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I. INTRODUCAO
I.1. Aspectos Gerais

A neurofibromatose (NF) ou doenga de von Recklinghausen é uma das entidades
com padrio de heranga autossomico dominante mais frequentes na espécie humana, com
incidéncia estimada em um caso para cada 3.000 habitantes, afetando igualmente homens e
mulheres de diferentes ragas (RICCARDI, 1992).

Embora a NF tenha sido primeiramente relatada por Mark Akenside em 1768, e
descrita por Friedrich Daniel von Recklinghausen, em 1882 (DUNN, 1987), os critérios clinicos
para o seu diagnodstico s6 foram bem estabelecidos em Conferéncia realizada em Bethesda
(EUA), em 1987 (NIH, 1988). De acordo com as conclusdes desta Conferéncia, o diagndstico
da forma classica de NF deve ser baseado na presenca de pelo menos duas das seguintes
caracteristicas: seis ou mais manchas café-com-leite, dois ou mais neurofibromas ou um
neurofibroma plexiforme, "sardas" nas regides axilares e/ou inguinais, glioma Optico, dois ou
mais nodulos de Lisch, e uma lesdo 0ssea caracteristica, como displasia esfenoide ou afilamento
da cortex dos ossos longos com ou sem pseudoartroses. Outro critério diagnostico € a
recorréncia familial, representada por pelo menos um parente de primeiro grau apresentando
alguns dos sinais acima propostos (NIH, 1988).

Aos sinais basicos podem estar associados desde multiplas malformag¢des, em uma
crianga, a um tumor maligno em um adulto (WASSERTEIL et al., 1987, HUSSON et al.,
1988; RODENHISER et al., 1991). Essa diversidade se reflete até na propria classificagdo da
doenga, que tem sido considerada como uma facomatose, uma desordem hamartomatosa, uma
condi¢do neurocutdnea ou uma neurocristopatia (SADDY et al., 1985; CAREY et al.,1986;
DUNN, 1987; JONES, 1988; RICCARDI, 1992), de acordo com algumas revisdes encontradas
na literatura.

Informagdes recolhidas em inumeros estudos populacionais realizados na década de
80, em especial os coordenados por VICENT M. RICCARDI , na época atuando no Baylor
College of Medicine em Houston (Texas, EUA) e atualmente no The Neurofibromatosis Institute

em Pasadena (California, EUA), tem contribuido de modo significativo para um diagnostico

seguro da condigdo. Além disso, mais recentemente, a abordagem molecular tem sido relevante

para o diagnostico mais preciso e o entendimento da sua base genética.
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L.2. Base Genética da Neurofibromatose

O gene responsavel pela forma classica de NF, designado NF1, foi primeiramente
mapeado na regido pericentromérica do cromossomo 17, por analise de ligagdo genética
(BARKER et al., 1987; SEIZINGER et al., 1987a e 1987b). Subsequentemente, houve um
progresso rapido nas técnicas moleculares, e foram identificadas varias sondas de DNA que
detectavam polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrigao (RFLP) nessa regido
cromossomica (FAIN et al., 1987, STEPHENS et al., 1987; WHITE et al., 1987). Foi também
detectada ligagdo do gene NF1 com diversos marcadores moleculares do cromossomo 17, em
grande numero de familias afetadas (DIEHL et al., 1987; FAIN et al., 1987, PERICAK-
VANCE et al., 1987; SEIZINGER et al., 1987a; STEPHENS et al., 1987, UPADHYAYA et
al., 1987, WHITE et al., 1987; SKOLNICK et al., 1987, RODENHISER, 1991).

Desta forma, foi confirmado que o gene NF1 estava localizado no cromossomo 17.
Estudos subsequentes (COLLINS et al., 1989a; COLLINS et al., 1989b; DIEHL et al., 1989,
FOUNTALIN et al., 1989, O'CONNELL et al., 1989, STEPHENS et al., 1989) mapearam mais
precisamente o gene NF1 em 17q12.22. Esses estudos facilitaram o isolamento, a clonagem e a
caracterizag¢dao do gene, que foram desenvolvidas por CAWTHON et al. (1990), VISKOCHIL
et al. (1990) e WALLACE et al. (1990).

O gene NF1 é constituido por 51 exons distribuidos por cerca de 350 kb de DNA
gendmico, o que pode explicar a elevada taxa de mutagdes espontaneas. Pelo menos dois desses
exons estdo envolvidos no processamento alternativo do transcrito primario. O RNA mensageiro
apresenta 8454 nucleotideos e, com esses dois exons removidos, a leitura codifica uma proteina
de 2818 aminoacidos, designada neurofibromina. A porgdo 5' do mapa do gene NF1, proxima a
uma ilha de hipometilagdo CpG, corresponde a porgao proximal do centrdmero do cromossomo
17. Experimentos de sequenciamento e extensdo de "primer" na extremidade 5' do gene tém
mostrado sitios de inicio de transcrigdo, proximais ao sitio Not I que separa os fragmentos 350
kb e 150 kb, como mostra a Figura 1. A extremidade 3' ndo foi bem definida, mas sabe-se que o
final da sequéncia codificante esta contida dentro do fragmento Not I de 350 kb (MARCHUK et
al., 1991; GUTMANN et al., 1993; VISKOCHIL et al., 1993). Um dos introns de NFI

apresenta trés outros genes, OMGP, EV12A e EV12B, que mostram transcri¢io em sentido

oposto ao do gene NF1. Esses genes foram inicialmente localizados entre os pontos de quebra
de translocagdo em dois pacientes com NF (CAWTHON et al., 1990b; MIKOL et al., 1990,
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Figura 1. Representagdo esquematica do gene NF1. (A) Esquema do cromossomo 17. (B)

Ampliagdo da regido 17q12.22 contendo o gene NF1; mapa gendmico do locus

NF1 definido pelos sitios da enzima de restricdio Not I e os codons de iniciagdo

(ATG) e terminalizagdo (TGA); e os trés genes localizados entre os pontos t (1;17)

e t (17,22) sdo representados por setas horizontais. (C) O gene NFI, o dominio
relacionado ao GAP (GRD). CpG = ilhas de hipometilagao.
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O’'CONNELL et al., 1990, CAWTHON et al., 1991; VISKOCHIL et al., 1991), e foram os
primeiros candidatos a codificadores da neurofibromina.

A observagdo de homologia na sequéncia de aminoacidos entre os peptidios da
neurofibromina e dominios cataliticos das GAPs (proteinas que ativam a fungdo GTPase) de
mamiferos, e dos genes IRAI e IRA2 de leveduras (BUCHBERG et al., 1990) sugere que uma
das fungdes da neurofibromina seja estimular a atividade GTPase do produto dos oncogenes
RAS (VISKOCHIL et al., 1993). Tal sugestdo foi confirmada em experimentos bioquimicos e
genéticos realizados principalmente por BALLESTER et al. (1990), MARTIN et al. (1990) e
XU et al. (1990).

Inomeras mutagdes tém sido identificadas em pacientes com NF1, incluindo
translocagdes, deficiéncias de varios tamanhos e a presenga de codons de terminalizagdo precoce
(CAWTHON et al., 1990; VISKOCHIL et al., 1990; ESTIVILL et al., 1991; STARK, 1991).

Um paciente com NF1 esporadica apresentou inser¢ao Alu "de novo" no intron entre os exons 5

e 6 do gene NF1, causando a perda do exon 6 durante o processamento do RNA mensageiro,

que resultou em erro na matriz de leitura e parada prematura (WALLACE et al., 1991). Em uma
outra familia, observou-se uma mutagdo em ponto com substituigdo do aminoacido leucina por
prolina no exon 4, herdada junto com a sindrome da NF1 (CAWTHON et al., 1990). Esperava-
se que tais mutagdes inativassem a neurofibromina, por rompimento da proteina e/ou por
mudangas drasticas em sua forma. Como essas mutagdes ocorreram na extremidade 3' da NF1-
GRD (dominio relacionado ao GAP), a neurofibromina encontrava-se estavel e o funcionamento
dos GRDs manteve-se nos alelos mutantes (VISKOCHIL et al., 1993). No entanto, em dois
outros pacientes com NF1, foi descrita deficiéncia de toda regido cromossomica dos exons NF1-
GRD (do exon 20 ao 27). Além desses, encontrou-se um paciente com uma mutagdo de codon
de terminalizagdo no inicio de GRD e um outro com uma deficiéncia em uma unica base
nitrogenada no meio de GRD, que causou erro na matriz de leitura. As neurofibrominas
mutantes, nesses casos, mesmo se estaveis, provavelmente nio se ligavam aos produtos dos
genes RAS (VISKOCHIL et al., 1993)

A penetrancia do gene NF1 € completa, ou seja, sua capacidade de expressdo
quando presente tem sido estimada em 100% (SAMUELSSON e AXELSSON, 1981; RITTER
e RICCARDI, 1985; RICCARDI e LEWIS, 1988). Contudo, a diversidade das manifestagdes

clinicas em NF € muito ampla. A elevada variabilidade € expressa até no nivel intrafamilial e um
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paciente gravemente afetado pode ter descendentes levemente afetados e vice-versa. Alguns
pacientes apresentam formas muito suaves das caracteristicas, isto é, a expressividade da doenga
é tdo leve que o diagnostico fica significativamente dificultado.

Outra forma de NF, designada NF2, tem incidéncia estimada em um afetado para
cada 50.000 habitantes, tendo a condigdo um padrdo de heranga autossdmico dominante com
penetrancia maior do que 95% (SEIZINGER et al., 1986; ROULEAU et al., 1987).

Em contraste com os estudos relacionados ao gene NF1, o primeiro resultado de

pesquisas para localizagdo cromossomica do gene NF2 ndo foi obtido por anilises de ligagdo

genética, mas por estudos citogenéticos de tumores apresentados por pacientes com NF2, nos
quais foram descobertas deficiéncias especificas do cromossomo 22 (SEIZINGER et al., 1986;
BARKER et al., 1987; SEIZINGER et al., 1987). No entanto, a confirmagio da localizagdao do
gene NF2 no cromossomo 22 so pode ser obtida apos analises de ligagdo genética. Os resultados
dos estudos de ROULEAU et al. (1987 e 1990) mostraram forte ligagado entre o gene NF2 e o
marcador D22S1, sugerindo que o gene estaria localizado em 22q11.1-q13.1. A utilizagdo de
estudos combinados em familias afetadas pela NF2 e com deficiéncia no cromossomo 22 em
tumores, progressivamente localizaram o gene NF2 na banda ql2 do cromossomo 22,
estreitando a regido na qual as pesquisas deveriam ser realizadas (ROULEAU et al., 1990;
WOLFF et al., 1992). Pesquisas de segregagdo em familias afetadas pela NF2 e a caracterizagdo
de uma deficiéncia cromossomica em familia com NF2 determinou o mapeamento do gene NF2
no intervalo entre os marcadores moleculares D22S212 e D22S22, uma regido pequena O
suficiente para sua clonagem. O gene NF2 foi entdo clonado concomitantemente por ROULEAU
et al. (1993) e TROFATTER et al. (1993). A analise da sequéncia do DNA revelou 1785
nucleotideos, responsaveis por uma proteina de 595 aminoacidos com massa molecular estimada
em 66 kb, a qual foi denominada schwannomina. Esta designagdo derivou de schwannoma, o
tumor mais frequente em NF2. Foi detectada homologia da schwannomina com a proteina 4.1
do eritrocito € com a familia de genes ezrin/moesin/radixin, proteinas associadas com o
citoesqueleto, sugerindo que a schwannomina se localiza na membrana celular e atua como uma
proteina organizadora de membrana (ROULEAU et al., 1993; TROFATTER et al., 1993).

A alteragdo genética que produz a NF1 é considerada a mutagdo autossomica

dominante mais comum na espécie humana (HUSON et al., 1989, NORA FRAZER, 1991,
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THOMPSON et al., 1991; McKUSIK, 1992). CROWE et al. (1956, cf. HUSON et al., 1988)

estimaram a incidéncia desta mutagio por gameta e por geragio em 104, concluindo que cerca

de 50% dos pacientes apresentavam mutag@o genética nova, 0 que consiste em uma incidéncia
extremamente alta.

Alguns pesquisadores levantaram a hipotese de um possivel efeito da idade paterna
como indutor de mutagdes produtoras de NF1 (RICCARDI, 1981c; RICCARDI et al.,, 1984), a
semelhanga de outras doengas genéticas, como hemofilia A, sindrome de Lesch-Nyhan e
acondroplasia. O fenomeno de associagdo com a idade paterna poderia ser explicado pelo fato
da  maioria das mutagdes novas, que produz essas doengas, ocorrer somente nas
espermatogonias, uma vez que so elas sofrem divisio mitotica apos o nascimento. Contudo, a
maioria das mutagoes da NF1 parece nao ocorrer na mitose. Tém-se observado que os
Cromossomos paternos parecem ser mais susceptiveis a mutagdo do que os maternos. A causa
de tal susceptibilidade ndo € bem conhecida, mas pode estar relacionada a diferengas nos
padrdes de metilagao das células germinativas de origem paterna e materna, os quais podem ser
associados ao "imprinting" gendémico (JADAYEL et al., 1990; STEPHENS et al., 1992).

A associagao da NF com o desenvolvimento de neoplasias tem levado a questionar
se os genes ja conhecidos, o NF1 e o NF2, podem ser oncogenes ou genes supressores de tumor.
Os oncogenes tém um efeito positivo na proliferagao celular, de forma direta ou indireta, através
de respostas que influenciardo na aceleragao da proliferagdo celular. A mutagdo em um oncogene
pode levar a uma alteragdo em sua expressio, produzindo ou induzindo a multiplicagdo celular
descontrolada (BISHOP, 1991; KELLY e JOHNSON, 1994). Os genes supressores de tumores
tém um efeito negativo na proliferagao celular, seu efeito direto bloqueia ou diminui a
multiplicagdo celular. A mutagdo ou deficiéncia dos genes nos respectivos cromossomos
homologos causa a perda de supressdo, resultando em proliferagdo celular descontrolada
(MARSHALL, 1991; FEARON, 1994, KELLY e JOHNSON, 1994). Varios pesquisadores tém
proposto que a perda do alelo remanescente em pacientes com NF1, por uma mutagdo somatica,
seja um possivel mecanismo iniciador do tumor, como acontece no retinoblastoma (PONDER,
1990; GOLDBERG e COLLINS, 1991; LEGIUS et al., 1993, ANDERSEN et al.,, 1993),
confirmando que o gene NF1 possa atuar como um supressor de tumor.

Outro achado que reforga tal conclusido € que o produto do gene normal deste loco

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 1% 16 17 18



apresenta alta homologia com proteinas que ativam a fungao GTPase do produto dos oncogenes
RAS. Isto sugere que a proteina NF1 normal interage com a proteina ras para o controle da
proliferagdo celular, enquanto a proteina mutante perde tal capacidade, permitindo o
aparecimento das neoplasias nos pacientes (SKUSE et al., 1991, ANDERSEN et al., 1993;
LEGIUS, 1993, SEIZINGER, 1993).

Pesquisas em algumas linhagens celulares de neurofibrossarcomas tem mostrado
niveis elevados de GTP-ras e expressdo reduzida de neurofibromina, provavelmente produto de
mutagdo no gene NF1 dessas células (GUTMANN e COLLINS, 1992).

Investigagdes realizadas em tumores benignos (SKUSE et al.,, 1989 e 1991) e
malignos (SKUSE et al., 1989; MENON et al., 1990; GLOVER et al., 1991) de pacientes com

NF1 mostraram a perda de heterozigose do cromossomo 17 na regido do gene NF1 e em 17p

apenas nos tumores malignos. Esses achados sdo ambiguos, pois a perda do alelo normal do

gene supressor de tumor TP 53 mapeado em 17p pode contribuir para a progressdo do tumor e
levar a perda do cromossomo. No entanto, outros tumores malignos de pacientes com NF1 tem
mostrado perda de heterozigose (LOH) especifica para 17q. SKUSE et al. (1989 e 1990)
observaram LOH em 17q em um astrocitoma e varios neurofibrossarcomas. Resultados
semelhantes foram obtidos por PONDER et al. (1990), estudando feocromocitomas em
pacientes com NF1. Esses resultados sugerem que a inativagdo de ambos os alelos do gene NF1
possa contribuir para o desenvolvimento de tumores malignos graves em NF1. A ndo observagao
de perda de heterozigose em neurofibromas sugere que outros eventos adicionais, além da
inativa¢@o do segundo alelo do gene NF1, possa estar relacionado com o desenvolvimento de
tumores benignos, embora a inativagdo do segundo alelo do gene NF1 por mecanismos mais
sutis (mutagdes em ponto ou metilagdo) ndao tenham sido investigadas até o presente
(VISKOCHLIL et al., 1993).

O gene NF2 também foi considerado um supressor de tumor. Varios estudos em
tumores desses pacientes mostraram a perda de ambos os alelos do gene NF2 no cromossomo
22, corroborando sua atividade de supressao tumoral (COUNTURIER et al., 1990; ROULEAU
et al., 1990; FIEDLER et al., 1991; FONTAINE et al., 1991a, 1991b; BIJLSMA et al., 1992;
WOLFF et al., 1992).
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I.3. Principais Caracteristicas Clinicas
A. Manchas Café-com-leite

As manchas café-com-leite (MCCL- Figura 2) aparecem em cerca de 95% dos
pacientes (RICCARDI, 1981a; WASSERTEIL et al., 1987; JONES, 1988), estando presentes
em numero de seis ou mais em aproximadamente 75% dos casos (McKUSIC, 1992). Geralmente
sdo congénitas, mas podem levar meses ou até anos para se tornarem evidentes, € aumentar

progressivamente em numero e tamanho durante a primeira década de vida. Sdo distribuidas

por toda a superficie corporal, mas sempre em menor niumero na face, e tem tamanho variavel de

1 a 2 mm a mais de 50 cm. Essas manchas podem também ocorrer na forma de sardas axilares
ou inguinais (CROWE, 1964; RICCARDI, 1981c; JONES, 1988; McKUSICK, 1992), ilustradas
na Figura 2.

Um outro tipo de hiperpigmentagido ocorre sobre toda a extensdo dos neurofibromas
plexiformes (Figura 3) que apresentam colorag@o mais escura que as MCCL (RICCARDI, 1980,
1981a). Hipopigmentagao, geralmente em local de biopsia da MCCL ou cirurgia, e MCCL com
duas tonalidades de pigmentagdo também podem ser encontradas mas sdo achados raros
(RICCARDI, 1980).

B. Neurofibromas

Os neurofibromas, ilustrados na Figura 4, sdo tumores displasicos de textura
amolecida derivados das células de Schwann que se localizam ao longo dos nervos
principalmente nos tecidos subcutaneos e, em alguns casos, nos olhos, meninges, visceras e
vasos sanguineos inervados pelo sistema nervoso autonomo. Apesar de serem tumores benignos,
podem comprometer fungdes vitais, como a visao e audigdo, por compressdo nervosa. Esses
tumores apresentam tamanho variando desde poucos milimetros a um ou mais centimetros,
geralmente apresentam coloragdo carnea ou violacea e podem assumir varias formas, sendo
sésseis ou pedunculados, conicos ou lobulados (RICCARDI, 1981c; JONES, 1988).

Em certos casos, os neurofibromas acompanham todo o trajeto de um nervo
atingindo grandes extensdes, como mostrado na Figura 3, sendo denominados neurofibromas

plexiformes (RICCARDI, 1981c, ALOI e MASSOBRIO, 1989).
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Figura 2. (A) Manchas café-com-leite (setas), caso 3-VM, (B) sardas axilares (seta), caso 32-
ER.
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Figura 3. Caso 21-GE, em (A) vista anterior mostrando neurofibroma plexiforme em brago

direito com hiperpigmentag¢do e em (B) vista lateral do neurofibroma.

.

Figura 4. Caso 6-AM

em (A) vista anterior ¢ em (B) vista posterior mostrando mﬁltip—los

neurofibromas disseminados por todo o corpo.
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C. Nodulos de Lisch

Os nodulos de Lisch, descritos em 1937 pelo alemdo K. Lisch, sdo lesdes
hamartomatosas caracteristicamente bilaterais e bem definidas. Consistem em elevagoes
gelatinosas da superficie da iris de forma arredondada, variando em coloragdo de transparente a
amarelo ou marrom (Figura 5). Tais nodulos diferem do nevi iris devido a sua morfologia, sdo
compostos de melanocitos e derivam da crista neural (LEWIS e RICCARDI, 1981; PERRY e
FONT, 1982; BROWNSTEIN e LITTLE, 1983). A presen¢a de nodulos de Lisch multiplos €
uma caracteristica que parece ser exclusiva da sindrome da NF, sendo a caracteristica mais
comum nos adultos afetados pela condigdo, e ndo apresenta qualquer complicagdo oftalmologica

(RICCARDI, 1981b; LUBS et al. 1991).
D. Outras manifestacées menos frequentes

Varias complica¢des neurologicas estdo associadas a NF, como € o caso de retardo
mental, que aparece em cerca de 40% dos afetados (ROSMAN e PEARCE, 1967
RUBENSTEIN et al., 1985; ELDRIDGE et al. 1989), a epilepsia e a macrocefalia (JONES,
1988; McKUSIC, 1992) além de disturbios do desenvolvimento, como problemas de linguagem,
hiperatividade, déficit de atengdo e dificuldade motora (RUBENSTEIN et al., 1985;
ELDRIDGE et al. 1989), anormalidades neuroaudiologicas (PENSAK et al., 1989) e
neuropatias (THOMAS et al., 1990).

As alteragdes osseas encontradas em NF incluem escoliose, cifose, cifoescoliose,

anomalias da coluna cervical, espondilolistesis, disturbios do crescimento ¢sseo, pseudoartroses

dos ossos longos, proliferagao Ossea subperiosteal, neoplasias 6sseas (WINTER et al., 1979;
MORRISSY, 1982; CRAWFORD e BAGAMERY, 1986; LANDIM et al., 1987) e
meningocele intratoraxica (CHEE, 1989), sendo as deformidades de coluna e a pseudoartrose
de tibia os achados mais frequentes (CRAWFORD e BAGAMERY,1986).

O glaucoma € outra das manifestagdes oculares observadas, e alguns autores

relacionam sua ocorréncia com um prognostico ruim (BURKE et al., 1991). Também podem
ocorrer lesdes de retina (DESTRO et al. 1991; SIVALINGAM et al., 1991), cordide, iris e
buftalmia (BURKE et al. 1991).
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Figura 5. Nodulos de Lisch em iris (setas), caso 29-VM.
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Outras alteragdes, como problemas vasculares (SCHIEVINK e PIEPGRAS, 1991),
cardiacos (NOGAMI et al., 1991), intestinais (BHATTACHARYYA e JAMIESON, 1988),
ginecologicos (BLICKSTEIN e LURIE, 1990), hepaticos (ROMERO et al, 1989),
pulmonares (FAINTUCH et al., 1990), bucais (GONZAGA et al., 1991 e GEIST et al., 1992)
e endocrinologicos (LAVE et al., 1985) foram também encontrados em pacientes com NF.
Algumas sdo referidas raramente e outras com maior frequéncia, porém, como as descrigdes
clinicas ndo costumam ser muito detalhadas, ndo ha como fazer estimativas seguras a respeito da

incidéncia dessas caracteristicas nos pacientes com NF1.

E. Associacao com neoplasias

Um aspecto muito interessante € a elevada frequéncia com que esses pacientes

apresentam inumeros outros tipos de tumores do sistema nervoso central, além dos
neurofibromas. Entre eles, destacam-se gliomas oOpticos, que ocorrem em cerca de 25% dos
casos de NF (LEWIS et al., 1984; DIAS et al. 1988; LUND e SKOVBY, 1991), astrocitomas
(DESTRO et al., 1991); neuromas acusticos nos casos de NF-2 (MARTUZA e
OJEMANN, 1982; ZANELLA et al., 1987; SIVALINGAM et al., 1991), neurilemmomas
(SIVALINGAM et al., 1991), meningiomas (RUBENSTEIN, 1984; SIVALINGAM et al.,
1991), ganglioneuromas (PARIZEL et al., 1991) e outros tipos mais raros.

Uma das complicagdes mais sérias em NF € o desenvolvimento de neoplasias
malignas (HOPE e MULVIHILL, 1981; BADER, 1986; MOSSO et al., 1987). O
neurofibrossarcoma ou schwannoma maligno € o cancer mais comum em NF (NEVILLE et al.,
1991). No entanto, inimeras outras neoplasias malignas foram descritas em pacientes com NF,
como feocromocitomas (ROSEMBERG et al., 1990; STRAUSS et al, 1990),
rabdomiossarcomas (MOSSO et al., 1987), tumor de Wilms (SANDBERG, 1990),
schwannomas pancreaticos (WALSH e BRANDSPIGEL, 1989), tumores 6sseos (SCHNEIDER
et al., 1986; SORENSEN et al., 1986), tumores de células granulares cutaneas (MARTIN et
al., 1990), carcinomas (GRIFFITHS et al.,, 1983; YOSHIDA et al.,, 1991), melanomas
(SILVERMAN et al., 1988; ANTLE et al., 1990), sarcomas (MARTLEY et al., 1990) e
leucemias (SCHNEIDER et al., 1986; SANDBERG, 1990).

A malignizagdo ocorre, de acordo com certos autores, em até 40% dos casos

(SOIDILLO et al., 1980, ENZINGER e WEISS, 1983; SILVERMAN, 1990). Contudo, outros
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autores referem frequéncias de malignizagdo mais baixas, em torno de 5 a 10% (JONES, 1988;
HARTLEY, 1990), de 3% a 15% (BADER, 1986; SCHNEIDER et al., 1986; MCKUSICK,
1992) ou 10% a 15% (WANDER e DAS GUPTA, 1977; RICCARDI, 1989).

I.4. Tipos de Neurofibromatose

A NF € uma das doengas humanas que melhor exemplificam o fendmeno da
expressividade genética, ou seja, a variabilidade de sinais fisicos ou clinicos associados a um
dado gene. Essa variag@o pode ser detectada em pelo menos tres niveis: (a) no nivel temporal,
por tratar-se de entidade na qual o aparecimento das caracteristicas clinicas € progressivo; (b)
no nivel individual, por ser a NF altamente variavel em suas manifestagcGes de um individuo para
outro, até entre membros de uma mesma familia; e (c) no nivel genético e fisiopatologico, em
fungdo da diversidade nas alteragdes moleculares encontradas em diferentes familias. Assim
sendo, € importante a tentativa de fazer um diagnostico mais especifico de diferentes tipos.

RICCARDI (1982) classificou a NF em oito tipos, cujas designagdes, caracteristicas

clinicas e padrdes de heranga sdao resumidos na Tabela 1. A definicdo dos diferentes tipos de NF

depende essencialmente da variagdo de ocorréncia, quantidade e distribuigdo das principais

caracteristicas definidas e das complicagdes associadas, particularmente as relativas aos tumores
do sistema nervoso.

A grande maioria das consideragOes referidas nesta Introdugdo refere-se a NF
classica ou do tipo 1 (NFI), que € a entidade descrita por von Recklinghausen em 1882
(CRUMP, 1981) e compreende cerca de 90% dos casos diagnosticados de NF. A NF2, também
denominada NF acustica ou central, € caracterizada pela presenga de neuromas acusticos
derivados do oitavo nervo craniano, frequentemente acompanhados por outros neoplasmas do
sistema nervoso central (MARTUZA, 1984, HUSON e THRUSH, 1985; SADEH et al., 1989,
MULTIHILL et al., 1990; PARRY et al., 1991). Os critérios diagnosticos para a NF2
compreendem, portanto, a presenga de massa tumoral no oitavo nervo craniano bilateral,

diagnosticada por técnicas de imagem apropriadas (tomografia computadorizada ou ressonancia

magnética) e um parente em 12 grau com diagnodstico de NF2 ou com massa tumoral no oitavo
nervo craniano unilateral. Nao havendo historia familial, confirma-se o diagnostico com a

presenga de duas das seguintes caracteristicas: neurofibroma, meningioma, glioma, schwannoma
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Tabela 1. Caracteristicas

de neurofibromatose,

e padrdes

de heranga dos tipos

segundo Riccardi (1982).

Padrédo de

heranga

Neurofibroma-—
tose cléassica

Acustica

Misto AD

Variante

Segmentar

MCCL familial

Inicio tardio

Nao-especificada

Caracteristicas
clinicas

Desconhecido

Ndo herdavel

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

MCCL* *, neurofibromas,
nédulos de

axilares, anormali-

Lisch, sar-
das
dades

gicas, neoplasias benig-

O6sseas e neurolé-

nas e malignas

Neuromas acuisticos bila-

terais, poucas MCCL e

neurofibromas

Combinagédo de 1 e 2

Variagdes nas MCCL, neu-
rofibromas, neoplasmas

do SNC, nédulos de Lisch

Neurofibromas
res e/ou MCCL

segmenta-

MCCL

Apés 32 década de vida,

apenas neurofibromas

Sinais varié&veis

AD=autossémico dominante;
MCCL= Manchas café-com—-leite

1 2 3 4 5 6
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e opacidade lenticular sub-capsular posterior juvenil (ZANELLA et al., 1987; PASTORES et
al., 1991).

A NF3 ou tipo "misto" apresenta uma mistura das caracteristicas de NF1 e NF2 e
também tem padrio de heranga autossomica dominante (WERTELLECKI et al., 1981;
RICCARDI, 1982; CAREY et al. 1986).

A NF4 ou tipo "variante" caracteriza-se pela presenga de MCCL e neurofibromas

em pelo menos duas partes do corpo, os nodulos de Lisch, tumores do sistema nervoso central, e

algumas caracteristicas clinicas ndo encontradas em NF1. Seu padrao de heranga foi considerado

desconhecido por RICCARDI (1982).

A NFS5 ou tipo segmentar € caracterizada pela presenga de neurofibromas e/ou
MCCL limitados a uma regido do corpo, frequentemente unilaterais.

Os afetados pela NF6 ou tipo MCCL familial apresentam MCCL como caracteristica
unica, ndo tém neurofibromas ou tumores derivados da crista neural, e podem apresentar outras
caracteristicas ndo especificas, como alteragdes neurologicas e peito escavado. Essas
caracteristicas haviam sido relatadas em uma familia por RICCARDI (1980).

A NF7 ou tipo de inicio tardio caracteriza-se pelo aparecimento de neurofibromas
durante ou apos a terceira década de vida. Este tipo foi considerado com padrdo de heranga
desconhecido, pois s6 haviam sido descritos casos esporadicos (RICCARDI, 1982; BOUSEMA
et al., 1989).

RICCARDI (1982) denominou de NF8 ou "tipo ndo especificado" os casos de NF
que ndo se encaixavam nos sete tipos acima descritos.

