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RESUMO

A sindrome de von Hippel Lindau (VHL) € uma doenca autossémica dominante,
com incidéncia de 1:36.000 a 1:53.000 individuos, caracterizada por multiplos
tumores, acometendo os individuos entre vinte e quarenta anos, sendo a
expectativa de vida de 60 anos O objetivo deste estudo foi caracterizar a base
molecular do gene VHL associado a Sindrome von Hippel Lindau em uma
familia com hemangioblastoma de sistema nervoso central no Estado do
Maranh&o. Para investigacdo da histéria familiar, foram entrevistados todos os
familiares, sendo realizada andalise molecular de sete individuos com
diagnéstico clinico de VHL e 89 familiares em risco. Para extracdo de DNA foi
utilizado sangue periférico. A técnica utilizada foi a amplificacdo de multiplas
sondas dependente de ligacdo (MLPA). Apés a PCR-MLPA foi realizado
sequenciamento e utilizado o programa GeneMaker para a triagem de
mutacdes. A pesquisa obedeceu aos preceitos éticos. Foi investigada a histéria
familiar dos oito  individuos  afrodescendentes  portadores de
hemangioblastomas de sistema nervoso central. Além dessa lesdo, um
individuo apresentou hemangioblastoma de retina, um apresentou cisto no
pancreas e outro apresentou massa tumoral bilateral no rim. A média de idade
da primeira apresentacdo da lesdo foi de 29 anos, ndo tendo ocorrido
predominéancia em relacdo ao sexo. No protocolo de rastreamento néo foi
evidenciado feocromocitoma. N&ao foram pesquisadas lesdes no sistema
reprodutor devido auséncia de sintomatologia. No teste molecular foi detectada
a delecdo c.1-?_340+? em sete individuos sintomaticos e em 14 familiares. A
técnica MLPA demonstrou ser rapida e segura para diagnéstico de grandes
delegBes. A historia familiar positiva, auséncia de feocromocitoma e a deteccao
da delecdo genbmica do exon 1, permitiu o diagndéstico clinico e molecular da
sindrome VHL e a classificagdo como tipo 1. Neste estudo foi possivel avaliar,
além do probando, os outros familiares. Essa conduta poderd diminuir a
morbimortalidade da doenca e proporciona uma melhor qualidade de vida aos
familiares.

Palavras-chave: Sindrome de von Hippel-Lindau. Aconselhamento genético.

MutacBes Germinativas. Diagnostico Molecular.



ABSTRACT

The von Hippel Lindau syndrome (VHL) is an autosomal dominant disorder with
an incidence of 1:36.000 to 1:53.000 individuals, characterized by multiple
tumors, affecting individuals of twenty and forty years, with life expectancy of 60
years. The objective of this study was to characterize the molecular changes in
the VHL gene associated with von Hippel Lindau syndrome in a family of
African descent with hemangioblastoma of the central nervous system in the
state of Maranh&o. For investigation of the family history, all family members
were interviewed, and performed molecular analysis of seven patients with
clinical diagnosis of VHL and 89 family members at risk. For DNA extraction
was used peripheral blood. The technique used was the amplification of
multiplex ligation probes dependent binding (MLPA). After PCR- MLPA, was
performed sequencing and the software GeneMaker was used for screening of
mutations. The research followed the ethical precepts. We investigated the
family history of the eight individuals of African descent carriers
hemangioblastomas of the central nervous system. In addition to this injury,
these individuals had retinal hemangioblastoma, pancreatic cyst and bilateral
kidney tumor. The average age of first presentation of the lesion was 29 years,
not having occurred predominantly in relation to gender. In the screening
protocol was not evidenced pheochromocytoma. No injuries were surveyed in
the reproductive system because of the absence of symptoms. The molecular
test detected the deletion c.1-? 340 +? in all symptomatic individuals and 14
family members. The MLPA, technique has proven to be fast and reliable for
diagnosis of large deletions. A positive family history, the absence of
pheochromocytoma and detection of genomic deletion of exon 1, allowed the
clinical diagnosis and molecular VHL syndrome and classification as type 1. In
this study it was possible to evaluate, in addition to the proband, other family
members. This approach decreases the morbidity of the disease and provides a

better quality of life for families.

Keywords: Syndrome von Hippel-Lindau. Genetic counseling. Germilne
Mutations. Molecular Diagnostics.
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1 INTRODUCAO

A sindrome de von Hippel Lindau (VHL) € uma doenca autossdmica
dominante, com incidéncia de 1:36.000 a 1:53.000 individuos, caracterizada
por multiplos tumores, alguns ricamente vascularizados. Acomete os individuos
entre vinte e quarenta anos, com uma média de expectativa de vida de 49 anos
e com penetrancia de aproximadamente 95% por volta dos 60 anos de idade
(CHOU et al., 2013).

O gene VHL, identificado por Latif et al (1993), € um gene supressor
tumoral, localizado no cromossomo 3(3p25-26), composto por trés éxons. No
entanto, para que a sindrome se desenvolva € necessaria a inativacdo dos dois
alelos para ocorrer a transformacédo da célula normal em célula tumoral. O
gene codifica uma proteina de 213 aminoacidos e outra de 160 aminoacidos.
Os dois produtos génicos apresentam caracteristicas bioquimicas e funcionais
semelhantes e sdo expressos de maneira ubiqua em tecidos humanos normais
(MAHER; NEUMANN; RICHARD, 2011).

A proteina VHL atua por meio da ligacdo com a Elongina C, Elongina B
e Culina, formando o complexo VHL, Elongina C e Elongina B (VCB). Esse
complexo guia substratos protéicos para a protedlise através da
ubiquitinizacdo, processo no qual o substrato a ser degradado liga-se a
ubiquitina e é encaminhado para o proteossoma, onde ocorre a digestao
enzimatica. Dentre os substratos do complexo VCB esta o HIF-1a fator de
transcricdo induzido por hipdxia, que aumenta a expressdo de genes que
codificam proteinas angiogénicas (fator de crescimento do endotélio vascular —
VEGEF e fator de crescimento derivado de plaguetas PDGF — B) e mitogénicas
(fator de crescimento e transformacao — TGF-a) (HANSEN et al, 2002).

O espectro de mutacdes do gene VHL inclui grande quantidade de
mutacbes do tipo missense e nonsense, dele¢cbes ou insergcbes de um
nucleotideo, mutacdes no sitio de splicing e rearranjos, consistindo em
delecdes parcial ou completa do gene. Mais de 900 mutacbes ja foram
identificadas no gene VHL, com 100% de deteccdo nos portadores da
sindrome. Essas mutacfes estdo localizadas nos trés éxons do gene;

entretanto, sdo mais descritas nos éxons 1 e 3. Delecdes e proteinas truncadas



16

sdo associadas com o tipo VHL1, enquanto que o tipo VHL 2 estd mais
associado com mutacdes missenses (TONG et al., 2006; BLANSFIELD et al.,
2007; HES et al., 2007).

Delecdes ou duplicacbes que compreendem um ou varios €éxons,
genes completos ou grandes regifes cromossdmicas sao uma frequente causa
de desordens genéticas humanas. Aproximadamente 70% das familias que
possuem a sindrome apresentam mutacfes intragénicas detectaveis por
sequenciamento, com delec¢des parciais ou completas, descritas na maioria das
familias. Praticamente, todos os tipos de mutacdo sdo detectados pela
combinacao das técnicas de sequenciamento direto e Southern blotting. Para a
identificacdo de grandes dele¢Bes no gene VHL as técnicas de PCR em tempo
real e Amplificagdo de Mdltiplas Sondas Dependentes de Ligagdo (MLPA) tém
demonstrado maior eficiéncia (HATTORI et al., 2006; HES et al., 2007).

Os tumores associados a essa sindrome ocorrem de forma isolada ou
multipla, sendo os do sistema nervoso central (SNC) os de maior ocorréncia.
Além dos tumores de vasos do SNC, compdem ainda a sindrome: os tumores
de vasos da retina, tumores do saco endolinfatico, neoplasias do pancreas, da
glandula supra-renal, rins, epididimos e do ligamento largo do Utero (ROCHA et
al., 2003).

Os critérios convencionais do diagnostico clinico sédo diferenciados
conforme a presenca ou ndo de historia familial: é considerado portador de
VHL individuos com histéria familial que apresentem apenas uma
manifestacdo: hemangioblastoma cerebelar ou de medula espinhal, angioma
da retina, feocromocitoma, carcinoma de células renais antes dos 60 anos ou
tumor do saco endolinfatico; entretanto, para diagnosticar VHL em individuos
sem historia familial € necesséario a presenca de dois ou mais tumores: dois
hemangioblastomas (SNC ou retina) ou um hemangioblastoma e um tumor
visceral, feocromocitoma ou carcinoma de ceélulas renais (CHOU et al., 2013).

Diante desta multiplicidade de tumores benignos e malignos em varios
orgaos do corpo e da grande variedade de sinais e sintomas, faz-se necessario
confirmar a existéncia dessa sindrome familiar para garantir aos portadores um
acompanhamento de modo a assegurar a deteccéo precoce e tratamento das

possiveis lesoes.
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No diagnéstico de doencas genéticas é extremamente importante
conhecer a historia clinica da familia tdo detalhadamente quanto possivel.
Frequentemente torna-se necessario examinar varios membros da familia do
provavel portador de uma doenca genética até a conclusdo do diagndstico.
Para aumentar a confiabilidade, € necessaria uma historia da saude familiar
completa, possibilitando assim, um aconselhamento genético mais eficaz, o

qual proporciona prognaosticos, tratamentos e suporte emocional.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sindrome de von Hippel Lindau

A sindrome de von Hippel-Lindau (VHL) € uma condicdo hereditaria
que predispde a hemangioblastomas (HB) no sistema nervoso central (SNC) e
uma variedade de tumores viscerais. A prevaléncia da sindrome VHL foi
estimada entre 1:36.000 e 1:53.000 (CHOU et al., 2013). A Identificacdo dos
pacientes com VHL foi considerada exaustiva, uma vez que envolvia a andlise
de todos os membros da familia potencialmente afetados. Em 1993, o
progresso notavel de um teste de rastreio ndo invasivo foi feito quando o gene
responsavel pela sindrome VHL foi identificado (LATIF et al., 1993).

A doenca que perpetuou os nomes de dois prestigiados médicos
europeus, Eugen Von Hippel e Arvid Lindau, € uma sindrome familial,
caracterizada pela ocorréncia de tumores altamente vascularizados em
diferentes 6rgdos (LONSER et al., 2003).

Ao oftalmologista alemé&o Eugen Von Hippel (1867-1938), é geralmente
creditado a primeira descricdo completa de uma anormalidade vascular da
retina (von HIPPEL, 1904). Em 1911, ele nomeou esta anormalidade como
angiomatosis retinae (von HIPPEL, 1911). Esta condicdo ja havia sido relatada
em 1879 e a aparéncia microscopica foi descrita em dois irmdos em 1894
(COLLINS, 1894). Quinze anos apoés o relatorio de Von Hippel, o sueco Arvid
Lindau, patologista, publicou um artigo descrevendo 40 casos com tumores
cerebelares  cisticos. Ele associou angiomatosis retinae  com
hemangioblastomas de cerebelo e medula espinhal, e cistos dos rins, pancreas
e epididimo e nomeou essa sindrome de angiomatose do sistema nervoso
central (LINDAU, 1926).

Streiff observou em 1951 que os médicos franceses haviam relatado
pela primeira vez um provavel paciente com VHL gue morreu com tumores
cerebrais e da retina em 1864 (STREIFF, 1951). Os primeiros relatorios sobre
envolvimento adrenal na VHL apareceram em 1953 e 1959 (CHAPMAN;
KEMP; TALIAFERRO, 1959; GLUSHIEN; MANSUY; LITTMAN, 1953); e em
1964, foi publicada a primeira grande revisao de literatura (MELMON; ROSEN,
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1964). Em seguida, Cushing; Bailey (1928) preferiram nomear de "doenca
Lindau", embora a denominacdo de doenca von Hippel-Lindau ja estivesse
sendo usada por outros autores, primeiro por Davinson et al. (1936). Foi
também chamado de doenca von Hippel Lindau por Graig et al. (1941). Desde
0s anos 1970 a doenga € comumente chamada de von Hippel-Lindau ou VHL.

A maioria dos tumores em pacientes com a sindrome VHL tem
ocorréncia multipla ou bilateral e manifesta-se numa idade mais jovem do que
0s casos esporadicos. O espectro de mutac¢des da linha germinativa é variavel
e com mutacBes dispostas ao longo do gene VHL. Apesar de algumas
mutacdes recorrentes terem sido relatadas, a maioria das familias tem a sua
mutacao germinativa propria (HES, 2000).

Até 50% dos pacientes com VHL podem demonstrar apenas uma
manifestacdo da sindrome. Embora haja expressividade variavel entre familias,
algumas caracteristicas clinicas sdo semelhantes entre familiares (MAHER et
al., 1990; NEUMANN; WIESTLER, 1991).

A expectativa de vida dos afetados foi estimada em menos de 50 anos.
No entanto, diagnéstico precoce e acompanhamento por protocolos de
vigilancia, enfatizando o controle regular das complicacdes previsiveis, seguido
de intervencbes precoces, pode ter melhorado o prognostico (FRIEDRICH,
2001).

Embora a ocorréncia da sindrome VHL seja relativamente rara, uma
compreensao da genética e da biologia da doenca podera ajudar a elucidar o
mecanismo de tumorigénese comum em tumores malignos esporadicos, como
o carcinoma das células renais e hemangioblastoma (MAHER et al., 1990).

A identificacdo de membros afetados foi facilitada pelo advento da
tomografia computadorizada (TC) e a ultrassonografia (US) na década de 1970
e inicio de 1980 e resultou na descri¢cdo da sindrome VHL nas familias de todo
o mundo (FILL; LAMIELL; POLK, 1979; GREEN; BOWMER; JOHNSON, 1986).
Posteriormente, a ressonancia nuclear magnética (RNM) tornou-se um método

de triagem para as lesdes do cerebelo e da coluna.
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2.2 Caracteristicas clinicas

As manifesta¢cdes mais comuns da VHL sdo hemangioblastomas de
retina, cerebelo e medula espinhal; tumores do saco endolinfatico (ELST),
cistos e carcinoma de células renais (CCR); cistos pancreaticos;
feocromocitoma, e cistoadenoma papilar do epididimo e do ligamento largo do
utero, conforme Figura 1 (MELMON; ROSEN, 1964).

Hemangioblastoma

Hemangioblastoma de
de SNC

Retna

Hemangoblastoma de
Meduls Espnhal

Tumor de Saco
Endoinfético

Hemangioblastoma
pulmonar

Hemangoblastoma

Hepético Feocromoctoma

Carcinoma de Células Renas

Tumores e Cistos
Pancreaticos

Cistoadenoma de Ligamento
Largo do Utero
Cstoadenoma
de Epididmo

Figura 1: Tumores caracteristicos da Sindrome von Hippel Lindau (Adaptado de FRIEDRICH,
2001).

