Institute
of Genetic Medicine, John Hopkins University). ldentificamos trés possiveis
variacdes causadoras em genes que pertencem a rota do CYLD ou associados a
tumores de pele. SQSTM1, IFNA17 e PIK3CA. A confirmacdo da presenca das

variantes encontradas foi realizada por sequenciamento Sanger.

Investigamos o gene SQSTM1 devido haver uma relacao entre este gene e
0 gene CYLD e possuir um polimorfismo potencialmente patogénico e ainda néo
descrito nos bancos de dados de genes. através da andlise no de predicédo
funcional pelas ferramentas Polymorphism Phenotyping-2 (PolyPhen2) e SIFT (J.
Craig Venter Institute). Na confirmacéo por Sanger encontramos a presenca desta
variante tanto em individuos afetados como em individuos sadios, eximindo assim

essa alteracdo como causadora do TMF.

A proteina SQSTM1 serve como um adaptador para a formacdo de um
complexo, regulando assim a atividade de DUB e CYLD por interagdo TRAF6
(WOOTEN et.al,2008).
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Muitos autores sugerem que a regido 9p21 seria responsavel tanto por
causar o tricoepitelioma como o carcinoma basocelular. Avaliamos também essa
regido através do exoma e encontramos uma variagdo na regido do gene
codificador do interferon IFNA17, localizado na regido 9p21, encontramos uma
alteracdo potencialmente patogénica, segundo os mesmos preditores funcionais.
Sua ocorréncia nos outros membros da familia, afetados ou n&o, seré confirmada
através de sequenciamento Sanger. Essa regidao do IFNA17 é muito polimorfica,
dificultando a realizacdo do sequenciamento desta regido. Estamos ainda

padronizando os testes para o sequenciamento dessa regiao.

Em 1996, Harada et al. relataram ligacdo de TMF autossémico dominante a
regido cromossémica 9p21 (HARADA et al, 1996).Tendo em vista a evidencia
anterior para a regido 9p2l, estes resultados sugerem a heterogeneidade
genética da TMF (SALHI et al., 2004). Por outro lado, heterogeneidade genética
também ndo pode ser descartada, pois genes ainda néo identificados, como, por
exemplo, na regido 9p21 poderiam levar igualmente ao TMF (ZHANG, 2004).
Ainda ndo é claro se a funcdo anormal de outros genes também pode ser a causa

da TMF, tal como relatado no l6cus do cromossomo 9p21 (ZHAO et. al., 2014).

Nagy et. al. (2015) catalogou um total de 95 mutagbes diferentes
causadoras de doencas que foram publicadas até o momento para o gene CYLD.
A maioria das mutacdes sao do tipo: frameshift (48%), nonsense (27%), missense
(12%) e splice-site (11%). No entanto, duas dele¢bes in-frame foram também
relatadas. Um estudo realizado por Zhao e colaboradores em 2014 mostrou que
nao foram encontrados mutacdes no gene CYLD. Isto provavelmente ocorre
devido a mutagdes subjacentes em regides nao codificantes (introns, 3UTR e 5’
UTR), rearranjos de fragmentos ou dele¢cdes cromossdmicas. Desta forma, a
proxima estapa neste trabalho sera a de investigar microdelecbes através de
hibridizagdo gendémica comparativa.

40



7. Perspectivas futuras

Diante do resultado negativo para as provaveis mutacées do exoma e
também da auséncia de mutacdo no gene CYLD iremos realizar a Hibridizagédo
Genbdmica Comparativa (CGH Array) a procura de alguma delecédo ou duplicacao
no gene CYLD que nao pode ser identificada nos testes ja realizados.

Rearranjos de fragmentos ou dele¢cées cromossOmicas podem ser a causa
do tricoepitelioma onde ndo ha mutacdes no gene CYLD (ZHAO et.al.,, 2014;
VANECEK et. al.,, 2014). Utilizando a técnica de Hibridizacdo Gendmica
Comparativa (CGH Array), Vanecek e colaboradores (2004) encontraram uma

grande delecdo no gene CYLD em uma paciente com TMF.

