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RESUMO

O cancer é uma doenca de heranca complexa, com taxa de letalidade variavel em decorréncia
do tipo. De modo geral, a incidéncia tem aumentado insistentemente ao longo das Ultimas
décadas. Ha um grande interesse da comunidade médica em formas eficientes de prevencéo e
diagnostico. Neste trabalho buscou-se entender se ha conexdo entre dois fendtipos de
determinacéo complexa: hipodontia e cancer. A odontogénese humana é resultado da expresséo
coordenada de mais de 300 genes, dentre 0os quais genes cujos produtos participam de vias
metabdlicas envolvidas em varios médulos biol6gicos. Diante de descricbes na literatura de
ocorréncias de cancer e agenesia dentéria, hipotetizou-se a possibilidade de haver associa¢édo
entre agenesia dentéria e marcadores genéticos descritos como associados a cancer de ovario
- rs1516982, rs10088218, rs10098821 e rs7576183- e desses mesmos marcadores com outros
tipos de cancer. Foi conduzido um estudo de associacao onde definiu-se como caso-controle i.
mulheres com hipodontia e sem hipodontia e ii. mulheres com e sem histérico familiar de cancer.
As frequéncias alélicas dos marcadores genéticos nessa populagédo assemelha-se a de outras
popula¢cdes mundiais, cujos dados foram acessados a partir do banco de dados do 1000
Genomes Project avaliados. As amostras dos grupos caso e controle sao pertencentes a mesma
grande populagdo e ndo apresenta diferencas de frequéncias alélicas nem genotipicas. A analise
de Odds Ratio mostrou ndo haver associacdo entre hipodontia e esses marcadores em uma
amostra de 33 casos e 70 controles da populacdo brasileira. Quanto a busca de associacéo
entre os citados marcadores e cancer em geral, foi obtido um resultado limitrofe para o genétipo
AA do marcador rs7576183 (OR=6,299, p=0,007 e IC=1,431 — 38,972). Esse resultado sugere
que esse marcador genético possa também estar associado com outros tipos de canceres, além
do de ovério. Além da relacdo de marcadores bialélicos ao fenotipos complexo de cancer, a
literatura também relata a associagdo de marcadores multialélicos do tipo variagdo no nimero
de copias (CNV) a varios fenétipos complexos, entre eles varios tipos de canceres. Foi também
realizada a analise cromossémica de microaaranjos (CMA) na procura de CNVs no genoma de
quatro pacientes com hipodontia e agenesia dentéria familiar. Duas pacientes apresentaram
resultados normais, enquanto duas pacientes, ambas afetadas por cancer, apresentaram

resultados similares de duplicacdo na banda 10q11.22, a qual foi considerada possivelmente



patogénica. Uma area de 1,2 Mb de coincidéncia entre os achados citogenéticos foi determinada,
que também se apresentou coincidente a um mapa genbmico de agenesia dentaria em
populacao chinesa. Apesar dos fenétipos ndo serem possiveis de uma comparacéo detalhada
por falta de descri¢cdo das pacientes na literatura, foi sugerido que o 1,2Mb na regido 10gq11.22
contém gene que participa da expresséo do fenétipo de agenesia dentaria. Além disso, dentre a
lista de genes da area congruente, destacou-se o0 gene LINCO00842 como possivelmente
participante da determinacéo fenotipica de hipodontia e cancer. Como conclusdo do trabalho
sugere-se que a estratégia de analise de CMA seja mais eficiente e viavel para entendimento de
fenétipos complexos que a analise caso-controle.

PALAVRAS-CHAVE: Hipodontia, CMA, Céancer, Fendtipos complexos.



ABSTRACT

Cancer is a complex inheritance disorder, with a variable death rate according to different types
of the disease. In a general way, death rates has been increasing worldwide for the past few
decades, therefore there is a great interest in medical field for more effective ways of prevention
and diagnostics, which is key to fight this disease. We aimed to verify if there is a connection
between two conditions of complex inheritance: dental agenesis and cancer. Human
odontogenesis results from the coordinated expression of more than 300 genes, among which
many are involved in considerable number of metabolic pathways important to several biological
modules. The co-occurrence of dental agenesis and cancer was described previously in literature,
suggesting a connection between hypodontia and epithelial ovarian cancer (EOC). Hence we
hypothesized the possibility of existing association between previously EOC related markers —
rs1516982, rs10088218, rs10098821 and rs7576183 — and hypodontia. A case-control study was
conducted with i. women diagnosed with and without hypodontia and ii. women with and without
cancer family history. The allelic frequencies found are similar to those described in other
populations, accessed at 1000 Genomes Project. We have observed that samples from case and
control groups belong to a single population, this way they don’t show neither allelic, nor genotypic
difference in frequency. Odds Ration analysis showed no association between hypodontia and
these genetic markers in a sample made of Brazilian women — 33 cases and 70 controls. We
obtained a borderline result for AA genotype from rs7576183 and cancer family history
(OR=6.299, p=0.007 e Cl=1.431 — 38.972). This result suggests that rs7576183 may be
associated with other types of cancers, beyond EOC. In addition to biallelic markers associated
with complex phenotypes like cancer, literature also indicates that copy number variation (CNV)
multiallelic markers could be related to several types of cancer. We performed chromosome
analysis microarray to evaluate CNVs in four patients with hypodontia and family history of
hypodontia. Two patients presented non-pathogenic results, while two patients presented the
same possibly pathogenic duplication at 10g11.22 and both affected by cancer. We identified a
1,2 Mb coincidental area between the patients, which is also overlaps with genomic map of non-
syndromic tooth agenesis in a Chinese population. Even though is not possible to compare the

phenotypes in detail, we suggest that the gene involved in dental agenesis is located in the 1,2



Mb at 10q11.22 region. Furthermore, among the genes listed in the coincidental area LINC00842
is likely to take part in the phenotypic expression of dental agenesis and cancer. In conclusion,
we believe that CMA analysis is more effective for understanding phenotype x genotype
relationship than case-control strategies.

KEY WORDS: Hypodonthia, CMA, cancer, complex phenotypes.
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Introducédo Geral

Poucas generalizagdes sao possiveis de serem realizadas sobre o cancer, isso porque
0 que se chama de cancer é, na verdade, um conjunto de varias doencas. Além disso, dentro de
cada um dos tipos de cancer ha grande heterogeneidade clinica e, também, genética. Sabe-se
que o cancer causa grande impacto na vida do individuo, de sua familia e ao sistema de saude
publico. De acordo com o informe sobre a estimativa da incidéncia de cancer no Brasil, dado pelo
Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o préximo biénio 2016-2017, é esperada a ocorréncia
de 600 mil novos casos de cancer, sendo 420 mil de casos ndo-melanoma (INCA, 2016).

Ainda sobre o conjunto das diversas apresentacdes que o0 cancer pode assumir, é
possivel dizer que em um tergco dos casos a doenca poderia ser evitada. Sendo os canceres
doengas complexas, o desenvolvimento destes é modulado pela interagdo com o meio ambiente.
Ou seja, o estilo de vida, como habitos alimentares e tabagismo, pode alterar as chances de
aparecimento da doencga. Nos outros dois tercos dos casos, o cancer ndo é completamente
evitavel, pois a herdabilidade é alta (INCA, 2016).

Outra consideracdo generalista sobre esse conjunto de doengcas é que 60% dos
céanceres, em suas diversas formas, séo diagnosticados em estagio avancado da doenca (INCA,
2016). Isso ocorre porque parte das ocorréncias sao de doencas inconspicuas, ou seja, doen¢as
cujas progressdo ndo possui sinais nem sintomas claros para a realizacao de diagndstico rapido
ef/ou preciso. Diante disso, na pratica clinica ha uma grande demanda por marcadores clinicos,
isto &, identificagdo de fendtipos que sejam sinais e sintomas indicadores ou associados a uma
doenca especifica.

Tendo isso em mente, relacionar tragos fenotipicos a predisposi¢éo genética ja € rotina
na prética clinica. Um exemplo de como um marcador clinico pode ser indicador de praticas
especificas € a cor da pele do paciente. Sabe-se que pacientes de pele clara, por terem maior
predisposicdo ao cancer de pele, devem usar protetor solar com fator de prote¢cdo mais alto e
ndo tomar sol nos horarios em que a incidéncia de radiagdo seja maior. Mais especificamente,
portadores de mutac¢des no gene MIC1R, por exemplo, apresentam ainda maior predisposi¢ao a

cancer de pele do tipo melanoma, tendo que ampliar os cuidados e incluir o uso de protetor em
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ambientes fechados que possuam luz branca forte (Rodriguez and Setaluri 2014). Em outro
contexto similar, os portadores de mutacdo de ponto no gene MTHRF que utilizam dietas com
baixa quantidade de acido félico tem maior propenséo a cancer colorretal (Hunter 2005).

Desde 2008 ha discussédo sobre uma possivel associagdo entre hipodontia e alguns tipos
de cancer, entre eles coélonrretal e epitélio ovariano. Sabe-se que a agenesia dentaria ndo-
sindrébmica é uma condi¢ao na qual o individuo ndo tem a formacao de denticdo, ou parte dela,
podendo ocorrer tanto na denti¢ao decidua, quanto na permanente ou ambas (Bei 2009). E uma
condicdo com heterogeneidade fenotipica, em que a forma mais branda é caracterizada pela
auséncia de um ou poucos dentes e as mais graves, por auséncia completa da arcada dentaria,
a anodontia, passando por todos os graus de varia¢do. Hipodontia é o nome dado & auséncia de
um a seis dentes permanentes e é frequentemente associada a outros fenétipos (Larmour et al.
2005; Nieminen 2009). Exemplos incluem casos de sindromes craniofaciais, fendas palatinas e
labio leporino (OMIM #106600). Além disso, ha descri¢do de agenesia associada a fenétipos de
sistemas diferentes, como mutacdes no gene AXIN2 que levam a agenesia severa de denticdo
permanente, assim como a predisposi¢cdo ao cancer colorretal (Lammi et al. 2004). Outro
exemplo, é a observacdo de que mulheres com céncer no epitélio ovariano (EOC) tém 8,1 vezes
mais chances de apresentarem hipodontia (Chalothorn et al. 2008). Portanto, supde-se que
mutac¢des que modifiguem a odontogénese, como, por exemplo, as que geram anomalias como
a agenesia dentéria, possam influenciar na manifestagcao de doencas complexas como o cancer.

Diante disso, neste trabalho procurou-se por marcadores clinicos que pudessem ser
observados mesmo antes do aparecimento do cancer e optou-se por trabalhar com os fenétipos
de hipodontia e histérico familiar de cancer. A hip6tese aqui testada é que seja possivel relacionar
caracteristicas fenotipicas complexas, como altera¢des na odontogénese, a predisposi¢cdo ao
cancer e, com isso, melhorar o diagnéstico precoce. Sendo assim, o objetivo geral é realizar a
prospeccao de caracteristicas fenotipicas de identificagdo em idade jovem que possam estar
associadas a suscetibilidade ao cancer. Para alcancar esse objetivo, foram realizadas duas
abordagens principais que estdo apresentadas em dois capitulos: capitulo 1) Genes de
suscetibilidade ao cancer de epitélio ovariano estdo envolvidos na odontogénese humana?;
capitulo 2) Emprego de Analise CromossO6mica por Microarranjos (CMA) na identificacdo de

genes candidatos a fenétipos complexos: agenesia dentaria e cancer.



Capitulo 1:

Genes de suscetibilidade ao cancer no epitélio ovariano

estdo envolvidos na odontogénese humana?

Introducéo

A odontogénese, formacéo do tecido dentario na fase embriogénica, é fruto da expressao
orquestrada de ao menos 300 genes (Tucker and Sharpe 2004). Em humanos, inicia-se no
periodo pré-natal e se estende até aproximadamente aos 13 anos de idade, quando ocorre a
formacado da denticdo adulta tardia, marcada pela formacéo dos germes dos terceiros molares.
Dentes sdo apéndices epiteliais e durante seu desenvolvimento ocorre uma intensa troca de
sinais entre epitélio e mesénquima, sendo que cada fase da diferencia¢do do tecido induz ao
préximo estagio de desenvolvimento (Bailleul-Forestier et al. 2008). Estudos em modelos animais
e em humanos ja demonstraram que diversos genes sao expressos em momentos especificos
do periodo embrionério, organizando o processo de diferenciacdo de tecidos e morfologia da
denticdo. A Figura 1 ilustra, resumidamente, o processo da odontogénese e lista parte dos genes

envolvidos em cada etapa do desenvolvimento.
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Figura 1. Representacdo das fases de diferenciacdo tecidual e expressao

génica na odontogénese humana (adaptado de Bei, 2009).




As interacBes entre células epiteliais e mesenquimais ocorrem por meio de diferentes
moléculas de sinalizacdo (Bailleul-Forestier et al. 2008). Dentre elas destacam-se: fator de
transformagcdo do crescimento (TGFfB), proteina morfogenética oOssea (BMP), fator de
crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento epitelial (EGF), hedgehod (SHH) e as
proteinas da familia wingless (WNT) (Thesleff 2006). Dentre os genes relacionados com o
processo do desenvolvimento dentario, acredita-se que muitos desempenhem funcées
importantes em tecidos e processos nao ligados diretamente a denticdo, especialmente aqueles
que codificam fatores de transcri¢cdo, por exemplo, os genes WNT e o Axis Inhibitor Protein 2
(AXIN2) (http://lwww.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/) (Thesleff 2003).

Com relagdo aos distarbios da odontogénese, a agenesia dentéria é a anomalia mais
frequente (Larmour et al. 2005; Nieminen 2009). A agenesia é definida pela auséncia natural de
denticdo decidua e/ou permanente e pode ser classificada, de acordo com o proposto por
Nieminem (2009), em trés categorias que refletem a gravidade do fenoétipo: hipodontia,
oligodontia e anodontia. Hipodontia é a auséncia natural de um a seis dentes, enquanto a
oligodontia ocorre quando ndo ha formacgdo de sete dentes ou mais. JA a anodontia € a
ocorréncia mais grave, na qual observa-se auséncia total da denticdo. Em todas as classificacfes
encontradas na literatura, incluindo a de Nieminem (2009), é desconsiderada a auséncia dos
terceiros molares. Considera-se que os fatores que levam a agenesia de terceiros molares nas
diferentes populagdes humanas sdo bastante variados e a frequéncia é elevada.

As bases genéticas da hipodontia ainda ndo estdo completamente definidas (Nieminen
2009). Ela pode ser encontrada como fendtipo isolado ou associado a alguma sindrome,
principalmente de mesma origem embrionéria, como a Displasia Ectodérmica | (OMIM #305100).
Ainda, comumente estid associada a outros fendtipos, como fenda palatina, l1abio leporino e
outras malformagdes craniofaciais (OMIM #106600, OMIM #608874). A hipodontia n&o
sindrdbmica é uma doenca complexa, isso €, apresenta determinantes genéticos e ambientais, e,
geralmente, apresenta padrdo de heranca autossémica dominante (OMIM #106600).

Vérios estudos mostram que a prevaléncia da hipodontia é diferente de acordo com a
populacdo estudada. Por exemplo, nos paises onde o acesso a salde dental é facilitado, a
prevaléncia € maior (Polder et al. 2004), possivelmente devido a melhor notificagdo. Contudo,

isso nao justifica diferencas de frequéncias entre paises com o mesmo grau de acesso a saude.
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Um exemplo disso é a diferenca da prevaléncia de hipodontia nos Estados Unidos (3,9%) e na
Australia (6,3%). Esse tipo de diferenca provavelmente pode ser explicado pela histéria
demografica de cada populacdo, dada por padres de movimentos migratérios, padrdo de
reproducao da populacao e efeito fundador, que podem alterar frequéncias génicas e genotipicas
entre populagbes diferentes, ainda que ndo haja diferencas na qualidade de variabilidade
genética (Bowcock et al. 1991). Por isso, a prevaléncia de doengas com determinantes genéticos
pode seguir os mesmos padrées dados pela histéria demogréafica. Dessa maneira, uma vez que
a hipodontia é determinada por fatores genéticos, é razoavel assumir que as diferencas nas
frequéncias desses genes mostram, também, diferencas entre etnias e/ou ancestralidades.

A Tabela 1 (adaptada de Polder et al. 2004) mostra resultados de uma meta-analise de
prevaléncia de agenesia dentéria. Os valores mostram a variagéo de prevaléncia em diferentes
populacdes. Apesar de os dados incluirem todos os diferentes tipos de agenesia (hipodontia,
oligodontia e anodontia), de acordo com os autores, 83,0% dos pacientes desse estudo

apresentam auséncia de apenas um ou dois dentes (Polder et al. 2004).

Tabela 1. Prevaléncia de agenesia dentaria por regido geografica ou pais e género. Entre
parénteses estdo apresentados os intervalos de confianga (IC 95%) (adaptado de Polder et al.

2004).

Regido geografica / Pais Homens (%) Mulheres (%) Total (%)

Europa 4,6 (4,5-4,8) 6,3 (6,1-6,5) 55(5,3-5,6)
EUA (eurodescendentes) 3,2(2,9-3,5) 4,6 (4,2-4,9) 39@3,7-4,1)
EUA (afrodescendentes) 3,2(2,2-4,1) 4,6 (3,5-5,8) 3,9(3,1-4,6)
Austrélia (eurodescendentes) 3,5(4,4-6,6) 7,6 (6,0-9,2) 6,3(5,4-7,2)
Arabia Saudita 2,7(2,0-3,4) 2,2(1,2-3,1) 25(1,9-31)
China 6,1(4,0-8,1) 7,7 (5,4 - 10,0) 6,9 (5,3-8,4)

Distribuic&do similar de hipodontia pode ser observada na Tabela 2, onde os dados de
prevaléncia de agenesia esta aliada a informac&o do tipo de denticdo ausente. A frequéncia de
hipodontia é baixa em determinadas popula¢des, como, por exemplo, em populacbes arabes,

onde a prevaléncia é de 2,6%, em contraste com populagdes europeias, que tém uma

prevaléncia de até 11,3% (Larmour et al. 2005).