2.2.1 Hemangioblastoma de Sistema Nervoso Central

Hemangioblastomas sédo tumores benignos, altamente vascularizados
e muito frequentes na VHL (LAMIELL; SALAZAR; HSIA, 1989; MAHER;
WEBSTER; MOORE, 1995). S&do tumores ndo metastaticos do sistema nervoso
central e sdo responsaveis por cerca de 2% de todos 0s tumores intracranianos
(ELLISON et al.,, 1998). Hemangioblastomas sao predominantemente
compostos por célula estromal e altamente vascularizados (VORTMEYER et
al., 1997; WIZIGMANN-VOOS; PLATE, 1996). Perdas alélicas e muta¢cdes do
gene VHL foram encontradas em células de estroma, indicando que estas
células representam o componente neoplasico de um hemangioblastoma (LEE
et al., 1998). Os mastocitos sdo geralmente abundantes e a sua presenca é util

no diagnodstico. A presenca frequente de hemorragias e cistos faz a aparéncia
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morfoldgica varidvel dos tumores. Quatro tipos de HB podem ser reconhecidos
macroscopicamente: 5% s&o cistos, 60% predominantemente cisticos, 26%
predominantemente solidos e 9% solidos (RICHARD et al., 1998).

A inativacdo de ambas as copias do gene VHL desempenha um papel
importante na patogénese do hemangioblastoma. A superexpressao do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e de seus receptores foi recentemente
demonstrada nestes tumores, aumentando a possibilidade de origem
angioblastica, sendo de grande interesse, pela implicacéo direta do gene VHL
em regulacdo negativa do VEGF (RICHARD et al., 1998).

Os sintomas clinicos dependem do local do hemangioblastoma, as
manifestacfes devido ao aumento da presséo intracraniana sao cefaléia é a
mais frequente, vomitos, tontura e ataxia. O exame neurolégico muitas vezes é
normal ou mostra sinais cerebelares. Hemangioblastoma de tronco cerebral
pode manifestar-se com hipotensao ortostatica. A dor € o sintoma mais comum
em hemangioblastoma espinhal e pode ser seguido por perda sensorial e sinais
de compressdo. A policitemia secundaria a hemangioblastoma cerebelar
classico ocorre em cerca de 20% dos casos (LAMIELL et al., 1989; RESCHE
etal., 1993; RICHARD et al., 1998).

O tratamento padrdo é a microcirurgia com remocao total, se
necessario, auxiliada pela embolizacdo pré-operatéria para reduzir a
vascularizacdo do tumor. Radiocirurgia estereotadxica diminui ou impede o
crescimento de HB de pequeno ou médio porte. Cistos adjacentes, no entanto,
podem ndo responder a radiocirurgia e exigem posteriormente e, por vezes,
repetidas microcirurgias (NIEMELA et al., 1996; RICHARD et al., 1998).

2.2.2 Hemangioblastoma de Retina

Hemangioblastomas oculares séo considerados como sendo a primeira
manifestacdo da doenca em 43% dos pacientes com VHL (AUMILLER, 2005;
LAMIELL et al.,, 1989). Em avaliacdo de fundo do olho, as lesbes séo
facilmente identificadas, devido aparéncia globular avermelhada com uma
artéria dilatada de alimentac&o do disco Optico, que conduz para o tumor, que

ocorrem mais perifericamente, 8% ocorre no disco 6ptico e 1% no polo
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posterior (Figura 2). Apesar de sua natureza benigna e de crescimento lento
classico, hemangioblastoma ocular pode cursar com complicacbes a visao, e
continua sendo uma das principais causas de morbidade visual ou cegueira,
para os pacientes com VHL. No entanto, detec¢ao precoce e tratamento podem
mudar o prognéstico (MOORE et al., 1991; WONG et al., 2007).

Figura 2: Angiofluoresceinografia mostrando hemangioblastomas de retina (Adaptado de
DOLLFUS et al., 2002)

Hemangioblastomas capilares sdo classificadas com base em sua
localizacdo anatbmica ocular e aparéncia oftalmoscopica. H4 duas formas
distintas, o tumor justapapilar e o hemangioblastoma periférico a retina
(SINGH; SHIELDS; SHIELDS, 2001).

Hemangioblastoma de retina periférico, geralmente tornam-se
sintomaticos durante a terceira década de vida. Podem causar diminuicao da
acuidade visual ou induzir um defeito no campo visual por exsudacéo da retina,
hemorragia proxima ao tumor, descolamento de retina, ou regresséo
espontanea (KREUSEL et al., 2006).

A terapia padrdo de angiomas, geralmente assintomaticos é a
fotocoagulacdo a laser, ou no caso de um angioma periférico, métodos de
crioterapia (MEYER-SCHWICKERATH, 1961). Tratamento para angiomas
maiores incluem crioterapia ou terapia radioativa; o descolamento exsudativo
ou tracional de retina é considerado complicacdo de grandes angiomas e
podem requerer cirurgia adicional vitreo-retiniana, mas a terapia podera ser

contra indicada em doenca ocular avancada (KREUSEL et al., 1998).
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A probabilidade relacionada a angioma e déficit de viséo irreversivel é
elevada em pacientes sintomaticos, a hecessidade de um protocolo sistematico
de individuos pré-sintomaticos em risco é evidente (KREUSEL et al., 1998).

A prevaléncia de hemangioblastoma de retina na sindrome VHL foi
determinada em estudos de grande porte entre 49-68%, com uma média de
inicio aos 25 anos de idade (LAMIELL et al., 1989; WEBSTER; MAHER,;
MOORE, 1999). Deteccdo de angiomas em estado pré-sintomatico pequeno €
ideal, pois os resultados do tratamento sao substancialmente melhores do que
em grandes angiomas sintométicos (WEBSTER et al., 1999). Uma rotina anual
de triagem para angiomas novos em portadores de VHL sintomaticos ou ndo é
expressamente recomendada com o objetivo de evitar grandes complicacdes
(KREUSEL et al., 2006; MOORE et al., 1991).

2.2.3 Carcinoma de Células Renais

Carcinoma de células renais é a neoplasia maligna mais comum do rim
e representa cerca de 2% de todos os canceres no 6rgao. Apesar do CCR
poder ser curado por nefrectomia radical na maioria dos casos, carcinoma de
células renais, que se estende para além dos limites da capsula renal e com
metastase ganglionar tem uma alta taxa de mortalidade especifica (TSUI et al.,
2000).

Aplicacdo de terapias convencionais adjuvantes para pacientes com
doenca avancada tem sido decepcionante por causa da resisténcia do
carcinoma apOs quimioterapia e radioterapia padrdo. Os sinais e sintomas
clinicos especificos do carcinoma de células renais geralmente ndo séo Uteis
para fazer um diagndstico precoce. A triade classica de dor, hematiria e massa
palpavel no flanco sdo encontradas em apenas 10% dos casos e € geralmente
associada com a presenca de doenca avancada. O uso generalizado de
ultrassom abdominal, tomografia computadorizada e ressonancia magnética
aumentou a descoberta de pequenos carcinomas de células renais
assintomaticos, o qual constitui agora a maioria dos novos casos (ASHIDA et
al., 2003; TSUI et al., 2000).
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O CCR é responsavel por 3% de todas as neoplasias de adultos e € a
terceira malignidade urolégica mais frequente apds cancer de prostata e
bexiga. O CCR € altamente resistente a quimioterapia convencional e o
prognostico para pacientes com doenca avancada é obscuro (COHEN;
MCGOVERN, 2005).

Em pacientes com VHL, lesbes renais podem ser divididas em trés
formas diferentes como cistica, cistico-solida, solida e carcinoma de células
renais (CHOYKE et al., 1992). Estas lesdes renais ocorrerem multipla,
bilateralmente e em uma idade relativamente jovem. Embora o carcinoma de
células renais, em pacientes esporadicos ocorra predominantemente entre a
sétima e oitava décadas de vida, a idade média de apresentacdo em pacientes
VHL € de aproximadamente 36 anos (MAHER et al., 1990; NEUMANN, 1987,
WALTHER et al., 1999). Poston et al. (1995) encontraram uma média de 7,8
lesBes renais cisticas e 3,0 sélidas em pacientes VHL (com uma média de
idade ao diagndstico de 36 anos), 0 que esta de acordo com outros estudos
(LAMIELL et al., 1989).

O prognéstico dos pacientes com diagnéstico de tumores renais preé-
sintomaticos é significativamente melhor do que o dos pacientes com lesdes
sintomaticas (RICHARDS et al., 1998). Os cistos renais sdo geralmente
assintomaticos, enquanto o carcinoma de células renais pode apresentar
hematiria ou dor nas costas. CCR é a causa de morte em 15-50% de
pacientes com VHL (CROSSEY; FOSTER,; et al., 1994; LAMIELL et al., 1989),
e 30-50% de carcinoma de célula renal sintoméatico com metastase para os
ndédulos linfaticos, figado, ossos, pulmdes ou cérebro. Felizmente, hoje em dia,
a maioria dos tumores renais € detectada pelo monitoramento periodico dos
pacientes com VHL (LAMIEL et al., 1989).

Remissdes espontaneas foram relatadas em CCR, provavelmente
como resultado de respostas imunolégicas e foi a razdo para o
desenvolvimento de imunoterapias (FLANIGAN et al., 2004; STADLER et al.,
2003). A terapia com citocinas tem sido até o momento, a Unica abordagem de
imunoterapia que foi integrada na prética clinica de rotina para CCR. As
citocinas mais amplamente utilizadas e estudadas extensivamente para o

tratamento de carcinoma de células renais séo interferon-a (IFN-a) e
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interleucina-2 (IL-2). As taxas de resposta que foram relatadas com estas
citocinas estao entre 10-20% (DE MULDER, 2007).

2.2.4 Feocromocitoma

Feocromocitomas sdo tumores secretores de catecolaminas que se
desenvolvem a partir de células cromafins da crista neural. Eles estédo
localizados principalmente na medula adrenal e, em menor grau, extra medula
adrenal. E uma causa rara, mas curavel de hipertenséo arterial. A maioria dos
casos de feocromocitoma tem sido considerada esporadica, mas em cerca de
10% dos tumores podem ser encontrados no contexto das sindromes
hereditarias autossémicas dominantes: neoplasia enddcrina mdultipla tipo 2
(NEM2) (RAUE; FRANK-RAUE; GRAUER, 1994), com carcinoma medular de
tiredide e hiperparatireoidismo (MEN2A) ou neuromas cutaneos (MEN2B), e
von Hippel-Lindau (MAHER et al, 1990; CHOYKE etal., 1995). Mais raramente,
feocromocitoma € encontrado no contexto da neurofibromatose tipo 1 (NF1)
(DEANGELIS et al., 1987).

Os tumores de tecido extra-adrenais sao referidos como
paragangliomas. O paraganglioma € o termo também usado para tumores
derivados de tecido parassimpatico da cabeca e do pescoco, a maioria dos
quais ndo produz catecolaminas. Quase 80-85% de feocromocitomas surgem a
partir da medula supra-renal, ao passo que cerca 15-20% sao de extra-
adrenais (PACAK et al., 2001). Catecolaminas produtoras de paragangliomas
extra-adrenais sdo normalmente encontradas no abdomen (ERICKSON et al.,
2001).

A apresentacdo clinica de feocromocitoma pode variar muito, com
sinais e sintomas similares produzidos por muitas outras condi¢des clinicas. A
maioria dos sinais clinicos e sintomas de feocromocitoma sé&o devido a acéo
direta de catecolaminas secretadas: hipertensao, taquicardia, palidez, dor de
cabeca e sensacdo de panico ou ansiedade, geralmente dominam o quadro
clinico (KEBEBEW; DUH, 1998); efeitos metabdlicos incluem a hiperglicemia,
acidose lactica e perda de peso. Sinais e sintomas menos comuns S&o

nauseas, febre e rubor.
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Episddios hipertensivos podem ser graves e resultar em emergéncias
hipertensivas. A pressao arterial pode também ser consistentemente normal,
especialmente em doentes com incidentalomas adrenais. Cerca de 5% de
todos os incidentalomas sdo feocromocitomas, com cerca de 25% de todos
feocromocitomas descobertos por acaso durante os estudos de imagem para
distarbios néo relacionados (AMAR et al., 2005).

Apresentacdo bioquimica da producédo excessiva de catecolaminas é
um passo essencial para o diagnostico de feocromocitoma e incluem medicdes
de catecolaminas plasmaticas e urinaria; e metanefrinas urinarias (BERNINI et
al., 2001).

2.2.5 Lesdes pancreaticas

A maioria das lesGes do pancreas associada a VHL séo cistoadenomas
cistico ou seroso. Estas lesdes cisticas podem ocorrer como uma lesdo Unica
ou multiplas lesdes e podem ocorrer em 17-56% dos pacientes com VHL
(NEUMANN et al., 1991). Essas lesGes ndo tém potencial maligno, mas pode
evoluir o suficiente para provocar insuficiéncia pancreatica endocrina ou
exocrina, ou provocar a compresséo do intestino ou ducto biliar.

A sindrome VHL também estd ligada a tumores neuroenddcrino do
pancreas (PNETSs). Estas lesdes, que sao sempre ndo funcionais, podem ser
malignas. PNETs tém sido relatados anteriormente por estar presente em 12-
17% dos pacientes com VHL, e podem comportar-se de forma maligna em até
17% dos pacientes (BINKOVITZ; JOHNSON; STEPHENS, 1990; LIBUTTI et
al.,, 1998). Uma associagéo entre PNETs e feocromocitoma tem sido relatada
(JENNINGS; GAINES, 1988).

PNETs continuam a ser uma causa rara de morte, mesmo em
pacientes com VHL, mas eles possuem a capacidade de metastase em certos
casos. Até agora, o tamanho do PNET primario tem sido o Unico preditor de
potencial maligno (BLANSFIELD et al., 2007).
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2.2.6 Tumores do saco endolinfatico

Tumor do saco endolinfatico (ELST) € uma neoplasia rara, com
aparéncia histopatologica benigna e comportamento clinicamente destrutivo
gue ocorre na base do cranio e frequentemente invade 0 0Sso posterior pétrea,
o canal mastoide, semicircular, as estruturas de angulo ponto-cerebelar e de
nervos cranianos. Estes tumores podem ser encontrados esporadicamente e
quando ocorrem bilateralmente s&o considerados patognomonico para a
sindrome VHL. Devido a raridade deste tumor, ele pode ser facilmente
confundido com outros tumores, como paraganglioma, adenoma do ouvido
meédio, adenocarcinoma, carcinoma papilar de tiréide ou papiloma do plexo
cordide (SUN et al., 2012).