A classificagdo de tipos proposta por RICCARDI (1982) ndo tem sido aceita por
todos pesquisadores e clinicos, porque inclui formas de dificil defini¢do e distingdo clinica, como
€ o caso do tipo 3, que € considerado "misto", do tipo 4 que € "variante", do tipo 7 que € de
"inicio tardio" e o tipo 8 que é "ndo especificado".

Apos a publicagdo de Riccardi em 1982, CAREY et al. (1986) propuseram que a NF
fosse dividida em apenas 5 tipos, com base nas caracteristicas clinicas distintas e nas implicagdes
genéticas para o paciente. O tipo 1 e 2 sdo correspondentes a classificagio de RICCARDI
(1982), o tipo 3 corresponde a NF segmentar, o tipo 4 ¢ a MCCL familial e o tipo 5 é a NF com
fenotipo Noonan. Este ultimo tipo tem sido diagnosticado por varios pesquisadores
(ALLONSON et al., 1985, MENDEZ, 1985, OPTIZ ¢ WEAVER, 1985, KAPLAN e
ROSENBLATT, 1985, MEINECKE, 1987). Os afetados por NF com fenétipo Noonan
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apresentam algumas das caracteristicas comuns a NF classica, como neurofibromas, MCCL,
sardas axilares, nodulos de Lisch, entre outras, assim como algumas das caracteristicas
presentes na sindrome de Noonan como ptose palpebral, hipoplasia malar, fissuras palpebrais
para baixo, hipertelorismo ocular, pescogo curto, implantagdo baixa de cabelos na nuca, baixa
estatura, cardiopatias, retardo mental e hipotonia.

Diante de tal complexidade, ¢ muito importante que continuem sendo realizados
estudos com o objetivo de descrever detalhadamente as caracteristicas genético-clinicas de
pacientes com NF e de identificar critérios diagnosticos mais objetivos para sua classificagdo em

tipos.
L.5. Instabilidade Cromossdmica e Carcinogénese

Diversas sindromes genéticas associadas com o desenvolvimento de neoplasias,
como € o caso da NF, manifestam o fendmeno de instabilidade cromossomica, evidenciado pelas
frequéncias elevadas com que ocorrem aberragdes cromossomicas e trocas entre as cromatides-
irmas em células cultivadas. Contudo, os estudos desta natureza em pacientes com
neurofibromatose ainda nao sdo conclusivos.

De modo geral, a taxa de mutagdo € um fator fortemente relacionado com a
transfomagao celular. Quanto mais elevada for a taxa de mutagao, maior € a probabilidade de se
acumularem, em um certo local, as alteragdes genéticas necessarias para o aparecimento de uma
neoplasia. Levando isso em consideragdo, € interessante considerar o efeito de agentes
mutagénicos em individuos portadores de sindromes associadas com instabilidade cromossomica.

O fendmeno de instabilidade cromossomica, em nivel muito mais discreto, também
pode ser identificado em individuos nao-portadores de quadros sindromicos. Foi verificado que
individuos aparentemente normais exibem graus variados de sensibilidade cromossomica em
resposta a agentes mutagénicos, como a bleomicina (HSU et al., 1989), e que essa caracteristica
¢ em grande parte hereditaria, tendo sido seu coeficiente de herdabilidade estimada em torno de
85%, em estudos com gémeos mono e dizigoticos (LUCCA & BARTHOLOMEI, 1993). Esses
achados sugerem que certos individuos apresentam um grau de predisposi¢ao ao aparecimento

de mutagdes cromossomicas, pelo menos quando expostos a agentes mutagénicos. Em

consequéncia, essa sensibilidade aos agentes mutagénicos pode se associar a uma predisposigao

ao aparecimento de neoplasias.
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Essa associagdo foi testada por alguns pesquisadores e ficou demonstrado que os

perfis distribucionais de lesdes cromossomicas induzidas pela bleomicina nos pacientes com

cancer de colon, do trato digestivo superior € do pulmio diferiam significativamente do perfil
encontrado nos individuos controles normais. Considerando 0,8 quebras por célula como limiar
de hipersensibilidade a droga, HSU et al. (1989) verificaram que cerca de 40% a 50% dos
pacientes com as referidas neoplasias se enquadravam na classe dos hipersensiveis, enquanto que
cerca de 11% dos controles o faziam. Esses autores concluiram que a sensibilidade a
mutagénicos deve desempenhar um papel importante na carcinogénese de o6rgios e tecidos que
tem contato direto com o ambiente externo, e sugeriram que tal caracteristica poderia ser usada
de forma efetiva para a identificagdo de pessoas em situagdo de risco de manifestarem cancer.

Logo a seguir, em estudo prospectivo, alguns desses mesmos pesquisadores
(SCHANTZ et al., 1990) verificaram que pacientes com tumores de cabega e pescogo, que
eram sensiveis a bleomicina, desenvolviam precocemente outros tumores primarios com maior
frequéncia do que os pacientes menos sensiveis. Essa resposta era independente de variaveis
como idade, sexo, exposi¢@o a alcool e fumo e tipo de tratamento do cancer primario.

Alguns outros estudos foram realizados em familias que manifestam predisposi¢ao ao
cancer, utilizando testes com agentes mutagénicos para observar instabilidade cromossomica.
LIANG et al. (1989) investigaram treze membros de uma familia com varios tipos de canceres,
utilizando a metodologia de HSU et al.(1989) e encontraram frequéncias aumentadas de danos
cromossomicos nesses pacientes. Com o mesmo objetivo, NOTGHI et al. (1990) investigaram
as frequeéncias de aberragdes cromossomicas em fibroblastos cultivados de pacientes com cirrose
biliar primaria, uma doenga autoimune, que apresenta incidéncia aumentada de cancer,
principalmente carcinoma de mama (GOUDIE et al., 1985, MILLS et al., 1982). Seus
resultados revelaram maior instabilidade cromossomica espontanea e sensibilidade aumentada a
BLM nos pacientes, quando comparados com os resultados obtidos nas culturas de individuos
controles, que foi assumida como uma possivel explicagdo para a incidéncia aumentada de
neoplasias.

ROBBINS et al. (1985) e CHERRY et al. (1992) também encontraram
instabilidade genética em pacientes portadores da doenga de Alzheimer, que se caracteriza por
degeneragdo neurologica. Em individuos com sindrome de Down, que apresentam incidéncia
aumentada de leucemia e doenga de Alzheimer, ndo foi encontrada instabilidade cromossomica

espontanea. No entanto, quando adicionada BLM nas culturas celulares desses pacientes, foram
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observadas frequéncias aumentadas de alteragdes cromossdmicas em comparagdo aos controles
(VDAYALAXMI e EVANS, 1982; IIJIMA et al, 1984, LEONARD e MERZ,
1989;SANKARANARAYANAN et al., 1990).

Esses interessantes estudos reforcam a hipotese de que a sensibilidade a
mutagénicos, presumivelmente resultante de deficiéncia em alguns passos do sistema enzimatico
de reparo do DNA, seja associada ao risco aumentado de desenvolver multiplas neoplasias.
Nesse caso, a bleomicina seria um composto interessante para ser usado na detec¢do de
individuos que se encontram em situagdo de risco, por apresentarem baixa eficiéncia no sistema

de reparo do DNA.
1.6. Agentes genotoxicos e testes de sensibilidade

A bleomicina (BLM), amplamente utilizada terapeuticamente em varios protocolos
antineoplasicos € um agente mutagénico radiomimético, que atua como degradante de DNA,
produzindo quebras uni e bicatenarias. Esse efeito decorre principalmente da ligagdo com ions
ferrosos, o que facilita sua oxidagdo e gera compostos genotoxicos como radicais livres
(CROOKE, 1979; LOPEZ-LARRAZA e BIANCHI, 1993), podendo causar a morte celular
(GIACCIA et al,, 1991; HAY et al., 1991; POVIRK e AUSTIN, 1991). A BLM também pode
degradar o DNA ligando-se ao vanadio e ao magnésio na presenga de peroxido de hidrogénio
(BURGER et al., 1984, EHRENFELD et al., 1984, KUWAHARA et al., 1985), ao cobalto
quando ativado pela luz (CHANG et al., 1984; SUZUKI et al., 1984) e ao cobre (EHRENFELD
et al., 1985). Nesta ultima situagdo, ha controvérsias de como o complexo com o cobre € capaz
de degradar o DNA (HAI et al., 1991).

Além de atuarem sobre o DNA como agentes degradantes, os compostos

mutagénicos podem atuar de outras maneiras, como por reagdes de alquilag@o e intercalag@o. Os

agentes alquilantes sao compostos eletrofilicos altamente reativos, capazes de introduzir radicais

alquilas ou metilas nos atomos nucledfilos de oxigénio, nitrogénio ou enxofre de nucleotideos
ou proteinas. A alquilagdo do DNA leva a um pareamento erréneo, que se manifesta como uma
mutagio apos a duplicagdo da molécula original e interfere, desse modo na transcrigdo. Todo o
metabolismo de sintese protéica e o metabolismo energético celular sdo comprometidos. Altas
doses de alquilantes sdo capazes de lesar as células em quaisquer das etapas do ciclo celular
(KOROLKOVAS e BURCKHAETER, 1982). DOEJER et al. (1984) evidenciaram a
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ocorréncia de varios sitios sensiveis a alquilagio do DNA, como o N1, o N3 e o 06 da guanina e
o N3 da citosina. Mas o sitio preferencial de atuagao dos alquilantes € a posigdo N7 da guanina
(SHEPHERD e SAGE, 1986). Quando o agente se liga a esse sitio, ocorre a desestabiliza¢do da
ligacdo glicosidica do N7 da pentose, causando a perda da base, ou seja, a despurinagdo. Isto
pode provocar a ruptura da cadeia do DNA, a substituigdo da guanina por qualquer uma das
outras bases, levando a um pareamento erroneo ou, ainda, a ligagdo entre guaninas proximas,
produzindo ligagdes cruzadas que impedem a duplicagdo do DNA ( CARTER et al., 1981).

Um dos agentes mutagénicos alquilantes mais conhecidos € a mitomicina C (MMC)
utilizada terapeuticamente em diversos protocolos antineoplasicos. A MMC deve sua agdo as
ligagdes cruzadas entre as cadeias complementares do DNA (ISHII, 1981; NATARAJAN et al.,
1983). Isso € possibilitado por uma pré-ativa¢do in vivo, com redugdo de seu anel quindnico e
perda do grupo metoxi terciario (KOROLKOVAS e BURCKHAETER, 1982). Em
consequéncia, a MMC adquire forma protonizada ativa capaz de atuar como agente alquilante
bifuncional, tendo uma cadeia de quatro atomos de carbono que separam os centros ativos.

Os agentes intercalantes introduzem-se erroneamente em uma das cadeias da
molécula de DNA durante o processo de sintese,porque se assemelham a uma base nitrogenada
normal. Por ocasido da duplicagdo seguinte, acabam se pareando com uma base nitrogenada,
levando a inser¢do de um nucleotideo extra na molécula-filha. Um dos mais conhecidos agentes
intercalantes € a bromodesoxiuridina (BrdU)(MORRIS, 1991).

Inimeros estudos desenvolvidos para verificar efeito da MMC sobre os
cromossomos nao encontraram aumento nas frequéncias de alteragdes cromossOomicas em
linfocitos de pacientes com neoplasia de cérvix uterina (ADHJARYU et. al., 1985; MURTY et
al., 1987), e adenomatoses de colon e reto (HEIM, 1985), e melanoma e tumor de colon (LI et
al., 1982; WIENEKE et al., 1982). Apenas SHIRAISHI et al. (1979) referiram indugdo de
trocas entre cromatides-irmas por MMC em individuos com leucemia e linhagens celulares de
linfoma.

Em relagdo ao agente BrdU, ndo foram encontrados resultados de investiga¢des
cientificas sobre a resposta ao seu efeito em individuos supostamente sensiveis a agentes
mutagénicos. Todavia, sempre que se analisa a frequéncia de lesdes cromossdmicas induzidas

por um dado agente, o efeito final € produzido também pelas reagdes de metabolizagdo que o

composto sofre no individuo testado, e por sua capacidade de reparar as lesdes sofridas.

Portanto, os sistemas enzimaticos de metabolismo e de reparo do DNA do individuo testado
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estao sempre sendo analisados em conjunto com o efeito do agente mutagénico, podendo ndo so
dificultar a interpreta¢ao dos dados, como mesmo levar a conclusdes falsas.

Mais recentemente, AU et al. ( 1991 ) desenvolveram um teste que pretende eliminar
os demais fatores associados com a resposta final, que denominaram " challenge assay ". Nesse
teste, as células sio submetidas a doses padronizadas de radiagdo ionizante, que induzem
quebras na molécula do DNA. O agente fisico ndo € submetido aos problemas da metabolizagido
como Os agentes quimicos, portanto este aspecto da questdo € eliminado no "challenge assay". A
analise € feita nas células no primeiro ciclo de divisdo apos o tratamento, ou seja, aquelas que

passaram por uma unica oportunidade de reparo. A identificagdo das células que estdo no

primeiro ciclo de divisdo € possibilitada pela adi¢do de 5-bromodesoxiuridina apos a exposi¢ao

ao agente genotoxico, e posterior marcagdo diferencial das cromatides irmds por protocolo
rotineiramente usado em laboratorios de citogenética (VARELLA-GARCIA, 1991).

O teste € baseado no fato de que a reagdo entre o agente fisico e quimicos com o
DNA e as enzimas de reparo possa interferir no processo de reparo do DNA, até mesmo em
doses baixas. Desse modo, pode-se testar essa hipotese, submetendo as células a agentes
indutores, como os raios X. Assim, os danos causados pelo agente fisico ndo serdo reparados
corretamente e poderdo nao religar os fragmentos da molécula original. Esses produtos
reparados anormalmente podem, entdo, ser detectados como aberragées cromossdmicas. Esse
teste parece ser bastante conveniente pois, ao contrario do que acontece em relagido aos agentes
quimicos, o efeito da radiacdo nao € alterado pelas etapas metabolicas que se processam na
célula.

A radiagdo ionizante € um eficiente indutor de aberragdes cromossomicas e foi um
dos primeiros agentes carcinogénicos bem documentados pela literatura cientifica. Por isso, foi
proposta como o agente "desafiante" no "challenge assay". As principais lesdes induzidas pela
radiagdo ionizante sdo de quatro tipos: quebras em uma unica fita de DNA, quebra nas duas
fitas, diferentes tipos de danos nas bases e ligagado cruzada proteina-DNA (NATARAJAN et al.,
1986; CALDECOTT e JEGGO, 1991), sendo que as quebras nas duas fitas e os danos nas bases
sao considerados os tipos de lesdes com maior probabilidade de ocorréncia (NATARAJAN,
1983). Tais lesdes sdo visualizadas citogeneticamente como an€is acéntricos, Cromossomos
dicéntricos, fragmentos acéntricos, figuras trirradiais, cromossomos em anel, translocagdes,

cromossomos com deficiéncia intersticial ou terminal (BENINSON et al., 1986).
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A investigagdo de radiossensibilidade tem sido realizada em células de varias doengas

genéticas que predispoem ao cancer. Fibroblastos de individuos com ataxia-telangiectasia

(BIGELOW et al., 1979, PARSHAD et al., 1985b), anemia de Fanconi, xeroderma
pigmentosum, sindrome de Bloom, sindrome de Gardner e polipose familial (PARSHAD et al.,
1983; 1985a;, 1985b), disqueratose congénita ou sindrome de Zensser-Cole-Engman
(DeBAUCHE et al., 1990) demonstraram frequéncias aumentadas de aberragdes
cromossomicas apos tratamento com raios X.

Diversas pesquisas utilizando os raios X como indutores de aberragdes
cromossOmicas, foram realizadas em linfocitos de individuos portadores das sindrome de Down,
com o objetivo de testar a capacidade de reparo (ATHANASIOU et al., 1980, PRESTON,
1981; VIJAYALAXMI e EVANS, 1982; LEONARDI ¢ MERZ, 1983; MORIMOTO et al.,
1984, SHAFIK et al., 1987, 1988, MacLAREN et al., 1989). Os resultados foram sempre
positivos, ou seja, os individuos portadores de sindrome de Down apresentaram sensibilidade
aumentada aos raios X.

Diante desses resultados, parece interessante utilizar um conjunto de agentes
mutagénicos que apresentem mecanismos de agdo diferentes para testar a hipdtese de

sensibilidade a esses agentes.

I.7. Objetivos

A NF ¢ uma das doengas autossomicas dominantes mais frequentes na espécie
humana e com expressividade extremamente variavel, dificultando muitas vezes seu diagnostico,
classificagdo em tipos e, consequentemente, o aconselhamento genético. Além disso, esta
condi¢do frequentemente se associa* a neoplasias. Com a finalidade de contribuir para o
esclarecimento de alguns desses problemas, a presente investiga¢do teve como objetivos:

(a) Investigar aspectos genético-clinicos em pacientes portadores de NF, visando classifica-
los nos diferentes tipos propostos pela literatura. Essas informag¢des devem propiciar uma melhor
verificagdo dos padroes de heranga, levantamento das caracteristicas clinicas importantes para o
diagnostico, frequéncia dessas caracteristicas e aplicagdo no aconselhamento genético;

(b) Avaliar a frequéncia de aberragdes cromossOmicas estruturais espontaneas e apos
exposi¢do a agentes genotoxicos com diferentes mecanismos de agao sobre o DNA, como o

degradante bleomicina, o alquilante mitomicina C e o intercalante S-bromodesoxiuridina e os
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raios X, em cromossomos metafasicos de linfocitos de sangue venoso periférico de pacientes

portadores de NF. Esses dados permitem verificar se existe diferenga na resposta aos agentes

genotoxicos, tanto comparando a razdo entre as alteragdes induzidas e as espontdneas nos

pacientes, como comparando as respostas entre pacientes e controles.
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L. MATERIAL E METODOS
IL.1. Estudo genético-clinico

Foram estudados 67 pacientes atendidos no Servigo de Genética do Hospital de
Base da Fundagdo Faculdade Regional de Medicina de Sdo José do Rio Preto. Os pacientes
pertenciam a 43 familias ndo-relacionadas e apresentavam idades variando de 2 a 61 anos, com
média e desvio padrao de 31,0 £ 16,8 anos. Trinta e nove pacientes (58%) eram do sexo
feminino e vinte e oito (42%) do sexo masculino. Alguns casos foram encaminhados ao Servigo
de Genética por outras areas médicas, principalmente pelos Servigos de Dermatologia e
Oftalmologia e muitos dos pacientes foram selecionados pela detecgdo de neurofibromas em
exames histopatologicos prévios. Os pacientes identificados desta forma foram convidados, via
postal, para comparecerem ao Servigo para melhor avaliagdo clinica, tendo em vista que
poderiam ser portadores de uma doenga genética. Desses, catorze individuos de diferentes
familias nao responderam. Nos casos de recorréncia na familia, foi solicitada a presenga dos

outros membros afetados, no entanto, a grande maioria ndo compareceu. Na primeira entrevista,

o paciente era esclarecido que a investigagdo sistematizada faria parte de um trabalho de

pesquisa, desde que houvesse sua total concordincia. Os que compareceram, ou seja, 67
individuos, concordaram em ser examinados, a realizarem os exames. Alguns se recusaram a
fazer determinados exames e/ou avaliagdes mais especificas, ou a serem fotografados.

A coleta de informagdes foi realizada de acordo com ficha padronizada (Anexo 1),
contendo dados de identificagao individuais e familiais, antecedentes pessoais e familiais,
incluindo o heredograma, dados do exame fisico e dos demais exames solicitados, incluindo as
interconsultas de outras areas médicas. Os heredogramas foram construidos segundo as normas
do "American Journal of Medical Genetics" (1984). Além do proposito, todos os assinalados
com "asterisco" foram examinados. Informagdes sobre os demais individuos foram obtidas
através dos proprios pacientes.

Os dados antropomeétricos obtidos foram comparados com as curvas de normalidade
estabelecidas para a populagdo geral segundo a Tabela de Tanner-Whithehouse de 1966
(JONES, 1988).

Os exames laboratoriais solicitados foram hemograma e dosagens de sodio, potassio,

uréia e creatinina, que sao considerados exames de rotina para avaliagao geral do paciente,além
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da glicemia em jejum, que foi requerida com o objetivo de detectar alteragdes na taxa de glicose
no sangue, um dos sinais apresentados pelos pacientes com NF.

A avaliagdo oftalmologica foi realizada em todos os casos, pois a presenga de
nodulos de Lisch € muito dificil de ser verificada a olho nu, necessitando de observagao por
lampada de fenda. Além disso, havia interesse em se detectar outras alteragdes oculares
associadas a sindrome.

A avaliagdo pelo otorrinolaringologista foi solicitada sempre que o paciente
apresentava queixas de disturbio de audig¢@o, dor local, zumbido ou tonturas.

Para detec¢do de problemas oOsseos foram feitas radiografias de toérax, coluna
cervical, toracica e lombar, membros superiores e inferiores, € cranio, neste ultimo caso também
para observagdo de alteragdes de perimetro cefalico e calcificagdes intracranianas.

Com o objetivo de detectar retardo mental e outras disfungdes neurologicas e

psicossociais foi realizada uma avaliagido psicologica envolvendo aspectos relativos a inteligéncia

(QI), rendimento perceptivo-motor, indicios de comprometimento neurolégico, depressao,
ansiedade e disturbio de déficit de atengdo por hiperatividade. Para isso foram utilizados,
respectivamente, os seguintes instrumentos (SPILBERGER et al., 1979; American Psychiatric
Association, 1989): escalas WECHSLER de inteligéncia, teste d¢e BENDER, inventario BECK
de depressdo, inventario de depressdo para criangas, inventario de ansiedade trago-estado
(IDATE), formas adulto e infantil e manual de diagnostico e estatistica de disturbios mentais
(DSM-III-R). Para cada variavel foi estabelacida a classificacio em leve, moderada e alta ou
severa.

Solicitou-se, ainda, eletroencefalograma e eletrocardiograma, pois muitos pacientes
com NF apresentam convulsdes, problemas cardiacos e hipertensio arterial. Nos casos em que o
paciente referiu cefaléias frequentes, dorméncia de alguma parte do corpo e perda de forga
muscular, foi requerida avaliagdo por especialista em neurologia, o qual, na maioria dos casos,
solicitou tomografia computadorizada.

Outras avaliagdes foram solicitadas em caso de queixas clinicas especificas e a
grande maioria dos pacientes foi encaminhada a diversas outras areas médicas apos os
resultados de exames laboratoriais, radiologicos e eletroencefalograficos, entre outros.

A documentag@o fotografica dos pacientes foi feita com maquina fotografica Pentax
K 1000 e flash Maxwell 222-H utilizando-se filmes coloridos de 100 ASA (Kodak, Fuji ou
Agfa).
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I1.2. Estudo citogenético
A. Amostras

O estudo citogenético foi realizado em 21 dos 67 pacientes avaliados na pesquisa
genético-clinica. Esses pacientes foram selecionados por sua presenga no Servigo na semana em
que se pretendia iniciar outro grupo para analise citogenética, € todos eram provenientes de
diferentes familias. Dezesseis pacientes eram do sexo feminino e cinco do sexo masculino. Suas
idades variavam de 9 a 58 anos, com média e desvio padrdo de 34,76 = 15,59 anos.

O estudo citogenético foi realizado através de dois experimentos. No primeiro
(experimento I), foi pesquisada instabilidade cromossomica espontanea e induzida pelos agentes
quimicos BLM, MMC e BrdU, em 10 pacientes e em sete individuos controles. No segundo
(experimento II), foi também realizada a pesquisa de instabilidade cromossomica espontdnea € a
induzida foi feita apos exposi¢do a BLM e aos raios X, utilizando-se neste ultimo caso a técnica
"challenge assay" (AU at al., 1991), em 11 pacientes e nove individuos controles.

Os pacientes que participaram do experimento I foram designados PI e os que

participaram do experimento 2 foram designados PII. Na Tabela 2 ¢ apresentada a

caracterizagdo das amostras PI e PII, por idade, sexo, grupo étnico e diagnostico de cada
individuo doador de sangue para os exames citogenéticos. Em todos os casos, os codigos de
identificagdo dos pacientes sio os mesmos usados no estudo clinico, onde as caracteristicas
clinicas sdo amplamente discutidas.

A amostra controle constituiu-se de 16 individuos saudaveis, que ndo sofreram
exposicdo a agentes mutagénicos conhecidos, foram pareados por sexo e idade com os
pacientes, sendo 11 do sexo feminino e 6 do sexo masculino. Os controles sdo descritos na
Tabela 3 em relagdo a idade, sexo e atividade profissional desenvolvida. As idades variaram de 6
a 55 anos, com média e desvio padrao de 31,68 + 15,39 anos. Os individuos que doaram sangue
para os exames citogenéticos do experimento I foram designados CI e os do experimento II
foram designados CII. Nenhum dos individuos utilizados como doadores de sangue para esse
estudo era fumante, todos tinham dieta alimentar e consumo de bebida alcodlica dentro de
padrdes usuais. Além disso, ndo tinham recebido radiagdo, feito uso de medicamentos ou

contraido doenga viral proximo aos testes aplicados neste estudo.
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Tabela 2. Caracterizagdo dos individuos portadores de neurofi-

bromatose (amostra P).

Individuo Idade Sexo Grupo Etnico Diagnéstico

Negréide
Caucaséide
Negréide
Caucaséide
Negréide
Negréide
Negréide
Caucaséide
Caucasdéide

F
M
F
F
M
M
F
F
F
F

Negréide

21 25 Caucasdide
28 31
S 58
3 38
7 50
17 49
18 34
10 28
23 41
20 43

33 09

Caucasdide
Negréide
Caucaséide
Negréide
Caucasdide
Caucasdéide
Caucasdéide
Negréide
Caucasdide

2 " H e & 2 D

Caucasdéide

NF1 = NF cléssica; NF5 =




Tabela 3. Caracterizagdo dos controles (amostra C).

Amostra Indiv. Idade Sexo

¥
F
F
M
F
F
F
M
F

Grupo Etnico

Negréide

Caucasdéide
Caucasdéide
Caucasdide
Caucaséide
Caucasdide
Caucasdide

Estudante

Técnico em elevadores
Estudante
Universitério
Estudante

Secretéria

Estudante

Caucasdide
Negréide

Caucaséide
Caucaséide
Caucaséide
Negrdéide

Caucasdide
Caucaséide
Caucaséide

1 2 3 4 5 6

AV
AVAVAY

Estudante
Estudante

Do Lar
Hematologista
Faxineira

Do Lar
Secretéria
Escriturdrio
Secretéria

7 unespmll 12 13 14 15 16 i1
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B. Culturas de linfocitos do sangue periférico e anilise cromossomica

Os linfocitos do sangue periférico foram cultivados segundo as técnicas
rotineiramente em uso no laboratério de Citogenética Humana do Servigo de Genética do
Hospital de Base de Siao José do Rio Preto (VARELLA-GARCIA e TAJARA, 1991). No
experimento I foram montados oito frascos de cultura por paciente e por controle e no
experimento II foram montados 6 frascos por paciente e por controle. Cada frasco continha
aproximadamente 0,5 ml de plasma, 4,5 ml de meio de cultura RPMI 1640 (CULTILAB)

suplementado com 20% de soro fetal bovino (CULTILAB), penicilina, estreptomicina e 0,2 ml

de fito-hemaglutinina (GIBCO). As culturas foram mantidas em estufa a 370C por 71 horas e

trinta minutos. Apos este prazo, adicionou-se 0,1 ml de solugdo de colchicina Houde (Lab.

Pierre-Docta S. A.) em concentragdo final de 4 x 10> M em cada réplica. Decorridos 30

minutos realizou-se a hipotonizagio e a fixagdo do material, respectivamente com KCL a 0,075
M e metanol acético (3:1). A suspensdo celular foi gotejada em laminas geladas e umidas e
secas ao ar. De cada réplica preparam-se cinco laminas. No experimento I, em 2 dos 8 frascos foi
introduzida 0,1 ml de solugdo de bleomicina (Blenoxane,BRISTOL) de 150 pg/ml, 5 horas
antes da colheita da cultura, o que deu a concentragdo final do composto na cultura de 3 U/ml
(equivalente a 3 pg/ml). A mesma concentragdo foi utilizada por HSU et al. (1989) e
SCHANTZ et al. (1990). HSU et al. (1989) mostraram como preparar a BLM, no entanto, cita
a concentragdo final com um erro de calculo, ou seja, refere 30 pg/ml quando na verdade o
correto € 3 pg/ml. Em outros 2 frascos foram adicionados 5 pl de solugdo a 1700 pg/ml de
mitomicina C (Sigma), 6 horas antes da colheita, 0 que resultou na concentragao final de 1,7
pg/ml. Em outros dois frascos foram adicionados 200 pl de solugdo a 2000 pg/ml de S-
bromodesoxiuridina (Sigma) (SOUZA, 1984), 6 horas antes da colheita, o que resultou na
concentragdo final de 80 pg/ml. Os dois frascos restantes ndao receberam qualquer tratamento
com a gente quimico, sendo usados para a pesquisa da frequéncia de anomalias espontaneas.

Todas as laminas produzidas no experimento I foram submetidas a técnica de

coloragdo usual por Giemsa. Inicialmente, o material foi hidrolizado em HCL 1N, a 60°C, por
sete minutos. A seguir, foi lavado rapidamente em agua deionizada gelada, e em agua destilada

corrente por dez minutos. Posteriormente, foi submetido a banho de 2 minutos em solugdo
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tampao Sorensen pH 6,8, mergulhado em solugdo tamponada a 2% de Giemsa (MERCK) por
cerca de 6 minutos e lavado em agua destilada.

No experimento II, dois dos frascos foram irradiados com duas doses de 75 cGy de
raios X, com intervalo de 60 minutos, no Instituto de Radioterapia de Sdo José do Rio Preto,

apos 24 horas de cultivo. A esses frascos foi acrescentado 5-BrdU na concentragio final de 6,0 x

103 M, para identificagio posteriormente das metafases em primeiro ciclo de divisio. Em
outros dois frascos foram introduzidos, 5 horas antes da colheita da cultura, 0,1 ml de uma
solugdo de bleomicina (BRISTOL) de 150 pg/ml, dando a concentragdo final de bleomicina na
cultura de 3 pg/ml, como no experimento anterior. Os dois frascos restantes nao receberam
tratamento com agente mutagénico, sendo utilizados para a pesquisa da frequéncia de anomalias
espontaneas.