Tabela 2. Estudos de prevaléncia de hipodontia (dados retirados de Larmour et al. 2005; Gomes et

al. 2010).
. P [énci . A
Pais rev(a;)e)znma Dente ausente mais frequente Referéncia
- . . I
Arabia Segundo Pré-Molar Mandibular (Salama ar?d
Saudita** 25 Uni- e/ou Bilateral Abdel-Megid
1994)
. Incisivo Lateral Maxilar
*
Austrdlia 6,3 Uni - e/ou Bilateral (Lynham 1990)
Incisivo Lateral Maxilar (Gomes et al
Brasil* 6,3 Uni - e/ou Bilateral e/ou Incisivo Lateral 2010) ’
Mandibular Uni - e/ou Bilateral
Dinamarca* 7,8 Segundo _Pre-MoIe_lr Mandibular (Rolling 1980)
Uni- e/ou Bilateral
Estados 35 Segundo Pré-Molar Mandibular (Muller et al.
Unidos* ' Uni- e/ou Bilateral 1970)
Hong Kong* 6.9 Incisivo Lateral Mandlbular Uni - e/ou Davis, 1987
Bilateral
Inglaterra* 43 Segundo _Pre—MoIgr Mandibular (Rose 1966)
Uni- e/ou Bilateral
Segundo Pré-Molar Mandibular
*%
Inglaterra 4.4 Uni- e/ou Bilateral (Brook 1974)
Segundo Pré-Molar Mandibular O’Dowling et
*
Irlanda 113 Uni- e/ou Bilateral al., 1990
Ay Segundo Pré-Molar Mandibular (Johannsdottir
*%
Islandia 5.0 Uni- e/ou Bilateral et al. 1997)
L Incisivo Lateral Maxilar (Nik-Hussein
*
Malasia 2.8 Uni - e/ou Bilateral 1989)
Norueqa* 65 Segundo Pré-Molar Mandibular (Aasheim and
g ' Uni- e/ou Bilateral Ogaard 1993)
L Segundo Pré-Molar Mandibular (Bergstrom
*
Suecia .4 Uni- e/ou Bilateral 1977)

*Estudos clinicos. **Estudos populacionais.

Como dito anteriormente, a hipodotia é frequentemente associada a diferentes fenétipos.

Além disso, supbe-se que mutacdes capazes de modificar os genes que regulam a

odontogénese como as que geram anomalias como a agenesia dentaria, poderiam também ser

responsaveis pela manifestacdo de fenotipos de outros médulos bioldgicos, caracterizando-se

como genes pleiotrépicos. Estima-se, por exemplo, que certas mutacdes no gene AXIN2 levam

a agenesia de denticdo permanente e severa, assim como a uma predisposicdo ao cancer

colorretal (Lammi et al. 2004). Outro exemplo é a observacédo de que mulheres com cancer no

epitélio ovariano (EOC) tém 8,1 vezes mais chances de apresentarem, também, hipodontia

(auséncia natural de 1 a 6 dentes) do que mulheres que ndo possuem EOC (Chalothorn et al.

2008; Kuchler et al. 2013). Esse estudo indica, potencialmente, um caso de pleiotropia, o qual
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relaciona odontogénese e cancer. O cancer, em suas diversas formas, € uma doenca complexa,
portanto com contribuicdo de mais de um gene e padrédo de heranca heterogénea.

Ainda, um projeto em andamento de um grupo de pesquisa parceiro esta buscando
abordar a questédo da pleiotropia entre fenétipos de modulos bioldgicos, no caso, a correlagédo
entre odontogénese e céancer (Morford & Harstfield, comunicacdo pessoal). Os genes
diretamente relacionados a odontogénese e cancer ainda ndo foram determinados. Contudo, em
um estudo preliminar, foi observado que o nucleotideo de base G do SNP rs10088218 aumenta
em 11,51 orisco de hipodontia (Vu, comunicacéo pessoal) entre as pessoas com o alelo variante.
Adicionalmente, SNP rs10088218 esta situado em um gene descrito como candidato ao cancer

de ovario (Gayther and Pharoah 2010).

Cancer de epitélio ovariano (OMIM #167000)

O maior conhecimento sobre as patologias, os fendbmenos moleculares e a arquitetura
genética podera auxiliar de diversas formas na pratica clinica. Por exemplo, no futuro, podera
ser possivel identificar uma caracteristica especifica e, potencialmente, prever o aparecimento
de uma doenca. O cancer de epitélio ovariano, também denominado carcinoma de ovério, € a
forma mais comum de cancer neste sitio anatdbmico. O carcinoma de ovario apresenta cinco
subtipos histolégicos: serosos, endometrioides, mucosos, de células claras e de células
transicionais. Como ndo ha sinais nem sintomas claros, € muito dificil a detec¢@o do cancer de
ovario nos estagios precoces, o que leva a um diagnéstico da doenca em estagio avancado e
consequentemente a prognésticos ruins (American Cancer Society Website, 2015). O carcinoma
de ovério, no conjunto de suas apresentacgdes, € considerado o mais letal entre as neoplasias do
aparelho reprodutor feminino. Dados atualizados fornecidos pelo Instituto Nacional de Cancer
(2016) revelam que no ano de 2013 ocorreram 3283 6bitos por cancer de ovario no Brasil. Além
disso, é esperado que no ano de 2016 sejam diagnosticados 6150 novos casos. No mundo, a
estimativa é de que ocorram 200 mil novos casos por ano (INCA, 2016).

Apesar de ndo haver uma metodologia para o diagndstico precoce desse tipo de cancer,
0 governo brasileiro publicou no Diério Oficial da Unido do dia 22/05/2012 a Portaria N° 458 que

aprova as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas para a neoplasia maligna epitelial de ovario. A
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metodologia diagnéstica sugerida é a avaliacdo do antigeno de cancer 125 (CA-125) associada
com ultrassom transvaginal (DOU, 2012). Porém, essa metodologia ndo tem mostrado eficacia
na diminuicdo da mortalidade (Buys et al. 2011). Apesar disso, essa portaria deixa clara a
preocupacdo com as mulheres acometidas por essa doenca e esclarece a dificuldade de acesso
ao diagnostico precoce (DOU, 2012).

Pacientes com diagnéstico de cancer de mama ou histérico de cancer de mama e/ou
ovario familiar apresentam um risco elevado de desenvolver cancer de epitélio ovariano
(American Cancer Society Website, 2015). Os diagnésticos de cancer do tipo colorretal
hereditario ndo polipoide também estéo relacionados com a maior predisposi¢cao a ocorréncia de
céancer de epitélio ovariano. A idade também é fator de risco, evidenciado pelo fato de que mais
de 50% das mortes decorrentes de cancer de ovario ocorrem em mulheres que possuem entre
55 e 74 anos de idade (American Cancer Society Website, 2015). Mulheres que sao inférteis e
nuliparas, diagnosticadas com endometriose, aquelas que fazem reposicao de estrégenos apos
a menopausa, aquelas com histéria de cancer familial e obesidade também apresentam risco
aumentado de desenvolver cancer de epitélio ovariano. Por outro lado, o0 uso de contraceptivos
orais, amamentacgédo, ligadura tubaria e gestacdo tém um efeito protetor contra esse tipo de
cancer (Calle et al. 2003; Ness et al. 2002; Whittemore et al. 1992; Zhou et al. 2008).

Apesar dos principais fatores de risco terem sido identificados, esses fatores por si s6
nao tém sido capazes de atuar em favor do diagnéstico precoce de cancer de epitélio ovariano.
O diagnéstico do cancer de ovario em estagios iniciais da doenca € extremamente desafiadora,
uma vez que, diferentemente de outros canceres, como de pulmdo, cabeca/pescoco ou pele,
ndo h& sintomas precoces consistentes, identificAveis ou confidveis, nem marcadores
diagnésticos eficientes. O tratamento para cancer de ovéario tem uma taxa de 90% de sucesso
guando a doenca é diagnosticada no estagio I, mas essa taxa € de apenas 21% quando o
diagnéstico é feito nos estagios Ill e IV. Estima-se que apenas em 23% dos casos de canceres
de ovario sejam diagnosticados no estagio I. Isso da um resultado total de apenas 42% de
sobrevivéncia nos cinco anos subsequentes (American Cancer Society Website, 2015).

A dificuldade no desenvolvimento de um método eficiente de exames para deteccéo de
sintomas precoces resulta em uma taxa acima de 70% de mulheres sendo diagnosticadas em

fase metastatica (American Cancer Society Website, 2015). Até hoje, a causa do cancer de
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epitélio ovariano permanece desconhecida. Contudo, a hipodontia pode ser diagnosticada nos
primeiros anos da adolescéncia. Caso se confirme a relagcdo entre hipodontia e risco aumentado
de cancer, o diagnoéstico da hipodontia podera sinalizar que essas mulheres tém um risco maior
de desenvolver cancer de epitélio ovariano. Sabendo disso, essas mulheres poderéo estabelecer
uma rotina de exames preventivos mais frequentes que as mulheres sem hipodontia. Dessa
forma, o cancer de epitélio ovariano seria detectado precocemente, aumentando a probabilidade
de sobrevivéncia da mulher afetada.

Neste trabalho busca-se identificar variacdes genéticas que possam conectar a
hipodontia com outras condicdes médicas, com énfase no cancer de epitélio ovariano, na
tentativa de estabelecer uma conexdo genética entre a auséncia natural de dentes e outras
condi¢des clinicas. A variacdo genética podera ser utilizada para identificar individuos que
possuam um risco aumentado de desenvolver tais condi¢des. Esses individuos poderiam entdo
ser cuidadosamente monitorados, com exames regulares para detectar as condicdes em
estagios iniciais, antecipando o tratamento, aumentando sua qualidade de vida, ou, ainda,

salvando suas vidas.

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi verificar se muta¢gdes descritas como relacionadas a cancer,

em especial a cancer de epitélio ovariano, sdo mais frequentes em individuos com hipodontia.

Obijetivos especificos:

1. Obter informacgdes relativas ao estado geral do desenvolvimento dentério e médico
em uma amostra de brasileiras acima de 18 anos de idade e descrever a prevaléncia
de hipodontia nesta amostra;

2. Selecionar SNPs localizados em genes candidatos a suscetibilidade genética ao

cancer de ovario;



3. Levantar a distribuicdo mundial de frequéncias alélicas dos SNPs nas populacdes
analisada no 1000 Genomes Project;

4. Analisar par@metros de genética de populacdes;

5. Estimar frequéncia alélica e genotipica de SNPs localizados em genes candidatos a
suscetibilidade genética ao cancer de ovario em grupos caso e controle de
hipodontia;

6. Avaliar se os marcadores descritos para o cancer de ovario também apresentam

associacdo com outros tipos de céancer.

Material e Métodos

Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
em 09 de Junho de 2014, com numero de parecer 676.577 (Anexo 1). Em adequacao as normas
estabelecidas pela CONEP, todos os sujeitos de pesquisa foram esclarecidos quanto ao
contelido do projeto, assim como suas possiveis conclusdes e consequéncias. Somente foram
incluidos no projeto os individuos que concordaram com sua participagdo através da assinatura

do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — Anexo 2).

Amostra

O conjunto amostral foi constituido de 103 amostras de individuos do sexo feminino,
nascidas em territério brasileiro, com idade acima de 18 anos e informagdes do histdrico dentario.
As voluntarias foram recrutadas na Clinica Machado Cruz, que fica no Lago Sul em Brasilia/DF;
na Clinica do Dr. Eduardo Khouri, em Goiania/GO e mediante convites pessoais, com divulgacéo
na Universidade de Brasilia e redes sociais.

Foram realizadas entrevistas privadas com cada voluntaria, durante as quais ocorreu o
prenchimento e assinatura do TCLE, o preenchimento dos questionarios e a coleta do material
biologico. O questionario estruturado (Anexos 3 e 4) visou levantar dados quanto as condi¢des

odontoldgicas, uso de aparelhos ortoddnticos e ocorréncias de extracdo dentaria, em especial
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quanto a auséncia natural de dentes permanentes. Também foi questionado sobre ocorréncias
de condicdes clinicas do sujeito, assim como de sua familia, destacando-se ocorréncias pessoais
e familiares de cancer e de doencas auto-imunes. Assim como, ocorréncias de determinados
estilo de vida, como o tabagismo. Quanto ao histérico familiar, foram considerados historico
familiar de cancer positivo aqueles em que o individuo possuia dois ou mais parentes em 1° e/ou
2° grau que tivessem sido diagnosticados com algum tipo de cancer.

O diagndstico de hipodontia e inclusao do sujeito na amostra foram feitos pela avaliacdo
clinica e radiolégica do paciente. O critério de diagnéstico para hipodontia foi a auséncia de um
a seis dentes permanentes, desde que se tenha certeza que a auséncia foi natural e ndo por
fatores externos, como, por exemplo: perda por trauma, extracdo ortodbntica ou doencas
periodontais. Aquelas voluntarias que apresentaram dlvidas quanto a apresentacdo de
displasias ectodérmicas, como ma formacao do crescimento de tecidos epiteliais, por exemplo,
cabelos e unhas, foram retiradas da amostra.

O grupo controle foi composto por mulheres sem hipodontia. Esse grupo foi composto
por mulheres ndo aparentadas entre si e que possuem denticdo permanente completa, exceto
pelos terceiros molares, que nédo foram considerados no estudo. Ainda, foram excluidas da
amostra mulheres que apresentaram outras anomalias genéticas diagnosticadas, incluindo

anomalias craniofaciais e displasias ectodérmicas.

Extracdo de DNA

A amostra bioldgica (sangue venoso periférico) foi coletada em tubo estéril & vacuo
contendo EDTA como anticoagulante. A extragdo de DNA foi feita utilizando uma modificagdo do
kit comercial Gentra Purigene Blood Kit — Qiagen® (Anexo 5). De acordo com esse método, o
processo foi dividido em etapas. A primeira etapa foi a lise celular com 5mM MgCI2, 1ImM EDTA
pH 8,0 em uma reacédo e 10mM Tris pH 7,5, ImM EDTA pH 8,0 e 1% SDS em outra; para cada
reacdo a solucéo foi centrifugada a 3400 rpm por 10 minutos. Na segunda etapa, utilizou-se 1
mL da solucdo de precipitacéo de proteina ao lisado celular. Esta solugédo contém 7,5M de NH4
Ac. Centrifugou-se a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formaram um pellet

marrom escuro e compacto.

11



Na etapa de precipitacdo de DNA, o sobrenadante foi transferido para um tubo coénico
contendo 3mL de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente até que se formasse um novelo de
DNA. A reacdo foi centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos. Retirou-se o sobrenadante e
adicionou-se 3mL de etanol absoluto. A reacdo foi nhovamente centrifugada. Depois disso,
drenou-se o tubo e deixou-se o DNA secar a temperatura ambiente por 15 minutos. Na Ultima
etapa, acrescentou-se ao tubo com o DNA, 200-250 uL de TE 1x ou agua milliQ, que resultou
em uma concentracdo aproximada de 400 ng/uL. O DNA foi armazenado a 2-8°C. As

quantificacdes foram feitas no espectrofotdmetro Nanodrop® (ThermoScientific, EUA).

Marcadores Genéticos Selecionados

Foram analisados quatro marcadores genéticos do tipo SNPs (single nucleotide
polymorphisms) situados em loci descritos como relacionados a suscetibilidade genética ao
cancer de ovario. Os genes e 0s SNPs correspondentes foram selecionados de bancos de dados
com base na literatura cientifica, parametros de heterozigose e padrées de desequilibrio de
ligacdo. Os SNPs analisados nesse trabalho encontraram-se nos cromossomos 2 e 8, sendo que
0 rs7576183 situa-se na regido citogenética 2q14.2 no gene Activin-8B, enquanto os demais

SNPs, rs1516982, rs10088218 e rs10098821, situam-se na regido 8g24.2 (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo, sequéncia e posicdo citogenética dos quatro marcadores genéticos
analisados.

Marcador Sequéncia citzzzir?s:i)ca

776183 OTOCCCAGGAGTAGGGGAGTGGEGCINGIGASAC o5 151 11463
rs1516982 ?;Z;ﬁg%%@i?@i;;%&GTGGTAG [VGICAGTTTC Cr8:129,533,646
rs10088218 gigiggé?fgﬁiTﬁgTiiéAAAGAAC [NGITTGACT Cr8:129,543,949
rs10098821 ?ﬁ;;;ﬁggiiiiAC?fAAAAAGA[C/T]GACATCA Cr8:129,559,228

O gene Activin-GB é um gene pertencente a superfamilia do fator transformador de
crescimento (TGFfB). Essa familia possui mais de 30 fatores de crescimento polipeptideos, entre
eles: BMP e fatores de crescimento e de diferenciagédo (Stenvers and Findlay 2010). De forma

geral, essas proteinas participam da proliferacdo celular, diferenciagdo, desenvolvimento e
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angiogénese (Shelling 2012). Activinas sdo horménios diméricos de glicoproteinas que agem na
glandula pituitaria e nas génadas (Shelling, 2012), sendo importantes para a regulacao do ciclo
reprodutivo (Stenvers and Findlay 2010) e responsaveis por aumentar a biossintese e secrecao
do horménio FSH. Apresentam também funcionalidades relacionadas a proliferacdo celular,
diferenciagdo, apoptose, metabolismo, homeostase, resposta imune, regeneragdo e fungéo
enddcrina (Chen et al. 2006). O gene Activin-8B também é expresso em outros tecidos, incluindo
placenta, glandula pituitaria, adrenais, baco, medula dssea e algumas regides do cérebro (Luisi
et al. 2001).

A regido citogenética 8g24 é tradicionalmente considerada como um deserto génico, no entanto,
sempre foi bastante estudada devido a presenca do proto-oncogene MYC (Huppi et al. 2012).
Com a crescente discussdo sobre novos conceitos de gene e estudos continuos sobre a regido,
percebeu-se que a regido apresenta grande atividade molecular, pois é alvo frequente de
integracdes virais, assim como hot spot de recombinacdo. Além disso, tém sido descritas
variagdes associadas a varios tipos de cancer, como proéstata, colorretal, mama, bexiga e ovario
(Goode et al. 2010; Kiemeney et al. 2008; Yeager et al. 2009). No entanto, a variabilidade
genpetica da regido 8924 nao tém papel biol6gico bem estabelecido, e tem sido proposto que na
verdade o “deserto génico” é de fato uma regido de grande complexidade transcricional (Huppi

et al. 2012).