8. CONCLUSAO

Descrevemos uma grande familia com muitos afetados no interior do Ceara
- Brasil ainda ndo descrita na literatura mostrando assim a grande importancia
desse trabalho.

Apesar de vérios estudos moleculares j& realizados ainda néo
conseguimos encontrar a mutacdo causadora do TMF na familia avaliada.

E necesséaria a continuidade desse trabalho para saber qual a causa do
TMF nessa familia. Iremos continuar o trabalho realizando um CGH-Array para
verificar se ndo ha grandes delecdes no cromossomo 16 que seja capaz de

causar a doenca.
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Adulto)

Projeto: TRICOEPITELIOMA MULTIPLO FAMILIAR: DELINEAMENTO FENOTIPICO E GENETICO

Estamos estudando fatores genéticos que podem causar um problema de pele familiar raro que
se chama fricoepitelioma familiar, que ocasiona tumores benignos na pele. Para isso, vamos analisar
historia de famiias com fricoepitelioma, onde s3o importantes informacdes tanto dos afetados, como
dos seus familiares sem estes fumores. Precisaremos realizar uma entrevista com perguntas sobre a
historia da sua familia, fazer um exame clinico em vocé e seus filhos (se tiver), coletar amosfras de
saliva sua e de seus filhos e realizar fotografias do seu rosto e de seus filhos.

Alem disso, se vocé autorizar, iremos consuliar seus regisiros médicos e de seus filhos em
hospitais ou postos de salde para obter informages complementares.

Gostariamos de pedir a sua autorizag3o para realizar estes procedimentos. Algumas pessoas
podem preferir participar de apenas uma etapa da pesquisa e ndo de outras, sem Que iSS0 Seja um
impedimento. O material coletado serd utilizado Unica e exclusivamente para fins do projeto de pesquisa,
isto & para a pesquisa de fatores envolvidos no fricoepitelioma, sendo garantido o sigilo das informagdes
obtidas. As andlises dos fatores genéticos sera feita no Departamento de Genélica na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul .

A coleta de saliva € um procedimento indolor e sera realizada por pessoal devidamente treinado
utilizando um recipiente descartavel e individual. O contato da boca & com a parte esterlizada do

recipiente, portanto o risco de contaminag3o & muito pegueno.

Voce tera direifo a0 acesso aos resultados da investigacdo genefica. Se tiver interesse, vamos
Ihe entregar estes resultados através de uma consulta médica que se chama aconselhamento gengtico.
Nesta consulta explicaremos o que estes resultados significam para sua salde e de seus filhos.
Poderemos Ihe explicar também quais 530 as chances que vocé tem de ter filhos com fricoepitelioma e
gue tipos de tratamento s3o0 disponivels para melhorar a2 sua salde.

Os pesgusadores responsaveis pelo projeto 530 a medica geneticista, profa. Lavinia Schuler-
Faccini, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51-3308-9826) e o prof. Anderson Pontes
Arruda (85-91172027) que poderdo ser contatadas em caso de dividas, assim como o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51 3308-3629).

Ap participar deste projeto vocé tem o direifo de receber resposta 8 qualguer pergunta ou
esclarecimento a qualguer dinvida a cerca da pesquisa. Também tem liberdade de ndo participar do
estudo ou de mudar de idéia mesmo depois de ter concordado.
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A Consentimentos dados pelo participante com idade adulta legal
Coleta de dados familiares e de saldde (entrevista)

O Concordo em fomecer informacdes sobre mim e minha famiiia, relacionadas ao nascimento de
pessoas com tricoepitelioma e outros dados de sadde.

0 Nao concordo em fomecer informagdes sobre mim e minha familia, relacionadas ao nascimento de
pessoas com tricoepitelioma e outros dados de sadde.

Exame fisico e dermatologico

0 Concordo em ser examinado por médicos gensticistas e dermatologistas.

0 N3o concordo em ser examinado por médicos geneticistas e dematologistas.
Coleta de material biologico (saliva)

0 Concordo em formecer amostra de saliva para extragdo de DNA para analise de fatores genéticos
envolvidos com tricoepitelioma

0 Mo concordo em formecer amostra de saliva para extrag 3o de DNA para analise de fatores genéticos
envolvidos com tricoepitelioma

Coleta de fotografias

O Autorizo a realizagdo de fotografias de meu rosto

0 Nao autorizo a realizacdo de fotografias de meu rosto
Autorizacao para acesso de informagoes de prontudarios

O Autorizo a consulta de dados dos meus prontugrios madicos.