Pacientes caracteristicamente apresentam perda auditiva
neurossensorial unilateral, zumbido, otalgia, otorréia, vertigem, ataxia e paresia
do nervo facial. Um curso clinico indolente e histéria de longa data dos
sintomas sédo tipicos. Ao exame de imagem, o ELST é caracterizado pela
presenca de uma massa retrolabirintico associada com a erosdo 6ssea (HO et
al., 1996).

Paragangliomas do ouvido médio sdo citologicamente benignos e
podem demonstrar estruturas papilares e células cubdides com citoplasma
eosinofilico. No entanto, as células sdo positivas para paraganglioma
cromogranina e sinaptofisina, e pelo menos focalmente estdo dispostas em
ninhos caracteristicos. Papiloma do plexo Cordide pode ser histologicamente
semelhante ao ELST, mas se origina no ventriculo e ndo invade o tecido 6sseo
(MEGERIAN et al., 1997).

O tratamento de ELST envolve resseccao do tumor ou mastoidectomia
radical ou em combinacdo com radioterapia. Na fase inicial, a excisdo cirurgica
€ o melhor tratamento quando o tumor € pequeno. A remissdo pode durar
anos. Quando o tumor € grande, a excisdo completa é praticamente
impossivel, devido a complexidade da anatomia do saco endolinfatico e
padrdes distintos de extensdo. Recorréncia local apds a cirurgia pode ocorrer.
Em casos avancados, a radioterapia exclusiva pode ser a Unica opgédo, embora

nao existam estudos sobre o papel da radioterapia adjuvante. Considerando
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que o tumor do saco endolinfatico € ricamente vascularizado, alguns
estudiosos sugerem que a embolizacéo pré-operatoria pode ser util (SUN et al.,
2012).

2.2.7 Tumores do epididimo e do ligamento largo do Gtero

Cistoadenoma papilar de células claras € um tumor epitelial benigno
que ocorre na cabeca do epididimo; é uma lesdo rara que foi encontrada
significativamente mais frequente em pacientes com VHL do que na populacéo
em geral. Foi encontrada em até 60% dos homens com VHL. Apresentacdo
unilateral raramente pode ser encontrada na populacdo em geral, enquanto
que a apresentacdo bilateral € considerada patognomdnico da sindrome VHL
(CHOYKE et al., 1995).

Pacientes com cistoadenoma papilar do epididimo geralmente tém uma
massa escrotal facilmente palpavel, indolor. Outra possivel sintomatologia
desta doenca inclui dor escrotal persistente, mais comumente visto em casos
unilaterais, ou fator masculino de infertilidade devido a azoospermia obstrutiva,
mais comumente visto em casos bilaterais (AYDIN et al., 2005).

Caracteristicas similares sédo encontradas mais raramente em mulheres
com VHL. Histologicamente, a les@o é caracterizada por um complexo papilar.
Geralmente, uma Unica camada de células cubicas néo ciliadas; a parede do
cisto é fibrosa e podem ter pequenos feixes de musculo liso ou calcificacédo
focal. Cistoadenomas papilares de origem mesonéfrica sdo raros, lesdes
associadas a VHL ocorrem com mais frequéncia no ligamento largo e
retroperitdnio nas mulheres (FUNK; HEIKEN, 1989).

2.3 Critérios Diagndsticos

Melmon; Rosen (1964) propuseram critérios amplamente aceitos para
o diagnéstico da sindrome VHL. Se existe uma histéria familiar da sindrome
VHL, apenas um hemangioma (retina ou SNC) ou uma lesdo visceral é
necessaria para fazer um diagnodstico. Se ndo existe a histéria da familia, a
presencga de 2 ou mais hemangiomas (retinal ou no SNC) ou um hemangioma

anico (retina ou SNC) com uma manifestacdo visceral, estabelece o
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diagnéstico. As lesbes viscerais incluem cistos renais, carcinoma renal,
feocromocitoma, cistos e tumores das células das ilhotas pancreaticas, o0s
cistoadenomas do epididimo, ou tumores do saco endolinfatico. Os cistos
renais ou epididimal ndo séo suficientes por causa de sua ocorréncia frequente
na populacdo em geral (SEIZINGER et al.,, 1991). Novas mutagdes sé&o
responsaveis por 1-3% dos casos de VHL (LATIF et al., 1993; RICHARD et al.,
1994).

Embora a maioria dos probandos tenha uma histéria familiar positiva de
VHL, outros podem representar casos de mutacdo de novo. Probandos sem
uma histéria familiar de VHL podem ou nao ter uma mutacdo no seu gene
supressor de tumor de VHL da linha germinal. E importante evidenciar a
presenca de mosaicismo em VHL e reconhecer quando um individuo sem
histéria familiar tem VHL. Pacientes diagnosticados sem antecedentes
familiares da doenca foram relatados em até 23% de familias com VHL. A
identificacdo de individuos potencialmente com mosaicismo para VHL
influenciard no aconselhamento genético das familias, e estes individuos
devem ser incluidos em programas de triagem clinica para a doenca
(SGAMBATI et al., 2000).

2.4 Manejo clinico e monitorizacéo

Protocolos de acompanhamento séo altamente recomendaveis para os
individuos em situagéo de risco e devem ser iniciados na infancia. Em casos de
hemangioblastomas de retina, se tratados precocemente hd uma maior
probabilidade de manutencdo da visdo. Assim, o acompanhamento com o
oftalmologista deve comecar na infancia com rastreamento anual (CHOYKE et
al., 1995; LONSER et al., 2003). Rastreamento anual de catecolaminas
urinarias deve comecar aos dois anos de idade ou quando apresentar quadro
de hipertensao arterial (CHOYKE et al., 1995; LAMIELL et al.,1989; LONSER et
al., 2003; MAHER et al., 1990). Ultrassom abdominal deve ser realizado
anualmente a partir de oito anos de idade; ressonancia nuclear magnética deve

ser realizada aos 11 anos de idade com o objetivo de obter imagens de base
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para acompanhamento; muitos centros de acompanhamento realizam uma
ressonancia a cada dois ou trés anos, no caso de sintomas.

E aconselhavel solicitar ressonancia magnética quando os pacientes
ou familiares assim o desejarem; o impacto dos tumores cerebrais na qualidade
de vida pode ser substancial, e gera ansiedade nas familias. Ressonancia
magnética abdominal anual € recomendada para pessoas em situacéo de risco
apos a idade de 18 anos para reduzir exposicado a radiacdo pela tomografia
computadorizada. Se clinicamente indicado, uma tomografia computadorizada
abdominal pode melhorar a imagem; ressonancia magnética ou tomografia de
canais auditivos internos deve ser realizada quando ocorrer sintomas como
zumbidos, perda de audicéo, vertigem ou outro problema auditivo (LONSER et
al., 2003).

A deteccao precoce das manifestacdes da sindrome VHL permite uma
intervencdo oportuna para atingirem-se os melhores resultados. Por isso, a
monitorizacdo clinica dos individuos assintomaticos em risco, inclusive de
criangas, para manifestacfes patoldgicas precoces, € adequada. A aderéncia a
estes protocolos reduz a morbimortalidade e melhora a expectativa de vida dos
pacientes. Enquanto a sobrevida era estimada em 49 anos em 1990, aumentou

para aproximadamente 60 anos na década posterior (MAHER et al., 1990).
2.5 Gene VHL

O gene VHL é um gene relativamente pequeno que abrange cerca de
14.500 pares de bases de DNA gendmico (LATIF et al., 1993). O gene VHL
codifica um RNA mensageiro de 4.700 nucleotideos e na regido de codificacdo
da proteina esta contido em trés exons de, respectivamente, 340, 123 e 179
nucleotideos.

Por clonagem posicional, Latif et al. (1993) identificaram o gene
supressor tumoral, que codifica uma proteina de 213 aminoacidos com um
dominio de repeticdo encontrado na glicoproteina da membrana de superficie
do Trypanosoma brucei. Os autores identificaram duas copias de MRNA

amplamente expressas de aproximadamente 6 e 6,5 kb.
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Richards et al. (1996) usaram hibridacdo in situ para investigar os
principais sitios de expressdo do gene VHL durante a embriogénese. Eles
também analisaram, numa variedade de tecidos fetais, os niveis das duas
isoformas do VHL, isoforma |, que contém todos os trés exons, e isoforma Il
que contém apenas 0s exons um e trés (Figura 3).

Embora a expressdo de VHL tenha sido encontrada de forma ubiqua,
niveis particularmente elevados de expressdo foram detectados no sistema
urogenital, cérebro, medula espinhal, ganglios sensoriais, olhos e epitélio
brébnquico. Este padrédo de expressdo estd correlacionado em certa medida
com os o6rgdos envolvidos na sindrome VHL. Ambas as isoformas de VHL
foram detectadas em todos os tecidos e a proporcdo de isoformas foi
semelhante entre os tecidos (RICHARDS et al., 1996).

A regido promotora do gene VHL possui quatro regides de conservacao
entre sequéncias de DNA de humanos, primatas e roedores. A andlise in silico
identificou sitios de ligacdo para varios fatores de transcricdo nas regides
conservadas (ZATYKA et al., 2002).

e >

NW_ 000581, 2 | =) + SR NF_000542.1 dsoform 1

N 198156.1 - S NP 237790 igoform 2
B - <oding resion B - untranslated region

Figura 3: Gene VHL com as duas isoformas (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Trata-se de um gene recessivo supressor de tumores, cuja inativacao
de ambos os alelos é um acontecimento critico na patogénese de tumores
VHL. Estudos da perda de heterozigosidade (LOH) mostraram que em sete
casos familiares de tumores em que a origem parental da perda do alelo
3(3p25-26) poderia ser determinada, o alelo tinha sido perdido a partir do
cromossomo herdado da méae afetada. Em quatro tumores de VHL, a LOH
ocorreu em outros cromossomos (5921, 13q, 17q), indicando que mutac¢des no
gene VHL, levando a homozigose, pode ser necessaria, mas nao suficiente

para tumorigénese na sindrome de von Hippel-Lindau (CROSSEY et al, 1994).
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2.5.1 Mutacdes germinativas e somaticas

De acordo com a hipétese de Knudson (1971) "two-hit" (duplo evento):
a inativacdo de ambas as coOpias do gene VHL € necessaria para que uma
célula normal se torne uma célula tumoral (Figura 4). Nas familias com VHL, as
mutacOes da linhagem germinativa no gene VHL s&o transmitidas a partir de
individuos afetados aos seus descendentes. Pacientes herdam uma copia
germinativa mutante do gene VHL (o "primeiro hit") a partir de seus pais
afetados: s&o heterozigotos para a mutacdo germinativa. A copia
remanescente do gene de VHL pode ser afetada por um evento de inativacao
(o "segundo hit"), no nivel somatico: em tal célula, a auséncia do produto do

gene normal VHL é responséavel pela tumorigénese (SEIZINGER et al., 1988).

Normal cell Tumour cell
Q0 ® QO 3
— = First “hit” = = nd“hit” = =
X x x x Second “hit X x
- e > - . e - .
- - - - - .
=_— — = = = =
= = = R E— i
= Ta— . = - =

A B C

O Normal (active) tumour @ Mutant (inactive) tumour

suppressor gene ) suppressor gene

Figura 4: Teoria do duplo evento (two hits) proposta por Knudson (adaptado de Knudson,
1971).

Sequenciamento direto continua sendo o padréo ouro para a deteccéo
de pequenas mutacdes germinativas. No entanto, o sequenciamento nao é
considerado adequado para a identificacdo de delecdes parciais ou completas
do gene VHL (KLEIN; WEIRICH; BRAUCH, 2001). A analise por Southern blot
mostra reducdo na intensidade do fragmento, entdo a confirmagdo de uma
grande delec&o pode ser realizada com hibridizac&o fluorescente in situ (FISH)
(HES et al, 2000; STOLLE et al. 1998). Outro estudo demonstra
convincentemente a utilizacdo de PCR em tempo real quantitativo como uma
alternativa ao Southern para detectar rearranjos (HOEBEECK et al., 2005). Hes

et al. (2007) foram os primeiros a utilizar a técnica de Amplificagdo de Mdltiplas
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Sondas Dependentes de Ligacdo (MLPA) para deteccdo de mutacées no VHL,
combinando-a com a técnica de Southern blot e sequenciamento para alcangar
a deteccdo de 95% da mutacdo. Cho et al. (2009) detectaram 100% dos 15
pacientes com VHL selecionados com sequenciamento e MLPA para detectar
grandes delecdes; o ultimo foi descrito como mais sensivel e mais facil do que
FISH e a andlise de Southern quantitativa.

Mutacdes do gene VHL foram relatadas em aproximadamente 900
familias com a sindrome VHL (http://www.umd.be/VHL/W_VHL), mas apesar
de uma ampla variedade de mutacdes terem sido descritas, estas estédo
concentradas principalmente nos primeiros 53 aminoacidos da proteina VHL.
Mutacbes germinativas sdo heterogéneas, mas o maior grupo, respondendo
por cerca de 30-40% dos casos, consiste de dele¢bes (variando de 0,5 a 250
kb) com delecdo de um ou mais exons do gene VHL (FRANKE et al., 2009).

As demais mutacfes dividem-se em dois grupos, as substituicdes e as
mutacBes missense, resultando em uma proteina truncada. Em pacientes sem
mosaicismo com VHL, a detec¢do de mutacao da doenca classica corresponde
a mais de 95% (CASCON et al., 2007; MARANCHIE et al., 2004).

2.6 Correlacédo Genétipo — Fenotipo

Complexas correlacdes gendtipo-fenétipo foram descritas na sindrome
VHL com mutacBes missense associadas a um risco elevado para
feocromocitoma e mutacdes germinativas truncadas associadas com um baixo
risco para feocromocitoma (CROSSEY; RICHARDS; et al., 1994, MAHER et
al., 1996; ZBAR et al., 1996). Além disso, mutacdes missense heterozigéticas
na linhagem germinativa podem causar feocromocitoma familiar sem outras
caracteristicas da sindrome VHL (CROSSEY et al.,, 1995; NEUMANN et al.,
1995) e mutagbes missense homozigoticas podem estar associada com

policitemia hereditaria recessiva (ANG et al., 2002).


http://www.umd.be/VHL/W_VHL
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Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos da sindrome von Hippel Lindau

Tipos da Sindrome Tipo de mutagcBes no  Alteracdo Molecular  Manifestacdo Clinica
VHL Gene VHL

Tipo 1 Perda do gene VHL Hiperativacdo do HIF HB, CCR, baixo risco
ou uma mutacdo que e deseusgenesalvo  paraPH
afeta a proteina VHL

Tipo 2A Mutagdo Missense Regulagéo positiva de  HB, PH e baixo risco
HIF-o e HIF genes para CCR
alvo

Tipo 2B Mutacdo Missense Regulacdo positiva de HB, PH e alto risco

HIF-a e genes alvo para CCR

Tipo 2C Mutacdo Missense pVHL n&o perde Somente PH
capacidade de
degradar HIF;
diminuicéo da
afinidade pela

fibronectina

VHL: von Hippel Lindau, HB: hemangioblastoma, CCR: carcinoma de células renais, PH:
feocromocitoma, HIF: Fator induzivel de hipéxia (KAELIN, 2002).