Genotipagem dos SNPs com Tecnologia Fluorescente Tagman

Para a analise dos SNPs foi utilizado o sistema Tagman® Genotyping Assay Kits (Life
Technologies, EUA), que é um sistema de PCR tempo real validado pela propria empresa e
analisado pelo equipamento StepOne (Life Technologies, EUA). Esse tipo de genotipagem,
também conhecido como homogéneo, ou de tudo fechado, inclui componentes de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e de genotipagem (Mamotte 2006). Os componentes da
amplificacdo do material genético sdo os mesmos da PCR comum. O componente da
genotipagem é a sonda especifica que possui dois elementos fluorescentes, um fluoréforo e um
guencher. O fluorodforo € ligado a extremidade 5°da sonda, enquanto o quencher é ligado a
extremidade 3", sendo que enquanto a sonda estiver intacta nenhuma fluorescéncia sera

detectada pela maquina.
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A reacdo de PCR em tempo real tem, além das mesmas etapas da PCR comum, duas
etapas adicionais: a hibridacéo da sonda com o fragmento alvo e a deteccao da fluorescéncia. A
Figura 3 mostra algumas etapas fundamentais da PCR em tempo real, onde é possivel ver que
a sonda hibridiza somente ao SNP alvo. Durante a etapa de extensdo, com o0 uso da enzima Taq
DNA Polimerase ocorre o desligamento da sonda. Quando a sonda é desligada, ela se cliva
liberando ambos os fluoréforos, que, quando separados, emitem sinal. O sinal dos diferentes
fluor6foros é captado pela maquina de PCR em tempo real fornecendo a genotipagem do
fragmento analisado. E importante lembrar que cada sonda tem um fluor6foro diferente. Sendo
assim, um sinal forte do fluoréforo 1 identifica homozigose, sinais intermédiarios dos fluoréforos
1 e 2 identifica heterozigose e, por fim, um sinal forte do fluoréforo 2 identifica homozigose do

segundo alelo.

Analise estatistica

As analises estatisticas realizadas descrevem as amostras em agrupamentos diferentes.
Sao elas: grupo amostral completo, grupo caso, grupo controle, grupo com histérico familiar de
cancer e grupo sem histérico familiar de cancer. Primeiramente foram avaliados parametros de
genética de populagdes. A aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg e excesso e deficiéncia
de heterozigotos, foram avaliados pelo software Genepop. Outros testes, como heterozigose
média, desequilibrio de ligagado, inferéncia haplotipica e teste para diferenciagdo populacional
(Fst), foram calculados utilizando-se o software Arlequin versdo 3.5.2.2.

O estudo caso-controle foi realizado pela andlise de associacdo estatistica entre a
distribuicdo dos marcadores genéticos e as condi¢des clinicas para o qual foi realizado o teste
de Odds Ratio pelo software R (Team 2015). O valor de significancia (p) foi calculado utilizando-
se o teste exato de Fisher. Foram realizadas duas distintas distribuic6es de amostragem: i. grupo
caso/controle hipodontia; ii. grupo caso/controle historico familiar de cancer. Para as analises de
Odds Ratio foi empregada a corregdo de Bonferroni para o grau de significancia especificado (a

= 5%).
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Resultados e Discusséo

O universo amostral utilizado nesse trabalho foi composto de 103 amostras selecionadas
a partir de um esforco de coleta composto por 127 probandas, pertencentes a 124 familias
diferentes. Dado o escopo do projeto, foram selecionadas para analise as mulheres sem relagédo
genética familiar e com dados para os marcadores moleculares analisados. Desta forma, o grupo
considerado para as andlises foi formado por 103 amostras, destas 33 mulheres foram
diagnosticadas com agenesia dentaria, e por isso, incluidas no grupo caso. As demais 70
mulheres possuiam denticdo permanente normal e foram incluidas no grupo controle. A média
de idade das voluntarias foi de 31,8 anos (erro padrao = 9,6), sendo todas brasileiras.

Dezoito das 27 unidades da federacdo foram representadas com pelo menos uma
amostra. A regido geografica mais amostrada foi o Centro-Oeste (CO), com 63 amostras (61,2%),
seguido da regido Sudeste com 22 coletas (21,3%). A regido brasileira de menor representacéo
na amostra foi a regido Norte, com trés amostras (2,9%). A super representacdo do Centro-Oeste
se deve principalmente ao fato de que o estudo foi conduzido na Universidade de Brasilia, que
esta localizada no CO. Atribui-se a grande contribui¢cdo da regido Sudeste a dois fatores: essa é
a regido do Brasil com maior densidade populacional, e a taxa de migragdo dessa regido para o
DF sempre foi alta, em especial do Rio de Janeiro, estado onde a capital brasileira se situava. E
interessante notar que tanto o DF, quanto a regido Sudeste, ja foram descritas na literatura como
populacdes representativas da populacdo brasileira, justamente devido as caracteristicas Unicas
da histéria demografica dessas regides (Barcelos 2006).

As mulheres com agenesia dentaria compreendem 33% da amostra. Percebe-se que o
dado obtido ndo é comparavel a frequéncia de agenesia previamente observada na populagéo
do Distrito Federal, pois 0 escopo do trabalho foi de caso-controle e houve enriquecimento da
amostra pela busca ativa de mulheres com a caracteristica. A prevaléncia de agenesia dentaria
para Brasilia foi descrita em 6,3% da populagéo geral (Gomes et al. 2010) e em 7,3% para a
populacdo feminina. Apesar do esfor¢o de coleta ter sido para que a amostragem do presente
estudo contivesse o maior numero possivel de amostras, verificou-se que as mulheres com

denticdo normal frequentemente néo atendiam aos critérios de convite do estudo, principalmente
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no que se refere a radiografia panorémica. As sujeitas de pesquisa afetadas por agenesia, além
de terem mais interesse na participacdo na pesquisa, possuiam documentacdo radiografica.
Desta forma, a proporcéo final entre amostras controle para amostras casos foi cerca de 2:1.

A média de denticdo permanente ausente foi de 1,8 dentes (desvio padrdo = 1,0). A
maior frequéncia de auséncia (12,5%) foi dos incisivos laterais maxilares de forma unilateral
(dentes 12 ou 22), sendo que a auséncia dos incisivos laterais maxilares de forma bilateral teve
incidéncia 6,3%, dados concordantes com um estudo previamente realizado no DF (Gomes et
al. 2010). Com frequéncias de 8,3% e 6,3%, respectivamente, observou-se auséncia do segundo
molar maxilar e mandibular de forma unilateral (dentes 27 e 37) e do segundo pré-molar
mandibular de forma bilateral (dentes 37 e 47).

Além dos dados referentes a probanda, durante a entrevista foi questionado sobre o
historico de saude familiar. Ao total foram coletados dados de 3323 individuos distribuidos nas
124 familias em ao menos trés geracdes, caracterizando uma média de 25,2 individuos por
familia (erro padréo = 12,5). Das familias selecionadas e incluidas no grupo controle, tem-se que
38,3% apresentam histdrico familiar de cancer e 2,9% apresentam historico familiar de agenesia.
Uma Unica familia apresenta histérico familiar de ambos os fenétipos (Tabela 4). Dentre as
familias incluidas no grupo caso, oito apresentaram histérico familiar de agenesia dentéria,
quatro com histdrico familiar para cancer e seis familias com ambos os histéricos familiares
positivos. Apenas uma Unica probanda apresentou agenesia dentaria e cancer, especificamente,
um adenocarcinoma de ovario. Nenhuma das mulheres incluidas no grupo controle tem, ou ja

teve, qualquer tipo de cancer.

Tabela 4. Caraterizagdo dos grupos caso e controle com relacéo ao historico familiar de
agenesia dentaria e histérico familiar de cancer.

Historico familiar Grupos

Controle Caso

n (%) n (%)

Familias com histérico familiar de agenesia dentéria 2 (2,86) 8 (24,24)
Familias com histérico familiar de cancer 27 (38,57) 4 (12,12)
Familias com histérico familiar de agenesia e cancer 1(1,43) 6 (18,18)
Familias sem historico familiar de agenesia e cancer 40 (57,14) 15 (45,46)
Total 70 (100) 33 (100)
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Sabe-se que os dados obtidos a partir do relato das probandas podem ser enviesados,
mas ha relatos na literatura de que ha uma concordéncia de 77% entre o histérico de cancer
relatado por familiares proximos e a realidade (Airewele et al. 1998). O estudo mostrou que a
super representacdo de histérico de cancer ocorreu em apenas 2,9% da amostra, porém,
canceres em regides pélvicas femininas foram os com menor concordancia. Isso porqué houve
confusado dos relatos familiares entre, por exemplo, cancer de Utero e ovario (Airewele et al.
1998), mas ainda assim a concordancia entre os relatos e os registros médicos estdo acima de
50% das ocorréncias.

Quanto aos marcadores genéticos, a distribuicdo dos alelos foi considerada aleatéria,
pois os quatro marcadores analisados se adereriram ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
quando considerou-se a amostra como um todo (n=100) (Tabela 5). Ainda, as frequéncias dos
alelos estavam bastante proximas das frequéncias observadas em diferentes popula¢des do
mundo (Tabela 6).

O universo amostral conquistado nao foi suficiente para que todos os genotipos de todos
os marcadores fossem amostrados. Isso porque trés dos quatro marcadores apresentaram um
dos alelos com frequéncia muito baixa (variagdo aproximada de 6,9 a 15,1%, Tabela 5). Por
exemplo, para o marcador rs1516982 néo foi observado o genétipo GG no grupo caso, sendo

que, o namero esperado de individuos com esse gendtipo seria de 1,3.

Tabela 5. Distribuicdo genotipica, frequéncia alélica e teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
teste para verificagdo de deficiéncia de heterozigotos (DH) e excesso de heterozigotos (EH) dos marcadores
genéticos rs151698, rs10088218, rs1009882 e rs7576183 de uma populagédo de mulheres brasileiras (n=103).

Melos o s Eoperadon EHW OH EH
Locus 1 2 11 12 22 11 12 22 n p EP p EP p EP
516‘516982 0,849 0,151 68 27 1 69,2 246 22 96 0,691 0,002 0,919 0,002 0,329 0,003
rAS/é0088218 0,127 0,873 - 26 76 17 2277 77,7 102 0,357 0,002 1,000 0,000 0,163 0,002
s/1T0098821 0,931 0,069 88 14 - 885 130 05 102 1,000 0,000 1,000 0,000 0,623 0,003
52576183 0,380 0,620 12 52 36 14,4 47,1 384 100 0,390 0,004 0,884 0,003 0,219 0,005

17



Tabela 6. Distribuicdo mundial da frequéncia do alelo mais comum dos marcadores genéticos
rs1516982, rs10088218, rs10098821 e rs7576183 (Dados obtido do 1000 Genomes Project).

Populacdes rs1516982 A/G  rs10088218 G/A  rs10098821 C/T  rs7576183 G/A
t?ocggzsi%i?ono 8924.2 8924.2 8024.2 2q14.1
Afro-americanos

(EUA 0,7869 0,8443 0,9426 0,6066
g:fbdaedsoc:ndemes de 0,8281 0,8854 0,9896 0,6406
Bangladesh — Bengall 0,9070 0,9128 0,9709 0,6860
China - Dai 0,9624 1,0000 0,9946 0,8011
China — Han (Pequim) 0,9466 0,9806 0,9951 0,7476
China — Han (Sul) 0,9333 0,9905 0,9952 0,7429
China - Kinn 0,9293 0,9848 0,9848 0,7626
Colombia 0,8670 0,8777 0,9043 0,5266
Espanha - Ibéricos 0,8364 0,8925 0,9019 0,5888
Finlandia 0,8737 0,8990 0,9141 0,6364
Gambia 0,8496 0,9027 0,9912 0,6593
india - Gujarati 0,8981 0,9272 0,9563 0,7621
india - Telugu 0,9069 0,8775 0,9461 0,7206
Italia - Toscana 0,8692 0,8879 0,9065 0,5654
Japéo - Toquio 0,9808 1,0000 1,0000 0,6731
Kénia - Luhya 0,7879 0,8737 0,9848 0,6465
Latino-Americanos de

Los Angelos (EUA) 0,8594 0,9297 0,9609 0,6953
Nigéria - Esan 0,8182 0,8535 1,0000 0,6414
Nigéria - Yoruba 0,7917 0,8704 0,9907 0,6528
Pasquistéo - Punjabi 0,8542 0,8698 0,9010 0,7448
Peru - Lima 0,9412 0,9824 0,9824 0,5765
Porto Rico 0,8606 0,8702 0,8942 0,6298
Zen't”a?“lé Q'SO)'O 0,8846 0,9176 0,9286 0,5958
Serra Ledo 0,8706 0,9353 1,0000 0,6412
Sri Lanka 0,8873 0,8922 0,9608 0,7696
Utah - EUA 0,8434 0,8838 0,9040 0,5859

Os trés marcadores situados no cromossomo 8 encontram-se em desequilibrio de
ligacdo nas trés configuracbes amostrais (grupo completo, grupo controle de hipodontia e grupo
caso de hipodontia). Isto era esperado, visto que esses trés marcadores encontram-se na mesma
regido citogenética e com uma distancia maxima de 25Kb (Tabela 3). No entanto, houve a
deteccao de um desequilibrio de ligacéo entre o marcador rs10088218 e o marcador rs7576183

no grupo controle. Ainda que os marcadores estejam em cromossomos diferentes, esse tipo de
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desequilibrio de ligacao ja foi descrito na literatura (Pfaff et al. 2001). Isto é observado em
populacdes com histéria de mistura recente, caso observado no Distrito Federal. De acordo com
registros histdricos, Brasilia foi construida para ser capital federal e, durante os anos de obras e
nos anos subsequentes, houve uma intensa migragao de pessoas provenientes de varias regioes
brasileiras a procura de oportunidade de emprego. Por isso, a populacao do DF é tida como uma
populacgédo que reflete a variabilidade genética encontrada no Brasil (Barcelos 2006). Percebe-se
também que em outros estudos descritivos sobre a populacdo do DF, foram documentados
desequilibrios de ligacdo entre marcadores pertencentes a cromossomos diferentes (Godinho
2008; Gontijo 2008). Isso pode explicar a significancia encontrada nos presentes dados, pois
61,1% da amostra é proveniente da regido CO, onde o Distrito Federal se insere.

Diante do colocado, desconsiderou-se a ligacdo entre o SNP rs10088218 e o SNP
rs7576183 que pode ser espuria e inferiu-se os haplétipos para os marcadores presentes no
cromossomo 8. Quando considerado o grupo completo, foram encontrados os seis haplétipos
possiveis, cujas frequéncias podem ser observadas na Tabela 7. O haplétipo GGT néo foi
observado na populacéo controle, o que é atribuido a uma casualidade da amostragem, sem
significAncia biolégica, pois a frequéncia esperada para esse haplétipo nessa populacao é muito
baixa. Além disso, as distribuicdes de frequéncia dos demais haplétipos estdo concordantes
entre si (Tabela 7). Por fim, ao avaliar a aderéncia de EHW dos trés grupos amostrais quanto a
distribuicao haplotipica inferida, observou-se que a distribuicdo encontra-se ao acaso, portanto
em equilibrio, independente da configuracdo amostral testada.

Quanto aos demais parametros descritivos, como excesso e deficiéncia de heterozigotos
e heterozigose média, tanto os marcadores considerados de forma independente quanto os

haplétipos encontram-se dentro do esperado.

Tabela 7. Frequéncia dos haplétipos obtidos utilizando trés SNPs - rs1516982, rs10088218 e
rs10098821 — em populacao brasileira e grupos caso e controle da caracteristica hipodontia.

Haplétipos Amostra Completa Grupo Controle Grupo Caso
(frequéncia £ dp) (frequéncia + dp) (frequéncia + dp)
AAC - #1 0,0398 + 0,0135 0,0413 + 0,0168 0,0364 + 0,0232
AAT - #2 0,0236 + 0,0106 0,0278 + 0,0161 0,0143 £ 0,0158
AGT - #3 0,0681 + 0,0200 0,0692 + 0,0209 0,0658 + 0,0328
GAC - #4 0,8075 + 0,0315 0,8047 + 0,0338 0,8135 + 0,0547
GAT - #5 0,0553 + 0,0179 0,0567 + 0,0212 0,0523 £ 0,0311
GGT - #6 0,0055 + 0,0061 - 0,0174 +0,0164

19



Em estudos de caso controle é importante verificar se as popula¢cdes séo pertencentes
a mesma grande populacédo. Nos estudos em que sédo utilizados individuos néo relacionados, é
possivel que se tenha resultados falsos positivos gerados por estratificacdo populacional. A
estratificacdo populacional é originada por dindmicas populacionais, como a histéria demografica
da populacdo e dindmicas sociais internas, e pode criar um viés nos calculos levando a
resultados espurios. E sabido que no Brasil a populagéo é estratificada de diversas formas e isso
é consequéncia da histéria de formacdo do pais, pois o Brasil tem em sua populacdo a
contribuicdo genética de trés populacdes formadoras: Africanos, Amerindios e Europeus. Para
avaliar esses fatos, os teste de estatistica F (Fst) foram utilizados. Observou-se que as
populacdes caso-controle sdo geneticamente provenientes de uma mesma grande populagéo e

verificou-se auséncia de estraficac@o populacional para os dados (Figura 2).

Matriz de diferenciagdo populacional
0,0000
<
<]
s 0,0002
(6]
0,0004 E
8 0,0006
©
(6]
Controle Caso

Figura 2. Resultado gréfico do célculo de diferenciacédo
populacional (Fst) realizado para 0s grupos caso e controle de
estudo sobre hipodontia a partir dos dados dos marcadores
genéticos rs1516982, rs10088218, rs10098821 e rs7576183, na
populacdo feminina do Distrito Federal.

20



Com relacdo aos testes de associacdo realizados, nenhum dos marcadores de
suscetibilidade ao cancer apresentou-se associado a agenesia dentaria, como apresentados na
Tabela 8. O teste realizado (Odds Ratio) € uma razédo de probabilidades pareada. Desta forma,
compara-se a probabilidade de um determinado genétipo ocorrer mais frequentemente em uma
populagdo do que outra. O que se percebe é que a distribuicdo dos gendtipos ndo se mostrou
mais frequente para nenhum dos grupos. Ou seja, dos testes realizados com os marcadores
genéticos analisados, descritos na literatura como associados a cancer de ovario (Goode et al.
2010; Huppi et al. 2012; Shen et al. 2012; Zhao et al. 2012), ndo houve resultado indicativo de
associacdo com hipodontia na presente amostra.

Outra discusséo vélida é sobre as estratégias de amostragem do presente trabalho em
comparacdo ao trabalho de Chalothorn et al. (2008). Naquele estudo, verificou-se uma
frequéncia de agenesia dentéria aumentada a partir de uma amostra de mulheres com céncer
de ovario, cuja média de idade era de 55,1 (+12,7) anos. A amostra aqui avaliada apresentou
média de idade de 31,8 (+ 9,6). Desta forma, observou-se que maior parte da amostra estava
fora da idade média de inicio de desenvolvimento desse cancer, que € a partir dos 55 anos de
idade. Além disso, o trabalho de 2008 (Chalothorn et al. 2008) considerou todas as formas de
agenesia dentéria, ou seja, o espectro fenotipico abordado no trabalho engloba desde suas
apresentacgdes fenotipicas leves, como por exemplo a microdenticdo, até as apresentagbes mais
graves, como a oligodontia. A amostragem realizada neste estudo tem um espectro fenotipico
mais restritivo, uma vez que foram incluidas no grupo caso apenas mulheres diagnosticadas com
hipodontia, ou seja, mulheres com auséncia de denticdo congénita de um a seis dentes
permanentes.