O material cultivado em presenga da 5-BrdU foi submetido a técnica FPG
(Fluorescéncia + Giemsa) para coloragdao diferencial entre cromatides-irmds, segundo
KOREMBERG e FREEDLENDER (1974), com algumas modificagdes. Essa técnica permite a
diferenciagdo das células que estdo em primeiro, segundo ou terceiro ciclo de divisao celular. As
células que estdo no primeiro ciclo celular apresentam as duas cromatides fortemente coradas, as
que estdo no segundo ciclo celular apresentam uma cromatide mais fortemente e outra mais
fracamente corada ou apresentam ambos 0s segmentos mais ou menos intensamente corados
intercalados e as células que estdo no terceiro ciclo de divisdo celular apresentam regides com
ambas as cromatides irmas fracamente coradas. Inicialmente, cada 1Amina foi coberta com um
filme de bisbenzimide (Hoechst 33258, Sigma) em solugéo fisiologica de Hanks a 0,5% com
concentragao final de 0,05 pg/ml e submetida a luz UV (Philips UV, 15 W), a uma distancia de

12 cm por 12 minutos. Em uma segunda etapa, cerca de 3 a 7 dias apos a fixagdo do material, as

laminas foram incubadas em tampao fosfato NaH2P04 1M (pH 8,1 a 8,3) a 87-899C, por um
tempo variando de 15 a 45 segundos, conforme o periodo decorrido apos a fixagdo. Em seguida,
foram lavadas em agua destilada, coradas em solugdo a 2% de Giemsa por 5 minutos e

novamente lavadas em agua destilada.
A analise cromossOmica, nas laminas submetidas a este tratamento, foi realizada em

células que apresentam ambas as cromatides fortemente coradas, isto é, que estavam no

primeiro ciclo de divisdo apds o tratamento. As laminas das outras réplicas foram submetidas A

técnica de coloragdo usual por Giemsa a 2%.
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No experimento I foram analisadas, em teste cego, 100 metafases provenientes dos
frascos ndo tratados dos pacientes e controles e 50 metafases provenientes dos frascos tratados
com os agentes mutagénicos.

No experimento II foram analisadas, também em teste cego, 50 metafases
provenientes dos frascos tratados com BLM e raios X e dos frascos nao tratados dos pacientes e
controles, com exce¢do de um paciente, do qual analisou-se 100 metafases. Foram escolhidas
metafases tecnicamente boas para analise, ou seja, sem grau acentuado de contrag@o
cromossOmica e sem superposigdes, com numero diploide normal.

Em cada metafase foi pesquisada a ocorréncia de anomalias cromossdmicas
estruturais tais como do tipo quebra ou falha, cromossomicas e cromatidicas, dicéntricos,
fragmentos acéntricos, anéis, marcadores, entre outras.

Nas metafases em que ocorreram alteragdes, foram identificados os grupos
cromossomicos envolvidos, € o tipo de anomalia encontrada. Os eventos andmalos foram
classificados de acordo com as regras do ISCN (1978, 1985). As descontinuidades com
desalinhamento e com o segmento cromossomico separado do restante por uma distancia
superior a largura da cromatide foram consideradas quebras, as descontinuidades sem

desalinhamento ou com desalinhamento minimo dos segmentos, e sem ultrapassar a distancia

equivalente a largura da cromatide, foram consideradas falhas. As quebras e as falhas foram

consideradas cromatidicas quando afetavam apenas uma das cromatides, € cromossOmicas,
quando ambas as cromatides eram afetadas.

Os eventos anomalos encontrados foram fotografados para documentagdo ou melhor
esclarecimento em microscopio Carl Zeiss modelo WL, com equipamento fotografico MC 36,
usando-se filtro de interferéncia verde (Carl Zeiss ref. 467806). Ultilizou-se filme Iliford PAN F
50 ASA, revelado em solugao Kodak D-72 por 2 minutos e meio. Os negativos foram copiados

em papel fotografico Kodabrome F2 ou F3 (Kodak).

C. Analise estatistica

A organizagdo dos dados e tabelas foi realizada pelo software SAS (Statistical
Analyses System) através de procedimentos especificos. Inicialmente foi feita a analise
descritiva e exploratoria de dados. As frequéncias de anomalias cromossomicas no experimento I

foram, entdo, submetidas a transformagdo arco-seno da raiz quadrada, para tornar os dados
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homocedasticos. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para testar a existéncia de efeito
do tratamento quimico dentro das amostras de pacientes e controles e os intervalos de 95% de
confianga foram calculados com base no desvio padrdo ponderado. No experimento I utilizou-
se o teste Z (distribuigdo assintotica normal) para verificar a existéncia de diferencgas entre as
amostras para cada grupo experimental. O teste Z também foi usado para comparagdo das
frequéncias de quebras e de falhas nas amostras C e P e o teste de qui-quadrado para comparar a
distribuicdo desses eventos nas duas amostras. Foi feita, ainda, a analise de correlagao
(correlagdo linear r de Pearson) entre as frequéncias de anomalias cromossomicas dos individuos
controles e dos pacientes com NF, sendo sua significincia testada pelo teste t de Student. Tais
testes estatisticos foram aplicados de acordo com COSTA NETO (1977) e BOX et al. (1978).
No experimento II, os dados revelaram heterocedasticidade e a transfomagdo arco
seno raiz quadrada da proporgdo ndo estabilizou as variancias. Por isso, utilizou-se um teste ndo
paramétrico mais indicado para os dados, o teste de Kruskall-Wallis (HOLANDER ¢ WOLFE,

1973), para comparagdo dentro e entre os grupos experimentais e amostras. Utilizou-se,

também, o teste qui-quadrado para comparar as distribuigdes dos eventos anomalos nas duas

amostras.
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III. RESULTADOS
II1.1. Avaliacdao Genético-Clinica

A Tabela 4 mostra os 67 pacientes avaliados, pertencentes a 43 familias e a
caracteriza¢do de cada paciente. As familias estdo identificadas por numeros e os individuos por
duas letras, correspondentes as suas iniciais. Nesta tabela sdo apresentadas informacdes sobre a
idade, sexo, grupo étnico, profissdo, escolaridade, estatura, peso, perimetro cefélico, existéncia
ou ndo de recorréncia da NF a idade de inicio das manifestagdes da NF. Na Tabela 5 essas
variaveis sdo resumidas em relagdo a amostra. Os heredogramas de todas as familias que
apresentaram recorréncia da NF sdao mostrados nas Figuras de numero 6 a 27, na mesma
sequéncia que as familias sdo apresentadas na Tabela 4. Todos os heredogramas foram
compativeis com padrdo de heranga autossomico dominante.

A idade dos pacientes variou de 2 a 61 anos, com média e desvio padrao de 31,0 +
16,8. Dos 67 pacientes, 39(58%) eram do sexo feminino e 28(42%) eram do sexo masculino.
Foram analisados 38 individuos caucasoides (56,7%) e 29 negroides (43,3%). Em relagido ao
nivel de escolaridade, 40 pacientes (59,7%) ndo concluiram o primeiro grau, trés (4,5%)
pacientes concluiram o primeiro grau, um (1,5%) paciente nao concluiu o segundo grau, quatro
(5,9%) pacientes terminaram o segundo grau, um (1,5%) fez curso superior, trés (4,5%)
frequentaram escola de educagdo especial (APAE), e sete (10,4%) nunca frequentaram escola.
Em 8 casos (12,0%), a variavel nao foi pesquisada.

A partir das frequéncias de algumas caracteristicas antropométricas investigadas,

pode-se observar que a maioria dos pacientes apresentou estatura abaixo da média populacional,

ou seja, 57,5% dos pacientes com NF apresentaram estatura abaixo do percentil 10 sendo que
44,5% estavam abaixo do percentil 3. Cerca de 83% dos individuos estudados apresentavam
perimetro cefalico acima do percentil 50 e, destes, 46,1% estavam entre os percentis 50 e 98,
17,3% no percentil 98 e 19,3% acima do percentil 98. As informagdes sobre recorréncia familial
e inicio da manifestagdo dos sinais da NF sdo resumidas na Tabela 5. Houve recorréncia em 46
individuos de 22 familias (51,2%), e a condigdo ocorreu no paciente como caso Unico em sua
familia em 21 casos (48,8%). Os primeiros sinais da NF manifestaram-se em 33 pacientes
(50,0%) na primeira década de vida, em 19 pacientes (28,7%) na segunda década de vida, em

10 (15,2%) na terceira década e em apenas 4 (6,1%) na quarta década de vida.
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A caracterizagdo dos pacientes em relagdo aos principais sinais clinicos investigados
e o enquadramento nos tipos de NF proposto por RICCARDI (1982) sido apresentados na
Tabela 6, e alguns dos sinais clinicos sdo ilustrados nas Figuras 2, 3, e de 28 a 46. Considerou-se
como caracteristicas principais, ou mais frequentes, as manchas café-com leite (MCCL), os
neurofibromas, as sardas axilares, os nédulos de Lisch e outras manifestagdes oculares, as
alteragdes oOsseas, o retardo mental e outras alteragdes psicologicas, e as alteragdes de
eletroencefalograma e eletrocardiograma. Dos 67 individuos estudados, 60 individuos de 38
familias (89,6%) foram classificados no tipo NF1, um individuo (1,5%) foi enquadrado no tipo
NF3 (misto), dois-individuos de duas familias (3%) foram classificados no tipo NF5 (segmentar),
trés individuos de uma familia (4,4%) foram classificados no tipo NF6 (MCCL familial) e um
individuo (1,5%) foi enquadrado no tipo NF7 (inicio tardio). Para tal classificagio foram
consideradas todas as avaliagdes realizadas no presente estudo, apresentadas a seguir.

A Tabela 7 mostra a frequéncia dos principais sinais clinicos observados no presente
estudo e a Figura 44 mostra graficamente as frequéncias desses sinais. As MCCL foram
observadas em 98,5% e outras alteragdes psicologicas, além do retardo mental, foram
observadas em todos os pacientes pesquisados. Os neurofibromas, sardas axilares e outras
alteragdes oculares apareceram na frequéncia de 84,6% a 86,5%. As alteragdes Osseas e 0s
nodulos de Lisch foram observados em 70% a 75% dos pacientes. O retardo mental foi
observado em cerca de 40%, as alteragdes eletrocardiograficas em 30% e as
eletroencefalograficas em 13%.

Os neurofibromas do tipo plexiforme foram observados em 14 pacientes (21 %),
conforme mostra a Tabela 6. Em sete deles ocorreram apenas neurofibromas do tipo plexiforme
€ nos outros sete ocorreram ambos, neurofibromas isolados e neurofibromas do tipo plexiforme.
Tais tumores apresentaram hiperpigmenta¢do em toda sua extensdo em nove dos 14 casos
(64,3%), e em cinco casos (35,7%) ndo foi observada hiperpigmentagdo sobre o neurofibroma
plexiforme (35,7%).

A frequéncia e localizagdo dos sinais MCCL, neurofibromas, sardas axilares e
nodulos de Lisch sdao apresentadas na Tabela 8. Para definigdo da frequéncia com que os sinais
apareciam (MCCL e neurofibromas), utilizou-se as categoria frequéncia "baixa" (quando o

numero daquele sinal particular era facilmente contado e eles apareciam em numero menor do

que 50), frequéncia "média" (quando houve certa dificuldade para contar o numero de sinais,

sendo que eles apareciam em frequéncias variaveis entre 51 e 150) e frequéncia "alta" (acima de
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150). Para caracterizagio da frequéncia de sardas axilares utilizou-se frequéncia "baixa" para os
individuos com até quatro sardas, frequéncia "média" para os individuos com até oito sardas e
frequéncia "alta" para os com mais de oito sardas axilares. Os nodulos de Lisch foram
considerados com frequéncia "baixa" quando apareciam em numero de até trés, frequéncia
"média" com até seis e "alta" com numero maior que seis. A localizagdo de um sinal foi
considerada "difusa" quando a caracteristica foi observada em mais do que trés diferentes partes
do corpo.

A Tabela 9 mostra a casuistica, dividida em individuos com menos de 18 anos e
acima de 18 anos, em relagdo as frequéncias das diferentes categorias nas quais os sinais MCCL,
neurofibromas, sardas axilares e nodulos de Lisch foram enquadrados. As MCCL foram
observadas com frequéncia "baixa" em 47,1% dos individuos até 17 anos de idade e em 38,7%
dos individuos com 18 anos de idade ou mais; com frequéncia "alta" em 17,6% dos casos
até 17 anos e em 32,7% dos casos com 18 anos ou mais. As sardas axilares foram observadas
em 43% e 50% dos casos de um a 17 anos com frequéncias "baixa e média", respectivamente;
39% e 51,2% nos casos com 18 anos ou mais, com frequéncias "média e alta", respectivamente.
Os neurofibromas foram detectados com frequéncia "baixa" em 91% dos individuos até 17 anos,

nos individuos com 18 anos ou mais, foram observados com frequéncia "baixa" em 42% e com

frequéncias "média e alta" em 29%. Tais achados sdo compativeis com o esperado, pois a NF

apresenta desenvolvimento progressivo com a idade. Os nodulos de Lisch foram observados com
frequéncia "baixa" em 45,4% dos individuos até 17 anos e em 27,3%, respectivamente com
frequéncias "média e alta". Nos individuos com 18 anos ou mais, foram observados com
frequéncias "baixa e média" em 35,7%, respectivamente e com frequéncia "alta" em 28,6%.

As MCCL apresentaram localizagdo difusa em 51 pacientes (76%) e localizadas em
pelo menos trés partes do corpo em 16 casos (24%). Os neurofibromas foram observados com
localizagdo difusa em 38 pacientes (57%), com localizagdo em cerca de trés partes do corpo em
21 casos (31%) e oito pacientes (12%) ndo apresentaram neurofibromas.

As sardas axilares foram observadas em todos os 67 casos bilateralmente, e os
nodulos de Lisch foram bilaterais em 35 pacientes (61,4%), unilaterais em 7 pacientes (12,3%; 4
em olho direito e 3 em olho esquerdo) e ausentes em 15 (26,3%), de um total de 57 casos
investigados. Dos que manifestaram nodulos de Lisch unilaterais, apenas um paciente (caso 22-
RB) era crianga, os demais eram adultos, um deles apresentando NF segmentar com

manifestagdes apenas no hemicorpo direito (caso 21-GE).
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A Tabela 10 mostra os resultados das avaliagdes psicologicas em 30, dos 67
pacientes com NF. Foram consideradas as variaveis QI, disfungGes neurologicas, depressdo,
ansiedade e deficit perceptivo motor. A Tabela 11 mostra a situagdo da casuistica em relagdo a
classificagdo dessas variaveis. Observa-se que 43,3% dos pacientes tem RM moderado ou leve,
QI limitrofe (20,0%) e médio inferior (23,4%),e apenas 13,3% tem QI médio. A grande maioria
dos pacientes apresentou déficit perspectivo motor (DPM - 97%) e indicios de
comprometimento neurologico (ICN- 77%). Apenas 10,7% dos pacientes ndo apresentaram
depressdo, um unico paciente apresentou distimia, ou seja, sinais momentaneos do disturbio, e a
grande maioria dos pacientes (86%) apresentou a depressdo maior (DM), classificada em leve,
moderada e severa (Tabela 11). A ansiedade transitoria esteve presente em 90% da amostra, em
grau leve, moderado (mais comum) ou alto. A ansiedade estavel foi detectada em 83,3% da
amostra, e 53,3% dos pacientes a apresentaram no grau alto. Apenas dois pacientes (6,7%) ndo
apresentaram sinais de disturbio de déficit de aten¢do por hiperatividade (DDAH), os demais
(93,3%) os apresentaram, com sinais que variaramde 1 a 11.

As avaliagoes radiologicas de 53 pacientes (79% do total), sendo que 40 pacientes

(76% dos submetidos a avaliagdo) apresentaram alteragdes e 13 pacientes (24%) ndo mostraram

qualquer alteragdo. A Tabela 12 mostra os achados radiologicos, a frequéncia de cada alteragio

e o numero de algumas figuras que ilustram esses achados. As alteragdes mais frequentes foram
escoliose, que apareceu como caracteristica unica em 28,3% dos casos com alteragdes, e
escoliose associada com cifose, ou seja, cifoescoliose, encontrada em 17% dos pacientes com
alteragdes. Foram observados também peito escavado (11,3%), alargamento de foramen
(11,3%) e atraso de maturag@o Ossea (9,4%). Outras alteragGes menos frequentes foram espinha
bifida (5,7%), alargamento do mediastino (5,7%), geno valgo (3,8%), periostite (5,7%), fusdo
de vértebras cervicais (5,7%), alteragdes da morfologia vertebral (3,8%), vértebra de transi¢do
lombosacral (7,5%), fibroma cortical (7,5%) e sela turca em "J" (1,9%).

A investigagdo das alteragdes oculares, excluidos os nddulos de Lisch, € apresentada
na Tabela 13. Denominou-se "outras", na Tabela 13, as alteragdes menos frequentes como gliose
peripapilar (1-VR), papilas com escavagao (3-AP), area de atrofia em arcada superior do olho
direito (12-MN), atrofia optica (13-MC), papila com implantangdo obliqua (16 IS, 23-MU e
29-IM), iris hiperplasica (18-MA), retinite pigmentar associada com macula sem brilho e papila
atrofica (19-MP), papilas aumentadas (20-AB), obstrugdo do canal lacrimal (22-RB), distrofia

corneana associada com macula com aspecto degenerativo (29-IM), grande cicatriz na retina
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(35-MQ), retificagdo de vasos (36-RO), iris com rarefagdo muscular (39-MB) e atrofia de iris
(42-RS).

A Tabela 14 mostra as frequéncias das alteragdes oculares. As caracteristicas mais
frequentes foram diminui¢do da acuidade visual (60%), hipermetropia (27%), astigmatismo
(33%), miopia (21%), pterigio (19%), neurofibroma em palpebra (15%) e estrabismo (11,5%).
Com frequéncias de 5,7% a 7,7%, foram observados glaucoma, catarata, coroidose e lesdes em
retina sugestivas de neurofibromas.

A avaliag@o eletrocardiografica foi realizada em 43 pacientes com NF. Observou-se
alteragdes em 30% desses. A Tabela 15 mostra tais alteragdes e suas frequéncias. Observa-se
que extra-sistole ventricular e taquicardia sinusal apareceram em 7% e 11,6% dos pacientes,
respectivamente. Tais alteragdes ndo sdo consideradas patologicas quando aparecem
isoladamente em individuos normais, e sdo encontradas na populagdo geral com frequéncia de
cerca de 1%. As demais alteragdes mostradas na Tabela 15 podem ser consideradas patologicas
e foram observadas nos pacientes com NF na frequéncia de 2,3%.

A avaliagdo eletroencefalografica foi realizada em 53 pacientes com NF, dos quais
sete (13%) exibiram alteragdes. Foram observados dois tipos de alteragdes: anormalidade
paroxistica no hemisfério cerebral esquerdo em quatro pacientes (7,5% - casos 3-AP, 5-EB, 30-
AV e 40-TG) e lentificagdo difusa da atividade cerebral em trés pacientes (5,7% - casos 16-ZS,
22-RB e 29-ML).

Outras caracteristicas menos frequentemente observadas em pacientes com NF
foram também avaliadas no presente estudo, e os dados sdo apresentados na Tabela 16. Seis
pacientes (9%) apresentavam convulsdes controladas por medicamentos anticonvulsivantes e
apenas um deles (caso 30-AV) apresentou alteragdao em eletroencefalograma. A hiperglicemia foi

observada em 7,4% dos casos, com taxas variando de 115 mg/dl a 210 mg/dl (normal = 50 a 100

mg/dl). A cefaléia, disartria, constipagdo intestinal, hemorroida e problemas ginecologicos foram

observados em 7,4% dos casos. As infec¢does de repeticdo de vias aéreas e pneumonias, ptose
palpebral, hipertensdo arterial, problemas gastricos e constipagao intestinal foram observados em
6% dos casos. A referéncia de associagao do aumento das caracteristica de NF com a gravidez

ocorreu em trés pacientes do sexo feminino que tiveram filhos.
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Tabela 4. Dados pessoais, familiais e antropométricos da amostra analisada.

Fami- Indi- Idade Sexo Grupo Profissdo Escola- Esta- Peso PC Recor- Infcio/
lia viduo étnico ridade tura réncia sinais NF
(m) (kg (cm) (anos)

60,0 58
33,0 55
54,8 56
46,0 56
39,8 56
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12,7 53
35,5 56
63,8 58
57,0 57
?

Lavradora
estudante
do lar

vendedor
estudante
motorista

JR 39
VR 1
BS 35
cs 16
LS 15
AP 38
VM 03
GP 12
EB 58
AM 52
LT 50
LC 09
IT 49
MV 56
AP 36
PP 3
RP 30
EA 09
MN 21
MC 50
SA 23
JP 59
BS 34
AS 32
15 29
1S 23
MS 49
FS 19
MA 34
MF 32
RF 02
MP 50
JR 24
AB 43
GE 25
RB 09
MU 41
LB 59
EF 31
Js 05
MT 43
MJ 31
FJ 07
IM 54
VM 36
JM 28
MM 26

. % oW N

\
FEE&EUEER

-

P T IR . Y . Y

estudante
do lar
func.publ.
do Lar
estudante
do lar

do lar
Lavrador
Lavrador
do lar
estudante
do lar
vendedor
do lar
Lavrador
Lavrador
guarda not.
emp.domest.
emp.domest.
do lar
estudante
do lar
bancaria

-

n

-~

[ QT S N YT ST S S G G
-

L IS I

-~ 5~
o

?
64,0
54,0

I+ + + +

T I R T R S O S
+ + +

~ 0w
o

w N oo
1

-

~

~

-

= el el ol el md md B =8 3
~ ~ .
U‘IU\U‘!J"-DI%
w

B A S S Y
o

-3~
B &

PRI

do lar
mecénico
do lar
do lLar

w
EE S T T S S S

o

-

W

-~

o

-~

o

do lar
do lar
func.publ.

e T T .Y e S ]
- 0w

£~ O OO U

=~ =~

\\
83

comerciante
do Lar

= w |

L T P S S G Y Y N Y
I T R N ] -

W~

o b~

do lar
emp.domest.
do lar
do lar

F
F
F
M
M
M
M
M
F
M
F
M
F
F
M
M
F
M
F
M
F
M
M
M
F
F
F
F
F
F
F
F
M
F
F
M
F
F
M
M
M
F
F
F
F
F
F

nnnnzznnnnnnnnnnnnnnnzzzznznznzzzznznzznnnzzzzn

+ = presenga; - = auséncia; ? = ndo investigado; PC = perimetro cefadlico; m = metros; kg = quilogramas; cm
= centimetros; F = feminino; M = masculino; C = caucaséide; N = negrdide; 1 = curso de primeiro grau
incompleto; 2 = curso de primeiro grau completo; 3 = curso de segundo grau incompleto; &4 = curso de

segundo grau completo; 5 = curso superior; 6 = educagdo especial.




Tabela 4. continuagdo

Fami- Indi- Idade Sexo Grupc Profissdo Escola- Esta- Peso PC Recor- Inicio/
Lia viduo étnico ridade tura réncia sinais NF
(m) (kg) (cm) (anos)

58,0 54 15
82,2 56 40
29,6 56 5
52,3 55 7
31,0 60 3
57,0 56 T
72,9 56 35
58,0 59 10
38,0 53 10
16,0 53 4
49,0 57 40
52,0 56 26
44,0 56 15
23,0 57 1
45,4 56 10
37,0 55 9
45,9 55 1
55,0 56 32
15,4 ? 3
24,6 53 5

mecanico
vendedor
vendedora
eletricista
estudante
Lavrador
do lar

do lar

do Lar

AV 26
WM 56
FR 53
ER 19
RF 09
cB 32
MG 61
RO 52
MO 30
DP 07
LP 57
GP 28
MB 39
16 08
AR 36
OR 33
SG 14
42 cp 32
RS 08
43 CA 10

!-_.\\
£3d8

~
Wi
[=- 1 ¥

~

-
o W1 w1
v N 3 G o g

-

= ek el ol S =S )

-

o= T R T S T Y I N
-

-

do lar
mecénico
do lar
estudante
do lar

do lar
estudante
do lar
estudante
estudante

-
~

MMM T TAMITMEITNTNEIMNMTTIMMTITINITI
-

Z OO0 ZTZZZZZ000ZZO000ZZ 00

=2 Oh Y 2 NN

+ = presenga; - = auséncia; ? = ndo investigado; PC = perimetro cefélico; m = metros; kg = quilogramas; cm

centimetros; F = feminino; M = masculino; C = caucaséide; N = negréide; 1 = curso de primeiro grau
incompleto; 2 = curso de primeiro grau completo; 3 = curso de segundo grau incompleto; 4 = curso de
segundo grau completo; 5 = curso superior; 6 = educagdo especial.
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Figura 6. Heredograma da familia 1, individuos JR (III 10) e VR (IV 8).
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Figura 7. Heredograma da familia 2, individuos BS (II 3), CS (III 2) e LS (III 3).
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Figura 8. Heredograma da familia 3, individuos AP (1I 3) e VM (III 1).
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Figura 9. Heredograma da familia 6, individuo AM (11 9).
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Figura 10. Heredograma da familia 10, individuos MV (II 8), AP (III 2), PP (III 5) e RP (III 6).
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Figura 11. Heredograma da familia 12, individuo MN (III 5)
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Figura 12. Heredograma da familia 13, individuo MC (II 1).
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Figura 13. Heredograma da familia 14, individuo SA (II 4).
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Figura 14. Heredograma da familia 16, individuos BS (IV 3), AS (IV 4), IS (IV 6) e ZS (IV 8).

Figura 1. Heredograma da familia 17, individuos MS (11 11) e FS (III 1).
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Figura 16. Heredograma da familia 18, individuos MA (II 7), MF (II 6) e RF (III 19).
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Figura 17. Heredograma da familia 19, individuos MP (II 9) e JR (III 19).
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Figura 18. Heredograma da familia 28, individuos MJ (III 6) e FJ (IV 9).

Figura 19. Heredograma da familia 29, individuos IM(II 1), VM(III 1), IM(III 4) e MM(III 5).
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Figura 20. Heredograma da familia 31, individuo WM (II 5).
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Figura 21. Heredograma da familia 32, individuos FR (II 10) e ER (III 2).
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Figura 22. Heredograma da familia 34, individuo CB (II 4).

NM narimoRTO
(] ReTaRDO MENTAL

Figura 23. Heredograma da familia 36, individuos RO (II 22) e MG (III 1).
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Figura 24. Heredograma da familia 38, individuos LP (II 1) e GP (III 3).
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Figura 25. Heredograma da familia 39, individuo MB (II 8).
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Figura 26. Heredograma da familia 41, individuos AR (II 7), OR (II 4) e SG (III 13).

Figura 27. Heredograma da familia 42, individuos CP (II 10) e RS (III 1).
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Tabela 5. Frequéncias observadas das caracteristicas gerais dos
pacientes.

Caracteristicas Classificagao Frequéncia

Sexo masculino 28
feminino 39

Grupo étnico caucasbide 38
negrdide 29

Escolaridade ausente
educagao especial

12+ grau incompleto
12+ grau completo
22+ grau incompleto

28- grau completo
superior
ndao investigada

NEHEO = D
- 0w ow ow

[

<3

10
25
50
75
90

Altura

L TS

- 0w W W W oW

Wwdoo oo
AANAAA

3

10
25
50
75
90

NN
BONOBN WU DS WD

- wm wm owm owmow

NN WI oW ~SUunoowum ouw L L 9

P <
P <
P <
P <
P <
P <

Perimetro cefdlico

Wwdoo
VIiIAA

Recorréncia familial positiva
negativa

década de
década de
década de
década de

=

Inicio dos sinais

[~

=W
e |pip o
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Tabela 6. Principais sinais clinicos investigados e classificagdo dos tipos de NF.

Fami- Indi- MCCL Neuro- Sardas Nédulos Outras alt. Alt. RM  Outras alt. Alt. Alt. Classi- Figu-
lia  viduo fibroma axil. Lisch oculares dsseas psicolég. EEG ECG ficagdo ra

= NF1
+ NF1
= NF1
+ NF1
+ NF1
= NF1
- NF1
- NF1
+ NF1
= NF1
? NF1
= NF1
? NF1
- NF1
? NF1
? NF1
? NF1
? NF1
= NF1
+ NF1
= NF1
4 NF1
1 NF1
- NF1
= NF1
e NF1
- NF1
= NF1
= NFé
? NF6
- NF6
? NF1
? NF1
- NF1
- NF5
? NF1
- NF1
- NF3
? NF1
?
?
?
?
?
+
?
+
?
+
+
?
+
?
+
+
+
?
?

+
+plex
+

1 JR
VR
BS
cs
LS
AP
VM
GP
EB

+plex
+plex
+plex
+plex
+plex
+
+
+

+
L B I S T T I T R B |

+
o
-
(L]
x

LR o T g

1L+ 4+++++

NF1
NF5
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF7
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
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alt. = alteragdes; plex = plexiforme; + = presenca; - = auséncia; ? = ndo investigado; NF1 = NF classica; NF3
= NF mista; NF5 = NF segmentar; NF6 = NF mancha café-com-leite familial; NF7 = NF de inicio tardio.
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Figura 28. Caso 1-JR (NF1), em vistas (A) posterior e (B) anterior mostrando MCCL difusas,
pequenos neurofibromas (setas); (C) vista anterior do caso 1-VR (NF1) com
neurofibroma plexiforme em membro superior esquerdo (seta grande) e algumas
MCCL (setas pequenas).

A B | c

Figura 29. Vistas (A) anterior e (C) lateral do caso 2-CS (NF1) mostrando neurofibroma
plexiforme com hiperpigmentagdo em face, regido cervical e toracica, a direita e
MCCL difusas;, vistas (B) anterior e (D) lateral do caso 2-LS (NF1) com
neurofibroma plexiforme com hiperpigmentagdo em face, regido cervical e toracica, a
esquerda e MCCL difusas; (E) vista anterior do caso 2-BS (NF1) mostrando poucos
neurofibromas (seta) e MCCL difusas e pequenas.
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Figura 30. Caso 11-EA (NF1) em (A) vista anterior mostrando ptose palpebral, fendas
palpebrais obliquas para cima, hipertelorismo ocular, estrabismo, assimetria facial,
orelhas grande e em abano, facies triangular, prognatismo, pescogo curto,
hipertelorismo mamario e MCCL difusas, e em (B) vista lateral esquerda mostrando
pavilhdo auricular malformado, de implantagdo baixa e apéndice pré-auricular.