O M&o autorizo a consulta de dados dos meus prontuarios medicos.

Declaro que li ou me foi ido este termo e que minhas dividas foram esclarecidas antes da concordancia
na participag30. Declaro ainda que uma copia deste termo me foi fornecida.

Mome do participante:

Assinatura ou impress3o digital: Data:

Testemunha no caso de participante ndo alfabetizado:

Mome do pesquisador: Anderson Pontes Arruda

Assinatura: Data:
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Anexo 2. Dados tabulados para a construcdo do Heredograma

NOME INDIVIDUO PAI MAE POSIGAO SEXO VIVO/ ANO AFETADO
MORTO NASC.

Marcilio Simoes da Silva 2 3 V-2 1 1 2000 1

Paulo Sérgio Barbosa da 4 10 11-2 1 1 1
Silva

Rosimar 6 10 -4 2 1 2

Raimundo Osimar Barbosa 8 10 11-6 1 1 1976 2
da Silva (Bilu

Gerardo Santana da Silva 10 87 88 -1 1 1 1926 1
Gerardo

Rejane Tavares do 12 11 V-3 2 1 1983 1
Nascimento
José Reginaldo Tavares 14 11 V-5 1 1 1968 1
Perereira

Renato 16 11 V-7 1 1 1984 2

Jefs 18 14 V-2 1 1 2

Jaqueline Barbosa Pereira 20 14 V-4 2 1 1989 1

Maria Tavares dos Santos 22 89 1-17 2 1 1946 1
(Mazé)

Cesanildo Tavares dos 24 22 IV-10 1 1 1
Santos

Weverton dos Santos Braga 26 25 V-5 1 1 1993 1

Francisco Haroldo Tavares
dos Santos

Williana dos Santos Braga

filha Williana

Wellington

Erberson
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Emiliane Lima dos Santos 38 28 V-9 2 1 2000 2

Nildo 40 22 IV-16 1 1 1

Esposa 2 Nildo 42 1V-15 2 1 2

Luan 44 40 41 V-19 1 1 2009 2

Marquinho 40 42 V-15 1 1 1994 1

Filho 2 Nildo 48 40 42 V-17 1 1 2

Filha 2 Vandinho 50 29 V-12 2 1 2

Lurdinha (mae Marcilene e 52 89 111-18 2 1 1
irma de Mazé e carminha)

filho 1 Marcilene 54 53 V-20 1 1 2

Filha Marcilene 56 53 V-22 2 1 2

Marcia 58 57 IV-19 2 1 1

Filho José Maria 60 57 IV-21 1 1 2

Leticia 62 58 V-24 2 1 2

Emerson 64 58 V-26 1 1 1

Filha 2 Edson 66 63 VI-7 2 1 2014 2

Esposa 1 Jodo

Filha 1 da esposa 1 do Jo&do 70 67 68 1V-28 2 1 2

Filha 1 da esposa 2 do Jo&o 72 67 69 IV-22 2 1 2

Filho 1 da esposa 2 do Jodo 74 67 69 IV-24 1 1 2

Filho 3 da esposa 2 do Jodo 76 67 69 1IV-26 1 1 2

Antonio (Irmao de Gerardo) 78 87 88 11-2 1 2 1936 1

Maria de Fatima da Silva 80 78 11-9/IV-31 2 1 1
Sena
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Erivelton 82 78 -11 1 1 1969 1

Elineuda 84 78 1-13 2 1 1973 2

Filha de Antonio 86 78 11-15 2 1 2

Mae de Gerardo 88 1-2 2 2 ?