Sabe-se que caracteristicas fenotipicas semelhantes nem sempre sdo dadas por um
genodtipo comum. Isto ficou evidenciado em um trabalho de 2014 (Bonds et al. 2014) que
complementou a analise realizada por Chalothorn et al. (2008). Em uma reanalise genética das
mulheres com cancer de ovario que participaram do estudo de 2008, percebeu-se que parte das
pacientes que tinham agenesia dentaria e cancer de ovario tinham, de fato, causas
independentes para os dois fenétipos (Bonds et al. 2014). No entanto, cinco pacientes néo

tiveram a etiologia genética de suas caracteristicas estabelecidas. Além disso, outra parte das
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Tabela 8. Avaliacédo de associacdo por Odds Ratio entre hipodontia e genétipos de quatro SNPs
situados em regides gendmicas previamente descritas como relacionadas a cancer de ovario e
para haplétipos obtidos utilizando trés deles - rs1516982, rs10088218 e rs10098821 — em uma

populacao brasileira.

Caso Controle
rs1516982 OR p IC
AA 22 46 1,009 1,000 0,361 - 2,963
AG 9 18 1,067 1,000 0,361 - 3,000
GG 0 1
n 31 65
Frequéncia Alélica
A 0,854 0,846
G 0,146 0,154
rs10088218 OR p IC
AA 0 0 NA NA NA
AG 7 19 0,710 0,628 0,222 - 2,059
GG 26 50 1,460 0,481 0,506 - 4,648
n 33 69
Freq. alélica
A 0,106 0,137
G 0,894 0,863
rs10098821 OR p IC
CC 27 61 0,972 1,000 0,260 - 4,079
CT 5 9 1,252 0,760 0,300 - 4,643
TT 0 0 NA NA NA
n 32 70
Freq. alélica
C 0,921 0,935
T 0,079 0,065
rs7576183 OR p IC
AA 3 9 0,680 0,746 0,110 - 3,00
AG 16 36 0,889 0,832 0,352 - 2,245
GG 13 23 1,334 0,512 0,509 - 3,451
n 32 68
Freq. alélica
A 0,343 0,397
G 0,657 0,603
Correcao de Bonferroni a 0,006
Haplotipos OR p IC
0104 2 5 0,858 1,000 0,077 - 5,648
0204 1 4 0,529 1,000 0,010 - 5,664
0304 4 9 0,957 1,000 0,197 - 3,835
0404 19 41 1,010 1,000 0,379 - 2,776
0405 3 5 0,417 0,661 0,008 - 3,977
0406 1 0 NA NA NA
0505 0 1 NA NA NA
n 30 65
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Caso Controle

Freq. Haplotipica

01 0,033 0,038

02 0,017 0,031

03 0,067 0,069

04 0,817 0,823

05 0,050 0,038

06 0,017 -

Correcao de Bonferroni a 0,01

mulheres apresentaram uma mutagédo no gene WNT10A, que seria o0 gene causador do fenotipo
de agenesia dentaria (Bonds et al. 2014). Tal locus foi identificado também como causador de
agenesia de caninos maxilares (Kantaputra et al. 2014) e, ainda, descrito como associado a
cancer colorretal (Galbraith et al. 2011).

E necessario averiguar, além da expressividade variavel da agenesia dentaria, a
variagao fenotipica que existe entre os diversos canceres. Comparando-se os dados aqui obtidos
e aqueles da literatura, observa-se que os parametros de tipo de agenesia dentaria e histérico
familiar de cancer ndo foram considerados com os mesmos critérios. No presente estudo,
considerou-se um histérico familiar de cancer positivo para aquelas mulheres com pelo menos
dois familiares, de até segundo grau, afetados por cancer. No trabalho de Chalothorn et al. (2008)
ndo esté claro o critério para determinacéo do histdrico familiar de cancer. Adicionalmente, foi
avaliado somente o historico familiar de cancer de ovario. Portanto, ndo é claro se foi feita
diferenciagcdo entre cancer esporadico e hereditario. Outro trabalho mostra a associacdo entre
agenesia dentaria e historico familiar de cancer autodeclarado (Kuchler et al. 2013). Nesse
segundo caso, ha similaridade de conduta com o trabalho aqui conduzido, contudo, os critérios
para classificacao de historico familiar de cancer foram diferentes. No trabalho de 2013 (Kuchler
et al. 2013) é considerado probando com histérico positivo de cancer familiar aquele que tiver ao
menos um familiar, até segundo grau, com algum tipo de cancer.

Dessa forma, observa-se que os critérios utilizados no presente trabalho foram mais
conservadores do que os descritos na literatura, o que pode levar a diferentes resultados. Por
exemplo, como ja colocado, a prevaléncia de cancer de ovario no Brasil é cerca de 6% de todas
as ocorréncias de cancer (INCA, 2016). Aqui observou-se que nos relatos de histdrico familiar o

cancer de ovario ocorreu em sete familias diferentes das 33 familias classificadas com histérico
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familiar de cancer, dentre elas uma pertencente ao grupo caso. Isso €, a frequéncia desse tipo
de cancer na amostra é de 21%, muito acima do descrito para a populacao brasileira. Contudo,
esses dados ndo sao de fato comparaveis, pois mesmo para a estimativa de prevaléncia nacional
nao sdo diferenciados os casos de canceres familiares dos casos de canceres esporadicos.

Os marcadores selecionados foram descritos na literatura em regiées genémicas de
predisposi¢do ao cancer, no caso, cancer de ovario. Um novo agrupamento da amostra visou
analisar a ocorréncia de associacao entre os genoétipos e haplétipos dos marcadores e céncer.
Para tanto, a amostra foi dividida em individuos que apresentaram histérico familiar de cancer e
0s que nao apresentaram histérico. Os resultados de Odds Ratio podem ser vistos na Tabela 9.
O que se percebe € que o gendtipo AA do marcador rs7576183 teve 0 maior resultado de OR.
Contudo, quando aplicada a correg&o de Bonferroni, o novo valor de significAncia obtido € 0,006
e o valor observado para esse genotipo € de 0,0079, portanto ndo significativo. Porém, analisar
de forma isolada a auséncia de significancia estatistica seria uma imprudéncia. O que se observa
€ um valor estatistico limitrofe para um marcador que ja foi descrito como associado a
predisposicdo a cancer de ovario. Além disso, é necessério retomar que este é o Unico dos
marcadores que estd em regido génica e por isso, esse resultado pode estar refletindo uma
significAncia biolégica real. Sendo assim, sugere-se que o gendétipo AA do marcador rs7576183
esta relacionado ndo somente ao cancer de ovario, mas também ao histérico familar de cancer
positivo. Vale também resgatar a discuss@o sobre o esforco de coleta e a observagédo dos
diferentes gendétipos possiveis para os diferentes marcadores. O SNP rs7576183 foi o marcador
cujo alelo de menor frequéncia se apresentou acima dos 30%, sendo, desta forma, o Unico
marcador que, de fato, apresentou varios individuos com os trés genétipos esperados para um
marcador bialélico. Dessa forma, um universo amostral maior poderia modificar os resultados
obtidos.

Tabela 9. Avaliacdo de associacdo por Odds Ratio entre historico de cancer (HC) e gendtipos de
quatro SNPs situados em regides genémicas previamente descritas como relacionadas a cancer de
ovario e para haplotipos obtidos utilizando trés desses - rs1516982, rs10088218 e rs10098821 —

,em uma populacéo brasileira.
HC negativo  HC positivo

rs1516982 OR p IC

AA 41 27 1,183 0,819 0,437 —3,34
AG 17 10 0,915 1,000 0,323 — 2,498
GG 1 0

n 59 37
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HC negativo  HC positivo
Frequéncia Alélica
A 0,838 0,864
G 0,162 0,136
rs10088218 OR p IC
AA 0 0
AG 16 10 1,070 1,000 0,378 - 2,921
GG 48 28 0,933 1,000 0,342 - 2,639
n 64 38
Frequéncia Alélica
A 0,125 0,131
G 0,875 0,869
rs10098821 OR p IC
CcC 56 32 1,517 0,742 0,333 - 9,505
CT 8 6 1,332 0,766 0,347 - 4,832
TT 0 0
n 64 38
Frequéncia Alélica
C 0,937 0,921
T 0,063 0,079
rs7576183 OR p IC
AA 3 9 6,299 0,007 1,431 - 38,972
AG 36 16 0,574 0,216 0,231 - 1,401
GG 24 12 0,781 0,667 0,299 - 1,979
n 63 37
Frequéncia Alélica
A 0,333 0,459
G 0,669 0,541
Correcao de Bonferroni a 0,006
Haplétipo OR p IC
0104 4 3 1,188 1,000 0,164 - 7,504
0204 4 1 0,378 0,645 0,007 - 4,028
0304 7 6 1,404 0,559 0,354 - 5,393
0404 36 24 1,126 0,830 0,441 - 2,936
0405 5 3 0,935 1,000 0,136 - 5,173
0406 1 0
0505 1 0
n 58 37
Frequéncia Haplétipica
01 0,035 0,041
02 0,035 0,013
03 0,060 0,081
04 0,801 0,824
05 0,060 0,041
06 0,009
Correcao de Bonferroni a 0,001
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Conclusodes

Os SNPs avaliados apresentaram frequéncias concordantes com outras populacbes
mundiais. As amostras dos grupos caso e controle sdo pertencentes a mesma grande populagao
e nao apresentam diferencas de frequéncias alélicas nem genotipicas. Quanto aos resultados
do teste de associacédo, nao foi observada associacdo do fendtipo hipodontia e os genétipos dos
quatro marcadores analisados neste trabalho (rs1516982, rs10088218, rs10098821 e
rs7576183). Quanto ao histdrico de salde familiar, encontrou-se uma possivel associacdo do
marcador rs7576183 com o histérico familiar de céancer, independente do tipo de cancer
apresentado pela familia. Este marcador ja foi descrito como associado ao cancer de ovario, mas

diante dos resultados, ele deve ser investigado quanto a novos tipos de neoplasias.
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Capitulo 2:

Emprego de Analise Cromossdmica por Microarranjos (CMA) na identificacdo de genes

candidatos a fenétipos complexos: agenesia dentaria e cancer

Introducéo

Varia¢gBes cromossOmicas estruturais (SV — do inglés Structural Variation) sdo alteracdes
gue afetam a estrutura do cromossomo e podem ter como consequéncia a reestruturacéo
gendmica de forma balanceada ou ndo-balanceada, dados mostram que essas alteracdes
representam cerca de 40% das alteragdes cromossdmicas em recém-nascidos (Jacobs 1986).
As alteragBes balanceadas sdo mais frequentemente vistas de forma balanceada e seus
portadores ndo apresentam sinais ou sintomas clinicos, assim se apresentando como
variabilidade genética ndo patogénica.

Entretanto, os portadores de rearranjos equilibrados possuem maior risco de formacgéo
de gametas com rearranjos estruturais nédo-balanceados. Isso se da pelo possivel
malpareamento dos cromossomos homologos durante a gametogénese. A falha na producao de
gametas pode levar a abortos espontaneos, natimortos, ou prole apresentando sinais e sintomas
clinicos. Alteragfes estruturais ndo-balanceadas sdo responsaveis por 3 a 6% dos abortos
espontaneos recorrentes, aqueles caracterizados pela interrupcdo de duas ou mais gestacdes
identificadas com batimento cardiaco fetal (Franssen et al. 2006; Goddijn and Leschot 2000).
Dentre as morbidades causadas por alteracBes cromossdmicas estruturais, ha disfuncbes
cognitivas, doencas do espectro autista (Ellison et al. 2012), anomalias congénitas mdltiplas,
dismorfias, problemas neurocomportamentais e suscetibilidade a cancer (van der Veken and
Buijs 2011).

Os principais tipos de SVs ndo balanceadas s&o delecéo e duplicacdo, que ampliam ou
diminuem o contetido genémico. As duplicacdes se originam, na sua maioria, por recombinagéo
homoéloga nédo alélica (Bailey et al. 2002; Hurles 2005; Stankiewicz and Lupski 2002), isso &,

recombinacdo entre regides genbmicas duplicadas com alta taxa de similaridade. Assim,
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consideram-se duplicacdes os segmentos da sequéncia referéncia que apresentam ao menos
90% de similaridade com uma outra sequéncia em posi¢céo distinta do genoma (Bailey et al.
2002).

A gravidade do fenétipo produzido pelas SVs depende de determinados fatores, entre
eles tipo, localizacdo e tamanho. Nas dele¢c8es pode ocorrer perda de genes inteiros ou de parte
deles. E comum nesses casos haver haploinsuficiéncia, fenémeno caracterizado pela reducéo
na quantidade de produto génico devido a perda de numero de cépia do segmento. Em
contraposicdo, a duplicacdo de genes inteiros pode causar hipersuficiéncia, caracterizada pela
producédo génica exagerada dada pelo excesso de cépias funcionais. No caso das inversoes e
translocacdes, o quadro de leitura da sequéncia génica envolvida na regido do evento sera
alterada, seja por fusdo génica ou disrupcdo de sequéncia, apesar de o conteldo gendmico
invertido ou translocado ndo se modificar.

O entendimento das SVs foi crescendo a medida que os métodos de visualizagao foram
sendo implementados, desde as primeiras observagfes em microscopia de luz no inicio do
século XX até o sequenciamento de genomas completos nos dias atuais. A microscopia por meio
do bandeamento G utilizando prepara¢@es de cromossomos em metéafase permite a identificagdo
de aberragbes com tamanho minimo de 5 a 10 Mb, sendo este o limite de visualizacdo das
alteracdes cromossémicas. A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi o primeiro método que
fusionou a citogenética as técnicas denominadas moleculares, pois faz uso de sondas
especificas marcadas com fluorescéncia e possibilita um aumento de resolucao na deteccéo de
anomalias cromossdmicas (Beaty et al. 2002).

Na citogenética, o fator limitante rotineiramente € o poder de resolucdo quanto ao
tamanho das variacdes cromossGmicas. Apesar de ndo haver ferramenta Unica capaz de
descrever todo o espectro de variagbes estruturais no genoma (Zarrei et al. 2015). A resolugéo
alcancada aumentou consideravelmente com a introdugdo da chamada Andlise Cromossémica
por Microarranjos (CMA). O CMA possibilita a identificacdo de ganhos e perdas de segmentos
cromossémicos submicroscépicos, aqueles que sdo menores que 5Mb, em todo o genoma. As
primeiras versdes da andlise se utilizavam de sondas de cromossomo artificial de bactéria (BAC,
do inglés — Bacterial Artificial Chromosome). As sondas especificas sdo desenhadas para se

hibridarem a locais previamente conhecidos no genoma. Assim o resultado de grande qualidade
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proveniente dessa técnica € dado pelo nimero de sondas e pela cobertura genémica, ou seja, 0
distanciamento entre elas. As técnicas mais modernas, derivadas do BAC, utilizam sondas de
oligonucleotideos, que s&do ainda mais exatas e diminuem a possibilidade de pareamento
inespecifico por serem maiores. Além disso, a acuidade também aumenta, pelo menos, na ordem
de mil vezes, j4 que o distanciamento das véarias sondas fica abaixo dos 50pb. CMAs de
oligonucleotideos contém sondas identificadoras de polimorfismos de evento Unico (SNP, do
inglés — Single Nucleotide Polimorphism), a identificagdo de variagbes de numero de copias
(CNVs, do inglés — Copy Number Variation), de perda de heterozigose (LOH, do inglés — Loss of
heterozygosity) e de dissomia uniparental (UPD, do inglés Uniparental disomy).

CNVs séo variagBes no numero de coOpias gendmicas em decorréncia de arranjos
submicroscopicos ndo-balanceados, caracterizados por serem de tamanhos intermediarios aos
InDels (Inser¢des/Delecdes) e pelas aberragdes detectaveis pelo bandeamento G (Zarrei et al.
2015). Foram descritos apenas ap0s a introduc@o das técnicas moleculares na citogenética.
Assim como outras classes de marcadores, os CNVs se diferem entre individuos e populacgdes.
No entanto, o entendimento sobre essas diferencgas ainda € restrito, as descri¢cdes basicas como
0 numero de alelos diferentes e suas frequéncias nas diversas popula¢fes tém grande potencial
de utilizagdo em diversas areas (Usher and McCarroll 2015). A grande aplicacdo dos CNVs tem
sido na area de genética médica na busca de regides gendmicas associadas a patologias, mas
outras &reas do conhecimento, como genética de populagdes, evolu¢cdo humana e genética
forense (llas et al. 2014), foram potencialmente beneficiadas com a descricdo dessa nova
variabilidade genética.

Os CNVs tém sido amplamente utilizados pela genética clinica como marcadores que
permitem o diagnéstico de doencas do espectro de atraso de desenvolvimento mental, cognitivo
e neuropsicomotor, dentre outros. O impacto de cada CNV no fenétipo do individuo é bastante
variavel. E consenso dizer que alteracées localizadas em regifes de alta densidade génica s&o
mais provaveis de serem consideradas patogénicas (Miller et al. 2010). Isso porque ha maior
chance de que se corrompa algum gene ou a regido regulatéria de um gene. O mesmo raciocinio
pode ser utilizado para o tamanho do CNV, ou seja, quanto maior for a modificacdo, maior € a
probilidade de que ocorra algum prejuizo a algum gene (Miller et al. 2010). Ainda, especula-se

gue microdele¢des podem ocasionar uma maior alteracéo fenotipica do que microduplicagées.
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As variacdes de numero de cépia ja foram caracterizadas como responsaveis por
diferentes fendtipos complexos e associados a doencas de diferentes modulos biolégicos, como,
por exemplo, autismo (Pinto et al. 2014), esquizofrenia (Malhotra and Sebat 2012), doenca de
Crohn, artrite reumatoide, diabetes tipo |, obesidade (Craddock et al. 2010), varios disturbios de
desenvolvimento e cancer (Zarrei et al. 2015). Por isso sua analise apresenta potencial para
entendimento de caracteristicas de heranca complexa. O CMA utiliza grande quantidade de
sondas, o que lhe permite uma varreduta gendmica bastante completa. Isso o torna adequado
para a analise de variacfes de distribuicdo ampla no genoma, como as CNVs. Portanto, essa é
uma estratégia potencialmente Gtil na analise de genes candidatos e consequentemente na
geracao de informacéo pertinente para a caracterizagdo de doencas complexas como o cancer.