Figura 31. Caso 16-ZS (NF1), em (A) vista lateral direita mostrando acentuada cifose, lordose,
poucos neurofiboromas e MCCL difusas, e em (B) vista anterior mostrando
hemihipotrofia facial a esquerda; (C) vista anterior do caso 16-IS (NF1) com poucos
neurofibromas e MCCL difusas.
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Figura 30. Caso 11-EA (NF1) em (A) vista anterior mostrando ptose palpebral, fendas
palpebrais obliquas para cima, hipertelorismo ocular, estrabismo, assimetria facial,
orelhas grande e em abano, facies triangular, prognatismo, pescogo curto,
hipertelorismo mamario e MCCL difusas, e em (B) vista lateral esquerda mostrando
pavilhdo auricular malformado, de implantaga@o baixa e apéndice pré-auricular.

Figura 31. Caso 16-ZS (NF1), em (A) vista lateral direita mostrando acentuada cifose, lordose,
poucos neurofibromas e MCCL difusas, e em (B) vista anterior mostrando

hemihipotrofia facial a esquerda; (C) vista anterior do caso 16-IS (NF1) com poucos
neurofibromas e MCCL difusas.
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Figura 32. (A) vista posterior do caso 18-MA (NF6) com multiplas MCCL (setas); caso 18-RF
(NF6), em (B) vista anterior mostrando varias MCCL (setas) e membro superior
esquerdo maior que o direito, e em (C) vista posterior com MCCL (setas), sindactilia
cutanea e encurtamento das falanges do segundo e terceiro dedos da mao direita.

Figura 33. Caso 22-RB (NF1), em (A) vista anterior mostrando peito escavado, hérnia
umbilical, micropénis e multiplas MCCL, em (B) vista posterior mostrando MCCL
difusas e em (C) vista anterior com fendas palpebrais obliquas para cima, sinofre,
hipertelorismo ocular, filtro naso-labial longo e retrognatia.
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Figura 34. Caso 23-MU (NF1), em (A) vista anterior mostrando neurofibromas dérmicos
difusos, inclusive em regido areolar, em (B) vista anterior dos membros inferiores
mostrando neurofibroma plexiforme em membro inferior esquerdo e em (C) vista
lateral do membro inferior esquerdo.

Figura 35. Vista anterior do caso 24-LB (NF3) mostrando neurofibromas e MCCL difusas.

AV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 16 i1

18



Figura 36. Caso 27-MT (NFS5), em (A) vista anterior da regido toracica com neurofibroma
plexiforme em plexo branquial a direita e em (B) vista posterior mostrando duas
MCCL (setas).

Figura 37. Caso 32-FR (NF1), em vistas (A) anterior, (B) lateral e (C) posterior com multiplas
alteragdes oOsseas, MCCL difusas e neurofibromas dérmicos (seta menor) e
pedunculados (seta maior).
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Figura 38. Caso 33-RF (NF1), em (A) e (B) vista anterior mostrando peito escavado (seta
grande), MCCL (seta pequena) e neurofibroma (seta média).

o

Figura 39. Caso 35-MG (NF7), em vistas (A) anterior e (B) posterior mostrando apenas poucos
neurofibromas (setas).
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Figura 40. Caso 36-RO (NF1), em vistas (A) anterior e (B) posterior com frequéncia alta de
neurofibromas dérmicos difusos e neurofibroma pedunculado (seta); caso 36-MO
(NF1), em vistas (C) anterior e (D) posterior com frequéncia baixa de neurofibromas
dérmicos difusos, MCCL difusas e acentuada escoliose.
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Figura 41. Vista anterior do caso 37-DP (NF1) mostrando implantagio baixa das orelhas, raiz
nasal baixa, narinas antivertidas, maxila proeminente, nevo em face, pescogo curto,
torax "em barril", clinodactilia de quinto dedo a direita e MCCL difusas.
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Figura 42. Caso 40-TG (NF1), em (A) vista anterior mostrando orelhas grandes e em abano,
multiplas MCCL, sardas inguinais, MCCL em pénis e em (B) vista posterior
mostrando escoliose e MCCL difusas.

= A

Figura 43. Caso 41-OR (NF1), em (A) e (B) vista anterior mostrando neurofibromas dérmicos,
inclusive em regido areolar, peito escavado (as setas indicam os sinais) e em (C) vista
lateral dos membros inferiores mostrando neurofibroma plexiforme em membro
inferior esquerdo.
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Tabela 7. Frequéncias com que o0s principais sinais clinicos foram

na amostra.

observados

Neurofibroma
. Sardas axilares
. Nédulos de Lisch
. Outras alt. oculares
. Alteragdes Osseas
RM

OV W

0
.

Alteragdes de EEG
Alteragdes de ECG

Presenga Auséncia Ndo pesquisado Frequéncia %

66
58
56
41
44
40
13

Outras alt. psicoldégicas 30

7
13

66/67
58/67
56/66
41/59
44/52
40/53
13/30
30/30

7/53
13/43

98,5
86,5
84,8
70,0
84,6
75,5
43,4
100,0

FREQUENCIAS DE SINAIS CLINICOS

§) 6
SINAIS CLIN

ICOS

Figura 44. Representagdo grafica das frequéncias dos sinais clinicos referidos na Tabela 7.
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Tabela 8. Frequéncia e localizagdo dos principais sinais clinicos dos pacientes.

Fami- Indi- MCCL Neurofibromas Sardas axilares Nod. Lisch
lia wviduo

Freq. Local Freq. Local Freq. Local Freq. Local

alta difusa difusa alta bilat. uni (OE)
média difusa antebr. E média bilat. bilat.
alta difusa difusa alta bilat. bilat.
baixa difusa pescogo, baixa bilat. bilat.
face ombro
baixa difusa pescogo baixa bilat. bilat
face ombro
alta difusa difusa alta bilat. bilat.
alta difusa = - - ==
média difusa perna D média bilat. bilat.
baixa difusa difusa média bilat. bilat.
baixa difusa difusa baixa bilat. uni (OE)
média difusa difusa média bilat. uni (OE)
média difusa difusa média bilat. bilat.
baixa abdome pelve D = == =
ombro E crénio
média difusa difusa bilat
média difusa difusa bilat.
média difusa difusa bilat.
média difusa difusa bilat.
alta difusa tronco bilat. -
média difusa brago D bilat. bilat.
alta difusa difusa bilat. bilat.
baixa difusa difusa ia bilat. ?
média difusa difusa bilat. bilat.
baixa difusa difusa bilat. bilat.
alta difusa difusa bilat. -
baixa difusa difusa bilat. -
média difusa difusa bilat. uni (0OD)
alta difusa tronco bilat. ? bilat.
membros
alta difusa difusa bilat. ? bilat.
baixa difusa - bilat. - -
média difusa - bilat. ? 75
baixa difusa - bilat. -
baixa perna E difusa bilat.
abdome
alta difusa difusa bilat. ? ?
alta difusa tronco-face bilat. média bilat.
baixa perna D brago D = baixa uni (0D)
abdome D
média difusa = 5 baixa uni (0D)
alta difusa difusa £ alta bilat.
baixa difusa difusa 5 = =
baixa abdome face média uni (0D)
abdome
baixa térax -
perna
reg. Lombar

Freq. = frequéncia; bilat. = bilateral; uni = unilateral; OE = olho esquerdo; 0D
=olho direito; ? = ndo investigada; - = auséncia da caracteristica.
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Tabela 8. continuagéo.

Fami- Indi- MCCL

Neurofibromas Sardas axilares Nod. Lisch

lia wviduo
Freq.

Local Freq.

Local Freq. Local Freq. Local

MT

MJ baixa
FJ baixa
IM baixa
VM média
JM média
MM baixa
AV baixa
WM baixa
FR baixa
ER alta

RF baixa

cB média
MG -
RO baixa

MG alta
oP média
LP alta
GP média
MB alta
TG alta
AR alta
OR alta
SG baixa
cP baixa

RS baixa
43 CA baixa

tronco
tronco
difusa
difusa
difusa
tronco
tronco
tronco
difusa
difusa
difusa

difusa

térax

abdome

difusa

difusa

difusa

difusa

difusa

difusa

difusa

difusa

tronco

tronco

bragos

tronco -
difusa baixa

plexo

branquial

difusa

difusa

difusa

difusa

difusa

tronco

cabeca

tronco

difusa

antebrago D

axila

cabega

difusa -
difusa -
difusa baixa

difusa alta
- alta
difusa alta
difusa média
difusa baixa
= alta
difusa média
difusa ?
olho alta
joelho ?

= - = baixa bilat
boca-olho E média bilat. alta bilat.

Freq. = frequéncia;

bilat. = bilateral; uni = unilateral; OE = olho esquerdo; 0D

=olho direito; ? = ndo investigada; -

Tabela 9. Frequéncias com que os sinais MCCL,

= auséncia da caracteristica.

neurofibromas, sardas axilares e nédulos de Lisch foram
observados na amostra, divididos os individuos em adultos (igual ou maior de 18 anos) e criangas
e jovens (até 17 anos).

Caracteristica

Frequéncia

Baixa

Média

Alta NP NI TOTAL

1-17a % >18a

“ 1-17a % >18a % 1-17a i >18a % 1-17a %

MCCL

Sardas axilares 43,0 4

Nodulos de Lisch

8 47;1 19 3BV 6 35,3115
Neurofibroma @ 91,0 20 42,0 O 14

6

4

9,8 7 50,0 16

45,4 10 35,7 3 27,3 10

3 17,6 16 32,7 1 100,
1 9,0 14 29,0 8 64,
1 050021 512 92 82,
3 27,3 9 28,6 14 ;

NP = ndo presente; NI = ndo investigada; a = anos.




Tabela 10. Resultados das avaliagdes para determinagdo das varidveis quociente de inteligéncia (Ql),
presenga de disfungbes neurolégicas, nivel de depressdo, niveis de ansiedade transitéria e
estavel e disturbio de déficit de atengdo por hiperatividade realizadas em 30 pacientes.

Fami- Indi- Ql Disf. Neurol. Depresséo Ansiedade DDAH
lia viduo

valor classificagdo DPM ICN transitéria estével sinais classificagdo

moderada moderada alta
moderada moderada moderada
= Leve -
moderada moderada alta
moderada moderada moderada
moderada alta alta
moderada moderada alta
moderada alta alta
moderada alta alta
moderada alta alta
Distimia Leve Leve
DM severa alta alta
DM severa moderada alta
DM moderada moderada alta
DM moderada moderada alta
DM moderada moderada alta
DM moderada Lleve alta
DM severa alta alta
7 moderada moderada
leve alta alta
- Leve -
leve = =
Leve - -
moderada leve moderada
moderada moderada moderada
- moderada moderada
moderada moderada moderada
Leve moderada moderada

leve moderada alta
2 -

70 RM Leve
64 RM Leve
77 Limitrofe
81 Médio inferior
62 RM Leve
60 RM Leve
68 RM Leve
RM Leve
RM Leve
RM Leve
Limitrofe
Limitrofe
RM moderado
Médio
Médio inferior
RM Leve
Médio inferior
RM Leve
Médio
Médio inferior
Médio
Médio
Médio inferior
Limitrofe
RM Leve
Limitrofe
78 Limitrofe
82 Médio inferior
T4 Médio inferior
53 RM Leve

Lleve
moderado

-

L+ + 1+ 1L+ +++++++4+++++
CONOWODLWUWARWNSIGRSVINOOYINVNOANENEDO

Lleve

leve
Leve

T I R T T T i R T S S S S U PO

E L T S S S S S Sy |

QI = coeficiente de inteligéncia; disf. neurol. = disfun¢Bes neurolégicas; DDAH = disturbio de déficit de
aten¢do por hiperatividade; RM = retardo mental; DPM = déficit perceptivo-motor; ICN = indicios de
comprometimento neurologico; DM = depressdo maior; + = presenga; - = auséncia.
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Tabela 11. Frequéncias dos pacientes enquadrados em diferentes
classificagbes em cada varidvel, de acordo com o
resultado das avaliagdes psicolégicas.

Caracteristica Classificagéao Frequéncia
QI 35-40/50-55 RM moderado 1/30
50-55/65-70 RM leve 12/30
70-85 Limitrofe 6/30
85-90 Médio inferior 7/30
90-110 Médio 4/30

Disf. neurolégicas
DPM Presente 29/30
Ausente 1/30
ICN Presente 23/30
Ausente 7/30

Depresséo Ausente 3/28
Maior Leve 5/28
Moderada 16/28

Severa 3/28

Distimia 1/28

Ansiedade
Transitéria Ausente 3/30
Leve 5/30
Moderada 15/30
Alta 7/30
Ausente 5/30
Leve 1/30
Moderada 8/30
Alta 16/30

Sinais 0 Auséncia 2/30
Auséncia 22/30
Leve
Moderado

= quociente de inteligéncia; retardo mental; DPM
déficit perceptivo-motor; ICN = indicios de comprometimentos
neurolégico; DDAH = distirbio de déficit de atengdo por
hiperatividade.
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Tabela 12.

Alteragbes Osseas observadas ao exame radiolégico em

0 pacientes com NF, dos 53 investigados.

Afetados
Fam—-Individuo

Escoliose

Cifoescoliose

Peito escavado

Alargamento de
foramen

Atraso de matu-
ragao éssea

Vértebra de transi-
¢do lombosacral

Fibroma cortical

Espinha bifida
Periostite
Fus&o de vértebras

cervicais

Alargamento do
mediastino

Geno valgo

Alteracao de mor-
fologia vertebral

Sela turca em "J"

2 3 4 5 6

1-JR
6—-AM
9=IT

15-JP

16
33
22
41

2
16
21
32
34
18
22
26
37
42
1
6
6
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Figura 45. Veértebra de transigdo lombo sacral (A) e escoliose leve (B), caso 1-JR; escoliose
moderada (C) e cifose (D), caso 13-MC; escoliose grave (E), caso 40-TG.
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Figura 46. Radiografia de frente e perfil da paciente 32-FR, mostrando deformidade do
arcabougo 0Osseo toracico que determina diminui¢do volumétrica dos pulmdes,
devido ao abaulamento dos arcos costais; ossos da bacia com tamanho reduzido;,
importante deformidade vertebral com desvio toraco-lombar para a esquerda e
acentuada angulagdo posterior determinando gibosidade proemintente com
encurtamento vertebral longitudinal.
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Figura 47. Escoliose lombar (A), caso 17-MS; fibroma cortical (B), caso 33-RF; periostite (C),
caso 34-CB.
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Tabela 13.  Alteragdes oculares, excluidos os nédulos de Lisch, observadas em 44 pacientes com NF, de 52

investigados.

Fami- Indi- Baixa acui- Hiperme- Astig- Mio- Estra- Glau- Cata- Coroi- Pteri- Neurof. Lesoes Outras
lia viduo dade visual tropia matismo pia bismo coma rata dose gio palbebral retina

JR
VR
BS
cs
AP
VM
GP
EB
AM
LT
LC
1T
EA
MN
MC
JP
AS
IS
15
MS
FS
MA
MP
Js
AB
GE
RB
MO
LB
IF
VM
ML
3 WH
32 FR
ER
34 ce
35 MG
36 RO
MO
39 MB
40 16
41 SG
42 RS
43 CA

Neurof. = neurofibroma; + = presenca da caracteristica; espago ndo preenchido =auséncia da caracteristica.
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Tabela 14. Frequéncias de alteragdes oculares
pacientes com NF, de 52 investigados.

Baixa acuidade visual
Hipermetropia
Astigmatismo

Miopia

Pterigio
Neurofibroma palpebral
Estrabismo

Glaucoma

Coroidose

Lesbdes na retina
Catarata

Outras

Ausente

Frequéncias das alteragdes eletrocardiogréficas
(ECG) em 13 pacientes com NF, de 43 investigados.

Taquicardia sinusal RF
RF

MO
CS
CP

Extra sistole ventricular IT
EF
AR

Desvio do eixo elétrico QRS
para a esquerda EB

Desvio do eixo elétrico QRS
para a direita CB

Sobrecarga do ventriculo direi-
to e alteragdes difusas da re-
polarizagdo ventricular

Bloqueio incompleto do ramo
direito

Taquicardia sinusal e bloqueio
direcional antero-posterior

Zona eletricamente inativa
inferior
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Tabela 16. Outras  caracteristicas menos frequentes observadas
nos pacientes com NF.

Frequéncia

Convulsdes

B W

Hiperglicemia

WWww=
on NN O

Cefaléia

Wi
WVOWE

Disartria

S]] ST %)
OWBbIe W

Hernia inguinal/
umbilical

= bW
MM OW

Hemorréida

6
9
3
0
4

[y 138 1]

Problemas
glnecologicos

FNWIN]
N0

Infeccbes de re-
petigcao das vias
aéreas e pneu-—
monias

o
HUww

Ptose palpebral

ooHW

Hipertensao
arterial

Problemas
gastricos

Constipacéao
intestinal

Elunespw 12 13 144 15 16 17 18
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II1.2. Estudo citogenético

Foram desenvolvidos dois experimentos, visando investigar a ocorréncia de
instabilidade cromossomica espontanea e induzida por agentes mutagénicos de natureza quimica
ou fisica, em linfocitos cultivados de pacientes com neurofibromatose. No primeiro experimento,
as celulas dos individuos das amostras CI e PI foram expostas aos agentes bleomicina,
mitomicina C e bromodesoxiuridina; no segundo, as células dos individuos CII e PII foram

expostas a bleomicina e raios X.

A. Experimento com agentes quimicos BLM, MMC e BrdU

As frequéncias absolutas e percentuais de células com anomalias cromossomicas

estruturais, em cada um dos grupos experimentais de cada individuo das amostras CI e PI, sdo

apresentadas na Tabela 17. Os eventos cromossomicos detectados nas culturas que ndo foram

expostas a agentes mutagénicos foram considerados espontaneos.

As frequéncias de células com anomalias espontdneas variaram de 0 a 5% nos
controles, e de 3% a 14% nos pacientes. Nas culturas expostas a BLM, as frequéncias de c€lulas
com anomalias variaram de 4% a 18% nos controles e de 8% a 64% nos pacientes. Nas culturas
expostas a MMC, variaram de 0 a 8% nos controles e de 6% a 34% nos pacientes, enquanto nas
culturas expostas a BrdU variaram de 4% a 20% nos controles e de 4% a 58% nos 3 pacientes.
Na amostra controle, a frequéncia percentual média de metafases com anomalias espontaneas foi
1,8% e a de metafases anomalas apos tratamento com MMC foi 3,4%. As frequéncias de
metafases com anomalias foram maiores quando se utilizou os agentes mutagénicos BLM e
BrdU (11%). Na amostra de pacientes, evidenciou-se o efeito mutagénico dos trés agentes
quimicos utilizados, tendo sido observadas, em média, 7% de metafases anomalas nas
culturas ndo expostas, 33% nas expostas a BLM, 17% nas expostas a MMC e 27% nas expostas
a BrdU.

As médias e os desvios padrdes das frequéncias transformadas de metafases com
anomalias cromossOmicas sao apresentadas na Tabela 18. Os resultados da analise de variancia
(ANOVA) para comparagdo dessas frequéncias entre os diferentes tratamentos nas duas
amostras constam da Tabela 19 e indicaram que a amostra P respondeu igualmente aos

diferentes agentes quimicos testados, o que ndo aconteceu na amostra C. Foram feitas
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comparag¢des multiplas de Tukey 2 X 2, cujos resultados constam da Tabela 20, tendo sido
evidenciado que os controles mostraram frequéncias mais baixas de anomalias quando as
culturas foram submetidas a MMC e equivalentes quando tratadas com BLM e BrdU. As células
com anomalias cromossomicas foram estatisticamente mais frequentes nos pacientes, quando

comparados com o0s controles, nas culturas sem tratamento e nas tratadas com os diferentes

agentes quimicos, conforme se verifica na Tabela 21, que apresenta os resultados da estatistica

Z. Esses achados podem ser visualizados na Figura 48.

Para detectar possiveis diferengas entre pacientes e controles, em relagdo ao nivel de
intensidade do efeito do agente quimico testado, aplicou-se o teste t de Student. Foram
utilizadas as diferengas entre as médias de frequéncias de anomalias cromossomicas dos grupos
tratados como parametro de comparagdo e as diferengas entre as meédias do grupo sem
tratamento como parametro invariavel. Observou-se que a resposta dos pacientes aos agentes
quimicos BLM e MMC diferiu em intensidade da resposta dos controles (t=2,09; P<0,05 e
t=1,97, P<0,05, respectivamente), ou seja, o aumento verificado nos pacientes foi
significativamente maior que o acontecido nos controles. Contudo, em relagdao ao BrdU, ndo
se detectou diferenga significativa na intensidade da resposta entre pacientes e controles (t=0,68;
P>0,05).

Para verificar se havia correlagdo entre as frequéncias de células com anomalias
cromossomicas induzidas e espontaneas utilizou-se a correlagao linear de Pearson (Tabela 22). A
significancia foi testada pelo teste t de Student. Nao foi detectada correlagdo entre os valores
dos grupos experimentais da amostra C, assim também como entre as frequéncias de células com
anomalias cromossomicas espontaneas e de células com anomalias induzidas por BLM ou por
BrdU, nos pacientes. Todavia, as demais correlagdes na amostra P mostraram-se positivas e
significativas.

Na Tabela 23 sdo apresentadas as frequéncias de células com diferentes nimeros de
eventos anomalos. Pode-se observar que, em ambas as amostras, a maioria das células com
anomalias apresentava um evento por célula. No entanto, a observagdo de dois, trés, quatro e
cinco ou mais anomalias por célula foi mais comum nos pacientes, principalmente nas culturas
tratadas com bleomicina. A Figura 49 ilustra as frequéncias relativas de células com diferentes
numeros de eventos andmalos nos quatro grupos experimentais nas amostras CI e PI. A
comparagao estatistica do numero meédio de eventos anomalos por célula entre as amostras CI e

PI mostrou diferengas significativas entre elas (t=387,69; P<0,05). Realizou-se tal comparagao
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entre os tratamentos similares das amostras CI e PI, que também detectou diferengas
significativas, sendo que o grupo dos pacientes apresentou sempre frequéncias mais elevadas em
todas as situagdes testadas, conforme mostra a Tabela 24.

Na Tabela 25 sdo apresentadas as frequéncias de metafases que mostraram apenas
quebras cromossOmicas ou cromatidicas, de metafases que exibiam apenas falhas cromossomicas
ou cromatidicas e de metafases que tinham simultaneamente eventos do tipo quebra e do tipo
falha, nos individuos das duas amostras e em cada tratamento. Verificou-se que as metafases
com o evento quebra foram mais frequentes em todas as situagdes, com excegdo apenas das
culturas dos individuos controles tratadas com MMC. As metafases com ambos os tipos de
eventos foram raras na amostra CI, mas, na amostra de pacientes observou-se frequéncias mais
altas nos tratamentos com BLM e BrdU, respectivamente. Para verificar se as distribuigdes de
metafases com quebras, com falhas e com ambas diferiram entre os tratamentos das amostras CI
e PI, utilizou-se o teste qui-quadrado. Este teste revelou diferengas nas distribuigoes de
metafases com esses eventos entre pacientes e controles, quando submetidos ao mesmo
tratamento. Também mostrou diferenga significativa quando se comparou a distribui¢do de
metafases com esses eventos (b,g e b+g) dentro de cada amostra. A Tabela 26 mostra os
resultados dessas analises.

As frequéncias com que as metafases com quebras cromatidicas ou cromossomicas
se distribuiram nos grupos experimentais foram comparadas dentro de cada amostra. No
controle detectou-se diferenga estatisticamente significativa (qui-quadrado=31,31; P<0,05) e,
com o objetivo de identificar os grupos experimentais que diferiam entre si, utilizou-se o teste Z
(Tabela 27). As metafases com quebras nao diferiram quando se comparou o grupo ST com o
MMC (Z=1,54; P>0,05) e quando se comparou o grupo BLM com o BrdU (Z=0,78; p>0,05).
As demais comparagdes mostraram-se significativas (Tabela 27). Da mesma forma, foi detectada
diferenga estatistica entre os grupos experimentais na amostra de pacientes (qui-quadrado =
184,82; P<0,05), sendo que todos diferiram entre si (Tabela 27).

As distribuigdes de metafases com falhas mostraram-se significativamente diferentes
na amostra CI (qui -quadrado=9,28; P<0,05) e na amostra PI (qui-quadrado=164,61; P<0,05).
Na amostra controle observou-se apenas que o grupo ST diferiu do grupo BLM (Z=2,06;

P<0,05) e do BrdU (Z=2,29; P<0,05), as demais comparagdes mostraram-se nio significativas

(Tabela 28). Nos pacientes ndo se observou diferenga significativa na distribui¢do de metafases

com falhas, apenas na comparagdo do grupo BLM com o BrdU (Z=1,86; P>0,05).

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 Eunespw 12 13 144 15 16 17 18



77

Da Tabela 29 constam as frequéncias dos diferentes tipos de eventos andmalos
encontrados, se quebras ou falhas e se de natureza cromatidica ou cromossOmica, com a
participagdo percentual de cada um deies no conjunto.

A Figura 50 ilustra algumas das anomalias cromossomicas detectadas. Os dados da
Tabela 29 mostram que o evento do tipo quebra foi o mais frequente em todos os grupos
experimentais das duas amostras, com frequéncias percentuais variando de 58,1% a 77,8% de

quebras e de 22,2% a 41,9% de falhas. As quebras e falhas do tipo cromatidico foram mais

frequentes nos grupos experimentais de CI e no grupo ST de PI, com frequéncias percentuais

aproximadas de 60% de alteragdes cromatidicas e 40% de alteragdes cromossomicas. Nos
demais grupos da amostra PI, a propor¢ao de alteragdes cromatidicas e cromossomicas

observadas foi de aproximadamente 1:1.

AV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 Elunespw 12 13 144 15 16 17 18



78

Tabela 17. Frequéncias absolutas e percentuais de células

com anomalias cromossémicas estruturais (ACE) em cada

grupo experimental das amostras controle (CI) e de
pacientes (PI). ST = sem tratamento; BLM = exposto

bleomicina; MMC = exposto a mitomicina C; Brdu

exposto a bromodesoxiuridina.

9(18%)
5(10%)
5(10%)
9(18%)
2(4%)
3(6%)

1(2%)
1(2%)
2(4%)
4(8%)

6(12%)
10(20%)
6(12%)
2(4%)
6(12%)
3(6%)

14(14%)
5(5%)
5(5%)
5(5%)
3(3%)

10(10%)
9(9%)
4(4%)

19(38%)
23(46%)
30(60%)
32(64%)
10(20%)

8(16%)
18(36%)
10(20%)
12(24%)
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12(3,4%)

11(12%)
17(34%)
10(20%)
10(20%)
6(12%)
3(6%)
15(30%)
3(6%)
3(6%)
5(10%)

83(17%)

38(11%)

19(38%)
29(58%)
24(48%)
16(32%)
5(10%)
4(8%)
26(52%)
2(4%)
8(16%)

135(27%)
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Tabela 18. Média e desvio padrdo (X t S) das frequéncias transforformadas de metdfases com anomalias
cromos- somicas e intervalos de confianga (95%), nos diferentes tratamentos. CI = controles; PI
= pacientes; BLM = exposto a bleomicina; MMC = exposto a mitomicina C; BrdU = exposto a

bromodesoxiuridina.

Amostra GE Intevalo de confianga

0,32 £ 0,09

0,16 = 0,09

0,33 £ 0,08

0,60 £ 0,21
0,39 £ 0,14

0,51 £ 0,26

0,28 0,42 0,56 0,70 0,80

Tabela 19. Anédlise de variéancia para comparagao das
frequéncias médias transformadas de células com
anomalias cromos- sémicas entre os diferentes
tratamentos nas amostras CI e PI. * :

Significéancia

%*

Residuo

Residuo
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Tabela 20.

Comparagdes miltiplas de Tukey 2 X 2 entre os
grupos tratados da amostra CI. BLM = exposto a
bleomicina; MMC = exposto a mitomicina C; BrdU =

exposto a bromodesoxiuridina; DMS=0,09; * : P<0,05;

BLM x MMC

BLM x BrdU
MMC x BrdU

Tabela 21.

Estatistica 2 para comparagdo das frequéncias de
células com anomalias cromossémicas entre as
amostras de pacientes e controles, nos quatro grupos
experimentais (GE). ST = sem tratamento; BLM =

exposto a bleomicina; MMC = exposto a mitomicina C;
BrdU = exposto a bromodesoxiuridina; Zcritico = 1,94;

* : Zobservado > Zcritico.




PROPORCARO MEDIA DE METAFASES

0.4 ANOMALAS

/

=== PACIENTE
—CONTROLE

BLM MMC BrdU
GRUPOS EXPERIMENTRIS

Figura 48. Representagdo grafica das frequéncias de metafases com anomalias cromossOmicas
nos quatro grupos experimentais nas amostras de pacientes e controles.
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Tabela 22. Correlagdo linear de Pearson para verificar

associagdo entre as frequéncias de células com
anomalias cromossémicas dos grupos experimentais
(GE) . ST = sem tratamento; BLM = exposto a

bleomicina; MMC = exposto a mitomicina C; Brdu =

exposto a bromodesoxiuridina; * : P<0,05; NS

Significéancia

NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
*

NS

AVA
AVAVEY

5 © 7 Elunespw 12 13 144 15 16 17 18



Tabela 23. Frequéncias absolutas de células com diferentes
nimeros de eventos andémalos nos quatro grupos
experimentais das amostras CI e PI. ST = sem
tratamento; BLM = exposto a bleomicina; MMC =
exposto a mitomicina C; BrdU = @exposto a

bromodesoxiuridina.

N2.células Eventos/célula Total cels./

analisadas anomalias

Tabela 24. Teste t de Student para comparagdes do namero
médio de eventos andmalos por célula entre as
amostras CI e PI. ST = sem tratamento; BLM =
exposto a bleomicina; MMC exposto a mitomicina C;

BrdU = exposto a bromodesoxiuridina;

Comparagoes Estatistica t Significancia

CcI 387,69
24,50

BLM-PI 101,96
MMC-PI 87,79
Brdu-PI 153,94
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Figura 49. Representacgio grafica das frequéncias relativas de células com diferentes nimeros de
eventos anomalos nos quatro grupos experimentais das amostras CI e PI.




(g) com ambos os

Tabela 25. Frequéncias de metadfases com apenas quebras (b) com apenas falhas

eventos (b+g) nos quatro grupos experimentais das amostras CI e PI. ST = sem

tratamento; BLM = exposto a bleomicina; MMC = exposto mitomicina C;

BrdU = exposto a bromodesoxiuridina.

Amostra Individuo

Total

No. cels.
analisadas

Total

No. cels.
analisadas
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Tabela 26. Qui-quadrado para comparagdo das distribuigdes de
metdfases com quebras, com falhas e com ambos os
eventos entre os grupos experimentais das amostras
CI e PI. ST = sem tratamento; BLM = exposto a

bleomicina; MMC = exposto a mitomicina C; BrdU =

exposto a bromodesoxiuridina; qui-quadrado com
grau de liberdade, 5% = * = qui-quadrado

observado > 3,8.