A maioria dessas familias € caracterizada como tipo 2B e manifestam
hemangioblastomas, CCR e feocromocitoma, as familias do tipo 2A
manifestam hemangioblastomas e feocromocitoma com um menor risco de
CCR. Finalmente, as familias com mutacGes missense especificas, em que o
feocromocitoma € a Unica caracteristica, sdo designadas como tipo 2C (Tabela
1). Esta classificacdo tem sido muito util para estudos de investigacao
correlacionando os efeitos de uma mutagdo especifica em funcéo da proteina
VHL e do fendtipo. Contudo, uma familia pode mover-se de um subtipo ao
outro (por exemplo, um individuo pode apresentar-se com um angioma de
retina e um CCR - fendtipo tipo 1 — mas se algo longo do acompanhamento
apresentar diagnostico de feocromocitoma, tornar-se um tipo 2B) (CHEN et al.,
1995; WOODWARD; MAHER, 2006).

Em pacientes com a doenca de VHL classica, as andlises de mutacéo
por sequenciamento direto e de grandes delec¢des revela uma mutagéo da linha
germinativa em todos os casos (GOMY et al., 2010; STOLLE et al., 1998).

Protocolos de vigilancia para monitorar pacientes e familiares membros em
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situacdo de risco tém sido desenvolvidos por véarios grupos (CHOYKE et al.,
1995).

Os membros da familia que antes tinham um risco empirico de 50% de
ser afetado, com diagndéstico molecular negativo para mutacées no gene VHL,
ndo necessitam de monitoramento. Estudos de correlacdo gendétipo-fendtipo

tém sido Uteis no aconselhamento para o prognostico (FRIEDRICH, 1999).
2.7 Proteina VHL

O produto do gene VHL, a proteina pVHL, liga-se a dois fatores de
transcricdo, elongina B e C (Figura 5) e o seu local de ligacdo esta
frequentemente mutado na sindrome VHL (DUAN et al., 1995; KISHIDA et al.,
1995). A funcdo normal da proteina envolve inibicdo do alongamento da
transcricdo (KIBEL et al., 1995).

AT( A C Cul 2 )
pVHL Acidic ‘ B «a B
4 3 2 204
Substrate recognition Substrate recognition

Figura 5: Estrutura esquematica da proteina VHL com seus dominios formando um complexo
multiprotéico (adaptado de KAELIN, 2007).

Uma iniciacdo da traducao alternativa, usando um codon AUG interno
(codon 54), produz um produto de gene (pVHL18) com peso molecular de 18
kDa. Quando introduzido em células de carcinoma de células renais carentes
do tipo selvagem pVHL, pVHL18 tem efeitos semelhantes como pVHL nativa
(ILIOPOULOS; OHH; KAELIN, 1998).

Schoenfeld et al. (1998) identificaram um segundo produto do gene
VHL. Eles mostraram que esta proteina de 18 kD, € iniciada a partir do
segundo sitio de inicio da traducdo no codon 54, que contém uma sequéncia
de consenso de Kozak mais conservada e, portanto, pode servir como um
segundo local interno de iniciagdo de tradug&o. O significado de um segundo

local de inicio da traducdo é enfatizada pela falta de mutacdes encontradas
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entre 0s primeiro e segundo codons de metionina do gene VHL em ambos 0s
carcinomas renais (esporadico e associado a VHL). Esta observacdo sugere
gue a mutacdo na regido pode nao levar a inativacdo do VHL se a traducédo
puder ser iniciada no segundo codon de metionina, produzindo uma proteina
VHL funcional. Assim, a proteina de 18 kD contém a atividade biologica do
gene VHL.

A proteina VHL30 reside primariamente no citosol, com quantidades
inferiores encontradas no nucleo ou em associagdo com as membranas
celulares. Em contraste, VHL19 esta igualmente distribuida entre o nucleo e o
citosol e ndo é encontrada em associagcdo com as membranas. Tanto a VHL19
como VHL30, pode ligar-se a elongina B, elongina C e Hs-Cul2 em ensaios de
co-imunoprecipitacdo e pode inibir a producéo de proteinas, tais como VEGF —
fator de crescimento endotelial vascular e GLUT1- transportadora de glicose,
guando reintroduzidos em células de carcinoma renal, que ndo possuem um
alelo do tipo selvagem de VHL. Assim, as células contém dois produtos
biologicamente ativos do gene de VHL (ILIOPOULOS et al.,1998).

Os fatores de transcricdo, elongina B e elongina C, se ligam in vitro e in
vivo, de uma pequena regidoda proteina VHL que esta frequentemente mutada
em tumores humanos. Kibel et al. (1995) mostraram que uma réplica desta
regido inibiu a ligacdo da proteina VHL com elongina B e elongina C, ao passo
gue uma mutacdo missense pontual, de ocorréncia comum em VHL, ndo teve
nenhum efeito. Duan et al. (1995) mostraram que VHL recombinante compete
com elongina A pela ligagdo com a elongina B e C in vitro. Os resultados foram
interpretados como indicando que a fungcdo normal de supressao tumoral da
proteina VHL envolve a inibicdo da transcricdo da ligagdo da elongina B e C
(DUAN et al., 1995; KIBEL et al., 1995).

A proteina codificada, pVHL, regula diversas respostas celulares
transcricionais a hipoxia. Normalmente, a ubiquitinagdo da subunidade a do
fator induzido por hipoxia (HIF) de fator de transcricdo € mediada pela pVHL e
leva a degradacdo do HIF na presenca de oxigénio — figura 6 (KONDO;
KAELIN, 2001). Por conseguinte, a perda de pVHL promove o aumento da

producdo de proteinas codificadas pelos genes transcricionalmente regulados
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por HIF, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
eritropoietina (VORTMEYER et al., 2003).
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Figura 6: Regulagdo do fator induzido por hipdéxia (HIF-a) pela proteina VHL em condicdes
normais (normoxia) e de pouco oxigénio (hipoxia). (Adaptado de KIM; KAELIN, 2004).

Embora a perda de pVHL leve a um aumento da expressao do VEGF,
explicando a proliferacdo de vasos sanguineos nao-neoplasicos em HB e a
permeabilidade aumentada, permitindo acumulo de liquido na célula
(MACHEIN; PLATE, 2000; WIZIGMANN-VOOS; PLATE, 1996), a proliferacéo
estromal e a histogénese permanecem controversos. A perda da pVHL sozinha
com ativacdo do HIF ndo promoveu tumorigénese em um modelo animal
(MACK et al., 2003). Mutacdes no gene VHL também ocorrem em angiomas da
retina, carcinomas renais, feocromocitomas, tumores nas células das ilhotas, e
tumores do saco endolinfatico, sugerindo que o potencial para a
oncogenicidade em células neuroectodérmicas e neuroenddcrinas € sensivel a
perda de pVHL, possivelmente promovido pela perda de um ou mais genes
supressores de tumores (CROSSEY et al., 1994; VORTMEYER et al., 2000).

2.8 Tratamento Molecular

A descoberta do gene VHL e do seu papel critico na regulacdo do HIF
e a resposta celular a hipéxia tem influenciado a busca de novos alvos

terapéuticos para o CCR em fase avancada. Dada a relacdo entre alteracdes
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na funcdo da proteina VHL, levando ao acumulo do HIF, e subsequente
aumento da regulacdo do VEGF, foi explorado a utilizacdo de um inibidor de
VEGF, como uma nova abordagem para o tratamento de CCR (CLARK;
COOKSON, 2008).

Uma abordagem para a inibicdo do VEGF € através da utilizacdo de
um anticorpo neutralizador do VEGF, um exemplo de farmaco utilizando o
desenvolvimento desse conceito € o Bevacizumab (Avastin, Genentech, Inc.),
um anticorpo monoclonal recombinante, humano que se liga e sequestra o
VEGF (YANG et al., 2003). Este agente foi testado num ensaio clinico fase
dois, com 116 pacientes com CCR avancado que nao tinha tratamento prévio
com citocinas ou com IFN-a ou IL-2.

Os pacientes foram randomizados para receber Bevacizumab (3
mg/kg) de dose baixa ou uma dose elevada (10 mg/kg), ou placebo. Embora a
taxa de resposta parcial ndo tenha sido relevante (10%) e so visto no braco de
alta dose, houve aumento significativo no tempo médio para a progressédo da
doenca no brago de alta dose, comparativamente com o brago placebo. Com
base nestes resultados promissores, dois estudos prospectivos, fase trés foram
iniciados e ja concluiram o registro comparando Bevacizumab ao IFN-a como
terapia de primeira linha (RINI et al., 2004).

Uma abordagem alternativa para interferir com o0s eventos de
sinalizacdo VHL/HIF é bloquear a funcdo do receptor em vez de bloquear o
préprio ligante. Porque os receptores para VEGF, PDGF, TNF-a, todos
dependem, pelo menos em parte, sobre a atividade da tirosina-cinase para a
sua funcdo de sinalizacdo normal, uma estratégia consiste em bloquear a
atividade de tirosina-cinase. Este deve, entdo, bloquear a sinalizacdo do
receptor. Na base da biologia do VHL e CCR, as primeiras tentativas focadas
em inibidores relativamente especificos para os receptores do VEGF. Este
quadro conceitual resultou no desenvolvimento, testes e agora a aprovacao de
varios agentes desta classe de drogas recentemente demonstrados em
estudos randomizados em larga escala para tratar eficazmente CCR avancado.
Ha uma expansédo de farmacos potencialmente ativos deste tipo (por exemplo:
AG-013736, GW572016, PTK787/ZK222584) (KUENEN et al., 2005; KUENEN
et al., 2003; SHAHEEN; BUKOWSKI, 2006).
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Sorafenib é um biodisponivel por via oral multialvo, inibidor da tirosina
cinase, originalmente desenvolvido como um inibidor especifico da RAF1, um
membro da via RAF/MEK/ERK, que se situa préximo a importantes receptores
no eixo VHL/HIF. Verificou-se subsequentemente bloqueio da sinalizacdo de
uma variedade de tirosina-cinases adicionais, incluindo VEGFR, PDGFR, bem
como outras. Esse medicamento € utilizado para pacientes com CCR avancado
(CLARK; COOKSON, 2008; ESCUDIER et al., 2007).

Sunitinib também € um inibidor da tirosina-cinase, multialvo que é
biodisponivel por via oral. Foi demonstrado que sua acdo bloqueia a
sinalizacao de varios receptores importantes no CCR, como VEGFR (tipos 1, 2
e 3), bem como do PDGFR.

Os resultados promissores de um estudo fase um utilizando este
agente foram confirmados em dois estudos de fase dois em pacientes que
ainda ndo tinham sido submetidos a terapia sistémica de citocinas seguido por
um grande estudo prospectivo, ensaio de fase trés, randomizado, em pacientes
que ndo tinham recebido a terapia sistémica prévia, os resultados foram
encorajadores. Esses estudos revelam que Sunitinib oral é substancialmente
melhor do que IFN-a para CCR avancado. Com base nesses resultados, o FDA
(Food and Drug Administration) - aprovou o uso do Sunitinib juntamente com o
Sorafenib para uso em CCR avancado (CLARK; COOKSON, 2008; MOTZER
et al., 2007).

Outra estratégia em interromper esta cascata VHL/HIF é reduzir os
niveis iniciais de HIF-a. Um dos reguladores importantes de HIF-a e os niveis
de expressao da proteina na célula subsequentes é a via Akt/mTOR. H& varios
farmacos que tém sido estudados, que inibem este caminho e agem diminuindo
HIF-a, incluindo a Rapamicina e Everolimus (RAD-001, Novartis). No entanto, o
agente que recebeu a maior atencdo e estudo em CCR avancado foi o
Temsirolimus (CCI-779, Wyeth).

Temsirolimus € um éster de sirolimus, sollvel em agua, que é capaz de
inibir a atividade da cinase de mTOR, levando a célula a parar o ciclo. Ensaios
fase dois foram realizados para avaliar a sua eficacia tanto na combinagéo com
IFN-a; como citocina como agente Unico em CCR avancado refratario. Os

resultados demonstraram que Temsirolimus como monoterapia melhorou néo
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sé a sobrevida livre de progressdo, mas também melhorou a sobrevida global
em comparacdo com IFN-a ou terapia de combinacdo. Com base nesses
resultados, Temsirolimus foi agrupado a Sunitinib e Sorafenib como agentes
aprovados para uso em CCR avancado (CLARK; COOKSON, 2008).

O estudo intenso do eixo sinalizacdo VHL/HIF continua com a
expectativa de que novos agentes seguirdo a partir dos trés compostos recém-
aprovados (CLARK; COOKSON, 2008). Ha seis novos medicamentos no
mercado aprovados para CCR avancado, baseados em grande parte em
pesquisas sobre o gene VHL e seu produto proteico, pVHL:

» Bevacizumab (Avastin)

* Sunitinib (Sutent)

 Sorafenibe (Nexavar)

* Everolimus (AfiNitor)

» Temsirolimus (Torisel)

» Pazopanib (Votrient)

Houve algumas tentativas limitadas destas drogas para VHL. Até
agora, o rim e os tumores do pancreas mostraram respostas limitadas a estas
drogas, o cérebro e tumores medulares mostraram quase nenhuma resposta.
O julgamento de Pazopanib para VHL estd apenas comecando, mais drogas
virdo no mercado, segmentacao de diferentes pontos na sinalizagdo mostrando
estas vias de inibicdo da producédo de uma proteina, ou inibir a sua capacidade
de "receptor" para receber o sinal. Além disso, espera-se que as proximas
geracdes de agentes sejam mais especificamente direcionadas ao alvo para
terem menos efeitos adversos (VHL FAMILY ALIANCA, 2012).

2.9 Modelo Animal

Para expressar hemangioblastoma de retina foi desenvolvido um
modelo de peixe-zebra que expressou a neovascularizacdo da retina pelo
vazamento vascular, edema e descolamento retinal (VAN ROOIJEN et al.,
2010).

Este modelo manifestou certos aspectos da degeneracdo macular

relacionada com a idade, retinopatia diabética e alguns casos de VHL. No
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entanto, o peixe-zebra ndo desenvolveu hemangioblastomas. van Rooijen et al.
(2010) foram capazes de usar esse modelo de peixe-zebra para demonstrar a
inibicdo da angiogénese através da administracdo de inibidores da tirosina
cinase do receptor de VEGF, nomeado como Sunitinib e 676475.