Em 2006, foi demonstrado que 72% dos pacientes com leucemia mieloide crbnica
apresentaram CNVs na regido 1412 (Braude et al. 2006). Genes ja bem conhecidos, como o
BRCA1 (Gene Breast Cancer 1), foram associados a ocorréncia de CNVs em pacientes com
cancer de mama e em pacientes com cancer de mama e Utero. Nesses casos, como o produto
génico de BRCA1 tem um papel importante na estabilidade gendmica, mutagfes neste gene
podem levar a uma perda de estabilidade e ao aumento na ocorréncia de CNVs (Schouten et al.
2015). Por outro lado, um estudo brasileiro demonstrou que pacientes afetados por Sindrome de
Li-Fraumeni n&o portadores de mutacdo no gene TP53 apresentam uma frequéncia aumentada
de CNVs raros (Silva et al. 2014).

A frequéncia de CNVs ainda ndo foi extensamente caracterizada em termos
populacionais e variacdes étnicas mas é possivel afirmar que elas ndo sdo raras no genoma,
incluindo regides génicas e extragénicas. As primeiras estimativas eram de que esse tipo de
variacdo compreendia até 12% do genoma humano (Cho et al. 2006). J& as mais recentes estao
entre 4,8 e 9,5% do genoma, dependendo do nivel de restricdo aplicada a andlise (Zarrei et al.
2015). Em 2004 foi criado o banco de dados de variacdes genémicas (DGV, do inglés Database
of Genomic Variation), base que contém informacdes sobre CNVs e outras variacbes em
humanos numa populagao “controle”.

Ainda, é importante ressaltar que as variacbes de nimero de cépias ja foram descritas
em pacientes com mas-formac8es craniofaciais (OMIM #183600) e em pacientes com fenda

palatina e/ou labio leporino (Osoegawa et al. 2008). Porém, até o momento nao ha literatura
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relacionando CNVs e agenesia dentaria ndo sindrémica, tanto pelo fato de que o exame de CMA
€ oneroso financeiramente ao paciente, quanto porque a agenesia dentaria ndo sindrémica nao
oferece maiores prejuizos a qualidade de vida dos individuos afetados.

Essas bases de dados fornecem informacgBes preciosas sobre descricdo de diversas
variagbes. Contudo, ndo raramente, a caracterizagédo da populagdo pode ser dubia. Isso porque
um paciente pode ser considerado caso ou controle dependendo da pergunta do estudo, assim
como pela anamnese que se escolhe realizar. Sendo assim, ha uma lacuna para a interpretacéo
desse tipo de dado. Por exemplo, a agenesia dentaria ndo é uma caracteristica avaliada
rotineiramente, a ndo ser em sua apresentacéo mais grave, pois o impacto na qualidade de vida
do individuo em caso de hipodontia é mais estético que funcional.

O que se percebe € que o ganho de resolucdo proporcionado pela técnica abriu um
campo novo de informacdes a serem estudadas e caracterizadas. Apesar de técnicas de
citogenética molecular baseadas em arrays estarem sendo usadas ao longo de quase duas
décadas, é notavel que as informag6es ainda sejam aparentemente subutilizadas, principalmente
guanto as variagfes classificadas como ndo patogénicas observadas em pacientes. H4 grande
dificuldade na caracterizacdo dos achados citogenéticos, pelos entraves em se relacionar
gendtipos e fenotipos complexos. Por isso, o emprego do CMA tradicionalmente é mais utilizado
em genética clinica para diagnésticos de fendtipos aberrantes e sindromes genéticas cuja
associacao do gendtipo e fendtipo pode ser feita de forma mais direta dada a clinica do paciente.
Por isso, diante da grande variabilidade de CNVs e da grande quantidade de informacdes
caracterizando essas variagfes, hipotetiza-se que haja CNVs descritos como nédo patogénicos

que sdo indicativos de agenesia dentaria.

Objetivo Geral

Avaliar a aplicacédo potencial da analise cromossdmica de microarranjos na identificacao

de genes envolvidos no fenétipo de agenesia dentéria familiar.
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Objetivos especificos:

e Identificar e caracterizar os rearranjos cromossémicos submicroscdpicos encontrados
pela andlise cromossdmica de microarray em quatro individuos com agenesia dentaria
familiar;

e Verificar se ha rearranjos submicroscopicos coincidentes entre cromossomos de
pacientes com agenesia dentaria;

e Levantar a relacdo dos genes contidos nos microarranjos encontrados;

e Avaliar se ha relacéo entre o quadro clinico das pacientes e a funcéo ja descrita para os

genes.

Material e Métodos

Selecdo de Amostras

Para a andlise de CMA foram selecionadas quatro pacientes provenientes da amostra
de mulheres brasileiras de estudo caso-controle acerca da ocorréncia de SNPs nas regides
citogenéticas 2q14.2 e 8924 e uma paciente proveniente de um laboratorio parceiro. Os critérios
para selecao das pacientes foram: i. ter diagnéstico de hipodontia, com exce¢éo de terceiros
molares; ii. ter histérico familiar de agenesia dentaria com pelo menos dois familiares préximos
afetados; iii. que ndo apresentassem outras ma formagdes craniofaciais e/ou dsseas e iv. que
ndo apresentassem nenhum sinal de displasia ectodérmica, como altera¢des de crescimento de

tecidos epiteliais, por exemplo, cabelos e unhas.

Familia |

A probanda, nascida em 1968, se declarou branca e possuiu IMC de 35,1 pontos, sendo
classificada como obesa. Ela apresentava agenesia dentaria dos quatro dentes do tipo segundo
molares permanentes (os dois segundo molares superiores e os dois segundo molares inferiores,
dentes 17, 27, 37 e 47), caracterizando um quadro clinico de hipodontia. Durante a anamnese
declarou ter tido um episddio de aborto espontaneo e posteriormente, em 2006, um mioma

uterino, motivo pelo qual realizou histerectomia.
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A probanda relatou que na familia | havia um total de seis pessoas afetadas com
hipodontia, incluindo ela mesma. Desses casos, ha comprovacdo clinica da probanda e dos
individuos 111.7, IV.1 e IV.3 que apresetaram agenesia dos segundos molares inferiores (dentes
37 e 47). Os outros dois individuos afetados no heredograma, 1.7 e 11l.6 ndo possuiam
comprovacao radioldgica. Contudo, foi relatado pela probanda que em ambos os casos haviam
agenesia dentaria de dois dentes permanentes (Figura 3). A probanda nédo soube dizer se houve
ocorréncia de agenesia de denticdo decidua na familia. Na linhagem paterna ha histérico familiar
de cancer, sendo trés individuos do sexo masculino afetados por diferentes tipos da doenca. Foi
relatado que o individuo II.1 faleceu devido a um cancer, mas néo foi especificado o tipo. No
relato fornecido pela probanda consta que o individuo 1.4 teve um cancer na jugular que o levou
ao 6bito e o individuo 111.3 falaceu devido a um cancer no pulm&o.

E possivel notar no heredograma da familia | que a condi¢éo de hipodontia apresenta

um padréo de heranca do tipo dominante ligada ao cromossomo X.

- Hipodontia

. Cancer (ndo especificado)

QED“? #{)

1 4 5 7 8
: = a)
1 2 3 4 5

Figura 3. Heredograma da familia |, sendo que a probanda esta indicada pela seta.
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Familia Il

A probanda nasceu na década de 1940 e possuia agenesia do incisivo lateral superior
direito (dente 12) e desenvolveu adenocarcinoma de ovario. Foi relatado que nessa familia havia
individuos afetados por hipodontia distribuidos em duas geracdes no heredograma, sendo eles
a probanda, individuo 1.4 e 1I.6 (Figura 4). Além disso, foi relatado um caso de microdenti¢cdo
(dentes conéides) dos incisivos laterais superiores (dentes 12 e 22) no individuo 1V.4. A histéria
familiar incluiu também a mae da probanda (1.2) que faleceu devido a um cancer do trato
digestivo, no entanto, para este caso nao ha comprovacao médica. Apesar da familia Il ser
bastante numerosa, foram acessadas informacdes exclusivamente sobre familiares préximos a
probanda: duas geragBes ascendentes diretas e duas gera¢gBes descendentes diretas, como

colocado na Figura 6.

. Adenocarcinoma ovariano
M D_ - Cancer no trato digestério
i 2 3 4 5 6 7 8 9 - Hipodontia
. Microdenticao
1\
4 5

Figura 4. Heredograma da familia I, sendo que a probanda esta indicada pela seta.

Familia Ill

A probanda, nascida em 1963, se autodeclarou branca e saudavel e apresentava
agenesia bilateral dos incisivos laterais superiores (dentes 12 e 22). Teve trés gestacbes
saudaveis e ndo relatou ocorréncia de abortos ao longo da vida. Disse também que hd menos
de cinco anos teve cistos nos ovarios, 0s quais a levaram ao procedimento de histerectomia e

ooforectomia. A biopsia dos tecidos revelou resultados benignos.
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A probanda relatou que na sua familia havia quatro pessoas com hipodontia, sendo uma
pessoa do sexo masculino (individuo 1.1) e trés do feminino (individuos, 11.13, 111.3 e 111.18 - Figura
5). Ainda, foi relatado um caso de microdenticao no individuo Ill.2. Por fim, no histérico familiar
foi mencionado que o individuo 1.5 faleceu devido a um cancer de intestino. Para este caso ndo
h& comprovacéo médica e devido ao fato de ser um relato Unico na familia consideramos que na

familia Ill ndo ha histérico familiar de cancer.
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Figura 5. Heredograma da familia Ill, sendo que a probanda esta indicada pela seta.

Familia IV

A probanda da familia IV, falecida em 2009 devido a um cancer de colorretal,
apresentava agenesia dos segundos molares do lado esquerdo, superior e inferior (dentes 15 e
45), assim como incisivos laterais superiores conoides (dentes 12 e 22). A familia IV apresentou
historico de agenesia dentéria nas apresentagfes do tipo hipodontia (individuos afetados 1.3,
11.11 e 111.13) e oligodontia (Individuo afetado 111.3) (Figura 6). Além disso, foi relatado pela familia

que o pai da paciente em questao (individuo I.1) também faleceu devido a um cancer intestinal.
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Figura 6. Heredograma da familia IV, sendo que a probanda esta indicada pela seta.

Método de analise laboratorial

O método de extragdo de DNA foi uma modificacdo do kit comercial Gentra Purigene
Blood Kit — Qiagen ® (conforme descrito no capitulo 1), feito a partir de sangue venoso coletado
em tubo a vacuo contendo EDTA.

Para a analise de CMA foram utilizadas aliquotas de 5uL de DNA gendémico na
concentragcado de 50 ng/uL, isto é, um total de 250 ng de DNA por reacdo. Foi verificada a
presenca de microarranjos nas pacientes selecionadas utilizando a plataforma CytoScan® 750K
Array (Affymetrix, EUA). Essa plataforma detecta microarranjos de DNA por meio de 550.000
sondas ndo polimérficas para CNVs (regides codificantes e ndo codificantes), abrangendo todo
0 genoma numa distancia média de 4.1 Kb. Além disso, a plataforma genotipa cerca de 200.000
SNPs. O sistema todo é constituido por um GeneChip®, 38 reagentes diferentes, equipamentos
para hibridacdo, lavagem, coloragéo, leitura e visualizagdo dos microarranjos, além de um

programa computacional especifico para a identificacdo dos SNPs e das CNVs.
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O protocolo foi seguido conforme instrugdes do fabricante (Affymetrix, EUA) e as etapas

foram sumarizadas na Figura 7.

i i - 1
Extracdo, quantificagéo Fragmentacdo 12h
e diluicado do DNA _ i
gendmico Controle de qualidade
1° di - 3" dia o
- Marcagao (biotina) 5h
Digestao 3h
Hibridagao 16h
Ligacao 4h -
i Lavagem e coloragao | 3h
PCR 3h .
4" dia
Controle de qualidade | * Leitura dos chips *

2" dia + | Purificagao do produto oh
da PCR

Quantificagao do
produto da PCR

|
= I

Figura 7. Fluxograma resumido do protocolo de CMA da plataforma Affymetrix® CytoScan™
750k Array (modificado de Quick reference card, Affymetrix®).

Analise de dados

A andlise dos dados gerados pelo CMA das quatro pacientes foi realizada com a
utilizacdo do Chromosome Analysis Suite v33.1 Software fornecido pela Affymetrix® (ChAS).
Foram fixados como filtros: 30 sondas (aproximadamente 120 Kpb) para detectar duplicacdes
cromossémicas, 15 sondas (aproximadamente 60 Kpb) para detectar dele¢fes (inclusive em
mosaico) e 5000 kb para perda de heterozigose. Esses filtros sédo os mesmos utilizados na rotina
dos exames de diagndstico no Laboratério de Genética Humana do Hospital Universitario de
Brasilia. O software apresenta um rigoroso controle de qualidade, incluindo filtragem de ruido
formado pelas alteracdes encontradas em regifes cobertas por menos de 75% de sondas. Desta
forma, os dados gendmicos que falham nesse critério sdo excluidos da analise.

A plataforma possibilita analisar o nimero de coépias alelo-especificas, os SNPs,

presentes permitem que ocorra a confirmacédo independente das variacdes de nimero de copias
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com informacdes alélicas de SNPs. As alteracdes sdo usualmente classificadas como
patogénicas, possivelmente patogénicas, neutras ou de significado desconhecido (Miller et al.
2010). Para o presente trabalho foram coletadas informacfes quanto ao tipo (delecédo ou
duplicagdo), extensdo da CNV, ndmero de coépias envolvidas, cromossomo e banda
cromossbmica, tamanho e numero de marcadores e genes envolvidos nas alteragdes.

Para melhor entendimento das alteragBes cromoss6micas que foram encontradas,
adotou-se uma classificacdo para que houvesse uma padronizacdo quanto ao tamanho, a suas
posicdes relativas umas as outras, e aos intervalos de auséncia de sondas. A nomenclatura e os
diferentes pontos do segmento podem ser verificados na Figura 8. As setas indicam os pontos
onde a maioria das duplicagbes comecavam e/ou terminavam, totalizando cincos pontos
diferentes. A nhomenclatura comeca em BP1 e vai até BP5, seguindo o sentido cromossémico
proximal-distal. Os segmentos em azul sdo regifes cromossdmicas que sdo mapeadas por
sondas na plataforma utilizada. Ja as regifes achuradas, séo regides de DNA repetitivo que nédo

contém sondas.

Regiao Regiao
Prfximal Disgtal -
BP1 BP2 BP3 BP4 BPS BP6
| | | | ! !

Figura 8. Esquema de nomenclatura baseado em Breakpoints de sondas (BP) da regido
duplicada em 10g11.22.

Para a interpretacdo dos dados foram levadas em consideracéo as informag6es descritas
em diferentes bancos de dados genémicos sobre polimorfismos genéticos: doSNP — Database
of Short Genetic Variation (Sherry et al. 2001), DECIPHER - Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources (Firth et al. 2009), OMIM -
Online Mendelian Inheritance in Man (Amberger et al. 2015). O primeiro banco utilizado na
averiguacgdo da significancia clinica do CNV observado foi o DECIPHER, banco composto por

individuos com sindromes genéticas. Além dele, os achados foram contrastados com um banco
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fornecido pelo fabricante da plataforma utilizada, formado por 2421 pessoas fenotipicamente
normais de seis paises diferentes: Canada, Espanha, Estados Unidos, Holanda, Noruega e
Suécia.

A verificagdo quanto a patogenicidade também foi investigada no banco de resultados
de CMA produzidos no Laboratério de Genética Humana da Universidade de Brasilia. O banco
€ composto por 558 amostras diversas, como, por exemplo, pacientes portadores de sindromes
genéticas, pais de pacientes e amostras de tecidos (tumores). As amostras foram provenientes
do consultério de aconselhamento genético do HUB (Hospital da Universidade de Brasilia),

Hospital de Apoio da Secretaria de Saude do Distrito Federal e Hospitais parceiros.
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Resultados

Familia |

Seguindo o protocolo de genética médica, a probanda da familia | apresentou variacdes

nao patogénicas de acordo com os bancos de dados utilizados. Ainda, dentre as variantes ndo

havia nenhuma que tivesse relacdo descrita com a condicdo de hipodontia. A Tabela 10

apresenta os CNVs encontrados.

Tabela 10. Descricdo resumida dos microarranjos encontrados na probanda da Familia I. Os
nameros entre parénteses séo os identificadores dos genes no banco de dados OMIM.

Tipo de alteracéo Localizacdo

Tamanho (kb)

Genes na regido

Duplicacéo 10926.3

14932.33

16q11.2

1101,25

279,391

336,44

EBF3 (607407),
LOC387723,
CTAGE7P,
GLRX3 (612754),
MIR378C

KIAA0125,
ADAM6

LOC283914,
LOC146481,
LOC100130700

Delecdo 8p11.22

10023.33

11q11

14q11.2

158,608

127,064

73,528

316,385

ADAMSP,
ADAM3A

CYP2C19 (124020),
CYP2C9 (601130)

OR4P4,
OR4S2,
OR4C6
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Familia Il

O caso indice da familia Il apresentou uma duplicacdo na regido citogenética 10q11.22

de aproximadamente 1,8 Mb de tamanho e que foi considerada possivelmente patogénica

(Tabela 11).

Tabela 11. Descricdo resumida dos microarranjos encontrados na probanda da Familia Il. Os
nameros em parénteses sao os identificadores dos genes no banco de dados OMIM.

Tipo de alteracéo

Localizacéo

Tamanho (kb)

Genes naregiao

Duplicacéo 3927.2

10q11.22

11925
14932.3

213,564

1873,963

369,11
268,655

EHHADH (607037), MAP3K13
(604915)

AGAP4, PTPN20A, PTPN20B,
BMS1P5, BMS1P1, GLUD1P?7,
FAM35B, SYT15 (608081),
GPRIN2 (611240), PPYR1
(601790), LOC643650,
LOC728643, ANXAS, ANXASLL,
FAM25B, FAM25G, FAM25C,
AGAP9, BMS1P6, BMS1P2,
FAM35B2, ANTXRL, ANXASL2,
FAM21B, CTSL1P2
LOC283177

KIAA0125, ADAM6

Delecdo 6p25.3

22q11.21

126,883
23,294

DUSP22
TBX1 (602054), GNB1L
(610778)

Familia Il

O caso indice da familia Il apresentou como resultado variagdes nao patogénicas. A lista

dos achados citogenéticos pode ser verificada na Tabela 12.

Tabela 12. Descrigdo resumida dos microarranjos encontrados no caso indice da Familia Ill. Os
nameros entre parénteses séo os identificadores dos genes no banco de dados OMIM.