Significéancia

BLM-CI BLM-PI 408,08
MMC-CI MMC-PI 515,24
BrdU-CI BrdU-PI 172,98
ST-CI BLM-CI 33,32
ST=CI MMC-CI 5,38
ST-CI BrdU-CI 44,43
ST-P1 BLM-PI 2827,90
MMC-PI 437,53

BrduU-PI 1803,51
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Tabela 27. Teste Z para comparagdes das distribuigdes de
metdfases com quebras nas amostras CI e PI. ST =
tratamento; BLM = exposto a bleomicina;
exposto a mitomicina C; BrdU exposto
bromodesoxiuridina; Zcritico = 1,94; * Zobservado

Zcritico; NS = Zobservado < Zcritico.

Grupos comparados Estatistica 2 Significéncia

ST x BLM 2,80
ST 1,64
ST 3,58
3,80
0,78
4,52

10,38
5,46
8,31
6,05
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Tabela 28. Teste Z para comparagdes das distribuigdes de
metdfases com falhas nas amostras CI e PI. ST = sem

tratamento; BLM = exposto a bleomicina; MMC =

exposto a mitomicina C; BrdU = exposto a
bromodesoxiuridina.Zcrititico=1,94; * = Zobservado >
Zcritico; NS = Zobservado < Zcritico.

Grupos comparados Estatistica 2

ST x BLM 2,06
ST 0,69
ST 2,29
BLM 1,35

0,21
MMC 1,58

ST 9,74
3,777
8,14
5,99
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Tabela 29. Frequéncias absolutas e percentuais de
quebras e falhas de natureza cromossémica (Cs)
ou cromatidica (CT) nos quatro grupos
experimentais das amostras CI e PI.

Amostra Grupo Ex- Evento Quebras Falhas
perimental

10,5
24,0




Figura 50.

Metafases de pacientes com NF apresentando diferentes nimeros de eventos
anomalos. (A) metafase com duas quebras cromatidicas (setas) e trés quebras

cromossomicas (setas com asterisco) induzidas por MMC; (B) metafase com onze

quebras quebras induzidas por BLM (setas), (C) metafase com trés quebras

cromatidicas (setas), uma quebra cromossomica (seta com asterisco) e uma falha

cromatidica (seta com estrela) induzidas por BrdU.
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B. Experimento com bleomicina e raios X

As frequéncias absolutas e percentuais de células com anomalias cromossdmicas, em
cada um dos grupos experimentais de cada individuo das amostras CII e PII, sdo apresentadas
na Tabela 30.

As frequéncias de células com anomalias cromossdmicas nas culturas ndo tratadas
variaram de 0 a 6% nos controles e de 4% a 16% nos pacientes. Nas culturas expostas a BLM
variaram de 4% a 10% nos controles e de 22% a 32% nos pacientes, € nas expostas a raios X
(RX) variaram de 4% a 36% nos controles, e de 34% a 56% nos pacientes.

A frequéncia percentual média de metafases com anomalias espontaneas foi 1,6% na
amostra controle, 6,7% nas culturas tratadas com BLM e 20,3% nas tratadas com RX. Na
amostra de pacientes, foram observadas 10% de metafases com anomalias esponténeas, 26%
com anomalias induzidas por BLM e 47,1% com anomalias induzidas por RX. O agente com
potencial mutagénico mais eficaz em ambas as amostras foi RX.

As médias e os desvios padrdes das frequéncias de metafases com anomalias
cromossomicas sdo apresentadas na Tabela 31. Para comparagdo dentro e entre as amostras CII
e PII utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis. Quando se comparou os diferentes
tratamentos dentro de cada amostra, detectou-se que eles produziram resultados estatisticamente
diferentes (Tabela 32). Foram, entdo, realizadas comparagdes multiplas para detectar as
diferengas entre os grupos experimentais de cada amostra (Tabela 33). Ao nivel de significancia
de 5% (95% de confianga), observou-se que a frequéncia média de metafases com anomalias na
amostra CII foi estatisticamente diferente nas culturas tratadas com RX quando comparadas com
as ndo tratadas. Nas demais comparagdes, ndo se observou diferenga significativa. No entanto,
pode-se verificar que as frequéncias médias de metafases andmalas nas culturas tratadas com
BLM foi maior do que nas culturas nao tratadas, e também nas tratadas com RX foi maior do
que nas tratadas com BLM. Quando se considerou o nivel de significincia de 10% (90% de
confianga), constatou-se diferengas estatisticamente significativas em todas as comparagdes
realizadas na amostra CII (Tabela 33). BLM e RX induziram frequéncias elevadas de anomalias
cromossomicas. No entanto, nos pacientes, as frequéncias de anomalias cromossomicas
induzidas por RX foram estatisticamente maiores do que as induzidas por BLM.

As células com anomalias cromossomicas foram estatisticamente mais frequentes no

pacientes que nos controles, tanto nas culturas sem tratamento como nas tratadas com os dois

agentes mutagénicos, conforme se verifica na Tabela 34, que mostra os resultados da estatistica

H. Esses dados sdao apresentados graficamente na Figura S1. Tais resultados confirmam os
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achados anteriores de que as metafases com anomalias espontdneas sio mais frequentes nos

pacientes e reforgam a conclusdo de que esses expressam instabilidade cromossomica.

Na Tabela 35 s3o apresentadas as frequéncias de células com diferentes nimeros de
eventos anomalos. Pode-se observar que, em ambas as amostras, no grupo ST a maioria das
células com anomalias s6 apresentou um evento por célula. Resultados semelhantes ocorreram
nas culturas tratadas com BLM na amostra CII. Ja nos pacientes, havia algumas metafases com
dois eventos por célula (15%) e poucas com trés, quatro, cinco ou mais eventos andmalos. Nas
culturas tratadas com RX, havia um numero maior de eventos por célula em ambas as amostras.
Na amostra CII, observou-se 31% das células com um evento andmalo, 30% com dois eventos,
17% com trés eventos, 7% com quatro eventos € 15% com cinco ou mais eventos. Na amostra
PII, observou-se 50% das metafases com um evento por célula, 3% com dois eventos, 19%
com trés eventos, 11% com quatro eventos € 17% com cinco ou mais eventos por metafase. A
Figura 52 ilustra tais achados nas amostras CII e PII.

Para testar se as distribuigdes dos eventos pelas células alteradas diferiam entre e
dentro das amostras utilizou-se o teste qui-quadrado de homogeneidade, supondo distribuigdo de
Poisson. As comparagdes entre as amostras, entre os tratamentos das amostras CII e PII e entre
os tratamentos dentro de cada amostra, mostraram resultados significativamente diferentes,
conforme consta da Tabela 36.

As alteragdes cromossOmicas estruturais mais comumente observadas foram do tipo
quebras, falhas, cromossomos dicéntricos, fragmentos acéntricos € cromossomos em anel.
Outros tipos, como deficiéncias e duplicagdes de segmentos cromossOmicos € Cromossomos
marcadores foram observados em frequéncia muito baixa. A Figura 53 ilustra alguns desses
achados.

Na Tabela 37 sdo apresentadas as frequéncias absolutas de células com diferentes
numeros de eventos do tipo quebras e falhas. Na amostra controle, esses eventos ocorreram
principalmente com a frequéncia de um por célula, nos trés grupos experimentais. Na amostra de
pacientes, os eventos do tipo quebra ocorreram em 88% das metafases com anomalias como um
unico evento e em 12% das metafases como dois eventos no grupo sem tratamento; em 82% das
metafases como evento unico € em 14% como dois eventos, em 3% como trés eventos e em 1%
como cinco ou mais eventos no grupo exposto a BLM. No grupo exposto aos RX, em 82% das
metafases com anomalias as quebras ocorreram uma so vez, em 11% ocorreram duas vezes, em
5% trés vezes e em 2% quatro, cinco ou mais vezes. Por outro lado, a alteragdo do tipo falha

foi observada em frequéncia menor do que a alteragdo do tipo quebra, e observada apenas uma
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vez por célula, com exceg¢do apenas das culturas tratadas com RX na amostra PII, que
apresentaram trés células com duas falhas.

A Tabela 38 mostra as frequéncias absolutas de células com diferentes numeros de
eventos anémalos do tipo cromossomo dicéntrico e fragmento acéntrico. Na amostra controle
ndo foram observadas tais alteragdes nas culturas sem tratamento. Nas culturas tratadas com
BLM, situagdo semelhante foi observada na amostra de pacientes. No entanto, quando as
culturas sdo tratadas com RX, esses eventos sdo observados em frequéncias elevadas. Na
amostra controle, observaram-se 29 células com dicéntricos, sendo que 27 apresentaram um por
célula e duas apresentaram dois dicéntricos por célula, e 52 células com acéntricos, sendo que na
grande maioria dos casos os fragmentos apareciam na frequéncia de um por célula. Na amostra
de pacientes tratada com RX, esses eventos foram ainda mais comuns. Foram observadas 102
metafases com dicéntricos, sendo que em 88 delas eles apareceram na frequéncia de um por
célula e em 14 células apareceram como dois eventos por célula. Acéntricos foram vistos em
129 metafases, sendo que em 90 delas foi observado um fragmento por célula, em 23 dois
fragmentos, em 13 trés fragmentos e em 03 células quatro ou mais eventos.

Também foram observadas alteragdes estruturais dos tipos cromossomos em anel e
outras, como deficiéncias e duplicagdes de segmentos cromossomicos € Cromossomos
marcadores com frequéncias muito baixas. A Tabela 39 mostra as frequéncias absolutas de
células com tais eventos, que sio observados nas culturas tratadas com RX e, com raras
excegdes, nos Outros grupos experimentais.

A Tabela 40 mostra as frequéncias absolutas e percentuais dos tipos de eventos
anomalos, permitindo verificar os mais frequentes em cada tratamento das duas amostras. Assim,
as culturas sem tratamento e as tratadas com BLM, em ambas as amostras, apresentam quase
que exclusivamente alteragdes dos tipos quebras e falhas, sendo as primeiras observadas em
maior frequéncia em todos os casos, principalmente nos pacientes expostos a BLM, os quais
mostram 79% de quebras e 20,4% de falhas. Nas culturas tratadas com RX, os tipos de eventos

mais frequentes em ambas as amostras foram fragmentos acéntricos, cromossomos dicéntricos e

quebras. No entanto, tais eventos foram sempre mais comuns na amostra PII: 37,5% foram do

tipo fragmentos acéntricos, 26,7% foram do tipo quebras e 23,3% do tipo cromossomos
dicéntricos. A Figura 54 ilustra graficamente as frequéncias percentuais desses achados nas

amostras CII e PII.
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Tabela 30.

Frequéncias absolutas e percentuais

com anomalias cromossdmicas
cada grupo
BLM =

exposto a radiagédo X.

= sem tratamento;

estruturais

de

exposto a bleomicina;

Amostra

Individuo Células com ACE

BLM

2(4%)
4(8%)
2(4%)
3(6%)
2(4%)
4(8%)
4(8%)
5(10%)
4(8%)

5(10%)
7(14%)
10(20%)

2(4%)
14 (28%)
18(36%)
17(34%)
8(16%)
10(20%)

7(1,6%) 30(6,7%)

91(20,3%)

16(32%)
15(30%)
12(24%)
13(26%)
15(30%)
15(30%)
11(22%)
12(24%)
10(20%)
14(28%)
10(20%)

6(12%)
5(10%)
2(4%)

8(16%)
5(10%)
6(12%)
7(14%)
3(6%)

5(10%)
5(10%)

28(56%)
27(54%)
28(56%)
25(50%)
21(42%)
25(50%)
23(46%)
21(42%)
17(34%)
26(52%)
18(36%)

células
(ACE)

experimental das amostras CII e PII.



Tabela 31.

Média e desvio padrdo (X * s) das frequéncias
observadas de met&fases com anomalias cromossémicas
nos grupos experimentais (GE) das amostras CII e
PII. ST = sem tratamento; BLM = exposto a bleomicina;

RX exposto a radiagédo X.

Tabela 32.

Andlise de Kruskall-Wallis (estastistica H) para

comparagdao das frequéncias médias de células

com anomalias cromossdémicas entre os diferentes

tratamentos nas amostra CII e PII. * : P < 0,01

Valor da es- Grau de
tatistica H liberdade

4 2 6 7 Eunespw 2 13 d4 15 16 17
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Tabela 33.

Comparagdes miltiplas entre os diferentes grupos
experimentais nas amostras CII (DMS10% = 7,25;

DMS5% = 8,75) e PII (DMS=9,65) ST =
tratamento; BLM = exposto a bleomicina; RX =
exposto a radiagdo X; * = P < DMS; NS = P > DMS.

Resultados Significéncia
Experimentais 5% 10%

NS

*

Tabela 34.

Estatistica H para comparacgdo das frequéncias
de células com anomalias cromossfmicas entre as
amostras CII e PII, nos trés grupos experimentais.
ST = sem tratamento; BLM = exposto a bleomicina; RX=

gl

exposto a radiagdo X; GE = grupos experimentais; 2
P < 0,001.

liberdade Significéancia
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Figura 51. Comparagao grafica das frequéncias de metafases com anomalias cromossdmicas nos

trés grupos experimentais entre as amostras CII e PII.
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Tabela 35. Frequéncias absolutas de células com diferentes
nimeros de eventos anémalos nos trés grupos
experimentais das amostras CII e PII. ST = sem
tratamento; BLM = exposto a bleomicina; RX= exposto
a radiagdo X; GE = grupos experimentais.

Total de cé-
lulas com
anomalias

Amostra GE No.células Eventos anémalos/célula
analisadas =

Tabela 36. Qui-quadrado para comparagdes das distribuigbes de
nimero de eventos em cada célula. ST =
tratamento; BLM = exposto a bleomicina; RX = exposto

graus de 1liberdade; * = P <

a radiagdo X; G.L.

Comparagoes

ST-CII
BLM-CII
RX-CII

ST=CII
BLM-CII

ST-PII
BLM-PII

PIT
ST-PII
BLM-PII
RX-PII

BLM-CII
RX-CII

2847,31
860,26
331,08

1916,11

26,57
572,51

291,51
1505,21
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Figura 52. Representagdo grafica das frequéncias relativas de células com diferentes nimeros de
eventos andmalos nos trés grupos experimentais das amostras CII e PII.
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Figura 53. Metafases parciais de pacientes com NF de culturas tratadas com raios X. (A) quatro

fragmentos acéntricos com diferentes tamanhos; (B) dois cromossomos dicéntricos e
quatro fragmentos acéntricos; (C) cromossomo dicéntrico; (D) cromossomo em
anel; (E) cromossomo em anel e dois fragmentos acéntricos; (F) cromossomo do
grupo B com brago longo aumentado; (G) cromossomo niimero 2 com brago longo

aumentado. As setas indicam as anomalias.




de eventos anbmalos do tipo quebras

Tabela 37. Frequéncias absolutas de células com diferentes nimeros

e falhas, nos trés grupos experimentais (GE) das amostras CII e PII. ST = sem tratamento; BLM

= exposto a bleomicina; RX= exposto a radiagdo X.

NS-falhas/célula Total cels.

Amos- GE No de cels N2 quebras/célula Total cels.
com falhas

com quebras

tra analisadas

com diferentes numeros de eventos andmalos dos tipos

Tabela 38. Frequéncias absolutas de células
dicéntricos (dic) e fragmentos acéntricos (ace) nos trés grupos experimentais(GE) das amostras

CII e PII. ST = sem tratamento; BLM = exposto a bleomicina; RX= exposto a radiagdo X.

Amostra N2-de cels * dic/cel. Total cels. N2-ace/cel. Total cels.

com ace

analisadas com dic
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Tabela 39. Frequéncias absolutas de células com diferentes nimeros de eventos andmalos dos tipos
cromossomos em anel (r) e outros tipos (deficiéncias, duplicagdo de segmentos cromossdmicos,

cromossomos marcadores) nos trés grupos experimentais (GE) das amostras CII e PII. ST = sem

tratamento; BLM = exposto a bleomicina; RX= exposto a radiagdo X.

Amostra  GE NS.de cels r/cel. Total cels. Outros eventos/cel. Total cels.

analisadas com outros.

eventos

Tabela 40. Frequéncias absolutas e percentuais dos tipos de
eventos anémalos nos diferentes tratamentos das

amostras CII e PII; ST = sem tratamento; BLM =
exposto a bleomicina; RX= exposto a radiagdo X; b =
quebras; g = falhas; ace = fragmentos acéntricos;
dic = cromossomos dicéntricos; r = cromossomo em

BLM 140
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Figura 54. Representagdo grafica das frequéncias percentuais dos tipos de eventos anomalos nos
diferentes tratamentos das amostras CII e PII. b = quebras, g = falhas; ace =
fragmentos acéntricos; dic = cromossomos dicéntricos; r = cromossomo em anel.
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C. Deteccdo de individuos 'sensiveis" ao mutagénico bleomicina.

Na Tabela 41 estdo relacionadas as frequéncias de quebras por célula (b/c) em 50
metafases analisadas nas culturas tratadas com bleomicina dos individuos controles (CI e CII) e

pacientes(PI e PII). Entre os individuos controles, observou-se uma variagdo de 0,02 a 0,20

quebras por célula; entre o0s pacientes esta variagdo foi de 0,06 a 1,58. Nas amostras dos

pacientes (PI e PII) foram encontrados 4 individuos com média de b/c igual ou superior a 0,8, o
que os inclui no grupo de "sensiveis", dos quais trés deles sdo classificados como
hipersensiveis, pois apresentam média b/c acima de 1,0, de acordo com critérios propostos por

HSU et al. (1989), apresentados na Introdugio desta tese.
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Tabela 41. Frequéncias de quebras por célula, em 50
células analisadas das culturas tratadas com
bleomicina, dos controles (amostras CI e CII)

dos pacientes (amostras PI e PII).

Individuo Nimero de que- Quebras/
bras encontradas célula
0,14
0,10
0,14
0,20
0,04
0,06
0,08

EwhoIUm

0,02
0,06
0,04
0,04
0,04
0,08
0,04
0,06
0,12

AW ENDNDWRE
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IV. DISCUSSAO E CONCLUSOES
IV. 1. Estudo genético-clinico
A. Sinais Clinicos

A importancia das avaliagdes genético-clinicos em NF deve-se ao fato desta ser uma
das doengas hereditarias mais frequentes na espécie humana e de tratar-se de patologia com
envolvimento sistémico e progressivo de suas caracteristicas, inclusive com risco de
desenvolvimento de tumores malignos, comprometimento de fun¢des neurologicas e dificuldade
de relacionamento social. Por isso, o diagnostico precoce, o acompanhamento médico e

psicologico, e o aconselhamento genético de individuos afetados pela NF sdo de relevancia

indiscutivel. No entanto, a heterogeneidade genética e expressividade altamente variavel dos
sinais clinicos da NF tem dificultado o diagnostico seguro, principalmente em paises ainda
subdesenvolvidos, nos quais a populagido apresenta nivel socio-econdmico e cultural baixo e os
recursos humanos e materiais disponiveis na area de saude sao bastante escassos.

A literatura sobre NF € bastante extensa, principalmente em estudos clinicos. A
grande maioria tem mostrado a dificuldade no diagnodstico, em especial na primeira década de
vida do individuo, e muitos tém ressaltado a importancia e dificuldade da classificagdo da NF em
tipos.

Acredita-se que pelo menos um milhdo de pessoas em todo o mundo seja portadoras
de NF (RICCARDI, 1989; PULST, 1990). A maioria das publicagdes em NF é referente a
pacientes dos EUA, cuja populagao de afetados por NF € estimada em 100 mil individuos
(FRANK-STROMBOR, 1992). O estado de Sado Paulo apresentava populagao estimada de 31
milhdes de habitantes no ultimo censo (IBGE, 1991). Portanto, so nesse Estado, a estimativa
teorica € de que haja cerca de 10 mil individuos com NF. Contudo, encontrou-se na literatura, a
nivel nacional, apenas um estudo clinico em pacientes com NF, realizado na Universidade
Federal do Rio de Janeiro, no Departamento de Dermatologia, por SADDY et al. (1985), no
qual foram avaliados onze pacientes, trés deles através de informagdes obtidas de prontuario
médico e necropsia.

SCRIMGEOUR e SEN GUPTA (1988), VARNHAGEN et al. (1988), KOUL et al.
(1989) e WEYMING et al. (1991) ndo encontraram diferengas das manifestagoes da NF quanto
aos parametros sexo, grupo étnico e influéncias regionais. Dos casos investigados no presente
estudo, 58% dos pacientes foram do sexo feminino e 42% do sexo masculino, 57% eram
caucasoides e 43% eram negroides (pardos claros ou escuros), provenientes da regido noroeste

do estado de Sdo Paulo.
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A amostra investigada apresentou 22 familias nas quais observou-se recorréncia da
NF, como mostram os heredogramas nas Figuras de numero 6 a 27, e a condigd@o ocorreu como
caso unico em sua genealogia em 21 casos. Isto significa que 48,8% dos individuos apresentaram
mutag¢do nova.

A taxa de mutagdo do gene NF1 tem sido considerada uma das mais altas da espécie
humana (HUSON et al., 1989; McKUSIK, 1992) estimada em 10-4 por gameta e por geragio,
100 vezes maior do que a taxa média de mutagdo para um unico locus (LISTERNICK e
CHARROW, 1990). De acordo com RICCARDI e EICHER (1986) e NARCHUK e COLLINS
(1994), 50% dos pacientes portadores de NF apresentam mutagdo nova. No entanto, ha
algumas restrigdes em relagdo a estimativa dessa taxa de mutagdo e das frequéncias de mutagdes

novas. Em primeiro lugar deve-se considerar a heterogeneidade, pois a condigdo pode derivar de
proporgao significativa de mutagdes ndo alélicas. Podem também ocorrer mutagdes somaticas

pos-zigoticas e fenocopias, elevando a taxa de mutag@o. Outros aspectos que podem contribuir
para valores elevados da taxa de mutagdo sao falhas no diagnostico, desconhecimento de outros
membros afetados na genealogia por precariedade na investigagdo, ocorréncia de mosaicismo
gonadal nos pais ou translocagdes cromossomicas envolvendo a banda 17ql1.2, que podem
levar a falsa interpretag@o nesse caso de uma mutagdo nova, como discutido por HOO (1984) e
RICCARDI (1992).

As caracteristicas clinicas foram classificadas por HUSON (1994) como "major",
"minor" e "complicagdes associadas”. As "major" sdao especificas de NF, aparecem na grande
maioria dos afetados e sdo a base dos critérios diagnosticos da National Institutes Of Health
(NIH, 1988). Sdo constituidas por MCCL, sardas axilares, neurofibromas periféricos e nodulos
de Lisch. As caracteristicas "minor" sdo também especificas de NF e aparecem em alta
frequéncia nos afetados, mas ndo sao utilizadas como critério diagnostico. Sdo definidas como
"minor" as caracteristicas macrocefalia e baixa estatura. As definidas como "complicagdes" sao
as demais caracteristicas que envolvem o sistema nervoso, esquelético, genitourinario,
endocrino, cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, hematopoiético e a pele.

As MCCL sido as primeiras manifestagdes da NF1, na maioria dos casos sdo obvias
ao nascimento, tendem a aumentar em numero e defini¢do no primeiro ano de vida e param de
aumentar na idade adulta (HUSON et al., 1988; RICCARDI, 1992; HUSON, 1994).

Histologicamente tanto a pigmentagdo macular como as sardas da NF consistem na
deposi¢ao anormal de melanina na camada basal e apresentagdo de macromelanossomos pelos
melandcitos (SADDY et al., 1985, SLATER et al., 1986). A presenga dessas manchas em
criangas € a mais importante manifestagdo que pode levar a um diagnostico precoce
(WITERHOUSE, 1966; BURWELL et al., 1982; MARTUZA et al., 1985), facilitando
sobremaneira o aconselhamento genético. No entanto, RICCARDI (1980) ja ressaltava que
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apesar das MCCL multiplas serem importantes, ndo sdo necessarias nem suficientes para firmar
o diagnostico de NF.

As MCCL tem sido detectadas em pacientes com NF em frequéncias variando de
82% a 100%. BRASFIELD e DAS GUPTA (1972) detectaram-nas em 98,2% de 110 pacientes
investigados. SAMUELSSON e AXELSSON (1981) obtiveram-nas em 95% de 96 pacientes
pesquisados. DUNN (1987) encontrou MCCL em 99,6% de seus pacientes. HUSON et al.
(1988) detectaram-nas em 82% de 22 casos que tinham surgido desde o primeiro ano de vida, de
acordo com relato dos pacientes, € RICCARDI (1992) observaram MCCL em 99,6% de 943
individuos pesquisados. Outros investigaram tal caracteristica apenas em criangas e encontraram
frequéncias semelhantes. FEINMAN e YAKOVAC (1970) relataram que 89% das criangas
avaliadas apresentavam MCCL nos primeiros anos de vidla e CRAWFORD (1986) detectou-as
em 89% de 116 criangas investigadas. No presente estudo encontrou-se MCCL em 100% dos 17
individuos de dois anos a 17 anos e em 98% dos 50 individuos com 18 anos ou mais.

O tamanho das MCCL varia de menos de 10 mm até mais de 50 cm (RICCARDI,
1992; HUSON, 1994). Nos casos de tamanho muito pequeno, € dificil a diferenciagdo entre
MCCL e sardas (por exemplo, Figura 28, caso 1-JR). Neste trabalho, a maioria das MCCL era
menor do que 10 cm. A maior MCCL observada no presente estudo em crianga apresentou
tamanho de cerca de 8 x 22 cm, e em individuo adulto tinha aproximadamente 32 x 35 cm. A
literatura ndo tem mostrado qualquer significado clinico dessa variagdo, assim, ndo parecendo
haver diferenga na manifestagio da patologia em individuos com MCCL pequenas ou grandes.

A presenca de seis ou mais MCCL com cerca de 1,5 cm de diametro € um dos
critérios da NIH (1988) para diagnostico da condigdo. No entanto, no presente estudo, o caso
27-MT (Figura 36) mostrou apenas duas MCCL que apareceram proximo aos 20 anos de idade,
mas foi considerado como afetado pela doenga, pois apresentou também um neurofibroma
plexiforme que surgiu aos 27 anos, com crescimento progressivo rapido. Situagdo semelhante
em relagdo as MCCL foi observada também nos casos 25-EF e 42-CP. Todavia, o caso 25-EF

apresentou concomitantemente nodulos de Lisch, confirmando assim, o diagnostico de NF1. Tal

caso foi interessante, pois o paciente foi convidado a comparecer no Servigo de Genética devido
a ter tido diagnostico histopatologico de neurofibroma em bidpsia de uma pequena lesao em face
ha dois anos. O paciente ndao havia sido informado do resultado e, na época, disseram tratar-se
de um cisto, assim ele ficou "assustado" quando lhe foi explicado o motivo do convite.
Fenotipicamente ele ndo apresentava sinais da NF, mas concordou em fazer os exames e
avaliagGes, os quais revelaram tratar-se de NF1, com expressdo muito leve e tardia.

O caso 42-CP também apresentou historia semelhante ao 25-EF. A paciente
procurou o Servigo de Genética para levar o filho, que foi encaminhado pela Neurologia com
atraso de desenvolvimento neuropsicomotor e facies atipica. A avaliagdo da crianga (42-RS)
revelou MCCL com frequéncia "baixa", nodulos de Lisch bilateralmente com frequéncia
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"baixa" e RM leve, confirmando diagnostico de NF1. A mie apresentava uma lesdo em joelho,
que relatou ter surgido aos 32 anos de idade, sugestiva de neurofibroma subcutdneo, poucas

MCCL em tronco e membros e a avaliagdo de QI foi médio inferior. Foi realizada biopsia da
lesdo com diagnostico de neurofibroma. Assim, a paciente também foi diagnosticada como NF]1,
com expressao muito leve e tardia do sinais da NF, diferentemente do seu filho.

As MCCL ocorrem em qualquer parte do corpo com exce¢do do couro cabeludo,
sombrancelhas e sola dos pés (RICCARDI, 1992) Contudo, em algumas regides elas so6 foram
referidas muito raramente, como na palma das maos (YESUDIAN et al.,1984) e na glande do
pénis (RICCARDI, 1992). No presente estudo, dois pacientes apresentaram MCCL no pénis, o
caso 26-JS e o caso 40-TG (Figura 42). A grande maioria dos casos apresentou MCCL com
localizagdo difusa (76%) e 16 casos apresentaram-nas em trés partes do corpo (24%).

As MCCL foram observadas com frequéncia "baixa" em 47,1% das criangas e jovens
e em 38,7% dos adultos; com frequéncia "média" em 35,3% das criangas e jovens e em 28,6%
dos adultos, e com frequéncia "alta" em 17,6% das criangas e jovens e em 32,7% dos adultos.
Portanto, as MCCL sdo importantes para o diagnostico precoce e aumentam em frequéncia de
acordo com a idade. Todavia, MCCL podem aparecer como sinais isolados em individuos
normais, ou como parte dos sinais em outras doengas, como por exemplo a sindrome de
Albright, de Leopard e o xeroderma pigmentoso (FITZPATRICK e MARTUZA, 1986).
Assim, € importante o diagnostico diferencial dessas sindromes e também que sejam avaliados os
outros sinais de NF.

As sardas podem manifestar-se ao nascimento, mas s3o mais comuns na adolescéncia
e idade adulta, apresentam coloragao similar as MCCL, mostram tamanho variando de 1 a 3 mm
(HUSON, 1994) e também s3ao histologicamente semelhantes a MCCL (JOHNSON e
CHARNECO, 1970). Caracteristicamente, esse tipo de hiperpigmentagdo aparece em NF]
principalmente como sardas axilares (Figura 2, caso 32-ER), e/ou inguinais (Figura 42, caso 40-
TG). RICCARDI (1992) relatou outras areas de ocorréncia de sardas, como nas palpebras, na
base do pescogo, nas regides submamarias, nas dobras de pessoas obesas, na regiao superior do
tronco. Como ja referido, muitas vezes € dificil distinguir pequenas MCCL de sardas e,
realmente, as sardas axilares sio mais faceis de serem diagnosticadas e mais frequentes
(HUSON, 1994). Em fungdo disso, neste trabalho foram pesquisadas apenas sardas axilares.
SAMUELSSON e AXELSSON (1981) encontraram sardas axilares em 48% de 96 pacientes
investigados. DUNN (1987) encontrou 40% dos pacientes analisados com tal caracteristica,
CRAWFORD (1986) considerou-as um achado inconstante e ndo estimou a sua frequéncia,
HUSON et al. (1988) encontraram-nas em 67% da amostra estudada e RICCARDI (1992) em
64% de 761 pacientes. No presente estudo, a frequéncia de sardas axilares foi alta (82%) e
similar em criangas/jovens e adultos. No entanto, 43% e 50% dos casos de criangas e jovens
foram classificados como com frequéncia "baixa e média", respectivamente e 40% e 50% dos
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casos de adultos foram classificados como com frequéncia "média e alta", respectivamente. Em
100% dos pacientes, as sardas axilares foram observadas bilateralmente. Assim, tal caracteristica

foi importante para o diagnostico de NF.