Estudos pré-clinicos com animais sdo necessarios para o avanco das
terapias-alvo; por oferecerem a capacidade de observar a interacdo do tumor
com o microambiente. No caso de VHL, entende-se que células estromais
inativadas (células tumorais) atuam sobre as células endoteliais vizinhas
(CHAN et al, 1999, VORTMEYER et al, 2003).

Rankin et al. (2006) foram os primeiros a desenvolver um modelo com
micro e macrocistos renais com morfologia e caracteristicas moleculares
semelhante as encontradas na doencga renal associada a VHL. Suficiente para
gerar lesdes cisticas com morfologia de células claras benigna, um indicativo
caracteristico pré-neoplasico. Além disso, para testar qual o elemento VHL teve
maior contribuicdo para o fendtipo, o grupo criou um duplo nocaute deste
modelo para HIF- e HIF-1a.

O modelo VHL/HIF-1a dKO foi capaz de impedir a formacao de cistos,
mas 0s modelos VHL/HIF-2a dKO e VHL/HIF-B dKO foram capazes de parar a
formacdao de cistos. Além disso, pensa-se que o papel da pVHL na manutencgéo
ciliar contribui para a formacao de cistos. Em segundo plano, a inativagéo da
pVHL, a inibicdo adicional da GSK3 (3, por meio da superexpressao da
sinalizacdo PI2K, provoca a perda de cilios (THOMA et al., 2007; THOMA;
FREW; KREK, 2007).

Um modelo usando o fator de insulina 1 (PDX) demonstrou a
penetrancia incompleta expressa em cistos e adenomas microcisticos
altamente vascularizados, em nocautes da expressdo VHL em todo o pancreas
(SHEN et al., 2009).

Com relacdo aos outros modelos, as explicacdes possiveis € que ha a
necessidade de outros eventos antes que estas massas aparecam. Além disso,
h4a uma falta de superexpressdo de HIF-2a nas células pancreaticas
(CANTLEY et al., 2009; WIESENER et al., 2003). HIF € um elemento
fundamental para a formacg&o de outros tumores associados a VHL (RAVAL et
al., 2005).
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PTEN (Fosfatase homologa a tensina), um supressor de tumor
envolvido na regulacdo da PI2K-AKT-mTOR - via de sinalizacao intracelular
(VIVANCO et al., 2007) estda ausente e HIF1a é elevado em tecido de
cistoadenoma de ceélula clara humana. Os camundongos geneticamente
modificados foram cruzados para gerar um modelo de camundongo deficiente
para VHL e PTEN e especifico para o epitélio do trato genital. Estes
camundongos foram capazes de desenvolver cistoadenoma de células claras
do trato genital em machos e fémeas. Camundongos com um Unico nocaute
exibido apenas um fendtipo leve. Curiosamente, metaplasia escamosa,
também foi observado que néo esta associado com VHL (GLASKER et al.,
2006).

Modelos animais atuais podem manifestar parcialmente a sindrome VHL
em um Orgdo em particular (Tabela 2). No entanto, ainda € necessario
desenvolver um modelo que manifeste a sindrome VHL. Outras manifestacdes
tais como tumores do saco endolinfatico, feocromocitoma, hemangioblastomas
cervicais e cerebelares ndao foram desenvolvidos em qualquer um dos modelos
ja estudados (PARK; CHAN, 2012).
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Tabela 2: Modelos animais disponiveis para sindrome von Hippel Lindau

AUTORES ORGAO CONTROLE ANIMAL FENOTIPO DA
CELULAR DOENCA

van Rooijen et Olho - Peixe zebra  Neovascularizacao,

al., 2010 sem HB

Rankinet al., Rim Tubulo Camundongo Cistos, sem CCR

2006 proximal/PEPCK

Shenetal., 2009  Pancreas Pancreas/Pdx Camundongo  Cistos,

microcistoadenomas

Frewet al., 2008  Trato Célula  epitelial Camundongo Cistos
Geniturinario  tubular

Haase et al., Figado - Camundongo HB cavernosos
2001; Ma et al.,
2003

HB: hemangioblastoma, CCR: Carcinoma de células renais, PEPCK: fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, Pdx: fator promotor de insulina 1 (PARK; CHAN, 2012).

2.10 Aconselhamento genético

O aconselhamento genético é o processo de prestacédo de informacdes
a individuos e familias sobre a natureza, a heranca e as implicacbes de
doencas genéticas. Tem sido relatado que cerca de 80% dos individuos
diagnosticados com a sindrome VHL tem um pai afetado enquanto que
mutacdes “de novo” do gene VHL € estimada em cerca de 20% dos probandos.
Se a mutacao causadora da sindrome VHL é detectada no probando, deve ser
disponibilizada aos pais do probando uma triagem oftalmolégica e uma
avaliacdo abdominal por exame de imagem (ILIOPOULQOS; ENG, 2000).

O padréo de atendimento no aconselhamento genético antes e depois
de passar por um teste molecular deve abranger tanto pacientes quanto
familiares. A pessoa que presta o aconselhamento deve assegurar ao paciente
ou familiar os beneficios potenciais e desvantagens do conhecimento de ter
uma mutacao genética que os coloca em risco elevado para o desenvolvimento
de tumores. Isto inclui prepara-los para as reagdes comuns que outros

pacientes e familias experimentaram depois de receber um diagndstico,
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incluindo ansiedade, isolamento, negacdo e culpa (LANGSLEY; WOLTON;
GOODMAN, 1964).

Aconselhamento genético em pacientes com VHL ainda é considerado
pouco viavel, considerando que essa sindrome € rara e que alguns locais ainda
ndo dispdem de centros de estudo para acompanhamento de individuos com
essa sindrome. Por outro lado, o tratamento cirargico de tumores individuais,
tais como o0 hemangioblastomas de SNC, feocromocitomas, tumores
pancreéticos entre outros continuam a serem realizados sem um diagnostico
conclusivo de VHL pré-tratamento, impedindo dessa forma que esses
pacientes busquem centros especializados para acompanhamento tanto do
paciente como de seus familiares (GUTJAHR, 2000).

O teste genético molecular de membros da familia em situacao de risco
€ adequado para determinar a necessidade de vigilancia clinica quando uma
mutacdo germinativa causadora da doenca for identificada em um membro da
familia afetada. Aqueles que tém a mutacdo causadora de doenca devem
requerer vigilancia regular, enquanto os membros da familia que ndo herdaram
a mutacao causadora da doenca o e seus descendentes ndo necessitam desse
acompanhamento. O teste genético molecular pode ser considerado em
criancas com menos de cinco anos (ASCO, 2003).

O teste genético molecular é indicado em todos os individuos que
apresentam quadro clinico ou tenham suspeita da sindrome VHL. Uma vez que
a taxa de deteccdo de mutacdes do gene VHL é cerca de 100%, o teste
molecular pode também ser usado para avaliar individuos com um Unico tumor
associado a VHL e uma histéria familiar negativa da doencga. Além disso, para
os individuos com manifestagcbes da sindrome VHL, que ndo satisfazem os
critérios diagndsticos rigorosos e que nao tém uma mutagdo germinativa
detectavel, mosaicismo somatico por uma mutacdo “de novo” causadora da
doenca deve ser considerado (RASMUSSEN et al., 2006).

2.10.1 Cuidado familiar

Segundo o Ministério da Saude (2001), familia pode ser definida como

um grupo de pessoas com vinculos afetivos de consanguinidade ou de
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convivéncia, sendo o primeiro nucleo de socializacdo que transmiti valores e
costumes que formardo a personalidade e patriménio cultural do individuo. Em
geral, a familia constitui-se como um contexto social importante, sendo no
processo saude-doenca uma unidade de atencdo priméria na saude e no
cuidado de seus membros (ELSEN, 2004).

A doenca é um processo que provoca mudancas na estrutura de vida
das familias, levando seus membros a reestruturar sua vida para conviver com
a doenca. Tendo um de seus membros doente, a familia tende a se esforgar
para garantir o bem estar do familiar e aliviar o impacto da situagéo estressante
imposta pela doenca (DE MARTINNI et al, 2007).

A familia esta representada no hospital por um dos seus membros, que
assume o papel de cuidador e se constitui no elo entre esta e o hospital. Possui
0 papel importante na construgcdo da saude familiar, na manutencdo de
vinculos, na recuperacdo e nos cuidados prestados ao ser doente durante e
apos a intervencdo. Sendo uma unidade de cuidar e ser cuidada (SOUZA,
RIBEIRO, ECKERT, 2003).

Enquanto unidade de cuidado para a enfermagem, a familia pode ser
considerada um sistema de saude para 0s seus membros, permeado de um
conjunto de valores, crencas, conhecimentos e praticas que guiam suas acfes
na promocao da saude, prevencao e tratamento da doenca, realizando suas
atividades e mantendo um bom relacionamento entre o paciente e sua familia
(ELSEN, 2004).

Neste contexto, visando a participacdo dos profissionais no cuidado a
familia, as enfermeiras canadenses Wrigth e Leahey desenvolveram o Modelo
Calgary de Avaliacdo da Familia (MCAF), que é baseado em uma estrutura
multidimensional, integrando conceitos da Teoria dos Sistemas, da Cibernética,
da Comunicacdo e fundamentos tedricos de mudanca e da biologia da
cognicdo (WRIGTH; LEAHEY, 2002). Assim, & constituido por trés categorias
principais: estrutural, de desenvolvimento e funcional.

A categoria estrutural compreende a estrutura da familia, ou seja, quem
faz parte dela, qual é o vinculo afetivo entre seus membros em comparacao
com os individuos de fora, e qual é o seu contexto. Trés aspectos da estrutura

familiar podem ser examinados prontamente: elementos internos, elementos
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externos e contexto. Na estrutura interna da familia a sua composicdo é
desenhada descrevendo aspectos como: quem faz parte dessa familia; quem
mora na residéncia; quem mudou; quem € considerado pertencente ao grupo;
ordem de nascimento; quem é o mais velho, as idades, as doencas, 0s 0bitos,
os abortos (FIGUEREDO; MARTINS, 2010).

Na estrutura externa trabalha-se com a familia extensa, ou seja, a sua
parentela. Neste sentido, € importante entender o valor que a familia Ihe atribui,
se ha ou ndo uma comunicacao e integracdo entre os familiares, mesmo entre
os distantes geograficamente. O instrumento preconizado para avaliacéo
estrutural da familia é o genograma, que consiste em uma arvore familiar que
representa a estrutura familiar interna. O esbo¢o do genograma tende a seguir
graficos convencionais genéticos e genealdgicos. Este instrumento
desencadeia informagfes Uteis tanto para a familia como para os profissionais
da saude. Ao se realizar o genograma, € importante incluir pelo menos trés
geracbes, pois isto propicia a coleta de informacdes ricas sobre
relacionamentos ao longo do tempo, incluindo dados de saude, doenca,
ocupacdo, religido, etnia e migracdo. O outro instrumento utilizado é o
ecomapa, o qual, como no genograma, permite uma visao geral da familia,
retratando relagdes importantes de educacdo ou relacbes conflituosas e de
opressao entre a familia e o mundo. Demonstra o fluxo ou a falta de recursos e
as privagcbes e tem como objetivo representar os relacionamentos dos
membros da familia com os sistemas mais amplos. Os membros da familia
podem ter participacdo ativa em sua elaboracdo (FIGUEREDO; MARTINS,
2010).

Nesse contexto investigam-se questdes como etnia, racga, classe social,
religido e ambiente; a categoria de desenvolvimento refere-se a transformacéo
progressiva da histdria familiar durante as fases do ciclo de vida: sua histéria, o
curso de vida, o crescimento da familia, o nascimento; a categoria funcional
refere-se a0 modo como os individuos da familia interagem. Podem ser
explorados dois aspectos: o funcionamento instrumental, que se refere as
atividades da vida cotidiana, e o funcionamento expressivo, que diz respeito
aos estilos de comunicacéo, solucdo de problemas, papéis, crengas, regras e
aliancas (WRIGTH; LEAHEY, 2002).
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Assim, a aplicacdo do Modelo Calgary de Avaliagdo da Familia
(MCAF), para a avaliacdo familiar, permite que a equipe de enfermagem
elabore intervencbes que ajude ndo apenas o paciente, mas também a sua
familia. Proporcionando solucdes para seus problemas e alivio do sofrimento

fisico, emocional e espiritual.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a base molecular do gene VHL associado a Sindrome von Hippel
Lindau em uma familia com hemangioblastoma de sistema nervoso central no
Estado do Maranh&o

3.2 Objetivos Especificos

Identificar a mutagdo germinativa no gene VHL segregada na familia

Descrever os aspectos clinicos dos individuos com lesbes associadas a
Sindrome von Hippel-Lindau
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos e técnicas utilizados no presente estudo foram
realizados no Laboratorio de Estudos Genéticos e de Histocompatibilidade-
LEGH, do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo e
Laboratério de Genética e Biologia Molecular — GENBIMOL, da Universidade

Estadual do Maranh&o — Centro de Estudos Superiores de Caxias - CESC.
4.1 Aspectos Eticos

Este trabalho é a continuacdo de um estudo ja submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhdo - HUUFMA, sob processo n.33104-647/2007 (Anexo A).
Antes da coleta do material biolégico de cada individuo, foi lido e entregue o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, somente depois de
assinado, foi realizada a coleta (Apéndice B).

4.2 Amostra

A amostra foi composta por individuos pertencentes a uma familia com
diagnéstico clinico da sindrome VHL. O probando foi internado na clinica de
neurocirurgia de um Hospital Universitario, com quadro clinico de cefaléia
intensa, nauseas, tontura e astenia. Ao ser realizado tomografia
computadorizada de cranio, foi evidenciado hemangioblastoma vascularizado
pela artéria cerebelar postero-inferior esquerda e hidrocefalia; e laudo
radiolégico sugerindo investigar correlacdo com VHL (Apéndice C).

Na entrevista para elaboracdo do Histérico de Enfermagem
(instrumento utilizado pela Enfermagem para obtencdo de dados clinicos de
pacientes), foi encontrada histéria familiar de dois irm&os com quadro clinico
semelhante. A partir de entdo, se iniciou processo de coleta de dados, com
visita ao Povoado de Bituba, no municipio de Alcantara-MA, local onde reside o
maior numero de familiares. Assim como, em Sao Luis, Bequimao, Pinheiro e

Sao Bento no Maranhao.
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A entrevista permitiu o estudo de quatro geragcdes. Dados importantes
sobre a histéria de saude familiar ndo foram possiveis coletar, pois 0s recursos
de diagnostico e tratamento da rede de servicos de saude ndo eram
disponiveis na época e nos locais onde eles residiam. Muitos dos familiares
ndo tinham acesso aos servicos de saude utilizando tratamentos alternativos
que dificultavam dessa forma a conclusao diagnéstica.