Tipo de alteracéo Localizacéo Tamanho (kb) Genes naregido
Duplicagéo 8pll.1 3736.906 --
14g32.33 625.286 KIAA0125,
ADAMBG,
LINC00226
Delecéo 3026.31 168.612 NAALADL2

(608806), MIR4789
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Familia IV

Como resultado, a probanda da familia IV apresentou, em sua maioria, variacées nao

patogénicas. Contudo, destaca-se uma duplicacdo possivelmente patogénica no braco longo do

cromossomo 10, banda 11.22. As alteracdes podem ser vistas na Tabela 13.

Tabela 13. Descricdo resumida dos microarranjos encontrados no caso indice da familia V. Os nimeros
entre parénteses sdo os identificadores dos genes no banco de dados OMIM.

Tipo de alteracéo Localizacao Tamanho (kb) Genes naregido
Duplicacéo 9p13.3 178 UBAP1 (609787), KIF24
(613747), NUDT2 (602852),
KIAA1161, C9orf24
10g11.22 1324 GPRIN2 (611240), NPY4R
(601790), LINC00842,
HNRNPA1P33, ANXA8 (602396),
ANXA8L1, FAM25C, FAM25B,
FAM25G, AGAP9, BMS1P2,
BMS1P6, FAM35DP, ANXA8L2,
FAM21B, CTSL1P2
14932.33 524 KIAA0125, ADAM6, LINC00226
22q11.2 261 MIR650, IGLL5
Delecéo 11911 67 ORA4P4, OR4S2, OR4C6
18g22.3 51
Perda de Xg22.2 5569 MORF4L2 (300409), MORF4L2-

heterozigose

AS1, GLRA4, TMEM31, PLP1
(300401), RAB9B (300285),
MIR1256, TMSB15B, H2BFXP,
H2BFWT (300507), H2BFM,
SLC25A53, ZCCHC18,
LOC286437, FAM199X, ESX1
(300154), ILIRAPL2 (300277),
TEX13A (300312), NRK (300791),
SERPINA7 (314200), MUM1L1,
CXorf57, RNF128 (300439),
TBC1D8B, RIPPLY1 (300575),
CLDN2 (300520), MORCA4,
RBM41, NUP62CL, PIH1D3,
PRPS1 (311850), TSC22D3
(300506), MID2 (300204),
TEX13B (300313), VSIG1
(300620), PSMD10, ATG4A
(300663), COL4A6 (303631),
COLA4AS (303630), IRS4 (603510)
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Busca dos microarranjos em 10g11.22 em banco de bancos

Dentre os diversos CNVs encontrados nas quatro pacientes, destacam-se os da regido
10g11.22 (Figura 9), que foi observada em duas amostras. Além disso, ha descricdo no banco
de dados OMIM de que essa regido integra um mapa gendmico associado a agenesia dentaria
(Liu et al. 2001; Wang et al. 2000). Contudo, esse mapa foi definido estatisticamente em uma
populacdo chinesa e ndo existem outros relatos similares na literatura. Desta forma, elegeu-se

essa regido para uma investigacdo mais aprofundada.
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Figura 9. Resultado gréfico das alteragbes citogenéticas encontradas na regido 10q11.22 em
duas pacientes afetadas por agenesia dentéria. As setas vermelhas indicam a alteracdo das
probandas da familia Il e da familia IV e os tracos pontilhados destacam a regido citogenética
congruente para ambas as pacientes. As barras em tons de azul e vermelho séo variacdes
encontradas no banco fornecido pelo fabricante, tons mais escuros representam frequéncias
maiores que as barras com tons mais claros (retirado do resultado do software ChAS).

A Figura 8 apresenta o esquema de breakpoints utilizado para categorizar as
duplicacdes. A probanda da familia Il possui uma duplicacdo do tipo BP1/BP5, enquanto o caso
indice da familia IV possui uma duplicacdo BP2/BP5. Portanto, a area congruente entre as
amostras é caracterizada como sendo BP2 e BP5.

Para uma ampla caracterizacdo da duplicacdo em 10g11.22, foi investigada a ocorréncia
de duplicagbes nesta localizagdo em varios bancos de dados. Primeiramente, foram
caracterizadas as amostras presentes no banco de resultados de CMA do Laboratério de
Genética Humana da UnB, entre as quais verificou-se a ocorréncia de 23 amostras com

duplicacbes em 10q11.22. Assim, foi observado que a frequéncia da duplicacdo BP2/BP5 foi de
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0,89%. Ja no banco de dados fornecido pela Affymetrix, ndo houve ocorréncias exatas para a
area correspondente entre BP2/BP5 (Figura 9). Ha ocorréncias de regifes menores, cujos
tamanhos variam de 5 kb a 166 kb, tamanhos que diferem substancialmente da area de interesse
da andlise, que é de aproximadamente 1,2 Mb. As frequéncias dos fragmentos no banco da
Affymetrix variaram de 4,71% a 11,62%. Das 22 ocorréncias de duplicacbes em 10q11.22,
observa-se que ha cinco ocorréncias que apresentam alteragdes citogenéticas exatamente no

intervalo coincidente, excluindo as probandas (Figura 10).
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Figura 10. Representacao grafica de achados citogenéticos da regido 10g11.22, das probandas
da familia Il e 1V, de pacientes do Hospital Universitario de Brasilia e do Hospital de Apoio da
Secretaria de Saude do Distrito Federal. Os tragcos pontilhados identificam a regido de
congruéncia entre as duas pacientes deste estudo.

Discusséao

A maioria das caracteristicas fenotipicas apresentam heranca complexa, ou seja, sao
determinadas pela soma da contribuicdo de genes principais, genes secundarios e efeito

ambiental. Porém, doencas e/ou caracteristicas com heranca complexa possuem baixa
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correlacao entre genétipo e fenétipo (Dempfle et al. 2008). Um exemplo desse tipo de fendtipo é
a agenesia dentaria. O desenvolvimento do fenétipo de denticdo se inicia durante o periodo
embrionario e continua durante o periodo pés-natal até aproximadamente os 15 anos de idade.
A determinagdo genética para denticdo depende da expressdo coordenada de mais de 300
genes (Tucker and Sharpe 2004) e, além disso, efeitos ambientais podem afetar o
desenvolvimento desde o periodo pré-natal até a puberdade do individuo.

O resultado das alteracdes encontradas no CMA, tradicionalmente, obedece a uma série
de critérios antes de ser considerado patogénico, ndo patogénico, ou, ainda, variacdes de
significado clinico incerto (Miller et al. 2010). Critérios como o tamanho da alteracao, contetdo,
tipo (delecdes ou duplicagbes), descricdo prévia em bancos de dados, heranca e as
caracteristicas clinicas do paciente sao considerados para a classificagdo (Hehir-Kwa et al. 2013;
Pyatt and Astbury 2011). No entanto, é necessario ressaltar que no presente estudo a anélise de
CMA ndo foi rotineira. As particularidades comegam pela natureza da caracteristica observada,
uma vez que hipodontia ndo é considerada uma doenca. No caso, nenhuma das pacientes
apresentaram malformacdes fisicas nem displasias ectodérmicas. O perfil unificador, mas néo
homogéneo, das quatro pacientes foi a hipodontia. A agenesia dentaria, ainda que seja uma méa
formacdo craniofacial, por ter um potencial de baixo impacto clinico e/ou baixo impacto na
qualidade de vida do paciente, frequentemente é considerada apenas um desvio da normalidade.
Assim, trata-se de um quadro clinico que néo é considerado uma doenga e, portanto, Nno escopo
deste trabalho, opta-se por tratar agenesia como varia¢do, assim como os CNVs encontrados. A
nomenclatura de alteracdo patogénica para esses CNVs ndo traz ganhos na &rea médica e
poderia gerar uma estigmatizacdo entre as pacientes do estudo.

A base da contribuicdo genética para formacdo da agenesia ndo estd caracterizada
completamente, mas ha registros de genes causadores dessa variagdo na literatura, dentre os
guais destacam-se: PAX9 (Mitsui et al. 2014), MSX1 (Tallon-Walton et al. 2014), AXIN2 (Lammi
et al. 2004), RUNX2 (Molin et al. 2015) e WNT10A (van den Boogaard et al. 2012). Muta¢bes de
ponto nesses genes mostraram associacdo com auséncia congénita da denticdo permanente.
Ainda que a técnica aqui utilizada ndo acessasse mutacdes de pontos, buscou-se a existéncia

de alteracdes numéricas nas regides génicas tradicionalmente descritas associadas a agenesia.
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No entanto, ndo foi encontrado nenhum CNV dentro dos filtros utilizados na localizacdo desses
genes.

Ainda que o escopo deste estudo ndo seja a analise convencional dos CNVs, o raciocinio
I6gico seria encontrar uma alteracdo que fosse compartilhada entre as quatro probandas. Nessa
andlise encontrou-se uma duplicagdo no cromossomo 10, banda g11.22 em duas pacientes. O
caso indice da familia Il apresentou uma duplicacao de 1,8 Mb, enquanto a probanda da familia
IV teve um ganho submicroscépico de 1,3 Mb com uma area coincidente de aproximadamente
1,2 Mb: 10:46.975.076 — 48.167.553. As pacientes que apresentaram a duplicacdo em 10q11.22
tiveram suas duplicac8es caracterizadas da seguinte forma: probanda familia Il como BP1/BP5
e probanda familia IV como sendo BP2/BP5. A area de 1,2 Mb coincidente ¢é definida como sendo
BP2/BP5.

O cromossomo 10 é formado por 99,4% de eucromatina e 1Mb de heterocromatina
(Deloukas et al. 2004). Alteragbes nesse cromossomo sempre chamam a atencéo, pois ele
apresenta uma densidade de 10,4 genes por Mb e nele se encontram loci conhecidamente
associados a doencas, como o0 gene supressor de tumor PTEN e o proto-oncogene RET
(Deloukas et al. 2004). E interessante notar que grande parte dos genes contidos no cromossomo
10 apresenta processamento alternativo de introns: estdo descritos 4204 transcritos para 1357
estruturas génicas, além de loci complexos, incluindo 101 pares de genes codantes sobrepostos
(Deloukas et al. 2004), o que revela a importancia das altera¢cées nesse cromossomo.

Duplicagbes cromossémicas séo alteragBes que ocorreram frequentemente no processo
evolutivo e que contribuiram para a divergéncia entre tdxons. Foi demonstrado que a regido
cromossémica 10g11 sofreu varias levas de duplicacdo nos ultimos 30 a 40 milhdes de anos.
Além disso, ha uma inversao paracéntrica que ocorreu apoés a divergéncia entre os orangotangos
e as outras espécies de grandes macacos (Crosier et al. 2002). No genoma humano ha um
grande nimero de familias génicas com diversas fung8es e que se originaram pelo processo de
duplicagdo. Algumas dessas familias génicas sao fundamentais ao desenvolvimento humano.
Das familias génicas presentes no cromossomo 10, pode-se destacar GLUD, CTSLL, ANX,
CTGLF, BMS1L e FAM25, sendo que todas apresentam genes codantes e pseudogenes

(Deloukas et al. 2004).
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O que se observa na literatura € que cada vez mais os CNVs tém sido identificados como
causadores ou como contribuintes no condicionamento de doencas complexas, ou ainda, que
possam estar em desequilibrio de ligacdo com os genes causadores. Analisando as funcdes dos
genes presentes na regido de interesse, nenhum dos genes duplicados possuem descri¢cao
prévia relacionado ao fenoétipo de hipodontia das pacientes, ainda que ocorra variagdo no estado
de descricéo existente para cada um dos genes.

Entretanto, ha descricdo no OMIM de que essa regido é parte integrante de um mapa
gendmico (tamanho de 5 cM) associado a agenesia dentaria (Liu et al. 2001; Wang et al. 2000).
O mapa descrito foi estabelecido estatisticamente por meio de uma analise de ligacdo com o uso
de marcadores do tipo microssatélite, que sugerem o posicionamento de um gene que contribua
na determinagéo de agenesia dentéaria em uma area constituida por varias bandas citogenéticas
do cromossomo 10. No entanto, a agenesia descrita no trabalho publicado em 2000 € do tipo
oligodontia ndo sindrébmica, pois ndo ha descricdo de outros sinais e sintomas associados ao
fenétipo (Liu et al. 2001; Wang et al. 2000). O mesmo grupo de pesquisa foi responsavel por uma
segunda publicagdo em 2001 (Liu et al. 2001), quando a caracterizagdo fenotipica foi refeita.
Percebe-se que hd uma descri¢cdo confusa a respeito do tipo de agenesia dentaria que a familia
apresenta. Isso porque, apds analise dos exames radiograficos, observou-se que alguns
individuos apresentava a denticdo permanente impactada, e ndo agénica.

Ainda, é preciso ressaltar que no estudo de 2001 foi considerada a agenesia dos
terceiros molares, critério ndo incluido em nosso estudo (Liu et al. 2001). Por fim, outra
caracteristica que causou duvida foi o fato de que parte da familia apresentava os dentes de
forma muito espagada, o que dava a impressao de denticdo ausente, mas apds analise de
radiografia, percebeu-se que todos os dentes estavam presentes. Essa informacdo levanta
guestionamentos, pois no artigo ndo ha referéncia se esses dentes sdo microdentes. Assim, ha
davida se todos os individuos sao afetados por oligodontia como descrito inicialmente, ou se
apos essas consideragfes alguns individuos poderiam ser classificados como afetados por
hipodontia. Assim, diante do exposto, apesar dos casos descritos serem diferentes, percebe-se
que aregido 10g11.22 pode conter um ou mais genes participantes da determinacéo do fenétipo

de hipodontia e merece maior atengéo.
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A reducdo da area de interesse pode nos ajudar na identificacdo do(s) gene(s)
causador(es) do fenoétipo de agenesia. Dessa forma, buscou-se a apresentacao clinica dos cinco
individuos do banco de arrays da UnB que apresentaram duplicacdo exata BP2/BP5 na tentativa
de se corroborar os achados do presente estudo. Dentre as amostras do banco, tem-se que uma
delas é de um tumor, cuja analise foi realizada para um grupo de pesquisa parceiro, que até o
momento néo disponibilizou dados sobre a amostra. As outras quatro amostras séo referentes a
pacientes sindrémicos, sendo um atendido no consultério de aconselhamento genético do HUB,
e outros trés provenientes do consultério de aconselhamento genético do Hospital de Apoio da
Secretaria de Saude do Governo do Distrito Federal.

Buscou-se nos prontuérios caracteristicas clinicas de agenesia, ou caracteristicas que
estdo associadas a agenesia, como fenda palatina (FP) e labio leporino (LL). Isso porque alguns
autores argumentam que os fenoétipos de FP/LL sdo expressfes variaveis mais graves do
espectro que inclui a agenesia dentaria (Letra et al. 2007). No entanto, é importante ressaltar que
no Brasil € rara a caracterizagdo da denticdo permanente dos pacientes nos consultdrios de
aconselhamento genético. Por isso, frequentemente ndo ha informacdes quanto a ocorréncia de
hipodontia nesses individuos. Adicionalmente, é comum que esses pacientes de
aconselhamento genético frequentemente ndo estejam dentro da faixa etaria para diagnéstico
de hipodontia (idade média de 13 anos de idade).

Das cinco amostras que apresentaram duplicacdo na posicdo gendmica 10q11.22, uma
menina, nascida em 2012, apresentou fenda palatina e labrio leporino. Hoje a paciente tem trés
anos de idade, e por isso ndo se pode realizar o diagndstico de agenesia dentaria. Uma segunda
paciente, também do sexo feminino, nascida em 2012, apresentava méa formacao éssea,
inclusive mé formacgdo da mandibula. Contudo, ela veio a falecer no inicio de 2014, devido a
complicagBes cardiorrespiratorias. Neste caso, também néo foi possivel 0 acompanhamento de
desenvolvimento e diagnéstico de hipodontia. Entéo, ainda que a determinagéo de agenesia ndo
esteja estabelecida, ha evidéncias de que a area coincidente possa estar associada ao fenotipo
de agenesia dentéria, pois 0s pacientes apresentaram sinais clinicos compativeis com o provavel
desenvolvimento de hipodontia.

Além da investigacao das variagdes possivelmente patogénicas, avaliaram-se as outras

variacdes da regido 10g11.22. Como pode ser verificado nos resultados (Anexo 6), a regido
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congruente de 1,2 Mb apresenta 15 genes duplicados, sendo nove codificadores de proteinas,
um codificador de RNA nao codante e cinco pseudogenes. A lista completa com os genes, suas
funcdes e referéncias no OMIM para a area coincidente pode ser verificada no Anexo 6. Dos
nove genes codificadores, trés estdo descritos no OMIM por serem participantes da
determinacéo de doencas — GPRIN2, NPYR4 e ANXA8. No entanto, as funcdes descritas para
estes genes ndo tém correlacdo direta com agenesia dentaria. O gene GPRIN2 é um fator de
crescimento para as prolongacdes de células neuronais (Chen et al. 1999; lida and Kozasa
2004). Ja o gene NPYR4 codifica uma proteina de membrana que faz parte de receptores
hormonais pancreaticos (Lutz et al. 1997) e esta relacionado a internalizacdo dos neuropeptidios
Y, que tém funcdo de estimular o apetite, regulacéo de estresse e ansiedade. Por fim, o gene
ANXAB8 ¢é da familia das anexinas, familia génica formada por proteinas com capacidade de se
ligarem a fosfolipideos, de maneira dependente de Ca?'. Todas as proteinas dessa familia
compartilham um elemento estrutural formado por 70 residuos de aminoacidos (Gerke and Moss
2002). As proteinas codificadas pelo ANXA8 podem atuar como anticoagulantes vasculares e,
frequentemente, estdo super expressas em casos de leucemia mieloide aguda (Chang et al.
1992; Liu et al. 1994). Essa familia génica é altamente conservada evolutivamente e tem vérias
cépias ao longo do genoma. A regido duplicada na presente anélise encontra-se mais dois genes
pertencentes a essa familia, ANX8LI e ANX8L2, do inglés - Annexin A8-Likel e Annexin A8-
Like2, respectivamente.