A presenga de multiplos neurofibromas € uma caracteristica patognomoénica da NF
(THOMPSOM, 1991; McKUSIK, 1992). Eles podem originar-se em qualquer nervo, desde o
inicio da coluna dorsal e ganglios espinhais até as menores ramificagdes, e também nos nervos
craniais e seus ganglios (RICCARDI, 1992). A maioria dos neurofibromas constitui nddulos

pequenos cor da pele ou levemente violaceos, com textura macia, quase gelatinosa, varia de 10

mm a varios centimetros de didmetro e apresenta-se em maior nimero em pacientes mais velhos.

Os neurofibromas surgem apoés as MCCL (HUSON, 1994) e sdo usualmente
classificados em quatro tipos: cutaneo, subcutineo, plexiforme difuso e plexiforme nodular
(RICCARDI, 1992; HUSON, 1994). Os neurofibromas cutdneos ou dérmicos,ilustrados nas
Figuras 4 e 40 (casos 6-AM, 36-RO e 36-MO, respectivamente), movem-se junto com a pele,
geralmente sdo sésseis € pequenos, alguns sdo pedunculados (Figura 40, caso 36-MO) e
raramente causam dor. Os neurofibromas subcutaneos sdao profundos na derme, pequenos,
tem forma ovoide ou esférica, apresentam textura firme (como uma "borracha escolar") e podem
causar dor. Os neurofibromas plexiformes difusos sdo formados por elementos equivalentes aos
schwannomas e/ou neurofibromas cutineos e com poucos elementos dos neurofibromas
subcutaneos, envolvem grande extensdes de um nervo e tem textura "amolecida". Este tipo
apresenta potencial para progressdo maligna em neurofibrossarcoma e esta ilustrado nas Figuras
3 e 34 (caso 21-GE e caso 23-MU, respectivamente). Os neurofibromas plexiformes nodulares
sao conjuntos de tumores do tipo nodular, frequentemente causam muita dor e sdo de dificil
ressec¢do cirurgica. Sao mais raros que os plexiformes difusos e também apresentam risco
aumentado para progressao maligna em neurofibrossarcomas (WIESTLER e RADNER, 1994)
(Figura 36, caso 27-MT).

Os neurofibromas plexiformes podem ocorrer superficialmente, com envolvimento
de grandes extensdes cutaneas e subcutaneas (por exemplo, Figuras 3 e 34, caso 21-GE e caso
23-MU) ou profundamente, como na regido cranio-facial (Figura 2, caso 3-VM), e em estruturas
paraespinhais, mediastino (caso 32-ER), retroperitoneal e visceras, especialmente no trato
gastrointestinal.

Quando ha envolvimento cutdneo nesses tumores, € bastante comum a
hiperpigmentagdo no local, como observado no caso 21-GE (Figura 3). A hiperpigmentagéo
desses tumores € de coloragao mais intensa do que a observada nas MCCL e também pode ser
observada hipertricose no local (RICCARDI, 1992; WIESTLER e RADNER, 1994).

A presenga de neurofibroma plexiforme esta quase que exclusivamente associada a
NF (WIESTLER e RADNER, 1994), portanto € uma caracteristica importante para o
diagnostico da NF. Os neurofibromas plexiformes difusos trazem complicagdes graves aos seus
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portadores, causam problemas estéticos sérios, provocando muitas vezes hipertrofia de todo um
membro ou uma grande parte do corpo. Em muitos casos causam dores, intensas dificuldades
motoras e paralisias, como encontrado nos casos 3-AP, 3-VM, 9-IT, 12-MN, 16-BS, 20-AB,
21-GE, 23-MU, 27-MT, 39-MB, 41-OR e 42-CP. A Tabela 42 mostra um resumo de casos em
que foram realizadas cirurgias para ressec¢do de neurofibromas, na maioria neurofibromas

plexiformes, que estavam comprometendo fungdes vitais nos portadores. Tais tumores foram

observados em 14 pacientes dos 67 analisados (21%). Em 7 deles ocorreram apenas
neurofibromas plexiformes e nos outros 7 ocorreram ambos, neurofibromas plexiformes e
cutaneos. RICCARDI (1992) encontrou frequéncias similares desse sinal nos pacientes,
enquanto HUSON (1994) referiu a caracteristica em 30% dos pacientes.

Neurofibromas foram detectados em 73% de 22 criangas investigadas por
SAMUELSSON E AXELSSON (1981), em 26% das criangas analisadas por CRAWFORD
(1986), em 45,4% das criangas com NF pesquisadas por DUNN (1987) e em 17% dos pacientes
de HUSON et al. (1988). No presente trabalho, neurofibromas apareceram em 65% dos
pacientes de 2 a 17 anos. A amostra de criangas (2 a 12 anos) foi pequena, s6 nove casos, das
quais seis apresentaram pelo menos um neurofibroma (66,6%). Assim, apesar da pequena
amostra dessa faixa etaria, a presenga de pelo menos um neurofibroma foi considerada
importante para o diagndstico precoce da NF. Nenhuma dessas criangas tinha hipotese
diagnostica de NF e elas haviam sido encaminhadas ao Servigo de Genética por apresentarem
baixa estatura, atraso de desenvolvimento ou dificuldade de aprendizado. Apos a verificagdo da
presenga de algumas MCCL, foi realizado exame fisico mais cuidadoso, o qual revelou a
presenga de nodulos sugestivos de neurofibroma e, entdo, foi solicitada bidpsia e investigagao
histopatologica da lesdo, sendo confirmado o diagnostico. Nos pacientes com 18 anos de idade
ou mais, detectou-se neurofibromas (cutaneos e plexiformes) em 96% dos casos e, quando n3o
foi considerada a idade, 86,5% dos casos apresentaram a caracteristica. SAMUELSSON E
AXELSSON (1981) encontraram neurofibromas em todos os 96 casos analisados. De acordo
com os recentes trabalhos de revisio de RICCARDI (1992) e HUSON e HUGHES (1994),
neurofibromas foram encontrados, respectivamente, em cerca de 88% e 96% dos casos.

Assim como referido por HUSON et al. (1988), RICCARDI (1992) e HUSON
(1994), no presente estudo também foram encontrados neurofibromas nas regides areolares do
mamilo em 15% dos casos. As Figuras 34 e 43 (casos 23-MU e 41-OR) ilustram dois desses
casos.

A presenga de nodulos de Lisch na iris (Figura 5) parece ser uma caracteristica
exclusiva da NF (LEWIS e RICCARDI, 1981; FLUELER et al., 1986, ZEHAVI et al., 1986).
Ha relatos de apenas dois pacientes com nodulos de Lisch que ndo eram portadores da NF
(PURVIN e DUNN, 1994, para referencia). Esses nodulos ndo causam sintomas clinicos e
aumentam progressivamente com a idade. Parecem surgir apos as MCCL e antes dos
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Tabela 42. Cirurgias realizadas em 17 pacientes com NF para

rececgdo de tumores.

Fami- Indi- Tumor Tamanho

lia viduo

Cs Cervical direita
Tergco distal poste-
rior do nervo ciético
Hipocéndrio esquerdo

AP ?

15 cm de

diametro
? Créanio/parietal

esquerda

Couro cabeludo

Pelve direita

7x5 cm
45x15 cm

NPe

NP1
(duas vezes)

NP1 12 cm de

diametro

Membro superior
direito
Axilar direita

NP1 ?

N (?)
N (?)
N de
meninge

L4 - L5
L5 — S1
Canal medular no
nivel C2-C3-C4-C5

? ?
N ?

NP1 90x50 cm
(oito vezes)
NP1
(trés vezes)

NP1l . 2
(quatro vezes)
NPe
Extra medular ?
N (?) ?
3 kg

Utero

Cervical

Membro superior
direito

Membro inferior
esquerdo

Plexo branquial

30x45 cm

Couro cabeludo
C2-C4

Ocular

Membro inferior
esquerdo

6 cm de Grandes lé&bios
diametro

? Joelho

neurofibroma plexiforme;
vértebra lombar; S

neurofibroma; NP1 =
neurofibroma pedunculado; L =
sacral; C = vértebra cervical.

vértebra
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Figura 55. Neurofibroma em regido cervical (A) e meningocele toracica (B e C), detectados por
tomografia computadorizada na paciente 20-AB.
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neurofibromas e sdo normalmente bilaterais e ocasionalmente unilaterais, especialmente em
criangas. A presenga e a quantidade dos ndédulos de Lisch ndo estdo relacionadas com a
gravidade da NF (LEWIS e RICCARDI, 1981).

LEWIS e RICCARDI (1981) encontraram nodulos de Lisch em trés de 16 criangas
acima de cinco anos de idade e em 92% dos casos com seis anos ou mais. FLUELER et al.
(1986) encontraram 33% das criangas acima de seis anos de idade com nodulos de Lisch, 87%
daquelas com 6 a 12 anos e 100% dos pacientes acima de 12 anos. Semelhantemente, ZEHAVI
et al. (1986) detectaram nodulos de Lisch em 40% das criangas acima de 10 anos de idade e em
90% naquelas com 11 anos ou mais. Outros dois pesquisadores examinando pacientes, alemaes e
suigos, com NF também encontraram frequéncias semelhantes de nédulos na iris
(BOLTSHAUSER et al., 1985; MAUTNER et al., 1988). No presente estudo, verificou-se a
presenga de nodulos de Lisch em 70% dos pacientes pesquisados, em 79% dos 14 pacientes com
idades de 2 a 17 anos e em 73% dos 40 pacientes com 18 anos de idade ou mais. Os nodulos de
Lisch foram bilaterais em 61,4% e unilaterais em 12,3%.

Esses dados mostram que os nodulos de Lisch ocorrem em 74% a 100% dos
individuos com NF. A presenga ou auséncia de nodulos de Lisch pode, entdo, ajudar a confirmar
ou excluir o diagnostico de NF. Por exemplo, se uma crianga com cerca de 11 anos de idade,
filha(o) de um individuo com NF, apresentar apenas nodulos na iris sem qualquer outro sinal, o
diagnostico de NF podera ser realizado com razoavel seguranga. Se esta crianga apresentar pelo
menos um sinal major da sindrome, por exemplo MCCL ou neurofibroma, a presenga de
nodulos na iris confirmara com certeza o diagnostico de NF.

As caracteristicas definidas como "minor" por HUSON (1994) sdo baixa estatura e
macrocefalia. A baixa estatura tem sido considerada uma caracteristica constitucional da NF1
(HUSON, 1989; RICCARDI, 1992; HUSON, 1994). RICCARDI (1981) foi o primeiro a
relatar que uma proporgdo significativa de pacientes com NF1 apresentava baixa estatura. A
frequéncia de tal caracteristica variou em diferentes estudos. RICCARDI (1992) mostrou que
12% dos individuos com NF1 investigados apresentaram estatura abaixo do percentil trés,
HUSON et al. (1988) e HUSON (1994) mostraram que 31,5% a 34% estavam nessa classe.
DUNN (1987) considerou com baixa estatura os individuos que apresentavam valores abaixo do
percentil 25 e incluiu 49% dos seus pacientes nessa categoria. No presente estudo, a incidéncia
de baixa estatura (abaixo do percentil trés) foi igual a 44,5%, significativamente maior do que o
observado por HUSON et al. (1988) e HUSON (1994)(Z=1,71, Zcritico=1,65; P<0,05), e por
RICCARDI (1992) (Z=4,00; Zcritico=1,65; P<0,05). A frequéncia de pacientes com estatura
abaixo do percentil 25 foi 72,3%, também estatisticamente diferente (Z=3,84; Zcritico=1,65;
P<0,05) da observada por DUNN (1987). O peso observado foi proporcional a estatura.

WATERLOO et al. (1977) mostraram que a baixa estatura em criangas com cerca
de 10 anos de idade estava relacionada com subnutrigdo. A populagdo de NF estudada por
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RICCARDI (1992) foi considerada de classe socio-econdmica média e a presente amostra,
apesar de ser enquadrada em classe socio-econdmica baixa, ndo apresentou casos de
subnutri¢gdo. Na verdade, os resultados de RICCARDI (1992) sugerem que a estatura baixa em
pacientes com NF1 independe de qualquer outro fator hereditario ou econémico. A grande
maioria das pesquisas anteriores a 1992 considerava a baixa estatura como uma caracteristica
secundaria aos problemas 6sseos, principalmente a cifoescoliose (WANDER e DAS GUPTA,
1977, DUNN, 1987). Todavia, os pacientes apresentam baixa estatura simétrica e
proporcionada, e sua causa ainda € desconhecida, conforme enfatizado por HUSON (1994).

A macrocefalia foi associada com NF pela primeira vez por NORMAN (1972). No
primeiro estudo populacional que avaliou o perimetro cefalico (PC) em 27 criangas com NF
(WEICHERT et al., 1973), foram encontrados 30% dos individuos com PC acima do percentil
98. HOLT e KUHNS (1976) determinaram o PC através de radiografias de cranio em 50 casos
de NF, e 23 desses (46%) apresentaram percentil acima de 98. CAREY et al. (1979)
investigaram 130 individuos com NF e 35% apresentaram macrocefalia. Investigando PC em 71
criangas, DUNN (1987) detectou 25% dos pacientes com percentil igual ou acima de 98.
HUSON et al. (1988) encontraram 45% de 115 casos com macrocefalia e RICCARDI (1992)
obteve 29% de 726 casos com PC, acima do percentil 98. Os dados encontrados no presente
estudo em relagdo ao PC sdo semelhantes ao da literatura (Z=0,003; Zcritico=1,65; P>0,05).
Encontrou-se macrocefalia em 37% dos 52 casos ora investigados e a frequéncia média de
pacientes com NF que tinham PC aumentado foi de 35%.

A Tabela 43 mostra um resumo das frequéncias dos sinais clinicos “major” e “minor”
dos pacientes com NF investigados pela literatura e a Tabela 44 (pagina 126) mostra as
frequéncias de tais sinais no presente estudo.

A morbidade e mortalidade causadas pela NF sdo decorrentes das "complicagdes”, as
quais sdo numerosas e¢ podem envolver todos os sistemas do corpo. A ocorréncia das
"complicagdes" ndo pode ser prevista pela avaliagdo dos sinais "major" ou "minor", assim o
paciente necessita de avaliagdes gerais e frequentes para que tais complicagdes sejam detectadas
e para que muitas delas possam ser tratadas.

A avaliagdo oftalmologica em NF é fundamental para o diagnostico (presenga de
nodulos de Lisch e de tumores). A presenca de neurofibromas na orbita ocular, schwannomas,
gliomas de nervo Optico, meningioma ou glaucoma congénito sugere NF e deve-se pesquisar os
outros sinais (PURVIN e DUNN, 1994). Uma avaliagdo oftalmologica em NF deve envolver
tanto a pesquisa de sinais externos como de internos. Na palpebra podem ser observados desde
pequenos neurofibromas e MCCL a tumores graves atingindo toda a oOrbita ocular,

principalmente os do tipo plexiforme, que desfiguram a face do paciente (TENZEL et al., 1977,
SPIRA e RICCARDI, 1987). A ptose congeénita pode ocorrer, em pacientes com NF, associada
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Tabela 43. Frequéncias dos sinais clinicos “major” e “minor” dos pacientes com NF investigados

pela literatura.

Referéncias Neurofibromas MCCL Sardas Nédulos de Baixa Macrocefalia

Axilares Lisch Estatura

FEIMAN e YAKOVAC, 1970

BRASFIELD e DAS GUPTA, 1972

WEICHERT et at., 1973

HOLT e KUHNS, 1976

CAREY et al., 1979

LEWIS e RICCARDI, 1981

SAMUELSSON E AXELSSON, 1981

BOLTSHAUSER et al., 1985

CRAWFORD, 1986

FLUELER et al., 1986

ZEHAVI et al., 1986

DUNN, 1987 99,6 U
HUSON, 1988 82,0 %
MAUTNER et al., 1988

RICCARDI, 1992 99,6 %
HUSON, 1994

HUSON e HUGHES, 1994
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ou ndo a tumores de palpebra ou orbita, pode ser uni ou bilateral, e a base dessa anomalia
congénita ndo € conhecida (HARTNANN et al., 1983; HALL, 1986; PURVIN e DUNN, 1994).
HALL (1986) encontrou 9% dos pacientes portadores de NFI com ptose congénita, DUNN
(1987) referiu 4% de 81 criangas analisadas e RICCARDI (1992) também encontrou 4% de
portadores deste sinal em 899 pacientes. No presente estudo, trés pacientes de 67 investigados,
(4,5%) apresentaram ptose palpebral, e a Figura 30 (caso 11-EA) ilustra um desses casos.
Assim, a ptose congénita € observada em cerca de 5,5% dos pacientes com NF.

Os neurofibromas oculares plexiformes também ocorrem com frequéncia média de
5% envolvendo a palpebra, a orbita ocular e muitas vezes (25% dos casos) toda uma parte da
face, causando hemihipertrofia facial. Tais tumores estdo associados com alteragdes Osseas,
causando alargamento da oOrbita, displasia dos ossos temporal, frontal e esfendide. Em
consequéncia, sdo referidos dor, visdo dupla, glaucoma (50% dos casos), compressdo do nervo
optico, coroidose, hipermetropia, hipertelorismo ocular, dificuldade de ressec¢do cirurgica,
entre outros problemas (JACKSON et al., 1983; SCULLY et al., 1984; JAKOBIEC et al.,
1985; KROHEL et al., 1985; RICCARDI, 1992; PURVIN e DUNN, 1994). Esses tumores
podem causar a proptose, como observado nos casos 3-VM (Figura 2) e 39-MB.

Semelhantemente ao encontrado no presente estudo, os neurofibromas dérmicos de
palpebra tem sido observados em cerca de 15% dos pacientes com NF (HUSON et al., 1987,
RICCARDI, 1992; PURVIN E DUNN, 1994).

O glaucoma pode ser secundario aos neurofibromas oculares, como referido
anteriormente, ou congénito, e quase sempre tem manifesta¢do unilateral (GRANT e WALTON,
1968; SATRAN et al., 1980). Apenas RICCARDI (1992) relatou a frequéncia de tal
caracteristica, em seis pacientes de 859 investigados (1%). No presente estudo, detectou-se
quatro individuos com glaucoma, sendo apenas um caso congénito (2%). Tal investigagdo €
relevante, pois o paciente com glaucoma necessita de acompanhamento oftalmologico
constante, ¢ a grande maioria dos casos € secundaria a neurofibromas, espessamento dos
corpusculos ciliares ou alteragdes do tecido fibrovascular, de acordo com o proposto por
GRANT e WALTON (1968) e aceito até o presente (PURVIN e DUNN, 1994).

Os gliomas Opticos representam o tipo mais comum de tumor de sistema nervoso
central observado em NF1 (LEWIS et al., 1984; LISTERNICK et al., 1989). A frequéncia de
gliomas oOpticos em NF tem variado de 10% a 65%, com média de 25%
(HOYTEBAGHDASSARIAN, 1969; MILLER et al., 1974; OXENHANDLER, 1979;
WRIGHT et al., 1980; BORITERICHARDSON, 1982; RUSH et al., 1982; TENNY et al.,
1982; GOULD et al., 1987). LEWIS et al. (1984) e LISTERNICK et al. (1989) utilizaram
técnicas de neuroimagem tanto para avaliar os gliomas sintomaticos como 0s assintomaticos e
demonstraram a prevaléncia de 15% desses tumores. E interessante ressaltar que apenas 0,4%
dos pacientes de LEWIS et al. (1984) e 0,2% dos pacientes de LISTERNICK et al. (1989)
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apresentaram alguma evidéncia clinica dessas lesdes. As manifestagdes clinicas de gliomas
opticos sdo graus variados de diminuigdo da acuidade visual e, em alguns casos, a presenga de
proptoses. Neste estudo ndo foi realizada avaliag@o especifica para detectar tais tumores, mas
foi observada diminuig@o da acuidade visual em 60% dos pacientes e proptose em dois pacientes
(4%). Nos pacientes com diminui¢do da acuidade visual, os vicios de refragdo detectados foram
hipermetropia (27%), astigmatismo (34,6%) e miopia (21%). Tais resultados mostram que a
avaliagdo desses pacientes por técnicas especificas (tomografia computadorizada e/ou
ressonancia magnética) para detecgdo de possiveis gliomas Opticos € relevante.

Ha relatos de que os musculos extraoculares podem ter suas fungdes limitadas por
neurofibromas ou outros tumores presentes na orbita (RICCARDI, 1992 para referéncias), e
RICCARDI (1992) também observou disrup¢do da fungdo dos musculos extraoculares com
graus variados de estrabismo, mesmo na auséncia de neurofibromas orbitais, em pelo menos 5%
dos pacientes. Tal sinal ndo tem sido investigado por outros pesquisadores. Na presente
pesquisa, o estrabismo foi observado em 15,4% dos pacientes, mostrando assim que tal
caracteristica deve ser sempre investigada em pacientes com NF e preferencialmente nos estagios
iniciais, pois pode resultar em ambliopia.

Outras alteragdes foram menos frequentemente observadas na avaliagdo
oftalmologica. A presenga de catarata € um achado frequente em pacientes com NF2 (KAISER-
KUPFER et al., 1989; RICCARDI, 1992). Trés pacientes (5,7%) da presente investigagdo
apresentaram catarata, todos com diagnostico de NF1. RICCARDI (1992) encontrou um
paciente portador de NF1 com catarata, em 409 investigados.

A papila obliqua pode ser encontrada na populagdo geral em frequéncia baixa (1-
2%). Encontrou-se na amostra investigada trés pacientes (5,8%) com tal sinal, que pode estar
relacionado com diminui¢do da acuidade visual (DUKE-ELDER e WIBAR, 1961). A coroidose
é frequentemente observada na populagdo geral de individuos idosos portadores de miopia, o
que pode justificar o achado de tal sinal em dois pacientes investigados (29-IM e 31-WM), mas
os outros dois que apresentaram coroidose ndo revelaram miopia (SAUTER et al., 1977). O
paciente 23-MU tinha 41 anos de idade, mas o outro (11-EA) tinha apenas nove anos.

O pterigio € um tumor benigno encontrado com frequéncia na populagdo geral
(GRAISON, 1985). Séo tratados apenas nos casos em que ha crescimento ou sintomatologia,
dificultando a visdo normal. Dos pacientes investigados, 19,2% apresentaram tal caracteristica,

que ndo parece causar problemas para o portador, nem ha indicios de estar relacionada com a
NF. Um paciente apresentou atrofia o6ptica (13-MC) provavelmente devido a compressdo do
nervo optico por algum tumor, pois tal paciente relatou que foi perdendo a visdo depois de

adulto e progressivamente e também referiu cefaléias constantes. A atrofia de iris observada no
paciente 42-RS pode ser relacionada com possivel desenvolvimento de glaucoma, e outros dois
pacientes apresentaram papilas com escavagdao, também relacionada com aumento de pressdo
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intraocular. A iris hiperplasica do paciente 18-MA foi sugestiva de lesdo tumoral, assim como a
les@o triangular em retina mostrada pelo individuo 16-AS e as lesdes de aspecto verrugoso dos
pacientes 32-ER, 6-AM e 29-VM. Tais achados reforgam a necessidade de avaliagbes por
técnicas especificas para detec¢do de tumores oculares nesses pacientes, pois se esses forem
diagnosticados, poderdo ser tratados e nao ocorrerdo as alteragdes secundarias, melhorando a
qualidade de vida desses pacientes.

O sistema esquelético é frequentemente envolvido na NF tanto diretamente, como
uma manifestagdo primaria do gene mutante, como indiretamente através de complicagdes
secundarias, principalmente aos neurofibromas. As manifestagbes esqueléticas da doenga pode
preceder por muitos anos o aparecimento de neurofibromas. Dessa forma, € importante
interrogar sobre a historia familial de NF e investigar MCCL, principalmente em criangas com
escoliose, pois cerca de 10% das criangas com NF apresentam envolvimento funcional do
sistema musculo esquelético, com sérios problemas estéticos (HUSON et al., 1988). O

diagnostico de NF deve ser sempre investigado quando se observar escoliose grave,
pseudoartrose de ossos longos, hipertrofia de uma parte do corpo ou uma lesio Ossea

radiografica ndao comum.

A maioria das caracteristicas observadas em exames radiologicos de NF sdo devidas
as displasias mesodérmicas ou tumorais. As displasias mesodérmicas sio mais frequentes e
incluem ectasia dural e displasia 0ssea (KRICUN, 1988 e KEATS, 1992).

Alguns pesquisadores relataram a escoliose como a alteragdo mais comum em NF,
com frequéncia de cerca de 10%, assim como a cifoescoliose com frequéncias de 10% a 40%
(CRAWFORD e BAGAMERY, 1986; KRICUN, 1988; CALVERT et al., 1989; AKABARNIA
et al., 1992; KEATS, 1992; RICCARDI, 1992 para referéncias). No maior estudo populacional
sobre NF (RICCARDI, 1992) foram observados 188 pacientes (25%) com escoliose, com ou
sem cifose, em 752 individuos pesquisados. Na presente amostra observou-se 28,3% dos
pacientes com escoliose e 17% com cifoescoliose.

Outra caracteristica associada a NF, observada em radiografia de torax, foi a
meningocele toracica, que aparece como uma massa cistica originando-se do mediastino. Dos
casos de meningocele toracica diagnosticados, 70% a 80% apresentam NF (KRICUN, 1988;
FAIRBANK, 1994 para referéncias). A paciente 20-AB apresentou tal caracteristica (Figura 55).

A incidéncia de pseudoartrose congénita na populagdo € 1:250.000 nascimentos e
50% a 90% dos casos sao associados a NF (FAIRBANK, 1994). RICCARDI (1992) encontrou
3% de 909 pacientes analisados com pseudoartrose ou com curvatura de tibia e/ou fibula. No
presente estudo ndo foi detectado tal achado.

A displasia do osso esfendide € um achado caracteristico de NF (RICCARDI, 1992;
FAIRBANK, 1994). No entanto, € considerada rara (FAIRBANK, 1994). Displasias
craniofaciais, incluindo também alteragdes em mandibula, displasias oOsseas das suturas
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lambdoide do cranio e alargamento foraminal foram encontradas em 11,7% nos pacientes
estudados por RICCARDI (1992). Tais alteragdes sdao dificeis de serem observadas em
radiografias, e técnicas mais modernas de analise por imagem sio recomendadas para seu
diagnodstico (FAIRBANK, 1994). A presenga de exoftalmia e assimetria facial (na auséncia de
tumor de face) pode indicar displasias craniofaciais. Os pacientes 11-EA, 16-ZS, 17-MS e 20-
AB, do presente estudo, apresentaram tais sinais, no entanto, ndo foram usadas técnicas
especificas para detecta-las.

A presenga de peito escavado também tem sido considerada uma caracteristica de
NF. RICCARDI (1992) observou 31% de 675 pacientes com tal caracteristica, que todavia nao
tem sido investigado por outros pesquisadores. Na presente casuistica, 17% dos pacientes
apresentaram peito escavado (Figuras 31, 33, 38 e 43, casos 16-IS, 22-RB, 33-RF e 41-OR,
respectivamente). O geno valgo ou varo foi encontrado em 32% dos pacientes com NF
estudados por RICCARDI (1992). Observou-se dois casos (3,8%) com geno valgo no presente
estudo.

Outras alteragdes Osseas podem ser secundarias a neurofibromas, como alargamento
do foramem, periostite, alargamento do mediastino, alteragdes da morfologia do corpo vertebral
(CRAWFORD ¢ BAGAMERY, 1986, KRICUN, 1988). Tais achados foram observados nessa
amostra com frequéncias de 11,3%, 5,7%, 3,8% e 5,7%, respectivamente.

Outras alteragdes que s3o consideradas variantes da normalidade também foram
referidas em pacientes com NF, como espinha bifida, fusdo atlanto-occiptal, hemivertebra,
espondilolisteses, vértebra de transigdo lombosacral (KRICUN, 1988 para referéncias). Na
presente investigagdo, espinha bifida oculta foi encontrada em 9,4% dos pacientes, fusdo de
vértebras cervicais em 5,7%, vértebra de transicio lombosacral em 7,5%, fibroma cortical em
7,5% e apenas um paciente com sela turca em "J". Tais frequéncias ndo sdo diferentes das
encontradas na populagao geral (KRICUN, 1988; KEATS, 1992) e apenas o fibroma cortical e a
sela turca em "J" tem sido associados a NF (SCHWARTZ e RAMOS, 1980; RICCARDI, 1992
para referéncias). Assim, ainda nao se sabe o significado de tais achados, os quais podem ser
apenas coincidentes nesses pacientes.

Em conclusdo, as alteragdes oOsseas mais frequentes foram as escolioses e
cifoescolioses, as demais foram menos frequentes. Contudo, algumas dessas alteragdes, como as
pseudoartroses e displasia de esfenoide foram consideradas fortes indicativas de NF pela
literatura.

O coragao pode ser envolvido nos pacientes com NF que apresentarem
neurofibromas na regido do mediastino, e outras regides intratoracicas e toracicas e dentro do

proprio coragdo, pois as células da crista neural contribuem para a estrutura cardiaca
(RICCARDI, 1992 para referéncias). Os pacientes 2-LS, 2-CS e 8-LC apresentaram

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 Eunespw 12 13 144 15 16 17

18



121

neurofibromas no mediastino e o paciente 32-ER na regido toracica, detectados por radiografia
de torax (5,7%).