Foram considerados pacientes aqueles individuos que ao longo do
acompanhamento apresentaram uma das lesbes caracteristicas da sindrome
VHL (hemangioblastoma de SNC ou retina, tumor do saco endolinfatico,
carcinoma de célula renal, feocromocitoma, cisto ou tumor no pancreas).

Familiares em risco corresponderam aos individuos pertencentes a
familia em estudo e que até o momento ndo desenvolveram nenhuma lesdo
associada a sindrome VHL.

Assim, tivemos como casuistica:

- Oito individuos com lesdes associadas a sindrome VHL, sendo que
sete realizaram teste molecular e um néo realizou por evoluir a 6bito antes do
consentimento esclarecido, e;

- Oitenta e nove familiares em risco.

4.3 Caracterizacéo clinica

Foi utilizada uma adaptacdo de Hodgson et al. (2007), que consiste no
acompanhamento dos individuos afetados ou portador de mutacdo, onde deve
ser realizado exame fisico e neuroldgico, oftalmoscopia direta e indireta e
dosagem de metanefrinas (plasmatica e urindria) e tomografia
computadorizada (TC) do encéfalo e abdome anualmente. Nos casos de
diagnéstico de lesao identificados pela TC foi realizada ressonancia nuclear
magnética (RNM) para confirmagé&o da localizagéo da lesdo. Para familiares em
risco, 0 acompanhamento sé foi realizado quando estes referiam queixas
clinicas E ap0s teste molecular positivo para mutacéo germinativa da familia. O

acompanhamento foi realizado conforme fluxograma abaixo:
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FLUXOGRAMA DE ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES E FAMILIARES COM A SINDROME DE VHL

LEITURA E ASSINATURA DO TCLE

y

REALIZAC:_&O DE ENTREVISTA , COLETA DE SANGUE PERIFEBICO,
REALIZACAO DE EXAME CLINICO E ACONSELHAMENTO GENETICO
PRE TESTE MOLECULAR

DIGNOSTICO CLINICO POSITIVO PARA > A > AGUARDA RESULTADO
LESAO ASSOCIADA A VHL DO TESTE GENETICO

SIM TESTE
GENETICO | —3

l POSITIVO l
RASTREAMENTO ANUAL DE ,L
LESOES ASSOCIADAS A VHL POR ACONSELHAMENTO ACONSELHAMENTO
EXAMES DE IMAGEM E -~ GENETICO POS GENETICO POS RESULTADO
— LABORATORIAL RESULTADO ¢ E LIBERACAO DO
ACOMPANHAMENTO

|

- AVALIAGAO E
DI’;%@%?JCI)CO - —> CONDUTA POR
ESPECIALISTA NA
l AREA

Figura 7: Fluxograma de Acompanhamento dos pacientes e familiares em risco para a
sindrome de von Hippel Lindau.

4.4 Extragcao de DNA

Para extracdo do DNA foram coletados quatro mililitros de sangue
periférico, seguindo os protocolos estabelecidos pelo fabricante do kit Charge
Switch gDNA (Invitrogen, USA). ApOs extracdo, as amostras foram
quantificadas em espectrofotdbmetro para verificar a concentracdo (que deve
ser de 100ng) e a pureza do DNA, sendo confirmadas através de uma

eletroforese em gel de agarose a 1%.

4.5 Reacdo em cadeia da polimerase — Amplificagcdo de Mdltiplas Sondas
Dependente de Ligacdo (PCR-MLPA)

A amplificacdo foi realizada por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em um volume total de 50uL. Essa técnica é realizada em
dois dias, no primeiro dia foram realizadas as etapas de desnaturacdo e

hibridizacdo e no dia seguinte as etapas de ligacao e a PCR.
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Dia 1
Desnaturacgéo

Foram adicionados 5uL de DNA (100ng) em cada poco e adicionado
randomicamente agua para controle negativo. Em seguida, colocou-se a placa

no termociclador por cinco minutos a 98°C e resfriado a 25°C.
Reacéao de hibridizacéo

Preparou-se um mix contendo 1,5uL de Tampédo MLPA e 1,5uL de
Sonda probemix. E adicionou-se a placa DNA desnaturado. Essa reacao foi

incubada por um minuto a 95°C e deixado por 20 horas a 60°C.
Dia 2
Reacdao de Ligacéo

Preparou-se um mix contendo 25uL de agua, 3uL de tampao de ligase
A, 3uL de tampéao de ligase B e 1uL de enzima ligase-65. As amostras foram
incubadas a 54°C e a seguir 32 uL do mix de ligase em cada amostra, dando
continuidade a termociclagem a 54°C por 15 minutos, seguido por cinco
minutos a 98°C e em seguida a 20°C.

Reacédo de PCR

O mix consistiu de 7,5uL de agua, 2uL de salsa PCR primer e 0,5uL de
salsa polimerase. A temperatura ambiente, foram transferidos 10pL do mix de
polimerase em cada amostra, dando continuidade a termociclagem com 35
ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos
e finalizar com 72°C por 20 minutos e, em seguida, a 15°C. ApoOs
termociclagem, os produtos de PCR foram armazenados a 4°C, envoltos em

papel aluminio.
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4.6 Reacao de Sequenciamento

Foi utilizada uma aliquota de 0,7uL do produto de PCR e acrescido um
mix de 0,2 pyL de LIZ500 com 9,0 pL de formamida. A seguir a reagao foi
incubada a 98°C por dois minutos em termociclador e resfriada imediatamente
apos a incubacéo. Foram aplicadas randomicamente na placa cinco amostras
controle. O sequenciamento foi realizado no ABI 3500 (Life Technology). Para
a triagem de mutacOes, todas as amostras sequenciadas foram analisadas

utilizando-se o programa GeneMaker v1.97.
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5 RESULTADOS

A obtencgéo da historia familiar de portadores de doenca genética € um
dos aspectos mais importantes no diagnéstico de tumores hereditarios.
Conforme demonstra o heredograma da familia, trata-se de uma familia tipica
para Sindrome de Von Hippel Lindau.

Para descrever a histéria familiar foi utiizado o heredograma, que
representa a heranca genética de determinada caracteristica de individuos. O
heredograma a seguir demonstra a ocorréncia das lesdes caracteristicas da
Sindrome de von Hippel Lindau (Figura 8). A média de idade dos individuos no
momento do diagndstico da primeira lesdo foi de 29 anos. De acordo com o
acompanhamento clinico, exames de imagem (tomografia computadorizada e
ressonancia nuclear magnética), assim como exame histopatolégico e
oftalmoscopia foram possiveis diagnosticar hemangioblastoma de sistema
nervoso central e retina, cisto pancreéatico e massa tumoral renal (Tabela 3).

Todos os individuos que apresentaram lesdes associadas a sindrome
VHL foram acompanhados por uma equipe multiprofissional, de acordo com o
protocolo proposto (Apéndice A), aqueles que apresentaram alteracfes nos
exames clinico, laboratorial e/ou de imagem eram avaliados sob a necessidade
de tratamento clinico ou cirlrgico, caso houvesse necessidade era realizado a
cirurgia. Aqueles que apresentavam lesdes, mas que nao havia necessidade
de cirurgia era acompanhado para verificar a evolucédo do quadro.

Durante acompanhamento, os oito individuos com lesdes n&o
apresentaram feocromocitoma, cujas dosagens de metanefrinas urinarias e
plasmaticas foram consideradas dentro dos parametros para normalidade.
Exames de audicdo foram realizados somente nos individuos que referiram
sintomas, cujos resultados foram sem alteracdes. Nao foram pesquisados

tumores do sistema reprodutivo devido auséncia de sintomas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Heran%C3%A7a_gen%C3%A9tica

Figura 8: Heredograma demonstrando as caracteristicas clinicas e moleculares dos individuos em estudo. Quadrados representam genéro masculino;
circulos: feminino; todos os casos coloridos apresentaram delegéo; coloracdo vermelha: hemangioblastoma de sistema nervoso central; verde: massa
tumoral bilateral no rim; amarelo: hemangioblastoma de retina; azul: cisto pancreético; rosa: casos assintomaticos com a dele¢cdo c.1-? 340+7?; seta:
representa o probando do estudo; reta em diagonal: ébitos; losangos: representa mais de um individuo (seis abortos) e; nimeros em romano indicam as

geracdes da familia.



Tabela 3: Individuos com lesdes associadas a sindrome VHL segundo idade ao diagnéstico da primeira leséo, sexo, localizacao e descricdo clinica da leséo,
tratamento e 6bito. Sao Luis - MA, 2013.

Individuo Idade ao Sexo Localizagéo da leséo Descricao Clinica Tratamento Obito
diagnostico da 12
les@o (em anos)

Caso 5 20 M Cerebelo e medula cervical nHB - Microcirurgia para N&ao

tumores cerebrais
Pancreas CP - Clinico
Caso 10 22 F Cerebelo, tronco cerebral e nHB - Microcirurgia para N&ao
medula cervical tumores cerebrais e

DVP

Caso 11 19 F Medula tor4cica a lombar (T11 nHB - Microcirurgia para  Sim

-L3) tumores cerebrais e

Artrodese de coluna
via posterior

Caso 26 62 M Cerebelo e medula cervical nHB - Microcirurgia para N&ao
tumores cerebrais
Caso 30 23 M Tronco  cerebral, medula nHB* - Microcirurgia para  Sim
cervical e toracica (C3 —T3) tumores cerebrais
Retina rHB - N.A.
Caso 31 25 M Cerebelo e tronco cerebral nHB** - Microcirurgia para N&o
tumores cerebrais
Caso 92 44 M Cerebelo e tronco cerebral nHB - Microcirurgia para  Sim
tumores cerebrais
Rim bilateral Massa Tumoral Renal*** - N.A.
Caso 94 23 M Cerebelo e tronco cerebral nHB** - Microcirurgia para N&o

tumores cerebrais
Média de Idade 29
ao diagnéstico

Legenda: nHB — hemangioblastoma de sistema nervoso central; rHB — hemangioblastoma de retina; CCR — carcinoma de células renais; CP — cisto
pancreatico; DVP — Derivacdo Ventriculo Peritoneal; * - apresentou nHB trés vezes; ** - apresentou nHB duas vezes; *** - diagnosticado por TC e RNM; N.A:
ndo avaliado.
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Para o diagnostico molecular foi utilizado a técnica de amplificacdo de
multiplas sondas dependente de ligacdo (MLPA) em todos os individuos com
clinica. O resultado identificou a delecéo c.1-? 340+? nos casos 05, 10, 26, 30,
31, 92 e 94, correspondendo aos individuos que apresentaram lesdo clinica
associada a VHL, o caso 11, embora tenha confirmagdo de diagnostico de
hemangioblastoma de SNC, evoluiu a 6bito antes do consentimento informado
para coleta de sangue periférico para realizacdo de diagnostico molecular
(Figura 9).

Os sinais de pico no eletroferograma correspondem as oito sondas
referentes ao gene VHL, exonl (quatro sondas), o exon 2 (duas sondas) e
exon 3 (duas sondas). Enquanto que todos 0s outros picos representam 21
sondas de controle para outros loci cromossomicos, incluindo o gene FANCD2
(grupo D2 de complementagdo anemia de Fanconi) (3 sondas) e uma sonda do
gene IRAK2 (interleucina-1 associada ao receptor cinase 2) que, semelhante
ao VHL, estéo localizados no cromossomo 3 (3p). Em MLPA, uma reduc¢éo de
40-50% da intensidade do sinal da sonda indica tipicamente delec&o

heterozigética da sequéncia gendmica correspondente.
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Figura 9: Eletroferograma dos individuos que apresentaram lesGes associadas a sindrome von Hippel Lindau, demosntrando a delecdo c.1-?_340+?, pela
técnica de MLPA. A localizagdo das setas indicam a diminuicdo do sinal das quatro sondas do exon 1. CN: controle negativo; M: sexo masculino
acompanhado do nimero correspondente ao individuo no heredograma, F: feminino. A descricdo da mutacao estd de acordo com a nomenclatura para a
descricdo de variacdes proposta pela Sociedade das Variagdes do Genoma Humano (http://www.hgvs.org/mutnomen).
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Além dos individuos com lesédo associada a sindrome VHL, o teste
molecular foi realizado em todos os familiares. Sendo encontrada a mesma
delecdo em 14 individuos, os casos 01, 04, 07, 09, 12, 23, 55, 62, 69, 74, 75,
77, 81 e 90 (Figura 10). N&do houve diferenca em relacdo ao sexo, sete
mulheres e sete homens apresentaram a delecdo c.1-?_340+?,. Quanto a idade
variou de 06 a 71 anos, com média de 34 anos (Tabela 4). Apods confirmacao
molecular estes individuos foram submetidos aos procedimentos para triagem
de lesbes associadas a sindrome. Contudo, permanecem assintomaticos, ou
seja, sem diagndstico de lesbes associadas a sindrome VHL, em algumas
situacdes de queixa foram realizados exames clinicos, de imagem e/ou de
laboratorio para elucidacdo diagnostica. Os demais familiares, 75 individuos
nao apresentaram alteracbes no teste molecular, assim como ndo apresentam

carateristicas clinicas associadas a sindrome VHL.

Tabela 4: Familiares em risco que apresentaram a dele¢éo c.1-?_340+?, pela técnica de MLPA

segundo idade e sexo, S&o Luis - MA, 2013.

Individuo Idade atual Sexo
(anos)

Caso 01 68 M
Caso 04 36 M
Caso 07 34 M
Caso 09 42 F
Caso 12 25 F
Caso 23 06 M
Caso 55 09 F
Caso 62 64 M
Caso 69 71 M
Caso 74 07 F
Caso 75 10 M
Caso 77 53 F
Caso 81 18 F
Caso 90 35 F

Média de idade 34
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Figura 10: Eletroferogramas de individuos assintomaticos apresentando a delegdo c.1-?340+?, pela técnica de MLPA. A localizagdo das setas indicam a
diminuicdo do sinal das quatro sondas do exon 1. CN: controle negativo; M: sexo masculino; F: feminino acompanhado do nimero correspondente ao
individuo no heredograma.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, realizou-se a historia familiar de pacientes com a
sindrome VHL, com o intuito de verificar a manifestacdo da sindrome entre 0s
membros da familia. Um grande nimero de membros afetados e um longo periodo
de acompanhamento sdo considerados necessarios para a correlacdo com o
gendtipo/fendtipo. Estudos envolvendo varios membros de uma mesma familia € um
recurso valioso para estudar a heterogeneidade clinica da sindrome e estimar o
risco de lesdes em familiares de primeiro grau (CHO et al., 2009; ZBAR et al., 2007).