Uma vez que esses genes com ampla caracterizagdo na literatura quanto a sua fungéo
ndo explicam os fenétipos observados nas probandas, procurou-se dentre 0s demais genes
algum que pudesse explicar o fenétipo das pacientes (Anexo 6). Dentre os diversos genes
encontrados, destaca-se o gene LINC00842 (do inglés — Long intergenic non-protein conding
RNA 842). Sugere-se que ele possa explicar o fen6tipo encontrado nas pacientes das familias Il
e IV. O gene LINC00842 pertence a grande classe de ncRNA (RNAs longos ndo codantes),
dentre eles, mais especificamente dos linncRNAs (RNA intergénico longo ndo codante). RNAs
longos sdo semelhantes aos RNAmM e em sua maioria tém funcdo desconhecida. Em reviséo, os
linncRNAs sdo descritos como um conjunto de RNAs capazes de direcionar um complexo
proteico capaz de mudar a conformacdo da cromatina para uma regido especifica no DNA,

permitindo assim uma mudanca na informacdo epigenética de um dado locus (Spizzo et al.
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2012). Ressalta-se que essa regulacdo génica é tecido-especifica (Spizzo et al. 2012). O
transcrito do LINC00842, além de ser do tipo linncRNA, também pode ser classificado como RNA
antissenso. Estes transcritos normalmente ndo sofrem splicing e podem regular transcritos
senso, mais especificamente, tém funcdo de regulacdo génica na fase de traduc@o. Os RNAs
antissenso podem se parear por complementariedade aos transcritos primarios e RNAs maduros
e interromper a traducao das fitas em proteinas. Nao ha informag6es especificas sobre a fungéo
do gene LINC00842, mas a funcéo descrita para sua classe génica nos remete a um grande
potencial biolégico de regulacao.

E interessante notar que num contexto tradicional de anéalise de CMA, as duplicacfes
sdo mais frequentemente classificadas como ndo patogénicas, pois acredita-se que o0 excesso
de produto génico tem menor potencial de dano ao individuo do que a deficiéncia. O gene
LINC00842 esta duplicado em todos os sujeitos BP2/BP5 aqui relatados, portanto, teoricamente,
seu produto génico estaria em excesso. De acordo com as fungbes descritas para os RNAs
similares aos de LINC00842, verifica-se que o excesso do produto génico desse locus tem um
potencial de regulacdo negativa da expressédo génica de outro locus. Ou seja, ele pode suprimir,
ou ainda, anular completamente o produto génico de outros genes. Desta forma, analizando o
individuo, temos um resultado hum contexto molecular similar a uma delecéo do gene anulado
e/ou suprimido.

Em uma revisdo sobre IncRNAs (Spizzo et al. 2012), ha um extenso levantamento de
dados mostrando diversos casos de relacdo entre IncRNAs e cancer. Um exemplo dado nesse
mesmo artigo € a associacao de carcinomas hepaticos com IGFR2 - Insulin like growth fator Il
(Spizzo et al. 2012). Verificou-se que uma mutacao de ponto foi capaz de modificar o padréo de
splicing do gene, de forma que o transcrito formado resulta em cadeia polipeptidica
completamente truncada, pois h& criacdo de um stop codon prematuro. Desta forma, a proteina
ndo exerce nenhuma de suas fungfes, seja ela de dominio transmembranico, seja ela de
sinalizacao para o trafego lisossomal (De Souza et al 1995). Adicionalmente, sabe-se que ha
interacdo de nc-RNAs com o gene IGFR2, de forma que as modificacdes epigenéticas
interrompem a transcricdo, silenciando o gene (Yotova et al. 2008). Ainda que ndo existam
relatos na literatura da relacéo direta de linncRNAs e o locus IGFR2, é possivel sugerir que eles

tenham essa via de agdo. Destaca-se que ambas as pacientes que apresentaram a regido
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10g11.22 duplicada possuem cancer, assim como histdrico familiar de cancer. Ainda que os
canceres apresentandos sejam fendtipos bastante distintos, cancer colorretal e adenocarcinoma
de ovario, reforca-se a ligacdo dos linncRNAs e céncer. Sendo assim, temos um exemplo de
como o LINC00842 poderia também ter relacdo com o fenétipo de cancer das pacientes do
presente estudo.

Relatos de pacientes com agenesia e cancer foram descritos ainda em 2004, em um
caso de uma familia finlandesa com mutagéo no gene AXIN2 que apresentava historico familiar
de agenesia dentaria e cancer colorretal (Lammi et al. 2004). A familia do estudo e a familia da
probanda IV parecem ter histéricos similares. De acordo com o heredograma desta Ultima familia,
h& trés pessoas afetadas com hipodontia e uma com oligodontia. Além disso, foi relatado pela
familia IV que o pai da paciente em questéo (individuo 1.1) também faleceu devido a um céncer
intestinal.

Sabe-se que ha uma série de genes associados a agenesia, contudo o gene principal
para este fen6tipo ainda ndo esta estabelecido. Um dos genes pertencentes a lista de possiveis
causadores de agenesia € 0 AXIN2, pois o produto deste gene faz parte da regulacdo da via de
sinalizacdo canénica da B-catenina, participando, desta forma, no padréo de proliferacéo celular
(Li et al. 2015). Contudo, essa mesma via de sinalizacdo o coloca associado a diversos tipos de
cancer, sendo que ha literatura que o descreve como oncogene em canceres do tipo colorretal,
hepético e cancer gastrico (Kim et al. 2014; Ying and Tao 2009). E necessério notar que a via de
sinalizacdo celular da qual o AXIN2 faz parte é bastante conservada entre varios taxons
diferentes. Dessa forma, essas vias apresentam uma grande importancia dada por fun¢des como
proliferacédo, migracdo, e apoptose, dentre outras funcdes celulares (Li et al. 2015).

Dadas as funcdes do gene LINC00842 e a relagdo do AXIN2 com o fenétipo das
pacientes, sugere-se que 0s seus produtos génicos podem estar interagindo em nivel molecular.
Para que essa proposta se torne mais concreta, serd necessario o sequenciamento do gene

AXIN2 em ambas as pacientes.

Conclusodes

Foi observada uma duplicacdo em 10q11.22 presente em duas das quatro pacientes. As

pacientes portadoras do CNV, probandas das familias Il e IV, sdo afetadas por cancer,
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adenocarcinova de ovario e cancer colorretal, respectivamente. A CNV em questao, duplicacédo
encontrada em 10g11.22, também foi observada em cinco amostras do banco de dados do
laboratério (n=558), sendo que uma das amostras refere-se a um tumor e as demais com
pacientes com sinais clinicos compativeis com o provavel desenvolvimento de hipodontia. Assim,
diante dos genes encontrados na regido coincidente entre os achados destas duas pacientes
(Anexo 6), sugere-se que o0 gene LINC00842 pode estar envolvido na expressao fenotipica de

agenesia e céancer.
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Consideracdes Finais

A suspeita de associacdo entre agenesia dentaria e alguns tipos de céncer, como
colorretal e ovariano, partiu da observacéo de agenesia dentaria em pessoas que apresentavam
cancer (Chalothorn et al. 2008; Lammi et al. 2004). Os genes abordados nestes diferentes
estudos fazem parte da odontogénese humana, porém nao sdo exclusivos a expressdo desse
fenotipo. Todos os genes estudados tém muitas fungdes biologicas e poderiam atuar na
determinacéo de fendtipos diferentes. Entretanto, diante do que foi abordado no capitulo 1, ndo
foi possivel determinar se no universo de pessoas com agenesia dentaria é possivel triar a
suscetibilidade ao cancer de ovério.

A possibilidade de associar dois fenotipos cujas determinages ocorrem em momentos
diferentes na histéria de vida de um paciente é muito atraente a comunidade médica. A
perspectiva de se ter marcadores clinicos para ajudar a identificar cAnceres conspicuos como o
céancer de ovario, visa diminuir a taxa de mortalidade. Dessa forma, proporcionaria, também, uma
economia a rede publica de saude. Isso porque o custo de tratamento de um cancer em estagio
avancado é potencialmente maior que o custo de tratar um cancer em fase inicial. Por isso, a
busca por associacao entre agenesia dentéria e cancer vem sendo cada vez mais explorada na
literatura cientifica (Bonds et al. 2014; Chalothorn et al. 2008; Kuchler et al. 2013; Lammi et al.
2004, Saboia et al. 2015).

Entretanto, diante de todo o exposto, é necessario cautela em se avaliar a associacdo
entre fendétipos de heranga complexa. Assim como todas as caracteristicas complexas, é dificil
correlacionar genétipo a fenoétipo. Além disso, varios genes diferentes podem gerar fenoétipos
bastante parecidos, como é o caso da agenesia dentaria. Desta forma, ainda que se tenha o
cuidado de amostragem para a mesma classificacdo fenotipica, como mulheres afetadas por
hipodontia, ndo ha garantia de que todas as mulheres tenham uma etiologia comum, a nédo ser
que se possa determinar geneticamente. Essa situacdo, na pratica, é incompativel com estudos
de abordagem populacional ou de caso-controle com grande nimero de amostras. Portanto, esta
estratégia nao parece financeiramente viavel ao cotidiano dos pesquisadores brasileiros nesse

momento, nem eficiente quanto aos resultados esperados. Contudo, todo esforco cientifico é
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necessario para o entendimento da dinamica dos fen6tipos complexos como agenesia dentaria
e cancer.

Diante disso, uma nova abordagem cientifica foi aqui realizada na tentativa de se buscar
respostas. Perante as consideragdes colocadas no capitulo 2, nota-se que ha um grande
potencial nas ferramentas de varredura gendmica nos estudos investigativos de caracteristicas
complexas. Entraves como a descricdo de fungdo biolégica de determinados genes podem
dificultar os diagnoticos moleculares. No entanto, essa restricdo deve perdurar ainda por muitos
anos, pois se prevé que o conhecimento completo sobre 0 genoma humano esta ainda longe de
ser alcancado. Além disso, paradigmas estdo sempre mudando. Um exemplo disso é a discusséo
atual sobre o conceito de gene. Tal debate ndo foi diretamente abordado aqui, no entanto,
influencia a maneira como a genética médica interpreta os resultados de CMA a medida que
novos conceitos estdo sendo estabelecidos. Ademais, o panorama mais amplo dado pela
varredura genémica da mais suporte para relacionar genétipo com fenétipo. Desta forma, o
investimento na analise de CMA parece ser uma ferramenta viavel e eficiente para se avaliar

fenétipos complexos.
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Anexo 1 — Aprovacdo do projeto pela CONEP




Anexo 2 —Termo de Consentimento Livre e Esclarecido




- Universidade de Brasilia |V

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

A Senhora esta sendo convidada a participar do projeto: “Genes candidatos a
suscetibilidade a cancer no epitélio ovariano estdo envolvidos na odontogénese humana?”’. O
objetivo desta pesquisa € avaliar se genes descritos na literatura como associados a cancer e a
cancer de epitélio (tecido) ovariano estéo relacionados com a odontogénese, isso €, a formacao
da denticdo humana. Além disso, sera avaliado o potencial pleiotrépico desses genes, isso €,
avaliar o potencial de genes humanos atuarem na definicdo de diversas caracteristicas em um
mesmo organismo. Esse ndo é um teste genético para saber se a Senhora tem ou tera cancer.
E uma pesquisa béasica que ndo tem aplicagdo como diagndstico, e sim, para saber melhor sobre
a possivel relagdo entre genes relacionados com cancer e com os dentes em humanos. A
Senhora recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome ndo aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da
omisséo total de quaisquer informagfes que permitam identifica-la.

A sua participagdo é voluntéria, isto é, nao havera pagamento por sua colaboragéo, e
acontecera através do preenchimento de questionarios, exames laboratoriais, registro fotografico
e radiografias panoramicas. A senhora podera solicitar o ressarcimento referente aos gastos de
deslocamento, no valor referente a duas passagens de 6nibus locais, além de um pequeno
lanche apos os procedimentos. Os exames serdo constituidos de analise de radiografias
odontoldgicas e analise do seu DNA, seu material genético, que serd obtido a partir de sangue
venoso utilizando-se de equipamentos estéreis e descartaveis em ambiente apropriado. Esses
procedimentos sdo seguros, oferecendo poucos riscos a salde do voluntario. Em caso de efeitos
colaterais decorrentes do procedimento, haverd pessoas capacitadas para atender os
voluntarios. Além disso, é seu direito como voluntaria da pesquisa buscar indenizacao caso se
sinta lesionada de alguma forma por ter participado desse estudo. A equipe de pesquisa garante
que quaisquer decisdes judiciais a respeito de pagamentos de possiveis indenizacdes seréo
cumpridas.

Os questiondrios e a coleta de sangue que a senhora deverd se submeter serdo
realizados no Laboratério de Genética Humana da Universidade de Brasilia, na data combinada,
com um tempo estimado de uma hora para sua realizagdo. Caso seja necessério, novas
radiografias serdo realizadas em clinicas especializadas. As radiografias, assim como a coleta
de sangue, seréo realizadas sem custo nenhum para a senhora. A coleta de sangue sera de um
total de 8 mL de sangue venoso. Sera avaliado um total de 10 pontos especificos de seu material
genético, dentre eles: rs10088218, rs1516982, rs10098821, rs7576183 e outros seis pontos no
gene WNT10A. Seu material genético sera estocado em um biorrepositério na Universidade de
Brasilia, sob a responsabilidade da Dra. Silviene Fabiana de Oliveira. O biorrepositério fica em
sala de acesso restrito e 0 material genético, assim como seus dados pessoais receberdo
cédigos especificos o que dificulta 0 acesso as suas informacfes pessoais por qualquer pessoa
alheia ao projeto. Informamos que a Senhora pode se recusar a participar de qualquer
procedimento ou a responder qualquer questdo, podendo desistir de participar da pesquisa em
gualguer momento sem nenhum prejuizo para a senhora.

Os resultados dessa pesquisa produzirdo conhecimentos de natureza cientifica basica,
ou seja, produzirdo conhecimentos acerca do funcionamento do material genético em humanos.
De nenhuma forma seréa produzido informacao Util para realizagdo de diagnosticos, ou qualquer
outro tipo de medicina personalizada. As informagfes retiradas do material genético das
participantes faréo sentido em contexto populacional e ndo individual. Diante disso, o Laboratério
de Genética nao oferece aconselhamento genético, pois ndo produzimos nenhum tipo de



informacao que implique nesse tipo de cuidado. Além disso, os resultados nao produzirdo
informacao capaz de produzir preconceito ou estigmatizacéo de pessoa ou classe. Os resultados
serdo divulgados na Universidade de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os dados
e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do pesquisador e nao serdo divulgados
ou repassado a terceiros. Caso tenha interesse, 0 sujeito de pesquisa podera ter acesso as
informacdes provenientes de seu proprio prontuario.

Se a Senhora tiver qualquer divida em relagédo a pesquisa, por favor telefone para: Dra.
Silviene Fabiana de Oliveira, na Universidade de Brasilia, telefone: (61) 3107-3079, em horério
comercial. Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia. As ddvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os
direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947. Este
documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com
0 sujeito da pesquisa.

Nome / assinatura do voluntario

Silviene Fabiana de Oliveira

Brasilia,  de de




Anexo 3 — Questionario




<1 Universidade de Brasilia |V

Genes candidatos a suscetibilidade a cancer no epitélio
ovariano estao envolvidos na odontogénese humana?

Controle do pesquisador:

Tipo de amostra: Controle[ ] Caso[ ]

Caso familiar: [ ]1Sim [ ]N&o

Coleta de sangue: [ ]Sim [ ]1N&o

O questionario esta completo: [ ]Sim [ ]Nao

O paciente passou pelo dentista: [ ] Sim [ 1Nao
Dados no banco de dados: [ ] Sim [ ]Néao

Dados Sujeito de Pesquisa:

Nome completo: Sexo:F[ 1 M[ ]

Data de Nascimento: /[ Local de Nascimento:

Endereco:

Cidade: Estado:

Pais: CEP:

Telefones: E-mail:

Estado civil: Estado conjugal:

Escolaridade: Profissao:

Dados fenotipicos:
Classificacéo fenotipica (dada pelo pesquisador):
[ ]1Branco [ JNegro [ ]Amerindio [ ]Asiatico [ ] Misto [ ] Outro:

Autoclassificagdo fenotipica (dada pelo sujeito de pesquisa):
[ ]1Branco [ 1Negro [ ]Amerindio [ ]Asiatico [ ]Misto [ ]Outro:

indices de saude:

Peso (kg): Altura (m):

Pulso: Presséo arterial (1°): Pressdao arterial (2°):

Vi



Responda as questées seguintes marcando “sim” ou “nao” com relagdo ao sujeito de

pesquisa:

Ja fez algum tratamento dentario? [ ]Sim [ ]Nao

Ja houve extracdo de algum dente permanente? (Nao considerar o dente do ciso)[ ] Sim [ ]N&do

Ja foi extraido dente do ciso? [ ]Sim [ 1Néo

Vocé tem algum dente permanente que ndo nasceu? [ ]Sim [ ]1N&o [ ]1Nao sei

Vocé tem algum dente permanente que é pequeno ou tem formato estranho? [ ] Sim[ ] N&o
[ 1 N&o sei

Caso sua resposta tenha sido sim, esse dente ja foi restaurado com prétese ou resina?

[ ]Sim [ ]Nao
Vocé ja perdeu algum dente permanente acidentalmente ? [ ]1Sim [ ]1Néo
Vocé usa dentaturas completas? [ ]1SIm [ ]Nao
Vocé usa dentaduras parciais? [ ] Sim [ 1Nao

Marcar os espacos abaixo caso o sujeito de pesquisatenha algum parente de sangue que
tenha ou que ja teve alguma das seguintes condicdes médicas:

[ ]cancer de ovario e/ou alguma doenga autoimune;

[ ]retardo mental, retardo no desenvolvimento, ou problemas de aprendizagem,;

[ ] problemas congénitos (exemplos: fenda palatina, surdez congénita, problemas

cardiacos congénitos, espinha bifida, etc.);

[ ]alguma mulher que perdeu mais de duas gestacdes;

[ ] natimorto ou crianga que morreu nos primeiros anos de vida;

[ ] outras condicbes que podem ser hereditarias (exemplos: surdez, transtornos

pisiquiatricos, epilepsia, cegueira, doencas Osseas, distrofias musculares,

cromossomopatias, etc.).

Em caso positivo listar as pessoas e o grau de parentesco do familiar afetado, descrever com os
detalhes tudo o que o sujeito souber nos formularios adicionais. Caso o sujeito ndo saiba o0 ano
exato de nascimento do familiar afetado, pedir um ano aproximado da realidade, exemplo: aprox
1936.

Dados da mae do sujeito de pesquisa:

Nome da Mae:

Local de Nascimento: Data de Nascimento:

Algum problema médico ou de aprendizagem?

Data e causa da morte, se aplicavel:

NuUmero de gravidezes: Numero de filhos:

Todos os filhos sdo do mesmo parceiro? [ ] Sim [ ] N&o. Se nao, quantos parceiros?