A avaliagdo eletrocardiografica (ECG) ndo mostrou alteragdes especificas em NF.
Alguns achados foram as arritmias cardiacas, extra sistole ventricular (7%) e a taquicardia
sinusal (11,6%), que sdo encontrados na populagdo geral com frequéncia de cerca de 1%. Essas
frequéncias podem ser maiores apos exercicios fisicos, consumo de drogas e medicamentos ou
induzidas por estresse emocional em adultos (HURST et al., 1990). A taquicardia sinusal
fisiologica € encontrada em criangas até a primeira infancia (HURST et al., 1990), assim a
taquicardia observada no paciente 18-RF (2 anos de idade) sugere ser fisiologica. Dos demais
pacientes que apresentaram arritmias, em dois ndo foram realizadas avaliagdo psicologica, em
seis foi encontrado estado de depressio e em cinco também foi diagnosticada a ansiedade.
Portanto, as alteragdes ECG podem estar associadas com tais disturbios. As demais alteragdes
ECG observadas foram desvio do eixo elétrico QRS para a esquerda, ou para a direita,
sobrecarga do ventriculo direito com alteragdes difusas da repolarizagdo ventricular, bloqueio
incompleto do ramo direito, taquicardia sinusal com bloqueio direcional antero-posterior, zona
eletricamente inativa inferior, obtidas na frequéncia de 2,3%. Tais achados podem ser
patologicos e os pacientes foram encaminhados para avaliagdo por cardiologistas.

Algumas publicagGes relataram hipertrofia cardiomiopatica associada a NF
(SALVADORI et al., 1986, SCHRADER et al., 1986; FITZPATRICK e EMANUEL, 1988;
NOGAMI et al., 1991). Outros pesquisadores tem referido como caracteristicas mais comuns a
coartagdo e outras formas de constric¢d@o da aorta, artéria renal, artéria cerebral, artérias intra-
abdominais e artérias coronarias (RICCARDI, 1992 para referéncias). No entanto, a frequéncia
de envolvimento arterial em NF tem sido subestimada, pois a maioria das lesdes ndo apresenta
sintomas clinicos € quando detectada ndo tem sido associada a NF, de acordo com as
observagoes de RICCARDI (1992).

A hipertensédo foi observada em cerca de 2-6% dos pacientes com NF, pode ocorrer
sem causa aparente ou devido a feocrocitomas (1%), coartagda da aorta e estenose da arteria
renal (HUSON, 1989; RICCARDI, 1992; FERNER, 1994).

Semelhantemente ao observado por RICCARDI (1992) na presente amostra
encontrou-se 6% dos pacientes com hipertensdo. Em fungio disso recomenda-se que todos os
pacientes com NF fagam controle rotineiro da pressdo sanguinea e, se detectada hipertensio, sua

origem deve ser investigada rigorosamente e rapidamente, pois tal achado tem sido considerado
uma complicagdo grave em NF, a qual pode ser tratada e curada (PELLOCK, 1980;
RICCARDI, 1992).

O exame eletroencefalografico (EEG) apesar de ser considerado uma técnica muito
simples, foi indicado por RICCARDI (1992) para a avaliagdo de pacientes com NF mesmo que
estes ndo apresentem convulsdes. RICCARDI (1992) encontrou alteragdes de EEG em 22% de
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seus pacientes e convulsdes em 5,6%. HUGHES (1994) obteve 11,7% de 103 casos com
convulsdes. Na avaliagdo EEG da presente amostra, 13% dos pacientes exibiram alteragdes,
7,5% foram do tipo anormalidade paroxistica no hemisfério cerebral esquerdo e 5,7% foram do
tipo lentificacdo difusa da atividade cerebral. Apenas um paciente (30-AV) apresentou
convulsdes e alteragdes de EEG. Convulsdes sem alteragdes de EEG foram referidos em 9%
dos pacientes, enquanto a frequéncia populacional varia de 2% a 5% (SHORVON, 1990).

A queixa de cefaléia pelos pacientes com NF tem sido referida com frequéncia de
cerca de 10% (RICCARDI, 1981c, 1992), No presente estudo foi estimada em 7,4%. Outros
pesquisadores nao referiram tal queixa em seus pacientes (RUBENSTEIN et al., 1984, HUSON
et al., 1988). As cefaléias podem ser sintomas de tumores cerebrais, gliomas oOpticos, doenga
vascular cerebral e feocrocitomas.

Doenga vascular cerebral em NF tem sido relatada na frequéncia de 4% (HILAL et
al., 1971; MOMOSE e NEW, 1973) e RICCARDI (1992) acredita que tais lesdes
vasculares sejam subestimadas, pois ndo sdo realizadas avaliagdes de rotina devido a natureza
invasiva dos testes, e muitas dessas lesdes ndo apresentam sintomatologia. A presenga de tais
lesdes em pacientes jovens € sugerida por RM, cefaléia constante, convulsdes ou hemiparesias
(PELLOCK et al., 1980).

Os feocrocitomas podem ou ndo apresentar sintomatologia e cefaléia, associada com
ansiedade acentuada, palpitagdes, taquicardia, pressdo sanguinea elevada, podem ser sinais
indicativos dessas lesdes e, nesses casos, sdo indicados procedimentos diagndsticos basicos
(RICCARDI, 1992). O paciente 13-MC do presente trabalho apresentou cefaléia constante,
pressdo sanguinea e ansiedade elevadas, taquicardia e alteragdo em ECG. Assim, a pesquisa de
cefaléia tem sido considerada importante.

Pacientes com NF podem também apresentar cefaléia como resultado da ansiedade e
depressdo causadas pela doenga (HUGHES, 1994). Dos cinco pacientes com queixa de cefal€ias
constantes, trés apresentaram ansiedade e depressdo e tais parametros ndo foram avaliados nos
outros dois casos (19-MP e 39-MB).

A constipagao intestinal ocorre em cerca de 10% de adultos e criangas com NF,
devido a displasia e desorganizagdo da camada muscular e do plexo de Auerback do coélon
(RICCARDI, 1981c, 1992). Dos pacientes investigados na presente amostra, quatro (6%)
apresentaram queixa de constipagdo. Embora tal problema possa algumas vezes ser amenizado
com dietas alimentares, RICCARDI (1992) tem recomendado aten¢do por parte dos clinicos
durante toda a vida desses individuos.

Anormalidades menstruais tem sido referida na literatura como uma consequéncia de
neurofibromas uterinos (BRASFIELD e DAS GUPTA, 1972; RICCARDI, 1992). No presente
estudo foram tratados como problemas ginecologicos, quando a paciente apresentava alguma

queixa, portanto tais problemas ndo foram investigados em todas as pacientes. Tais queixas
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apareceram na frequéncia de 7,4% e foram referidas como sangramento menstrual anormal em
quatro pacientes e presencga de neurofibroma em grandes labios em uma paciente (41-OR).

Ha alguns relatos de aumento das caracteristicas da NF associadas com a gravidez,
principalmente o numero e tamanho de neurofibromas dérmicos (GINSBURG et al., 1981;
RICCARDI, 1992). Na amostra estudada, trés pacientes referiram aumento de neurofibromas
durante a gravidez € nos demais casos as pacientes ndo souberam precisar a infromagao.
RICCARDI (1992) relata que 70% das mulheres referiram tal associagio ¢ MARTUZA e
OJEMANN (1982) sugeriram que a manipulagio hormonal pode ser uma possivel opgdo
terapéutica a ser investigada. EVANS et al. (1992) n3o encontraram evidéncias de efeito
deletério da gravidez. RIOPELLE et al. (1984) avaliaram os niveis do fator beta de crescimento
nervoso (NGF) realizado no plasma de quatro mulheres durante e apos a gravidez e néo
encontraram qualquer alteragao.

Outros tipos de complicagdes associadas a NF sdo o retardo mental e as alteragdes
psicologicas, segundo RICCARDI (1992). Tais problemas apresentam trés possiveis origens.
Em primeiro lugar, pode ser que ainda se desconhega dados referentes a fisiopatologia,
manifestagdes e evolugdo da doenga (ESCALONA, 1982; EGBUONU e STARFIELD, 1982;
KELLY et al., 1989; BEITER et al., 1991). Em segundo, pode ser que tais complicagdes sejam
consequeéncia das caracteristicas especificas da NF no nivel psicossocial, pois os tumores causam

problemas estéticos, as alteragdes 6sseas sao deformantes e ocorre baixa estatura. Em terceiro
lugar,pode ser que a mutag@o do gene NF1 contribua diretamente para esse tipo de disturbio da

fun¢do celular, dentro do proprio cérebro.

Os resultados de avaliagdes sobre esses aspectos s30 escassos € ndo permitem
conclusdes, mas tem sido feitas algumas generalizagdes. Riccardi e Eicher, em 1986 (cf
FERNER, 1994), encontraram 8,4% de 203 pacientes com retardo mental (RM), comparados
com cerca de 3% da populagao geral. RICCARDI (1992) referiu 6% de RM e FERNER (1994)
encontrou 8% de 103 pacientes com RM. Os dados da presente amostra mostraram RM em
43,3% de 30 pacientes investigados, sendo 3,3% com RM moderado e 40% com RM leve. O
QI limitrofe (QI=70-85) foi observado em 20% dos casos, o QI meédio inferior (QI=85-90) em
23,4% e o médio (QI=90-110) em 13,3% dos pacientes investigados. Portanto a frequéncia de
RM em NF observada neste estudo foi significativamente diferente (Z=477,8, Zcritico=1,65;
P<0,05) da observada na literatura. A amostra avaliada apresentou nivel socio econémico mais
baixo do que a da literatura e apesar do teste aplicado em larga escala na populagdo brasileira,
ainda necessita de normatizagao para esse nivel da populagdo, o que talvez possa ter tido alguma
influéncia nos resultados. Tal achado mostra também a importancia do trabalho realizado pelas
instituticdes de NF, pois o paciente recebe assisténcia completa e multidisciplinar propiciando

um melhor desenvolvimento, inclusive o intelectual.
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A dificuldade de aprendizagem tem sido encontrada com frequéncias altas nos
pacientes com NF1. Na populagdo geral cerca de 6-9% das criangas apresentam dificuldade de
aprendizado (FERNER, 1994). Em NFI, esta condi¢do tem sido estimada com frequéncia de
40-68% (ELIASON, 1986, 1988, WADSBY et al., 1989; RICCARDI, 1992; FERNER, 1994).

Também foram encontrados problemas visuais espaciais e perceptivos (56%), de
memoria (60%), de deficiéncia de habilidade de planejamento e organizagdo em pacientes com
problemas espago -visuais de coordenagdo motora sem problemas neurologicos ou tumores de
sistema nervoso central (28-43%), de linguagem (45%) e de comportamento (5-30%), assim
como problemas psiquiatricos, caracterizados como doenga mental (33%) e de atraso de
desenvolvimento (35%) (ELIASON, 1988; DUNN e ROOS, 1989; SAMUELSSON e
SAMUELSSON, 1989; SAMUELSSON E RICCARDI, 1989a, 1989b; WADSBY et al., 1989;
RICCARDI, 1992; FERNER, 1994)

Em 30 pacientes do presente estudo foram realizados testes especificos, relacionados
no capitulo de Material e Métodos, para avaliagdo do seguintes disturbios psicologicos: retardo
mental, déficit perceptivo motor (DPM), indicios de comprometimento neurologicos (ICN),
depressdo, ansiedade e déficit de atengdo por hiperatividade (DDAH). A grande maioria
apresentou disfungdes neurologicas, caracterizadas como DPM em 96,7% dos casos € como
ICN em 76,7%.

A depressio foi considerada patologica (depressao maior-DM) em 85,7% dos casos,
sendo leve em 17,9%, moderada em 57,1% e severa em 10,7%. A ansiedade transitoria foi
observada em 90% dos pacientes e a ansiedade estavel em 83,3%, sendo a ansiedade
considerada leve em 3,3% dos casos, moderada em 26,7% e alta na maioria dos casos (53,3%).
Os resultados estdao de acordo com a literatura sobre depressao e ansiedade frequentemente
encontradas em pacientes portadores de patologias organicas ou mentais cronicas (TAYLOR e
ASPINWALL, 1990), apesar de FERNER (1994) ndo ter encontrado frequéncia aumentada de
ansiedade e depressdo nos pacientes com NF por ele estudados. Por outro lado, RICCARDI
(1992) relatou frequéncia de doenga mental em 33% de 69 pacientes investigados. No presente
estudo ndo foi pesquisado especificamente tal disturbio, mas a ansiedade e depressao sdo alguns
dos problemas detectados em individuos com doengas mentais ou psiquiatricas.

Os sinais de DDAH, na presente amostra, foram ausentes em 6,7% dos pacientes e
apareceram em 93,3%. No entanto, 73,3% mostraram sinais de DDAH (sinais de 1 a 7) mas néo
apresentaram o disturbio. Dos 20% com DDAH (que apresentaram sinais de 8 a 11), em 13,3%
o quadro foi considerado leve e em 6,7% foi considerado moderado. Tal achado juntamente
com as demais alteragdes psicologicas podem estar associados com dificuldades de

aprendizagem e desempenho escolar, pois, na presente amostra, somente 4,5% completaram o

primeiro grau, 5,9% completaram o segundo grau e apenas um paciente (1,5%) fez o curso
superior. Na literatura a dificuldade de aprendizagem dos pacientes com NF tem sido referida
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com frequéncias variando de 40% a 68% (ELIASON, 1986, 1988; WADSBY et al., 1989;
RICCARDI, 1992; FERNER, 1994). Porém, para que tal relagdo possa ser estabelecida,
pesquisas na area precisam ser feitas, ja que dificuldade de aprendizagem e escolarizagdo sdo

processos altamente complexos e mantidos por diversos fatores.

SAMUELSSON e SAMUELSSON (1989) e SAMUELSSON e RICCARDI
(1989a) mostraram que a maioria dos pacientes com NF exerce atividades ocupacionais que
requerem pouca ou nenhuma habilidade especifica, mas afirmaram que tais limitagdes ndo sdo
necessariamente consequéncias da mutagio do gene NF1. Nesta amostra encontrou-se resultado
semelhante, pois apenas 1,5% dos adultos exercia fungdo que exigia melhor qualificagdo
profissional (técnico eletricista, motorista, guarda noturno e bancario).

Assim, a avaliagdo psicologica precoce completa e 0 acompanhamento psicologico,
educacional e vocacional, com programas de habilitagdo, podera melhorar significativamente o
desempenho da maioria dos pacientes com NF.

Resumindo, além das caracteristicas clinicas mais importantes, ou "major", as
classificadas como "minor" ou "complicagdes" também requerem investigagdo rigorosa e
frequente, pois podem auxiliar o diagnostico e a classificagdo em tipos, assim como sua detecgdo
podera evitar complicagdo secundarias a doenga e provavelmente possibilitara o tratamento e/ou
cura da manifestagdo detectada, melhorando sensivelmente a qualidade de vida do paciente.

Assim, o presente estudo sugere que outras caracteristicas, além das apontadas como
"major" pela literatura, sejam consideradas importantes na avaliagdo do paciente com NF, como
as alteragdes psicologicas, Osseas e oculares, as quais foram observadas em mais de 75% dos
pacientes. A Tabela 44 mostra a classificagdo dos sinais clinicos investigados nesta pesquisa em
classes de frequéncia, podendo-se observar desde os mais frequentes aos menos frequentes. A
pesquisa desses sinais € simples e de facil acesso a grande maioria dos profissionais da area de
saude. Portanto, ndo ha justificativas para a auséncia de diagnostico de NF em nosso estado, e
nem em paises ainda ndo completamente desenvolvidos.

B. Classificacao em tipos

Utilizou-se a classificagdo em tipos proposta por RICCARDI (1982), pois foi a mais
abrangente, a mais amplamente abordada pela literatura e por tratar-se do pesquisador com
maior numero de casos investigados de NF até o presente, o qual tem avaliado todos os sinais
apresentados por essa patologia.

A grande maioria das consideragdes ja mencionadas neste trabalho refere-se a NF
classica ou do tipo 1 (NF1), que € essencialmente a entidade descrita por von Recklinghausen em
1882 (CRUMP, 1981) e compreende cerca de 90% dos casos de NF. Na presente casuistica, 60
casos (89,6%) foram classificados como NF1 e em 21 familias observou-se recorréncia familial,
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Tabela 44. Frequéncias dos sinais clinicos nos pacientes com NF.

Classes de
frequéncias

75%

Frequéncia

(¥

Neurofibromas
Sardas axilares
Alteragdes oculares
Alteragdes Osseas

Alteragdes psicoldgicas

Nédulos de Lisch
Baixa estatura (P < 10%)

Retardo mental
ECG
Macrocefalia

EEG

Convulsao

Cefaléia

Problemas ginecoldégicos
Hipertenséo

Constipagdo intestinal
Ptose palpebral

98,5
86,5
84,8
84,6
75,5
100,0

70,0
57,5

43,4
30,2
36,6

1372
9,0
7,4
7,4
6,0
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todas com padrdo de heranga autossomico dominante, conforme heredogramas apresentados nas
Figuras 6 a 27.

A NF2, também denominada NF central ou acustica, ndo foi observada na presente
casuistica. A NF3 ou tipo misto, mostra caracteristicas da NF1 e NF2. As manifesta¢cdes de NF1
ja foram amplamente discutidas e as de NF2 incluem, neuromas acusticos uni ou bilaterais,
tumores de sistema nervoso central (meningiomas, gliomas, neurofibromas € schwannomas),
opacidade lenticular subcapsular e calcificagdo cerebral (SHORT et al., 1994). Na presente
casuistica, encontrou-se um caso que se enquadrou no tipo NF3. A paciente 24-LB (Figura 35),
ao primeiro exame apresentava 59 anos de idade, o estudo da genealogia revelou um aborto e
um natimorto e nao mostrou caso semelhante. O exame clinico revelou multiplos neurofibromas
pequenos (frequéncia média) e sardas axilares bilateralmente, caracteristicas tipicas de NFI,
assim como poucas MCCL, surdez, opacificagdo ocular, glaucoma, dificuldade acentuada para
enxergar, fraqueza muscular e tumores acusticos bilaterais (laudo da tomografia
computadorizada), que sdo sinais observados em NF2. A avaliagdo oftalmologica ndo revelou
nodulos de Lisch.

De acordo com RICCARDI (1992), os pacientes com NF3 ndo apresentam as outras
caracteristicas tipicas de NF1, como os nodulos de Lisch, estatura baixa, dificuldade de
aprendizado e peito escavado. MARTUZA e OJEMANN (1982) também diagnosticaram como
NF3 um individuo com neuromas acusticos bilaterais, mais do que seis MCCL, um neurofibroma
plexiforme e multiplos neurofibromas dérmicos, ndo apresentou nodulos de Lisch € nem
recorréncia familial. MICHELS (1989) também identificou um paciente com NF3 e propos que
tal tipo possa representar uma forma alélica de NF1. Outros relatos de NF3 tem sido feitos
(RICCARDI, 1992; VISKOCHIL e CAREY, 1994 para referéncias).

O tipo NF4, ou NF variante, inclue os varios fenotipos de NF que ndo se enquadram
nos tipos NF1, NF2 e NF3, por alguma razio ainda ndao conhecida. Tais individuos apresentam
os sinais tipicos da NF (NF1 ou NF2) e outros adicionais. RICCARDI (1992) considera tal
classificagdo necessaria do ponto de vista investigativo e do manejo clinico desses pacientes, pois
alguns casos com multiplos neurofibromas e MCCL, com ou sem outros tumores derivados da
crista neural, s3o tdo obviamente diferentes dos outros pacientes com NF que, pelo menos, deve-
se tentar agrupa-los numa categoria alternativa. Considera, também, que inclui-los
automaticamente em NF1 podera provavelmente atrapalhar os futuros estudos de ligagdo,
distorcer a historia natural de NF1 descrita, levando a uma subestimagdo da probabilidade de
certas complicagdes na NF e superestimagao de outras. E, também, o conhecimento de formas

variantes permite um cuidado com a saude do paciente de forma mais realista e individualizada,
pois nem todos os pacientes com NF tem a mesma doenga. Além disso, o reconhecimento de
NF4 respeita o fato de que nem todos os pacientes com o mesmo fendtipo tem o mesmo
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genotipo e tende a sugerir que a diversidade de genotipos seja maior do que um mero alelismo a
consideragéo adicional de loci génicos multiplos e fenocdpias.

No presente estudo ndo foi constatado caso de NF4, alguns pacientes apresentaram
alguns sinais atipicos, principalmente na face, mas esses sinais ndo foram considerados "fortes" o
suficiente para incluir tais pacientes em outro tipo. O paciente 11-EA (Figura 30) mostrou
assimetria facial importante com hipotrofia da regido esquerda, ptose palpebral em olho direito,
estrabismo, pavilhdo auricular malformado, de implantagdo baixa e em abano, apéndice pré-
auricular hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo, sinofre, facies triangular,
prognatismo, pescogo curto e artralgia cronica, além de outras caracteristicas tipicas de NF1. Na
avaliagdo dermatologica foi constatada hanseniase do tipo virchwviana. A assimetria facial e
ptose sdo encontrados em alguns casos de NF, mas as outras caracteristicas faciais sdo atipicas.
O presente caso foi encaminhado ao Servigo de Genética devido a face atipica e atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor importante, sem referéncias as multiplas MCCL e sem
hipotese diagnostica de NF.

O paciente 22-RB (Figura 33) mostrou implantagdo levemente baixa das orelhas,
fendas palpebrais para cima, sinofre, problemas ortodonticos, palato em ogiva, filtro naso -labial
longo, retrognatia, hernia umbilical, criptorquidia bilateral, prega simiesca a direita, nevos em
tronco, braquidactilia, clinodactilia de quinto dedo bilateral, micropénis, disartria e atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor importantes, além das outras caracteristicas tipicas de NF1. O
paciente 37-DP (Figura 41) revelou palato ogival, nevo na face, implantagdo baixa das orelhas,
raiz nasal baixa, narinas antivertidas, maxila proeminente, pescogo curto, torax "em barril",
clinodactilia de quinto dedo a direita, baixa estatura acentuada, atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor e atraso de maturagdo ossea (de dois anos).

No tipo NF5 ou segmentar, as caracteristica da NF1 estao localizadas em um
segmento do corpo, ou seja, as caracteristicas sao unilaterais, de acordo com a classificagdo de
RICCARDI (1982) e sao casos esporadicos em suas familias.

Ha um grande numero de publicagdes sobre NF5, muitas diferindo da proposta por
RICCARDI (1982), pois sdo encontradas formas bilaterais e herdadas. ROTH et al. (1987)

propuseram uma classificagdo para NF5 em quatro classes: verdadeira, bilateral, familial e com
envolvimento profundo. VISKOCHIL e CAREY (1994) propuseram que a NF segmentar seja
causada por mutagdes somaticas do gene NF1 e os padrdes clinicos de expressdo sejam
determinados pelo periodo em que ocorreu a mutagdo (inicial ou mais tardio do desenvolvimento
embrionario) e pelo tipo celular afetado pela mutagdo. Os autores sugeriram quatro classes: (1)
com caracteristica unica e localizagdo tinica (mutagdo na crista neural em periodo mais tardio do

desenvolvimento levando a uma caracteristica da doenga), (2) com caracteristica unica e
localizagdo multipla (mutagdo na crista neural na fase inicial do desenvolvimento levando a
localizagdo distintas de MCCL e neurofibromas), (3) com caracteristicas multiplas e localizagdo
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unica e (4) com caracteristicas multiplas e localizagdo multipla (proprio fenotipo NF1). A
Tabela 45 resume informagdes sobre alguns dos pacientes com NF segmentar, classificados de
acordo com essas duas propostas. Dos 28 casos classificados por ROTH et al. (1987) como NF
segmentar verdadeira, 19 foram considerados por VISKOCHIL e CAREY (1994) como NF
segmentar 1" (caracteristica unica/localizagio unica), dois casos ndo foram considerados NF
segmentar, ou seja, enquadraram-se na classe 4 (caracteristicas multiplas/localizagao multipla) e
os outros sete enquadraram-se na classes 2" (caracteristica unica/localizagdo multipla) e 3’
(caracteristicas multiplas/localizagdo unica). Dos seis casos classificados como NF segmentar
hereditaria, dois foram enquadrados na classe 1°, dois na classe 2" e dois na classe 4°, e dos
quatro casos classificados como NF segmentar bilateral, um foi enquadrado na classe 1°, um na
classe 2" e dois na classe 4. Assim, seis casos que foram considerados como NF segmentar na
classificagdo de ROTH et al. (1987), na classificagdo de VISKOCHIL e CAREY estes casos
foram considerados NF classica.

A paciente 21-GE (Figura 3) foi enquadrada no tipo NF5. A paciente apresentava 25
anos, tinha trés filhos sem qualquer sinal da NF e, ao exame fisico, revelou neurofibroma
plexiforme em membro superior direito hiperpigmentado e duas MCCL, uma em abdome e outra
em regido posterior da coxa direita. Ndo mostrou sardas axilares e apresentou nodulos de Lisch
no olho direito. Tal caso pode ser enquadrado na classe 1 da classificagio de ROTH et al.
(1987) e na classe 3" da classificagdo de VISKOCHIL e CAREY (1994).

O paciente 27-MT (Figura 36) também foi enquadrado no tipo NFS5, porém nas
classes 2 e 3°, de acordo com as classificagdes acima citadas, respectivamente. O paciente

apresentava 43 anos, a avaliagdo da genealogia ndo mostrou caso semelhante e os seus dois
filhos ndo apresentavam qualquer sinal da NF. Ele apresentava duas MCCL no dorso a direita e
um neurofibroma plexiforme envolvendo todo o plexo branquial direito, ja havia realizado quatro
cirurgias para ressec¢ao do tumor e ainda continuava com crescimento progressivo e com dor

intensa. A avaliagdo oftalmologica foi normal, ndo mostrou sardas axilares ou outros sinais
tipicos da NF1.

Os individuos com NF6 manifestam apenas MCCL, ou MCCL associadas com
caracteristicas ndo especificas, como peito escavado e dificuldade de aprendizado (RICCARDI,
1980, 1981a, 1982). A familia 18, individuos MA, MF e RF (Figura 32) foram classificados
como NF6. Todos os trés individuos apresentavam MCCL com localizagdo "difusa" e frequéncia
"baixa", sardas axilares com frequéncia "alta" em 18-MA e 18-MF e "baixa" em 18-RF. O
individuo 18-MA revelou apenas fusdo dos corpos vertebrais C2-C3 na avaliagdo radiologica, o
individuo 18-MF ndo mostrou altera¢des e o individuo 18-RF revelou encurtamento das falanges
medianas e distais do segundo e terceiro dedos da mao direita, idade 6ssea de um ano e seis
meses (idade cronologica de dois anos e seis meses), a escanometria de membros superiores
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Tabela 45. Estudos em pacientes com NF segmentar (NF5) mostrando as principais caracteristicas observadas e as
classifica¢des propostas por ROTH et al. (1987) e VISKOCHIL e CAREY (1994).

Autor Local. ND NP MCCL Sardas NL Recor- ROTH et al. (1987) VISKOCHIL e CAREY
réncia (1994)

1! 2| 3|

MILLER e SPARKES +
(1977)

UHLIN (1980)

RUBENSTEIN et al.
(1983)

WELEBER e ZONANA
(1983)
DAWSON (1984)

A=)
m~ ©

m
+ 4+ 10

TAKIGUCHI e RATZ
(1984)

ORANJE et al.(1985)

PULLARA et al.
(1985)

KOEDIJK (1987)

RAWLINGS et al.
(1987)

ROTH et al (1987)

¥4
E
D
E
E,D
E
D
D
D
E
D
]
?

+ 4+ L+

STOTTS e STEINMAN
(1987)

CALZAVARA et al.
(1988)

GRETZULA et al.(1988)

JUNG (1988)

m
+

I+ 4+ + + + + + + +

BOLTSHAUSER et al.
(1989)

KAPLAN e PESTANA
(1989)

SANCHEZ CANEJO-MIR

et al. (1989)

JAAKKOLA et al.(1990)

SLOAN et al. (1990)

owoOmommoooo

m
+

mooo

SMITH e HEYMANN
(1990) + NE +
TRATTNER et al. 7 + = - = +
(1990) E + - - - +

ND = neurofibroma dérmico; NP = neurofibroma plexiforme; NL = nédulos de Lisch; E = esquerda; D = direita; NE
= npdo examinado; 1 = verdadeira; 2 = profunda; 3 = hereditéria; 4 = bilateral; 1' = caracteristica

unica/localizagdo Unica; 2' = caracteristica Unica/localizagdo miltipla; 3' = caracteristicas
miltiplas/localizagdo Unica; 4' = caracteristicas miltiplas/localizagdo multipla.
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mostrou diferenga de 1 cm (membro superior direito menor) e sindactilia cutinea do segundo e
terceiro digitos da mao direita.

Até o presente, foram publicados dados sobre apenas duas familias portadores de
NF6, por RICCARDI (1982, 1992), uma apenas com MCCL e a outra apresentando MCCL,
peito escavado e retardo mental. A heranga da condigdo nessas familias e na do presente estudo
era compativel com padrao autossémico dominante.

O tipo NF7, ou NF de inicio tardio, caracteriza-se pela presenga de apenas
neurofibromas e na terceira década de vida. Nesse tipo ndo sdo observadas MCCL, nodulos de
Lisch e a maioria das outras caracteristicas de NF1. Os neurofibromas podem ser relativamente
localizados ou difusos pelo corpo e até o presente nao foram identificados casos herdados
(RICCARDI, 1992). Na presente casuistica, um caso (35-MG, Figura 39) pode ser enquadrado
como NF7. A paciente apresentava 61 anos e ao exame revelou apenas neurofibromas com
frequéncia "baixa" e localizagdo "difusa". A investigagdo da genealogia ndo revelou casos
semelhantes. A avaliag@o psicologica mostrou RM leve e presenga das outras caracteristicas
psicologicas avaliadas.

RICCARDI (1983) descreveu uma paciente com NF7, a qual também apresentava
lupus eritematoso. Outros relatos de casos tem mostrado essa associacao (RICCARDI, 1992
para referéncias). Esses tipo de NF, de acordo com especulagdes de RICCARDI (1992) pode

representar uma fenocopia parcial de outros tipos de NF, talvez de etiologia infecciosa (viral),
mas sao necessarios estudos adicionais para melhor esclarecimento.

Como ja referido na Introdugdo, a classificagdo de RICCARDI (1982) ndo é
universalmente aceita, devido a dificil defini¢ao e distingdo clinica dos tipos NF3, NF4, NF7 e
NF8.