Francisco (irméo de 90 87 88 11-4 1 2 (+/-)1943 1
Gerardo)

Francisca 92 87 88 11-6 2 2 (+/-)1945 2

Maria 94 87 88 11-8 2 2 (+/-)1946 2

José 96 87 88 11-9 1 1 1

Francisca 98 97 11-27 2 1 2

Ermenegildo 100 98 1V-30 1 1 1963 2

Osmarinda 102 96 111-24/111-29 2 2 1959 1

Oliveira 104 96 111-26 2 1 2

Creuza 106 99 102 IV-33 2 1 2

Cleonice 108 99 102 IV-35 2 1 2

Filha 110 99 102 IvV-37 2 1 2
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Anexo 3. Analise dos preditores funcionais do gene SQSTML1 pelo PolyPhen-2 e

SIFT.

TS PokPhey-2; reporttor Q12301 23T

prediction of function al e ffects of

human nsS5HNPs=

Home Abo ut Help Downloads

PolyPhen-2 report for Q113501 1253T
Query

Protein Acc  Position &by Adz  Description

Canonical, RecMame: Full=2equestozome-1; ARMame:
Full=EBl3-aszodated protein of B0 kDa; Short=EBIAF;
21350 253 T  Short=p60; Atkame: Full=Phosphotwosine-independernt
ligand for the Lok SH2 domain of 62 kDa;, Althame:
Full=Ubkigquitin-binding protein pg2; Length: 440

RE- i

HunnDiv iz preferred rodel for evaluating rare alleles, dense

| Mapping of reginng.identiﬁed by genome -w ide assaciation PokPion -2 v2. 2. 2r398
studies, and analysiz of natural selection

HumbDiv

Thiz mutation iz predictedtobe POSSIBLY DAMAGING wih 5 score of 0.954
[zensitivity, 0LT9; specificity: 0.9%)

0,00 0,20 0,0 0,60 0,80 1,00
Humfar
Details
Multiple sequence alignment UniProt KB Ul iReFT0D Refease 207T_T2 (14-Dec-20771)
30 Vizsualization PORDSSP Sk apshot 03-Jan-20712 (78304 Stractures)
Zotftware & web suppart: ivan adzhubey Wb design & development: biokyte solutionsz
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174112015 SIFT: Predictions

J. Craig Venter’

IFNSTITUTE [Search
SIFT. PREDICTIONS
User Input ENSP Pos Ref Subst Predicion SIFT Seore Median Information Content  # Seqs

EMZPOO0O0374455,1253T EMSPOOOOO374455 253 I T DAMAGING 001 2.53 55

7 - Indicates either EMSP or amino acid position not found.,

*DAMAGING -Low confidence predictions with Median conservation above 3,28
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Anexo 4. Analise dos preditores funcionais do gene IFNA17 pelo Mutation Taster.

1zma notitle M T]

Muta

£ 2 mutation t@sting

oo cume ritation

Prediction disease causin ] Model compiex_aae, prob: 0.999999999831967 (e ain)
Surmmary
= amino acid sequence changed
« frameshift
« protein features (might be)affected
= gplice site changes
= truncated protein (might cause HMD)
analysed issue
name of ateration no title
sltterstion (phys.  chrd 21228002 21228003088
location)
HGMEC symbol F 2T
Enzembl transcript ENSTO000041 3767
(]
Genbank [ded Q21265
transcript 1D
UniProt pepticde PO1571
atteration type in=ertion
stterstion region  CDS
DM& changes cATO_17insT
cONAZ19_220insT
g.219_220insT
A8 change s D58 Score: 6.0 mplain seopeiz)
position(s) of 35 (frameshit or PTC - rther changes downstream)
aftered AL
it Atalteration in
o1
frameshift Ves
krosan variant Wariant vas neither found in ExAC nor 10003,
Search E
regulatory H3K2Tme3, Histone, Histone 3 Lysine 27 Tri-Methylation
features
phedoP |
phastCaons PhyloP PhastCons
(flanking) -0.003 0016
(flanking) -0.423 0.00
enplain scores) aNcfor insped your postion(s)in in UCSC Genom e Brovest
splice stes effect GO & postion score vk detedion seguence
Donor marginally increased 213 v 03681 Jmu 0407 (marginal change -not scoredl wt: GAAGGACAGACATGA
mi: GAMSGACAGACATTE
Arcgained 212 042 mu: CTCCTTTETCCTGOCTGAAGGACAGACATTGACTTT
distancs from 220
splice ste
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