Algum aborto? [ ]Sim [ ]N&o Quantas semanas”?

vii



Causa dos abortos:

Nome da mée (avo do sujeito de pesquisa):

Local de Nascimento:

Data de Nascimento:

Nome do pai (avd do sujeito de pesquisa):

Local de Nascimento:

Data de Nascimento:

Ancestralidade dos ancestrais, ou pais de origem:

Sua mae ja foi diagnosticada, tratada, ou morreu de algumas das condicdes abaixo:

O Endometriose
O Lupus

O Cancer de Ovario
O Cancer de Mama
Tiredide

O Cancer Cervical O Osteoporose

O Cancer de Pescoco/Cabeca

O Cancer Uterino O Esclerose Multipla
O Hipodontia O Cancer de Pulméo
Fumante? [ ] Sim [ ] N&o

Dados do pai:

Nome do Pai:

O Cancer de Rim
O Cancer na

O Leucemia
O Cancer de Préstata

O Cancer de Figado

O Cancer de Cdélon O Cancer de Pele

O outro

Local de Nascimento:

Data de Nascimento:

Problemas médicos ou de aprendizagem?

Data e causa de morte (caso aplicavel):

Nuamero de filhos:

Nome da mae (avo do sujeito de pesquisa):

Todos os filhos com a mesma parceira? [ ]Sim [ ]N&o

Local de Nascimento:

Data de Nascimento:

Nome do pai (avd do sujeito de pesquisa):

Local de Nascimento:

Data de Nascimento:

Ancestralidade dos ancestrais, ou pais de origem:

Seu pai ja foi diagnosticado, tratado, ou morreu de algumas das condi¢des abaixo:

O Endometriose
O Lupus

O Céncer de Ovario
O Cancer de Mama
Tiredide

O Cancer Cervical [0 Osteoporose

O Céancer de Pescoco/Cabeca

O Cancer Uterino O Esclerose Multipla
O Hipodontia O Cancer de Pulméo
Fumante? [ ] Sim [ ] Nao

Dados Nucleo Familiar:

Ndmero de irméos do sujeito de pesquisa: [

] Homens [

O Cancer de Rim
O Cancer na

O Leucemia
O Cancer de Proéstata

O Céancer de Figado

O Cancer de Codlon O Cancer de Pele

O outro

] Mulheres
viii



Alguns deles sdo gémeos?
Univitelinos: [ ]Homens [ ] Mulheres
Bivitelinos: [ ]Homens [ ] Mulheres

Existe doenca genética na familia? [ ]Nao[ ]Sim. Qual?

Parentesco dos afetados:

Observagoes:

Dados do Cénjuge do Sujeito de Pesquisa:

Nome completo: N°:

Data de nascimento: / / Local de nascimento:

Parentesco:[ ]Nao [ ]Sim Qual:

Inicio do relacionamento: / / Término: __ / /

Local do inicio do relacionamento:

Residéncia atual:

Numero de Filhos: Total [ ]Homens [ ] Mulheres
Gémeos:[ ]N&do [ ]Sim Quantos:
Aborto: [ ]Ndo [ ]Sim Quantos:

Morto apds o nascimento: [ ]| Ndo [ ] Sim Quantos:

No futuro, caso seja necessario, a equipe do Laboratério de Genética da Universidade de Brasilia
podera entrar em contato com o sujeito de pesquisa para uma segunda coleta de material? (O
contato serd realizado através dos dados deixados em nossos formularios).

O Sim O Néo

Nomes de outros membros de sua familia que estédo participando de estudos no Laboratério de
Genética da Universidade de Brasilia:

Histoérico Dentéario:

Histérico Dentério do paciente:

Breve historico geral da saude do sujeito de pesquisa:




Marcar os dentes permanentes ausentes com “X”

Mark missing permanent teeth with “X”:
(Mark impacted permanent teeth with “I") (comment on 3rds ?, v, X, ext, I)

Nae0000000000aas
R GQUT T U R

Note if missing due to caries (“c"), trauma (“t"), congenital absence (“a") or unknown reason (“u”).

(marcar os dentes permanentes impactados/ inclusos com “I”) (Nota sobre os terceiros molares:
2,V X, ext, 1)

Anotar se a auséncia dentaria se deve a caries (“c”), traumatismos (‘t), auséncia congénita

(“a”) ou razdo desconhecida (“u”

Hipodontia? [ sim [ nao Incisivos laterias pequenos? [ sim[ nao
Discrepancia de Bolton Mx 6 Score Mx 12 Score
Md 6 Score Md 12 Score

Significancia clinica (> 1.5) Osim O nédo

Histérico Familiar de Hipodontia?:

Etiologia dos dentes ausentes: dentes ausentes (ndo formados), extraidos, e/ou perdidos por

traumas ou danos?

Notas do exame clinico: (informar caso tenha algum dente com formato, tamanho ou posi¢ao

estranha, informar qualquer anomalia)

Medidas esqueléticas nas andlises cefalométricas: Medidas adicionais:
WITS: ( ):

ANB: ( ):

Diferen¢a Mx-Md: ( ):




Relacao esquelética Relacao dentéaria

O Classel O Classel

O Classe Il 12 Divisdo O Classe Il 12 Divisédo
O Classe Il 22 Divisdo O Class Il 22 Divisao
O Classelll O Classll

Notas adicionais de classificag&o angular:

Tem raios-X disponiveis na pasta do sujeito de pesquisa?

Temos autorizacdo do sujeito de pesquisa (ou seu representante legal) para entrar em contato
com o dentista do sujeito de pesquisa?
O sim O ndo

Caso positivo, por favor, colocar nome, telefone e endereco do dentista do sujeito de pesquisa:

Notas da consulta com o dentista geral:

Poderemos entrar em contato com o sujeito de pesquisa para a fase 27? O sim Onao

Notas adicionais:

Dentista responsavel da Universidade de Brasilia:

Pesquisador responsavel do Laboratério de Genética da Universidade de Brasilia:

Muito obrigado pelo tempo disponibilizado para o preenchimento deste questionario.
Atenciosamente;

Silviene Fabiana de Oliveira

Laboratorio de Genética Humana

Instituto de Ciéncias Biolégicas

Universidade de Brasilia

Responséavel pelo preenchimento do questionario:

Data: [/ [/
Xi



Anexo 4 — Histérico de familiares
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-1 Universidade de Brasilia [

Historico Médico dos Familiares do Sujeito de Pesquisa

Relacdo com o sujeito de pesquisa:

Filho/Filha[ ] Irm&o/lrm&[ ] Tio/Tia Materno

[ ] Tio/Tia Materno[ ] Sobrinho/Sobrinha Materno [ ] Primo/Prima Materno
Tio/Tia Paterno [ ] Tio/Tia Paterno

[ 1 Sobrinho/Sobrinha Paterno [ ] Primo/Prima Paterno

Outro [ ]:
Nome completo:
Sexo:F[ ] M[ ]

Apessoaéviva: Sim[ ] Nao[ ]

Problemas médicos, ou de aprendizagem?

Classificacéo fenotipica (dada pelo sujeito de pesquisa):
[ ]Branco [ ] Negro [ ] Amerindio [ ] Asiatico [ ] Misto [ ]
Outro:

Classificacéo fenotipica (dada pelo ENTREVISTADOR):
[ ]Branco [ ] Negro [ ] Amerindio [ ] Asiatico [ ] Misto [ ]

Outro:

A pessoa é adotata: Sim[ ] N&o[ ]

Data de Nascimento: [/ Local de Nascimento:

O Cancer de Ovario 0O Endometriose O Leucemia O Céancer de Rim
O Céncer de Mama [ Lupus O Cancer de Préstata 00 Cancer na Tireéide O
Céncer Cervical O Osteoporose O Cancer de Figado O Cancer de Pescoco/Cabega

O Céancer Uterino O Esclerose Multipla O Céncer de Célon O Céancer de Pele
O Hipodontia O Céancer de Pulméo O outro

Fumante? [ ] Sim [ ] Nao
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Anexo 5 — Protocolo de Extracdo de DNA
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Extracdo de DNA pelo método Puregene

Solucéo de Lise RBC

Solucéo de Lise Celular

5 mM MgCl:
1 mM EDTA pH 8,0

10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0
1% SDS

Solucao de Precipitacao de Proteina 7,5 M NH4Ac

Outros Agentes Utilizados

RBC

CLS

Etapa 1 — Lise Celular

57,81g de acetato de amdnia
Completar para 100mL de H20 destilada

Isopropanol 100%
Etanol 70%
Tampdao TE 1X

05mL MgClz 1M
0,2mL EDTAO05M
Completar para 100mL de H20 destilada

1mL Tris1M
0,2 mL EDTAOQ5M
10 mL SDS 10%
Completar para 100mL de H20O destilada

a) Adicionar 3 mL de sangue total a um tubo cénico de 15 mL contendo 9 mL da solugéo
de lise RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Inverter
pelo menos uma vez mais durante a incubagéo;

b) Centrifugar por 10 minutos a 3400 rpm (2000g). Remover o sobrenadante deixando um
pellet visivel de células brancas e 100-200 uL de liquido residual;

c) Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no supernadante
residual, o que facilita em muito a lise na etapa seguinte;

d) Adicionar 3 mL da solucéo de lise celular ao tubo contendo as células ressuspendidas e
misturar com pipeta de transferéncia diversas vezes até a solugdo ficar homogénea.
Apb6s misturar, nenhum residuo celular (ou aglomerado de células) deve ser visivel. Se
houverem residuos, incubar a 37°C até a solugdo ficar homogénea. A amostra € estavel
se armazenada nessa solugcdo a temperatura ambiente por 18 meses.

Etapa 2 — Precipitacdo da Proteina

a) Resfriar a amostra até a temperatura ambiente;

b) Adicionar 1 mL da solucéo de precipitacéo de proteina ao lisado celular;
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c) Vortexar vigorosamente por 20 segundos para misturar a solu¢do uniformemente com o
lisado celular;

d) Centrifugar a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formardo um pellet
marrom escuro e compacto;

Etapa 3 — Precipitacdo do DNA

a) Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo c6nico de 15 mL contendo 3 mL
de isopranol 100%;

b) Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que aparecam os “novelos” de DNA;

c) Centrifugar a 3400 rpm por 3 minutos, o DNA sera visivel como um pellet branco
pequeno;

d) Retirar o sobrenadante e drenar o tubo em papel absorvente. Adicionar 3 mL de etanol
70%. Inverter o tubo varias vezes para lavar o pellet de DNA;

e) Centrifugar a 3400 rpm por 1 minuto. Retirar o sobrenadante cuidadosamente. O pellet
podera estar solto, por isso é preciso inverter o tubo lenta e cuidadosamente para nao

perdé-lo;

f) Drenar o tubo em papel absorvente e deixar a amostra “secar” a temperatura ambiente por
15 minutos;

Etapa 4 — Hidratacdo do DNA

a) Adicionar 200-250uL de tampéo TE 1X (ou agua) que resulta em uma concentracdo
aproximada de 400 ug/uL. Deixar o DNA hidratar neste tampéao a temperatura ambiente por 12-
24 horas ou alternativamente, incubar o DNA a 65° C por 1 hora;

b) Armazenar o DNA a 2-8° C;
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Anexo 6 — Lista de Genes Encontrados na Area de Congruéncia da Regido 10q11.22

XiX



Tabela 14. Lista de genes encontrados na duplicacédo da regido 10g11.22 coincidente entre as probandas da familia ll e IV.

codificador de proteinas, validado pelo RefSeq. Assim como o ANX8 pertencente a familia das

anexinas, essa proteina especifica pode, indiretamente, funcionar como anticoagulante, pois ela inibe o

Gene Funcao descrita Referéncia

GPRIN2 G protein regulated inducer of neurite outgrowth 2 (outras anota¢gdes: GRIN2, KIAA0514). Gene OMIM #611240
codificador de proteina, validado pelo RefSeq. O gene pertence a familia das proteinas G, e foi descrito | NCBI Gene Id: 9721
como indutor de crescimento de estruturas celulares neuronais secundarias, como axonios e dendritos, | (lida and Kozasa 2004)
sua expressdo em humanos é descrita em cérebro e cerebelo.

NPY4R Neuropeptide Y receptor Y4 (outras anotagfes: Y4, PP1, PPYR1, NPY4-R). Gene codificador de OMIM #601790
proteina, validado pelo RefSeq. Estudos funcionais demonstraram que o transcrito desse gene da NCBI Gene Id: 5540
origem a receptor de membrana que se liga em diversos graus de afinidade com os horménios (Lutz et al. 1997)
pacreaticos: NPY, PPY e PP.

ANXAS8 Annexin A8 (outras anotac¢des: ANX8, CH17-360D5.2). Gene codificador de proteina, j& revisado pelo OMIM #602396
RefSeq. A familia génica das anexinas é bastante conservada evolutivamente e possuem varias copias | NCBI Gene Id: 653145
ao longo do genoma. As proteinas dessa familia estdo envolvidas em processos de regulacdo do ion Gerke
Ca?*, sinalizacdo celular depende do ion. Varias cépias bastante similares ocorrem ao longo do braco
longo do cromossomo 10.

ANXAS8L1 Annexin A8-Likel (outras anotacBes: ANXA8; ANXA8L2; VAC-beta; bA145E20.2). Gene funcional, NCBI Gene Id: 728113
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complexo especifico de tromboplastina. A superexpressao desse gene foi relacionado a leucemia

mieldide aguda.

ANXA8L2

Annexin A8-Like2. Gene funcional, pertencente a familia das anexinas.

FAM25C

Family with sequence similarity 25 member C (outras anotagfes: bA164N7.4). Gene codificador de
proteina, validado pelo RefSeq. Pertencente a familia génica FAM25, que apresentam varias cépias de
genes parélogos ao longo do genoma. Todos os genes dessa familia tem uma origem evolutiva
comum, porém ao longo da evolugdo as novas copias génicas dessa familia desenvolveram novas
funcdes bioldgicas. Nao ha funcdo especifica descrita para esse gene, com pouca informacao

disponivel na literatura.

NCBI Gene Id: 644054

FAM25G

Family with sequence similarity 25 member G (outras anota¢fes: FAM25A; FAM25B; FAM25C;
bA301J7.4). Gene codificador de proteina, validado pelo RefSeq. Assim como o gene FAM25C, esse
gene também pertence a familia génica FAM25. Ressalte-se que o presente gene faz parte de um
I6cus complexo junto ao gene ANXAS8, da familia das anexinas. O I6cus complexo possue 20

transcritos descritos, sendo 19 delas formadas por processamento intrénico alternativo.

NCBI Gene Id: 100133093

FAM21B

Family with sequence similarity 21 member A (outras anotac¢des: FAM21B; bA9816.1; bA56A21.1).
Gene codante, validado pelo RefSeq. O presente locus teve sua nomenclatura revista pelo HGNC, e
atualmente tem como sigla FAM21A. Gene da mesma familia génica que FAM25C, FAM25G e

FAM35DP, descritos anteriormente. A familia FAM21 foi descrita como proteinas participantes do

NCBI Gene Id: 387680

Vicendeau et al 2010
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complexo RISP (do inglés - Revinteracting HIV suppressor proteins). A expressédo géncia do grupo
RISP influencia diretamente na capacidade de replicagéo do HIV em células humanas, sendo que

reducdo da expressédo géncia de RIPS aumenta a replicacéo do virus.

AGAP9 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 9 (outras anota¢cées: AGAP-9; CTGLF6; NCBI Gene Id: 642517
bA301J7.2). Gene funcional codificador de proteinas, validado pelo RefSeq. Esse gene pertence a uma | Khan et al 2008
superfamilia génica com grande ramificac6es. A familia ArfGAP é formada por genes de diferentes Shiba & Randazzo 2014
fungbes, mas todos tem propriedade comum de catalisar a molécula de ArfGTP em ArfGDP. Essa
funcéo é intrinseca aos processos bioldgicos que possuem redundancia génica em namero elevado.
Proteinas Arf fazem parte da superfamilia proteica Ras formada por mais de 150 genes diferentes,
contitutindo as subfamilias: Ras, Rho, Rab, Arf e Ran.

LINC00842 Long intergenic non-protein coding RNA 842. E um gene a grande classe de RNAs néo codantes, NCBI Gene Id: 643650

validado pelo RefSeq. Esse gene codifica um IncRNA do tipo antisenso. Uma proposta mais recente
para a funcdo dos linncRNAs, os descreve como um conjunto de RNAs capazes de direcionar as
proteinas polycomb para uma regiao especifica no DNA, permitindo a remodelagéo da fita de
cromatina. Portanto, modificando padrdes epigenéticos. O transcrito desse gene além de ser do tipo
linncRNA, pertence a classe de RNAs antisenso, ou seja, ele também tem funcao de regulagao génica
na fase de transcricdo. Os RNAs antisenso podem se ligar aos transcritos primarios e RNAs maduros e

interromper a traducéo das fitas em proteinas.

Spizzo et al 2012
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HNRNPA1P33

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al pseudogene 33. Pseudogene com classificacdo proviséria
no RefSeq. Pertence a familia de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP). Essa familia &
formada por uma série de proteinas carreadoras de RNA. Elas se unem ao RNA mensageiro primario
ainda no nudcleo e paracem estar envolvidas no processamento e metabolismo dos transcritos

primarios.

NCBI Gene |d: 728643

(Strausberg et al. 2002)

FAM25BP

Family with sequence similarity 25 member B, pseudogene (outras anotagbes: FAM25A; FAM25B;
FAM25C; FAM25G). Pseudogene, validado pelo RefSeq. Pertencente a mesma familia génica que

FAM25C e FAM25G.

NCBI Gene Id: 100132929

FAM35DP

Family with sequence similarity 35 member D, pseudogene (outras anotacdes: FAM35B2).

Pseudogene, com classificagdo proviséria no RefSeq.

NCBI Gene Id: 439965

BMS1P2

BMS1P6

BMS1, ribosome biogenesis factor pseudogene 6 (outras anota¢des: BMS1P2; BMS1LP2; BMS1LP6;
bA302K17.2). Pseudogene, validado pelo RefSeq, teve sua nomenclatura revista em novembro de
2015 e o simbolo oficial agora é BMS1P6. Pertence a familia de fator de biogénese ribossomal, os

genes funcionais participam da formag&o da subunidade ribossémica 40s.

NCBI Gene Id: 642826

CTSL1P2

Cathepsin L pseudogene 2 (outras anotac¢des: CTSLL2; CTSLL5; CTSLL7; CTSLP5; CTSLP7,;
CTSL1P2; CTSL1P5; CTSL1P7; bA144G6.6; bA342C24.4). Pseudogene, validado no RefSeq. O
presente lécus é um pseudogene pertencente a familia das peptidases do tipo C 1. Os genes

funcionais dessa familia estdo envolvidos na catabolizagdo de proteinas, principalmente de cisteinas. O

NCBI Gene Id: 1517

Bryce et al 1994
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presente gene tem 88% de sua sequéncia similar ao gene CSTL (cathepsin L), contudo tem um stop

cédon prematuro e ndo possui produtos génicos funcionais.
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