Atualmente, o aspecto mais importante no manejo das familias com a
sindrome VHL € a abordagem de todos os familiares com acompanhamento e
rastreamento de lesbes. A adesdo a protocolos de rastreamento reduz a
morbimortalidade, melhorando assim, a expectativa de vida dos pacientes. Em 1990,
a sobrevida era em média 49 anos. Dez anos depois, era de aproximadamente 60
anos (HODGSON et al., 2007; MAHER et al., 1990).

Individuos com diagndstico confirmado da sindrome VHL devem ser
aconselhados geneticamente e tratados por especialistas ao longo da sua vida,
contribuindo para a melhoria do progndstico e de suas condi¢cdes psicoldgicas,
causadas pela possibilidade do diagnéstico de novas lesdes caracteristicas da
sindrome (SHUIN et al., 2006).

Cada descendéncia de um individuo afetado tem um risco de 50% de herdar
o gene VHL mutante, mas o grau de gravidade clinica ndo é previsivel, enquanto
gue o risco para os outros membros da familia depende da sua relacdo biologica
com o membro da familia afetada e pode ser determinada por analise genética e
teste molecular. Com a realizacdo de testes moleculares, os membros da familia néo
portadores sdo dispensados do acompanhamento clinico. E a necessidade de
programas de vigilancia dispendiosos e demorados pode ser reduzida, assim como
a monitorizacdo pode ser dirigida apenas para os portadores da mutacdo (LOPEZ-
GUERRERO et al., 2008).

Evans et al. (1997) mostraram um alto nivel de interesse em pré-
sintomaticos de familias afetadas por genes de susceptibilidade ao cancer ao
realizar estudo genético (incluindo VHL), com uma percentagem muito maior de

mulheres 93% interessadas que o0s homens (77%). A analise molecular é
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considerada de extrema importancia para a avaliagdo de pacientes e familias com
suspeita de VHL.

Uma das principais causas da mortalidade na sindrome VHL é o carcinoma
de célula renal metastdtico e as complicagbes neuroldgicas de um
hemangioblastoma. Uma abordagem multidisciplinar € considerada essencial e
todos os pacientes e seus familiares devem ser acompanhados para rastreamento
de lesBes desde a infancia, € aconselhavel que o intervalo de vigilancia seja a cada
12 meses (MAHER, 2004).

A auséncia de diagndstico clinico de feocromocitomas, seja por diagndstico
de imagem ou laboratorial, associado a deteccédo da delecdo gendmica do exon 1,
pode caracterizar a familia como portadora do tipo 1. Familias do tipo 1,
frequentemente apresentam grandes delecbes e mutagdes pontuais que causam
uma terminagdo prematura da transcricdo e uma proteina truncada. Entretanto, nos
pacientes que apresentam mutacfes missense, ha um risco maior de desenvolver
feocromocitoma (FRIEDRICH, 2001; MC NEILL, A. et al., 2009).

As manifestacdes clinicas apresentadas nessa familia  foram
hemangioblastomas de SNC e retina, cistos no pancreas e massa tumoral bilateral
no rim. A localizacdo da lesdo com maior ocorréncia foi o sistema nervoso central,
nas regides do cerebelo, tronco cerebral e medula cervical, toracica e lombar. A
frequéncia de cada neoplasia varia dependendo do fendétipo clinico. No geral,
hemangioblastoma retina ocorre com maior frequéncia (73%), seguido por cerebelar
hemangioblastoma (57%), carcinoma das células renais (35%), hemangioblastoma
espinal (25%), feocromocitoma (20%) e tumor neuroenddcrino pancreatico (12%)
(ONG et al., 2007; CHOU et al., 2013).

Trés pacientes apresentaram o desenvolvimento de hemangioblastoma de
SNC por duas ou trés vezes. Apesar dos resultados satisfatérios com o tratamento
cirdrgico para retirada de tumores no SNC, a recorréncia de hemangioblastomas, e o
desenvolvimento de novos tumores no SNC sao fatores preditivos severos para 0s
membros desta familia e em geral, para todos os pacientes com a sindrome VHL
(VIOLARIS et al., 2007).

Para investigar a epidemiologia genética dos hemangioblastomas no sistema
nervoso central, Maher; Yates; Ferguson (1990) realizaram um estudo internacional

multicéntrico com pacientes com HB uUnico e multiplo sem evidéncia da sindrome
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VHL. A idade média dos pacientes com VHL foi significativamente mais jovem do
que para casos esporadicos, 29 versus 48 anos. Esse resultado corrobora com o
resultado encontrado nessa familia que teve uma idade média, da primeira
apresentacdo de uma lesdo de 29 anos. Para Kaelin (2002), os sintomas da
sindrome desenvolvem-se tipicamente na segunda, terceira ou quarta década de
vida. No Brasil, o perfil clinico da sindrome VHL mostrou semelhancas quanto a
incidéncia e idade de apresentacdo de tumores em relacdo aos outros paises
(GOMY et al., 2010; ROCHA et al., 2003).

Segundo Ong et al. (2007), a idade média € de 22 anos e as lesdes mais
comuns estdo localizadas no sistema nervoso central (retina e hemangioblastoma
cerebelar), rim (carcinoma de células renais, cisto renal), glandula adrenal
(feocromocitoma/paraganglioma), pancreas (tumores neuroenddcrinos, cisto no
pancreas, cistoadenoma seroso) e no ouvido médio (tumor de saco endolinfatico).

Todos os individuos que apresentaram hemangioblastoma de SNC foram
submetidos a microcirurgia para tumores cerebrais e somente um paciente evoluiu
com paraplegia de membros inferiores no pos-operatorio de neurocirurgia, cuja lesdo
se expandia da regido toracica a lombar, evoluindo seis meses depois a 6bito, no
préprio domicilio. A morbidade resultante de complicacdes pos-operatoria é causada
pelo tratamento de hemangioblastomas localizados na medula espinhal,
apresentando complicacées neuroldgicas, tais como, paraplegia e distarbios
sensoriais e motores (VIOLARIS et al., 2007). Contudo, remocao cirdrgica €
considerada a melhor escolha de tratamento para hemangioblastomas no cerebelo,
e apresenta bons resultados (SHUIN et al., 2006).

Os hemangioblastomas surgem, preferencialmente, no cerebelo (75%),
medula, e coluna espinhal (25%) (WIZIGMANN-VOOS; PLATE, 1996;
WOODWARD et al., 2007); sdo mais raros no cérebro e sdo considerados benignos
ao exame histopatolégico; variam em aparéncia morfolégica. No entanto,
complicacbes podem surgir por causa da tendéncia para formarem cistos em
expansdo, levando ao aumento da pressao intracraniana. S&o0 compostos
predominantemente de células vasculares e do estroma. Na sindrome VHL sao
frequentemente mdltiplos e continuam a surgir ao longo do curso da vida de um
paciente (CROSSEY et al., 1995; HES et al., 2000).
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O agrupamento de duas ou mais manifestacdes ou uma manifestagdo com
uma historia familiar indica doenca de VHL em um paciente (MAHER; KAELIN,
1997). De acordo com Shuin et al. (2006), os HB desenvolve-se tanto em VHL do
tipo 1 como do tipo 2A e 2B da sindrome VHL em aproximadamente 70% dos
pacientes. Os locais mais comuns para o desenvolvimento dos HB associados a
VHL séo o cerebelo e a medula espinhal. Os sinais e sintomas desta sindrome séo
amplamente explicados pela expansdo do tumor no espaco craniano ou da medula
espinal. Sinais e sintomas precoces sao dor nas costas, dores de cabeca,
dorméncia, tonturas e fraqueza ou dor nos bracos e pernas (WOODWARD et al.,
2007).

No presente estudo, detectou-se uma mutacao germinativa no gene VHL em
100% dos pacientes que cumpriram o0s critérios clinicos para sindrome VHL. De
acordo com estudos anteriores (ROCHA et al., 2003; STOLLE et al., 1998), estes
resultados implicam que a maioria dos casos que preenche os critérios clinicos esta
relacionada com mutac6es no gene VHL e estratégias de deteccdo de mutacles
para todos os tipos de mutacdes sdo necessdrias para avaliacdo de risco e
aconselhamento dos pacientes e familiares.

Os sete individuos com clinica e os 14 individuos que apresentaram a
delecdo foram submetidos a protocolo de rastreamento de lesdes associadas a
sindrome VHL. Segundo Gomy (2008), o teste genético permite a vigilancia clinica
somente dos individuos portadores de mutacdo, o que melhora o custo-beneficio do
rastreamento. O manejo efetivo dos pacientes e familiares requer uma abordagem
multidisciplinar, em um contexto hospitalar de referéncia, de modo que o
encaminhamento e seguimento desses individuos sejam coordenados por uma
equipe capacitada em cancer familial.

A anélise de mutagfes permite a correlagédo do fenétipo com o gendtipo. Em
um estudo realizado por Maher; Kaelin (1997), 15-20% dos pacientes apresentam
grandes delec¢des germinativas, 27% mutacdes missense, nonsense ou frameshift e
além de delecdo ou insercdo ndo detectadas. Estudos posteriores, utilizando o
desenvolvimento das técnicas de diagnostico molecular, permitiram a deteccdo de
mutacbes em 100% dos pacientes com VHL (FRIEDRICH, 2001; STOLLE et al.,
1998; CHO et al., 2009).
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A analise do DNA e identificacdo de portadores de uma mutagcédo da linha
germinativa em familias com a sindrome VHL permite um melhor acompanhamento
do desenvolvimento de um tumor e otimiza o tratamento. A identificacdo de
mutacdes germinativas em pacientes com a sindrome VHL demonstra a importancia
de teste genético-molecular para o manejo clinico e tratamento mais adequado a
estes pacientes. Portanto, a identificacdo destas mutacdes no gene VHL permite
triagem pré-sintomatica para o inicio de tumores relacionados com a doenca. A
auséncia de outras caracteristicas clinicas da sindrome VHL nestes pacientes pode
refletir variacdes especificas da mutacao no fenétipo (WOODWARD et al., 1997).

A mutacao germinativa segregada na familia foi a delecdo gendémica do exon
1 (c.1-?_340+7?). A identificacdo de grandes delecbes no gene VHL é de
fundamental importancia para aumentar a taxa de deteccdo de mutacOes em
pacientes com VHL e planejar a vigilancia para detecgéo precoce de tumores, assim
como correlacionar genétipo e fendtipo. Estudos mostraram uma frequéncia de
delegéo parcial do gene VHL de 23-30% e delegdo completa em torno de 8-10% dos
pacientes com a sindrome VHL (GLAVAC et al., 1996; ROCHA et al., 2003; STOLLE
et al., 1998).

Varios métodos estédo disponiveis para a deteccdo de grandes delecées no
gene VHL, incluindo PCR longa com trés pares de primers que se sobrepdéem, PCR
guantitativa, a analise por Southern quantitativa e hibridacdo fluorescente in situ
(FISH) (CYBULSKI et al., 1999; CYBULSKI et al., 2002; SCHOUTEN et al., 2002). O
resultado obtido neste estudo demonstrou que a andlise por MLPA é uma
ferramenta simples, rapida e confidvel para a deteccdo de grandes dele¢cbes no
gene VHL. Trata-se de um método mais rapido quando comparado com analise
multiplex PCR quantitativo e FISH (CHO, KI, KIM, 2009).
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7 CONCLUSAO

- De acordo com a histéria familiar e a ocorréncia das lesdes caracteristicas
da sindrome VHL, pode-se considerar essa familia como portadora da sindrome
VHL;

- Oito individuos de uma mesma familia apresentaram hemangioblastoma de
SNC e retina, cisto no pancreas e massa tumoral bilateral no rim;

- Foi realizado teste molecular em sete individuos que apresentaram lesdes
associadas a VHL e nos familiares em risco, com deteccdo da delecédo c.1-?_340+?
pela técnica de amplificacdo de multiplas sondas dependente de ligacéo;

- Oitenta e nove individuos pertencentes a familia em estudo realizaram
teste molecular e, destes, 14 apresentaram a mesma dele¢cdo dos individuos
sintomaticos;

- A lesdo com maior ocorréncia foi 0 hemangioblastoma de sistema nervoso
central, e a localizacdo mais frequente foi o cerebelo e o tronco cerebral; nao foi
evidenciado feocromocitoma pela triagem clinica;

- A média de idade na apresentacdo da primeira lesdo foi de 29 anos, néo
houve predominancia em relacdo ao sexo e idade;

- Nao foram diagnosticadas lesdes associadas a sindrome VHL nos
portadores da delecéo c.1-? 340+? assintomaticos até o momento;

- Neste estudo foi possivel estudar, além do probando, os outros
componentes da familia. Essa conduta podera diminuir a morbimortalidade da

doenca e proporciona uma melhor qualidade de vida aos familiares.
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Apendice A

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DE PACIENTES COM CLINICA SUGESTIVA DA
SINDROME DE VON HIPPEL LINDAU

IDENTIFICACAO

Nome:

Filiacao: e

Data de Nascimento: /[ Genéro: () masc. ( )fem.
Escolaridade: Profissao:

Cor: Ocupacao:

ACONSELHAMENTO GENETICO

Construcao do Heredograma:

O

- Investigar mortes ou problemas ocorridos no periodo pré-natal, neo-natal e
infancia, por defeitos congénitos (causas, idade do 6bito);

- Investigar ocorréncia de abortos e quantidade de gestacoes;

- Se ha consanguinidade na familia;

- Se algum dos cbnjuges tem filhos em outro casamento, e em caso positivo, se sao

ou nao saudaveis.
EXAME FISICO

Altura: Temperatura Axilar: Presséao Arterial:
Peso: Frequéncia Cardiaca: Frequéncia Respiratoéria:
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ECTOSCOPIA:
EXAME DOS SISTEMAS ORGANICOS:

ACOMPANHAMENTO CLINICO
Paciente afetado ou portador de mutacao:

- Exame fisico e neurolégico (anualmente)

- Oftalmoscopia direta e indireta (anualmente)

- TC de encéfalo (a cada 3 anos) até os 50 anos e apos 0s 50 anos (a cada 5 anos)

- TC de abdome (anualmente)

- Urindlise de 24 horas e coleta de plasma para dosagem de metanefrinas urinéria e

plasmatica (anualmente)

Manejo clinico para rastreamento de lesao

Familiar em risco:

- Exame fisico e neurolégico (anualmente)

- Oftalmoscopia direta e indireta desde os 5 anos até os 60 anos (anualmente)

- TC de encéfalo (a cada 3 anos) desde os 15 anos até os 40 anos e dos 40 até os
60 anos (a cada 5 anos)

- TC renal desde os 16 até os 65 anos (anualmente)

- Urindlise de 24 horas e plasma para dosagem de metanefrinas urinaria e

plasmatica (anualmente).
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APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL O MARANHAO
HOSPITAL UNIVERSITARIO
LABORATORIO DE ESTUDOS GENOMICOS E DE HISTOCOMPATIBILIDADE -
LEGH

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sindrome de von Hippel-Lindau (VHL) é uma doenca hereditaria e se
constitui basicamente pelo desenvolvimento de tumores benignos e malignos em
uma ou mais partes do corpo. Muitos desses tumores implicam em um
desenvolvimento anormal de vasos sanguineos.

Diante desta multiplicidade de tumores benignos e malignos em varios 6rgaos
do corpo e da grande variedade de sinais e sintomas faz-se necessario confirmar a
existéncia dessa sindrome familiar para garantir aos portadores dessa doenca um
esquema de acompanhamento de modo a assegurar a deteccdo precoce e
tratamento das possiveis lesBes. Assim como, reduzir as consequéncias mais
graves através da prevencéo.

O diagndstico precoce permite a equipe médica a possibilidade de propiciar
ao paciente um tratamento mais direcionado e consequentemente uma melhora no
qguadro clinico e na sua qualidade de vida.

Sendo assim, nés, da equipe de estudos da sindrome VHL no Maranhéao,
convidamos vocé a participar de uma pesquisa com o nome de “ANALISE DO GENE
VHL EM PACIENTES COM CLINICA SUGESTIVA DA SINDROME DE VON
HIPPEL-LINDAU NO MARANHAO” que tem como objetivo buscar conhecimento
sobre essa doenca, orientar a sua familia sobre a importancia de ser atendida por
uma equipe de saude e tracar um programa de acompanhamento clinico para

prevenir e detectar agravos referentes a essa doenca.
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A pesquisa sera realizada com os membros de sua familia por meio de uma
entrevista com data e horarios que estejam de acordo com a sua disponibilidade. O
beneficio da pesquisa sera prevenir e detectar agravos a sua saude e orientar a sua
familia quanto a importancia do acompanhamento dos seus familiares.

Para a realizacdo do exame genético sera coletada uma pequena amostra de
sangue sem oferecer nenhum risco ao paciente, este sentira apenas uma dor leve
no momento da introducéo da agulha.

No demais, o desconforto que vocé terd serd o tempo gasto com a entrevista
ou com alguma pergunta que Ihe deixe constrangido.

O gue vocé quiser saber sobre a pesquisa sera esclarecido, sua identidade
sera mantida em sigilo e vocé nao tera danos moral, fisico ou financeiro, se vocé
desejar sair da pesquisa nao tera nenhum prejuizo.

Os resultados dessa pesquisa estardo em trabalhos de Conclusdo do
Mestrado em Ciéncias da Saude da aluna Patricia Ribeiro Azevedo e do Curso de
Ciéncias Biologicas UFMA desenvolvido pela aluna Fabiana do Nascimento
Prazeres, ambos sob a orientacdo da Professora e Doutora Emygdia Rosa Leal
Mesquita. Provavelmente este trabalho serd publicado em revista cientifica e
apresentado no auditério do Hospital Universitario, vocé esta convidado a assistir a
apresentacao do trabalho.

Tomando conhecimento do estudo, declaro concordar em participar da
pesquisa e que entendi as informacdes lidas nesse termo de consentimento.
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,
RG CPF/
n.c abaixo assino, concordo em participar do

estudo “Analise do gene VHL em pacientes com clinica sugestiva da Sindrome von
Hippel-Lindau”. Assim como permito o desenvolvimento de outras pesquisas desde
que entrem em contato prévio solicitando a minha participagdo, como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis desconfortos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
gualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.




Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome e Assinatura do pesquisador:

Pesquisador Responsavel:

Profa. Dra. Emygdia Rosa Leal Mesquita

Rua dos Prazeres, 215 (Cobertura do Hospital Materno Infantil), Centro.

CEP: 65020 - 090
Laboratério de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade - LEGH
Fone: (098) 2109 — 12 65 ou 12 58

Pesquisador Técnico Responsavel:

Patricia Ribeiro Azevedo

Rua dos Prazeres, 215 (Cobertura do Hospital Materno Infantil), Centro.

CEP: 65020 - 090
Laboratorio de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade - LEGH
Fone: (098) 2109 — 12 65 ou 12 58

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa — HUUFMA:

Prof°. Dr. Wildoberto Batista Gurgel
Rua Baréo de Itapary S/N - Centro
HUUFMA — Unidade Presidente Dutra
Fone: (098) 2109 — 1223
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APENDICE C
Sindrome de von Hippel Lindau: histéria familiar

AZEVEDO, P.R.; DIAS, R.S. Sindrome de von Hippel Lindau: histéria familiar. In:
DIAS, R.S. (Org). Assistir e Cuidar: convergéncia do ser e fazer Enfermagem da
Residéncia do HUUFMA. Séo Luis: EDUFMA, 2009, p. 157-161.

INTRODUCAO

A Sindrome de von Hippel Lindau (VHL) € autossémica dominante, com
incidéncia de 1:36.000 a 1:45.000 individuos na populacao geral (RICHARD, 2000).
Esta sindrome é caracterizada por hemangioblastomas no cerebelo e medula
espinhal (HB), hemangioblastoma de retina (RA), carcinoma de células renais
(CCR), feocromocitoma (PH), tumores pancreaticos, cistos papilares do epididimo e
do ligamento largo do Utero (ROCHA et al., 2003).

O progndstico da doenca dependera essencialmente da localizacao e do tipo
de alteracdo que o portador irh desencadear. A existéncia de um hemangioblastoma
de SNC em sua fase inicial tera um progndstico mais favoravel do que a existéncia
de um tumor sélido no pancreas. Portanto, a gravidade da doenca sera determinada
pelo tipo de alteracdo desenvolvida, sendo sera Unica para cada caso (FALAVIGNA,
2001).

O conhecimento da histéria familiar representa um importante instrumento de
alerta para manifestacbes precoces ou potenciais problemas mesmo antes do
surgimento dos sintomas (GORMLEY, 1985).

OBJETIVO

Tracar a histéria clinica familiar de portadores da Sindrome de von Hippel
Lindau
METODOLOGIA

Pesquisa qualitativa, do tipo estudo de caso com foco na historia familiar.
Realizada no povoado de Bituba — Alcantara - MA, os sujeitos de pesquisa foram os
membros da familia (av0s, pais, tios e filhos). Os dados foram coletados de julho a
agosto de 2006. A entrevista se deu na casa da matriarca da familia, cada entrevista

durou em média trinta minutos, sendo que as cinco primeiras entrevistas tiveram
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tempo maior, pois foram com os familiares da segunda geragédo, que tinham as
informacdes mais detalhadas.
RESULTADOS

A familia é composta por noventa e duas pessoas, setenta e sete vivos.
Partindo do probando (diz-se o primeiro caso de uma histéria de cancer familiar)
descreve-se a histéria da sua familia e da linhagem paterna. Pois, a familia materna
nao apresenta casos relacionados a VHL. O pai do probando A.B, 60 anos, é
acompanhado pela equipe de estudos de VHL, ndo apresenta alteracbes. A mae,
G.F, 52 anos, teve diagnéstico de hipertensdo arterial sistémica, faz
acompanhamento com a equipe de VHL. Os irméaos, M.F.B, 09 anos, masculino, ndo
apresenta sintomas e D.F.B, 25 anos, masculino, apresenta ha trés anos cefaléia
intensa, foi avaliado, sem alteracfes. Teve um casal de filhos, a menina foi a 6bito
no Hospital Municipal de Pinheiro - MA, apresentando distensdo abdominal,
presenca de massa abdominal, ictericia, emagrecimento acentuado, morreu sem
diagnéstico com declaracdo de obito com laudo de faléncia de mdltiplos 6rgéaos. O
outro filho, 06 anos, masculino, queixa-se de cefaléia, estd em acompanhamento,
sem alteracdes. A.F.B, 21 anos, irmdo da probando, masculino, caiu da prépria
altura, apresentando cefaléia intensa, foi internado no Instituto Maranhense de
Oncologia Aldenora Bello, realizou microcirurgia para tumores cerebrais, com
histopatolégico de HB. Esta em acompanhamento pela equipe de VHL, teve
diagnosticado atrofia de rim direito e cistos pancreéaticos.

A.F.B, 31 anos, queixa-se de cefaléia e dores abdominais, em
acompanhamento, sem altera¢des; J.N.F.B, 28 anos, masculino e E.F.B, 14 anos,
apresentam cefaléia ainda ndo foram avaliados pela equipe de VHL; I.F.B, 33 anos,
feminino, apresenta diminuicdo da acuidade visual e cefaléia, avaliada pela equipe,
exames dentro da normalidade; I.F.B, 24 anos, considerada o probando, feminino,
foi internada no Hospital Universitario Materno Infantil com dor de cabeca, vomito e
tontura, 28 semanas de gestacao, realizou cesariana gemelar, permanecendo com
quadro clinico, realizou TC (tomografia computadorizada) de cranio e ressonancia
nuclear magnética (RNM) evidenciado HB de cerebelo, tronco cerebral e medula
cervical. Foi transferida para Hospital Universitario Presidente Dutra (HUPD), foi
submetida a microcirurgia para tumores cerebrais. Recebeu alta hospitalar,

orientada as consultas de retorno e acompanhamento por outros especialistas.



93

Permanece com quadro de tontura intratavel, sem possibilidade de desenvolver
atividades do trabalho de lavradora.

E.F.B, 19 anos, internada no HUPD em junho de 2005, com queixa de
paraplegia em membros inferiores a esclarecer. Realizou RNM de coluna dorsal,
com laudo de processo expansivo intramedular lombar de T11 a L3, associada a
hidroseringomielia. Realizou artrodese de coluna. Recebeu alta hospitalar no décimo
quarto dia de poOs-operatério com quadro de parestesia de membros inferiores,
retornou a sua residéncia em Bituba - MA evoluiu para ébito seis meses depois no
domicilio.

Ao concluir a descri¢do da histéria familiar da familia F.B, no desenvolvimento
das entrevistas, ficou evidente a prevaléncia de casos de VHL na linhagem paterna,
portanto, foi realizado entrevista com a familia.

L.B, 28 anos, feminino, durante seis anos referia cefaléia intensa, dor na
regido cervical, com rigidez de nuca, familiares desconhecem a causa do O6bito e
referem “que ela morreu de dor de cabeca insuportavel’. G.B, 28 anos, masculino,
h& dois anos realizou microcirurgia para tumores cerebrais (HB de cerebelo), no
HUPD, permaneceu em acompanhamento, teve novo quadro de HB no tronco
cerebral, realizou cirurgia, evoluiu desfavoravelmente, comatoso, teve diagndstico de
HB de retina, com perda da visdo do olho esquerdo. Evoluiu para 6bito na Unidade
de Terapia Intensiva do HUPD por choque séptico.

M.R.B, 18 anos, feminino, ap6s gravidez, apresentou cefaléia, cegueira, dor
no pescoco, vomito em jato e convulsdo, evoluindo a o6bito dois meses depois.
M.C.B, 20 anos, apresentou quadro semelhante a M.R.B, associado a paralisia de
membros inferiores e solugco permanente, morreu em casa. M.B, 23 anos, ao
participar desta pesquisa, referia sentir dores de cabeca, foi acompanhado e
diagnosticado HB de fossa posterior, realizou cirurgia, apresenta-se sem
comprometimento neurolégico.

CONSIDERACOES FINAIS

Somente uma analise de DNA seria suficiente para diagnosticar uma familia
como portadora de VHL. No entanto, existem critérios internacionalmente aceitos
para diagnosticar VHL, que consiste na existéncia de dois HB ou de um HB somado
a uma manifestacdo visceral em casos isolados e nos casos familiares s6 uma

manifestacédo é suficiente para o diagnostico (VHL, 1997). Diante da historia clinica
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familiar exposta, considera-se que essa familia apresenta ocorréncia significativa de
HB de SNC e de tumores viscerais que a classificam como portadora dessa
sindrome, com uma expectativa de vida de 25 anos, em média, foi mais frequente
nas mulheres e os sintomas exacerbaram durante o processo de gravidez.
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PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N°. 358/07
Pesquisador(a) Responsavel: Emygdia Rosa do Régo Barros Pires Leal Mesquita
Equipe exccutora: Emygdia Rosa do Régo Barros Pires Leal Mesquita, Patricia Ribeiro Azevedo e
Fabiana do Nascimento Prazeres
Tipo de Pesquisa: Projeto de Pesquisa
Registro do CEP: 131/07 Processo N°. 33104-647/2007
Institui¢do onde sera desenvolvido: Hospital Universitario Unidade Materno Infantil
Grupo: I
Situagdo: APROVADO

0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao
analisou na sessdo do dia 18.05.2007 o processo N°. 33104-647/2007, referente ao projeto de pesquisa:
“Analise do gene VHL em pacientes com clinica sugestiva da sindrome de Von Hippel-Lindau no
Maranh#o”, tendo como pesquisadora responsavel Emygdia Rosa do Régo Barros Pires Leal Mesquita.
cujo objetivo geral ¢ “Contribuir para um melhor caracteriza¢do da Sindrome Von Hippel-Lindau na
populacio brasileira, desenvolvendo um estudo pioneiro no Maranhiio”. Na metodologia: Trata-se de
um estudo de caso, cuja amostra sera composta por pacientes atendidos a ser no Hospital Universitario
Unidade Presidente Dutra. Tendo apresentado pendéncias na época de sua primeira avaliagdo. veio em tempo
habil supri-las adequada ¢ satisfatoriamente de acordo com as exigéncias das Resolugdes que regem esse
Comité. Assim, mediante a importancia social e cientifica que o projeto apresenta, a sua aplicabilidade e
conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel a realizagdo do projeto classificando-o
como APROVADO, pois 0 mesmo atende aos requisitos fundamentais da Resolugio 196/96 ¢ suas
complementares do Conselho Nacional de Saide.

Lembramos a V.S que o sujeito da pesquisa tem a liberdade de recursar-se a participar ou de
retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalidade alguma ¢ sem prejuizo ao seu
cuidado, e deve receber uma copia do TCLE, na integra, por ¢le assinado. O pesquisador deve desenvolver a
pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo somente apos anélise das razdes
da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano
ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa que requeiram agdo imediata. O CEP deve ser informado de todos os cfeitos adversos ou fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) ¢ enviar notificagio ao
CEP ¢ a ANVISA, quando for o caso, junto com seu posicionamento. Eventuais modificagdes ou emendas ao
protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser
modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente a
ANVISA. o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

Relatorios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP. inicialmente em 20/07/2008 ¢ ao
término do estudo, gravado em CD ROM.
Séo Luis. 20 de julho de 2007.

Wildoberto Batista el

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitario da UFMA
Ethica homini habitat est

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo
Rua Baréo de ltapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 Séo Luis — Maranhao Tel: (98) 3219-1223

E-mail huufma@huufma.br
ADM-14
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