Alguns pesquisadores tem descrito um outro tipo de NF, a NF com fenotipo Noonan
(ALLONSON et al.,, 1985, MENDEZ, 1985, OPTIZ e WEAVER, 1985; KAPLAN e
ROSENBLATT, 1985; MEINECKE, 1987). No entanto, tal tipo também mostra-se de dificil
distingdo, pois parece que ha uma sobreposi¢ao de algumas caracteristicas de NF1 com as de
sindrome de Noonan, conforme descritas na Introdugdo. Além dessas, outras formas
relacionadas com NF foram descritas. A NF gastrointestinal, que manifesta neurofibromas
limitados ao trato gastro intestinal, foi descrita em uma familia e possivelmente associada com
a translocagdo envolvendo os cromossomos 12 e 14 (HEIMMANN et al., 1988; VERHEST
et al., 1988) e foi incluida no catalogo Mendelian Inheritance in Man (McKUSICK, 1990).
Também tem sido descritas, como relacionadas com a NF, a schwannomatose multipla,
caracterizada por multiplos schwanomas na pele, corddo espinhal ou ambos, mas sem
envolvimento intracranial e a sindrome de Watson, caracterizada por MCCL, estenose pulmonar
e RM (HALL e ALLANSON, 1991). Alguns casos dessa sindrome tem sido associados com
neurofibromas e nodulos de Lisch (UPADHYAYA et al., 1990).
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Tais achados, portanto, reforcam a heterogeneidade da NF e a problematica em
relagdo a classificagdo da NF. A mais recente classificagio, e ainda n3o discutida pelos
pesquisadores em NF, foi a de VISKOCHIL e CAREY (1994) que propuseram a classificagdo
das "tdo discutidas" formas variantes, atipicas ou relacionadas a NF, em duas categorias. A
primeira categoria foi denominada "formas alternativas", divididas em: (a) NF mista; (b) NF
localizada, subdividida em segmentar, gastrointestinal, espinhal e MCCL multiplas, (c)
schwannomatoses. A segunda categoria foi denominada "formas relacionadas", divididas em: (a)
NF/Noonan; (b) sindrome de Watson; (c) carcinomas duodenais/feocrocitomas/NF1; (d)
xantogranuloma juvenil/NF1. Assim, a NF1 e NF2 foram consideradas as formas classicas e as
"formas alternativas" da NF1 e NF2 foram definidas como aquelas condi¢gdes que apresentaram
caracteristicas clinicas de NF1 ou NF2, mas ndo sdo "tipicas". As "formas relacionadas" de NF1
e NF2 constituem um conjunto de condigdes que apresentam caracteristicas clinicas tipicas ou
classicas da NF em adigo a caracteristicas "ndo tipicas" da NF1 ou da NF2.

VISKOCHIL e CAREY (1994) sugerem, entdo, que as "formas alternativas" de NF
podem ser causadas por formas alélicas de NF1 e NF2 (incluindo mosaicismo somatico), ao
passo que etiologia ndo-alélica das formas variantes, tais como genes contiguos ou vias
bioquimicas alternativas, podem contribuir para uma expressao clinica mais extensa das NF
variantes. No entanto, para que seja realizada tal classificagdo, e necessario examinar
rigorosamente a variabilidade da expressdo clinica das formas classicas.

A classificagdo de VISKOCHIL e CAREY (1994), de acordo com o que se conhece
até o presente, tem sido a melhor sugestdo e apenas estudos moleculares associados com os
achados clinicos poderdo definir exatamente a classificagao em tipos de NF.

Os dados do presente estudo podem ser enquadrados em ambas as classificagaes,
tanto a de RICCARDI (1982) como a de VISKOCHIL e CAREY (1994). Nessa ultima, o
paciente que foi considerada NF7 (35-MG), na classificagdo de RICCARDI (1982), poderia ser
classificado como NF segmentar classe 3, ou seja, uma unica caracteristica em varios locais, pois

apresentou apenas neurofibromas de localizag@o difusa, por provavel mutagao somatica em fase
mais tardia do desenvolvimento. A familia classificada como NF6 seria enquadrada na
classificagdo de VISKOCHIL e CAREY (1994) como tipo NF localizada, subtipo MCCL

multiplas.

C. Aconselhamento Genético

A colocagdo do aconselhamento genético como elemento mais importante para o
"cuidado" do paciente com NF e seus familiares foi feita por RICCARDI et al. (1978), e tem
sido confirmada até o presente (RICCARDI, 1992; HUSON e UPADHYAYA, 1994). O

aconselhamento genético € o processo pelo qual o individuo ou a familia obtem informagdes
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sobre um problema genético real ou possivel (HSIA e HIRSCHHORN, 1979). Ele tem como
objetivos fazer com que o paciente e a familia compreendam os fatos médicos, incluindo o
diagnostico e a evolugdo da doenga, sejam informados sobre os riscos de ocorréncia e
recorréncia da condigdo, levantar as op¢des da medicina atual em relagdo aos possiveis
tratamentos € o acompanhamento médico adequado. Além disso, deve oferecer o diagndstico
pré-natal, fornecer opgdes em relagdo ao controle reprodutivo, minimizar o sentimento de culpa,
a ansiedade e o sofrimento em relagd@o ao problema e fornecer apoio psicoterapico.

Para que seja realizado o aconselhamento genético, o geneticista tera primeiro que
realizar o diagnostico ou confirma-lo. Deve, também, determinar se ha outras condi¢des
genéticas segregando com a NF. RICCARDI (1992) e outros tem descrito varias familias nessa
situagdo, por exemplo, eles descreveram algumas familias com NF1 e coréia de Huntington. Na
presente casuistica, também se observou um caso (19-MP) apresentando NF1 e retinite
pigmentar, ambas doengas autossomicas.

No aconselhamento genético, o primeiro passo deve ser o estabelecimento de
vinculo do geneticista com o paciente, para que esse possa confiar no trabalho do profissional,
sentir-se a vontade, ou seja, ndo ficar constrangido durante as consultas, dar informagdes
precisas (do proprio paciente e da historia familial), trazer outros membros da familia quando
necessario, enfim, para que o paciente colabore com todas as solicitagdes, permitindo um
aconselhamento genético eficaz.

O segundo passo, que € a coleta de dados pessoais e familiais, pode ser realizado de
acordo com a ficha padronizada para esse estudo (anexo 1) e, em seguida, deve ser realizado o
exame fisico detalhado. Apds o exame, serdo explicados ao paciente as primeiras conclusdes e o
motivo da realizagdo de cada exame complementar e/ou avaliagdes de outras especialidades
meédicas.

A localizagao do Servigo de Aconselhamento Genético em hospital-escola ja ¢
preconizado, pois 0os pacientes com problemas genéticos sempre necessitam de avaliagdo e
acompanhamento multidisciplinar, os profissionais que trabalham em tais institutigoes tem
interesse cientifico, ha biblioteca especializada para consultas especificas e existem todos os
servigos para realizagdo dos exames complementares em um unico local. Na verdade, tem sido

proposto que os pacientes com NF necessitam de servigo médico ainda mais especifico, ou seja,

em centros ou instituigdes sO para atendimento de pacientes com NF (RICCARDI, 1992;
HUSON e UPADHYAYA, 1994), pois as complicagdes, ja discutidas, atingem todos os
sistemas do corpo, € a populagdo de pacientes com NF é muito grande. Em paises
desenvolvidos, como os Estados Unidos da América do Norte, Canada e Inglaterra ha pelo
menos seis instituigdes desse tipo, publicagdes, mostram como devem ser organizadas tais

instituigGes.
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Assim, ap0s a realizagdo de todos os exames e avaliagdes, € realizado o diagnostico
e, se possivel, a identificagdo do tipo. Isso € importante, pois apesar das controvérsias sobre as
classificagdes, sabe-se que a NF1, NF2, NF3 e a NF6 sdo formas autossdmicas dominantes, a
ultima com um prognostico benigno, e a NF5 e a NF7 ndo sdo herdadas e parecem ser resultado
de mutagdes somaticas.

O passo seguinte € o aconselhamento genético propriamente dito. O aconselhador
inicialmente devera descrever e explicar as caracteristicas "major" e quando elas aparecem,
depois as "minor" e em seguida as complicagdes, de acordo com a prosposta de HUSON E
UPADHYAYA (1994). Outros acreditam que algumas complicagdes mais graves devem ser
omitidas, pois acham que o conhecimento de tais alteragdes trara um estresse ao paciente e/ou
familiares. No entanto, HUSON e UPADHYAYA (1994) acreditam que € melhor para o
paciente informar-se corretamente com profissional qualificado do que receber informagdes
exageradamente ou erradamente por meio de jornais, programas de televisdo, filmes ou pessoas
nao especializadas no assunto.

A experiéncia em atendimento ambulatorial desses pacientes mostrou que a grande
maioria dos encaminhados ao Servigo de Genética ndo tinha diagnostico confirmado, ndo tinha
recebido qualquer orientagdo ou acompanhamento periddico, muitos estavam em idade
reprodutiva e ndao sabiam dos riscos de transmissdo para a prole. O paciente deve, entdo, ser
esclarecido, inclusive recebendo um relatorio escrito em linguagem correta e simples, de que a
NF € uma doenga hereditaria que tem transmissdo autossomica dominante com penetrancia
elevada e expressividade variavel. Isso quer dizer que uma pessoa afetada pela NF tem uma
chance de 50% de gerar um filho com a doenga, que a gravidade do quadro clinico de cada
paciente independe da gravidade com que a doenga se manifestou no genitor afetado, e que o
agravamento no quadro clinico € progressivo. Os parentes em primeiro grau nao afetados pela
NF1 apresentam o mesmo risco de recorréncia da populagdo geral, que € uma chance em 10 mil
(a propria taxa de mutagao do gene).

Em fungdo dos riscos, o aconselhador deve colocar as alternativas reprodutivas, ou

seja, contracepgdo temporaria ou permanente, inseminagao artifical por doador, se o paciente for

do sexo masculino, fertilizagdo in vitro com 6vulo de doadora se a paciente for do sexo
feminino. Provavelmente, nos paises com desenvolvimento cientifico e tecnologico avangado em
breve sera possivel identificar a mutagdo no gene NF1 no ovulo através de biopsia do corpusculo
polar e, seletivamente, inseminar in vitro somente o 6vulo ndo portador da mutagdo, ou
identificar a mutagdo em embrides no estagio de quatro ou oito células, com implantagio uterina
somente dos embrides nao-portadores da mutacdo. Deve-se, também, levantar a hipotese de
adogdo. Na opg¢do por gravidez, pode ser recomendado o diagnostico pré-natal, nos paises onde

ele exista, o que ndo ¢ o caso do Brasil.
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O paciente deve ser informado sobre possiveis tratamentos e a necessidade de
acompanhamento médico e psicolégico continuo. O Servigo de Aconselhamento Genético, na

verdade, € o ponto de ligagdo com todas as outras areas médicas de que o paciente necessita, e
tal aspecto € importante para o paciente, pois 0 geneticista 0 acompanhara por um tempo
prolongado e tera todas as informagdes, diferentemente das outras areas médicas que so avaliam

ou tratam determinada caracteristica.

E interessante, ainda, que o paciente receba um relatorio completo sobre toda a
avaliagdo realizada, resultado, conclusdes e informagdes gerais sobre a NF pois ele tem interesse
em saber como esta a sua saude ou o que podera surgir.

O contato com outros afetados e a atengdo de profissionais qualificados também ¢é
muito importante para o paciente. A experiéncia do presente estudo mostrou que o encontro
com outros afetados e com psicologos e assistentes sociais na "sala de espera", onde os pacientes
ficavam antes da consulta com o geneticista, contribuiu para melhorar a ansiedade e depressio
de muitos dos pacientes, pela possibilidade de compartilhar experiéncias e de esclarecer duvidas
e receber informagdes. Diversos pacientes relataram que compareciam prazerosamente ao
Servigo de Genética, porque se sentiam apoiados pela presenga dos outros pacientes e pela

atenga@o dos profissionais.
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IV. 2. Estudo citogenético

A literatura sobre a sindrome da neurofibromatose ¢ muito ampla, pois trata-se de
uma das mais frequentes doengas hereditarias que afeta a espécie humana (BUCHBERG, et al.,
1990,para referéncias). A grande maioria dessas publicagdes refere-se a achados clinicos,
provavelmente por tratar-se de doenga com expressividade bastante variavel e por existirem
diferentes tipos clinicos de NF. No entanto, ha poucos estudos citogenéticos e, também, ndo ha
concordancia na literatura sobre a frequéncia de tumores malignos nesses pacientes: alguns
pesquisadores relatam frequéncias mais baixas (3% a 15%) e outros referem que a transformagao
maligna pode ocorrer em até 40% dos casos, conforme ja referido na Introdugao.

A instabilidade cromossdmica ocorre em varias sindromes genéticas associadas a
neoplasias e a frequéncia de anomalias cromossomicas tem sido um parametro eficaz para
estimar essa instabilidade. Estudos citogenéticos em metafases de linfocitos da popula¢dao normal
tem mostrado que a frequéncia de anomalias cromossomicas espontaneas € baixa (1 - 3%, HSU,
1987), enquanto que, em algumas sindromes de instabilidade cromossomica, como por exemplo
anemia de Fanconi, sindrome de Bloom e ataxia telangiectasia, essa frequéncia pode ser muito
alta (até 50%) (ARLETT e LEHMAN, 1978; HSU, 1987). Outras sindromes, como o
xeroderma pigmentosum (XP), ndo apresentam frequéncia elevada de anomalias cromossomicas
espontaneas, mas as células de pacientes portadores de XP sdo mais sensiveis a irradiagdo
ultravioleta do que as células de pessoas normais, apresentando incidéncia significativamente
maior de anomalias cromossomicas. Essas sindromes associam-se com predisposi¢ao ao
cancer, dessa forma suportando o conceito de que instabilidade genética e neoplasia sdo

fenomenos relacionados ou, mais especificamente, que a instabilidade genética pode aumentar a

probabilidade de oncogénese, induzindo a segunda etapa da tumorigénese (HSU, 1983; HSU,
1986; BIELFELD et al., 1989; PATHAK et al., 1989).

O cancer ¢ o resultado de eventos mutacionais multiplos em células somaticas e os

estudos sobre genética e cancer suportam a hipotese de mutagdo em duas etapas da
carcinogénese (KNUDSON e STRONG, 1972; KNUDSON, 1989). Assim sendo, os individuos
portadores de lesdo genética congénita ja nascem com a primeira etapa, e a ocorréncia de apenas
mais um evento mutacional no gene homologo pode provocar a malignizagdo de um tipo
especial de célula. Por outro lado, individuos sem alteragdao genética precisam de, pelo menos,

dois eventos mutacionais, um em cada um dos genes do par, para que ocorra a transformagao
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neoplasica (HSU, 1986). Portanto, a taxa alta de mutagdes devido a alteragdo genética ou a
exposi¢ao a carcinogeénicos ambientais pode desencadear o processo de malignizagao.

Os estudos de instabilidade cromossomica em pacientes com NF s3o escassos e
controversos. Em relagdo as alteragdes cromossomicas espontaneas, WEBB e HARDING
(1977) avaliaram linfocitos de sangue periférico de uma familia com NF e ndo detectaram
diferengas nas frequéncias de quebras e falhas em relagdo as observadas nos individuos controles.
Tais resultados também foram obtidos por RICCARDI e MARGOS (1981) em culturas de
fibroblastos de pele e tumores de pacientes com NF, e por GRANDBERG-OHMAN et al.
(1988), em culturas de fibroblastos de pele de cinco individuos com NF de uma mesma familia.
Estes ultimos pesquisadores avaliaram também a frequéncia de trocas entre cromatides-irmas
(TCI) e encontraram frequéncias médias de TCI abaixo da observada na amostra controle,
constituida de 11 individuos. HAFEZ et al. (1986) pesquisaram a frequéncia espontanea de TCI
em oito pacientes com NF pertencentes a diferentes familias e 10 individuos controle, e também

nao encontraram diferengas entre as amostras. Assim, na literatura pesquisada, ha relato de

apenas quatro investigagdes com a finalidade de avaliar instabilidade cromossomica espontanea,

e apenas o estudo de HAFEZ et al. (1986) cumpriu critérios importantes para esse tipo de
pesquisa, ou seja, tinha tamanho amostral razoavel e os pacientes eram de diferentes familias.

No presente trabalho, foram pesquisadas alteragdes cromossomicas espontdneas em
21 pacientes com NF (10 individuos no experimento I e 11 no experimento II) e 16
individuos controles (sete no experimento I € nove no experimento II), todos pertencentes a
diferentes familias. Os resultados mostraram frequéncias de anomalias cromossomicas
espontaneas significativamente maiores em pacientes com NF do que em individuos controle,
sugerindo que os portadores de NF apresentam instabilidade cromossomica espontanea. Esses
achados corroboram a hipotese de que doengas genéticas associadas ao desenvolvimento de
multiplas neoplasias apresentam instabilidade cromossomica e que tais alteragdes podem ser um
dos passos no processo de carcinogénese.

Além de utilizar a frequéncia de anomalias cromossOmicas espontineas como
parametro para estimar a instabilidade genética, pode-se também verificar a resposta apresentada
a agentes que atuam sobre o DNA. Como ja referido anteriormente, ha individuos que podem
apresentar uma instabilidade genética latente, que normalmente ndo € detectada, mas que pode
se manifestar pela frequéncia de aberragdes cromossomicas induzidas por mutagénicos, devido

ao acumulo de lesdes do DNA nao reparadas, o que reflete um mecanismo de reparo do DNA
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defeituoso (HSU, 1983, SPITZ et al., 1989). A deficiéncia no sistema de reparo do DNA pode
contribuir para a produgdo de alteragdes genéticas multiplas e sequenciais em uma mesma célula
ocorrendo adaptagdo clonal e progressio de células anormais, sendo fundamental para o
desenvolvimento do cancer (WEINBERG, 1989; LOEB, 1991; FARBER e RUBIN, 1991;
RUSSO et al., 1992). O tipo de resposta a esses agentes, portanto, pode ser um marcador
biologico dos individuos em risco para desenvolverem neoplasias.

Para avaliar esse efeito, utilizou-se no presente estudo trés agentes quimicos
mutagénicos que atuam de diferentes formas sobre 0 DNA, a BLM, a MMC e a BrdU, e no
segundo experimento utilizou-se o agente quimico mais eficaz do primeiro experimento, que foi
a BLM, e um agente fisico, o raio X. Em relagdo ao experimento I, a MMC atuou fracamente
sobre os individuos da amostra CI como indutor de anomalias cromossomicas, o que pode ter
ocorrido devido a necessidade de ativagdo metabdlica (KOROLKOVAS ¢ BURCKHAETER,

1982). Os demais agentes, BLM e BrdU, manifestaram efeito genotoxico. Na amostra PI, as

frequéncias médias de metafases com aberragdes cromossdmicas nos grupos experimentais

tratados foram muito maiores do que a do grupo ST, confirmando que os agentes utilizados
mostraram genotoxicidade. Diversos estudos tem demonstrado tal efeito, tanto utilizando a BLM
(GUNDY et al., 1990, LOPEZ-LARRAZA, 1990a e 1990b; POVIRK e AUSTIN, 1991;
LOPEZ -LARRAZA e BIANCHI, 1993), a MMC (ISHII, 1981; HANSSON et al., 1984;
SASAKI et al., 1987, CORTES et al., 1992; DAZA et al., 1992; FRANCESCHI et al., 1992;
RUSSO et al.,, 1992), como utilizando a BrdU (RAJ e HEDDLE, 1980; KURVINK e
CERVENKA, 1990, DUTRILLAUX et al., 1991; FRIAS et al., 1991; MORRIS, 1991;
POMMIER et al., 1991).

A comparagdo de frequéncias médias de células com anomalias cromossdmicas dos
controles com as dos pacientes mostrou diferenga significativa em todos os grupos
experimentais, ou seja, o efeito genotoxico foi maior nos pacientes com NF do que nos
controles. Além disso, detectou-se que a intensidade de resposta dos pacientes aos agentes
quimicos BLM e MMC ¢ maior do que a dos individuos controles, enquanto que a resposta a
BrdU apesar de elevada ndo difere estatisticamente. Portanto, esses dados indicam que, nos
pacientes com NF, a resposta aos tratamentos utilizados foi aumentada.

A analise de correlagdo das frequéncias de células com anomalias cromossOmicas
entre as culturas tratadas e nao tratadas mostrou-se positiva e significativa entre os diferentes

tratamentos nos pacientes, sugerindo que os individuos que apresentavam taxas mais elevadas de
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aberragdes cromossomicas espontaneas também respondiam mais intensamente a MMC, assim
como os individuos que respondiam mais intensamente a um dos agentes também respondiam
mais intensamente aos outros dois. O nimero médio de eventos por célula foi significativamente
maior nos pacientes do que nos controle (t=3,87; P<0,05). Assim, nos controles, 78% das
metafases com anomalias apresentaram um evento andmalo, 19% apenas dois eventos e 3%
apresentaram trés eventos por célula. Nos pacientes 63% das metafases mostraram um evento,
22% apresentaram duas anomalias, € 15% mostraram trés, quatro e cinco ou mais anomalias por
metafase. Assim, os agentes quimicos utilizados provocaram mais alteragdes por célula nos
pacientes do que nos individuos controles, sugerindo que o sistema de reparo do DNA nos
pacientes com NF pode ser deficiente ou funcionar mais lentamente.

A BLM parece ser o agente quimico mais eficaz para detectar instabilidade
cromossomica induzida, pois produziu frequéncias mais elevadas de metafases com aberragdes
cromossomicas, de eventos por metafase anémala e de metafases com quebras cromossomicas
ou cromatidicas. A grande maioria das investigagdes com essa finalidade tem utilizado a BLM
(CLARE et al., 1982, CHERRY e HSU, 1983; TAGUCHI, 1987; HSU et al., 1989; LIANG et
al., 1989; SPITZ et al., 1989; KHOUZAM et al., 1990, LI e SHIRAISHI, 1990; NOTGHI et
al., 1990, SARANAYANAN et al., 1990, SCHANTZ et al., 1990, VORECHOVSKY e
JURASKOVA, 1990; WOLFF et al., 1991). A Tabela 46 mostra os resultados obtidos por esses

pesquisadores. Pode-se observar que, em apenas um caso, os pesquisadores (VORECHOVSKY

e JURASKOVA, 1990) ndao obtiveram resultados positivos com a utilizagio da BLM como
indutor de danos ao DNA na doenga investigada. Esses resultados, inclusive o do presente
estudo, mostram que existe uma concordancia na literatura sobre a eficiéncia desse agente na
detec¢ao de individuos em risco de desenvolvimento neoplasico.

O principal objetivo dos estudos nessa area, portanto, tem sido a verificagdo de
sensibilidade cromossdmica em pacientes com doengas genéticas associadas a neoplasias, e com
alguns tipos de canceres. A Tabela 46 resume informagdes sobre sete estudos em pacientes com
cancer e sete em pacientes com doengas genéticas, incluindo o presente trabalho e um com
doenga autoimune associada a neoplasias. Os estudos de CLARE et al.,(1982), LIANG et al.
(1989) e KHOUZAM et al. (1990) referem-se a familias afetadas por varios tipos de neoplasias
malignas e de individuos da genealogia em risco para o desenvolvimento de malignidade. Os
individuos com cancer foram todos hipersensiveis a BLM, com frequéncias de quebras por

células (b/c) acima de 1,00, e os individuos supostamente em risco, em sua grande maioria,
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Tabela 46. Avaliagdo da sensibilidade a bleomicina em diversas
condigdes.

Referéncias

Doenga estudada

Amostra Resultado

CLARE et al.,
1982

CHERRY e HSU,
1983

TAGUCHI, 1987

HSU et al.,1989

LIANG et al.,
1989

SPITZ et al.,
1989

KHOUZAM et al.,
1990

LI e SHIRAISHI,
1990

NOTGHI et al.,
1990

SAKARANAYANAN et
al., 1990

SCHANTZ et al.,
1990

VORECHOVSKY e
JURASCOVA, 1990

WOLFF et al.,

Presente estudo

existe sensibilidade a BLM;
individuos.

ind. =

1991

6

Carcinoma de ovAario
Carcinoma de cérvix
Carcinoma de pulméo

Carcinoma trato aero-

digestivo superior
Adenocarc. de ovAario
Adenocarc. adrenal
Cancer de testiculo

Carcinoma medular

tirdide

Ataxia telangiec./
leucemia

Cancer de célon
Cancer de cabega e
pescogo

Cancer de pulméo
VArios céanceres
Cancer trato aerodi-
gestivo superior
Varios canceres

Sindrome de Bloom
Ataxia telangiec.

Cirrose biliar pri-
maria

Sindrome de Down

Cancer de cabega e
pescogo

Esclerose tuberosa

Escleroderma

Neurofibromatose

ind.
ind.
ind.
ind.
ind.
ind.
ind.
25 ind.
linhagem
celular

83 ind.
77 ind.

71 ind.

13.43ind.

75 ind.

12 ind.

linhagem
celular

11" ind.

7 ind.

84 ind.

11 ind.

10 ind. +

21 ind. +
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mostraram sensibilidade a BLM, com frequéncias b/c menores que as dos portadores de cancer.
Tais resultados indicaram que essas familias podiam ser consideradas predispostas a neoplasias e
com risco maior do que o da populagdo geral para desenvolverem cancer.

CHERRY e HSU (1983) também estudaram individuos com céncer, 25 pacientes
com sindrome do carcinoma medular de tirdide (MEA-II) e seus familiares (15 parentes de
primeiro grau) e 20 individuos saudaveis (grupo controle), em culturas tratadas com BLM e sem
tratamento quimico. Observaram frequéncias de células com quebras significativamente maiores
em ambas, culturas tratadas e ndo tratadas, dos pacientes e parentes com MEA-II, quando
comparadas com as dos individuos controle. A MEA-II é uma condigdo autossomica dominante
e nem sempre mostra penetrancia completa e expressividade homogénea. O nivel alto de
calcitonina tem sido usado no diagnostico de casos suspeitos de MEA-II, no entanto, tal fator
ndo € observado em todos os casos e CHERRY e HSU (1983) sugeriram que a sensibilidade a
BLM possa ser um marcador util para detecgido de individuos em risco para o desenvolvimento
de MEA-II, especialmente nos membros assintomaticos da familia de portadores. HSU et al.

(1989) também estudaram casos de pacientes com cancer e sensibilidade a BLM. Verificaram

que cerca de 40% a 50% dos pacientes com céancer de colon, do trato digestivo superior e do

pulmido se enquadravam na classe denominada de "sensiveis" (com frequéncias de quebras por
célula igual ou superior a 0,8), enquanto que cerca de 11% dos controles o faziam. Esses
autores concluiram que a sensibilidade a mutagénicos deve desempenhar um papel importante na
carcinogénese de orgdos e tecidos que tem contato direto com o ambiente externo, e propuseram
que tal caracteristica poderia ser usada de forma efetiva para identificagdo de pessoas em
situagao de risco a neoplasias malignas. SCHANTZ et al. (1990), em estudo prospectivo,
verificaram que pacientes com tumores de cabega e pesco¢o, que eram sensiveis a BLM,
desenvolviam precocemente outros tumores primarios com maior frequéncia do que os pacientes
menos sensiveis, independentemente de outras variaveis como idade, sexo, exposi¢do a alcool,
fumo ou tratamentos de cancer.

TAGUCHI (1987) e LI e SHIRAISHI (1990) estudaram sensibilidade a BLM em
linhagens celulares de pacientes com ataxia telangiectasia (AT) e sindrome de Bloom e
também de pacientes portadores de AT com leucemia, e todas mostraram hipersensibilidade a
BLM, ou seja, frequéncias elevadas de quebras por célula quando comparadas com as dos

controles. Na cirrose biliar primaria, cuja etiologia ainda ndao é bem conhecida, observa-se a
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destrui¢do progressiva dos ductos biliares intra-hepaticos, e os pacientes portadores dessa
condi¢do apresentam alteragdes do sistema imune (MANNS et al., 1987). NOTGHI et al.
(1990) estudaram linfocitos de sangue periférico de pacientes com essa patologia tratados com
BLM e encontraram frequéncias de metafases com aberragdes cromossomicas dez vezes maior
do que as observadas nos controles. De acordo com MILLS et al. (1982) e GOUDIE et al.
(1985), NOTGHI et al. (1990) sugerem que a instabilidade cromossdmica observada nesses
pacientes possa ser uma das explicagdes para a incidéncia aumentada de neoplasias,
principalmente o carcinoma de mama.

Escleroderma e cirrose biliar primaria sdo patologias associadas e RITTNER et al.
(1988) mostraram que a escleroderma parece tratar-se de uma entidade hereditaria dominante
com frequéncias elevadas de quebras cromossomicas. WOLFF et al. (1991) estudaram linfocitos
de sangue periférico de dez pacientes com escleroderma e de vinte e um controles, e
encontraram frequéncias significativamente elevadas de metafases com aberragdes
cromossdmicas induzidas por BLM quando comparadas com as dos individuos controle, mas
ndo encontraram instabilidade cromossomica espontanea.

A base genética da sensibilidade 8 BLM ainda ndo é bem conhecida (POVIRK e

AUSTIN, 1991). No entanto, ha sugestdes de que a base genética esteja associada a genes

responsaveis pelo reparo do DNA, com base em alguns achados. Por exemplo, deficiéncias de

varios genes envolvidos no reparo do DNA tem contribuido para hipersensibilidade a
mutagénicos em determinados individuos, como € o caso dos pacientes com xeroderma
pigmentoso, que sao deficientes em enzimas envolvidas no reparo por excisdo (SETOLW et al.,
1969). Semelhantemente, os pacientes com sindrome de Bloom s@o deficientes de outra enzima
de reparo do DNA, a ligase I (WILLIS e LINDAHL, 1987, CHAN et al., 1987), resultando na
hipersensibilidade a mutagénicos, como a MMC. Embora ainda n3o tenha sido identificada a
deficiéncia enzimatica especifica em pacientes com AT (POVIRK e AUSTIN, 1991), estes sdo
incapazes de reparar danos no DNA induzidos por radiagao ionizantes e BLM (CORNFORTH
e BEDFORD, 1985; HITTELMAN e SEN, 1988). Além disso, a analise utilizada tem o objetivo
de testar a capacidade das células de repararem lesdes cromossomicas induzidas pela BLM.
Como a BLM foi adicionada na cultura de linfocitos cinco horas antes da colheita, as células
que foram analisadas estavam, no minino, no periodo S do ciclo celular. Portanto, as alteragdes
cromossdmicas induzidas no inicio do tratamento deveriam ser reparadas durante a fase G2.

Assim sendo, individuos com capacidade de reparo eficiente deveriam apresentar baixas
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frequéncias de alteragdes cromossémicas e individuos com deficiéncia de reparo do DNA
deveriam apresentar altas frequéncias de aberragdes cromossomicas. Dessa forma, os resultados

obtidos em varios estudos que usaram tal metodologia, incluidos os do presente estudo, sugerem

que os genes que controlam o reparo de lesdes no DNA sejam alterados nos individuos sensiveis

a BLM.
A BLM produz quebras no DNA de células de mamiferos e as enzimas envolvidas no

seu reparo ainda ndo foram identificadas (POVIRK e AUSTIN, 1991; CHERRY et al., 1992).
Ha evidéncias de que a DNA polimerase alfa possa ser uma delas, pois experimentos com
afidicolina, um inibidor dessa enzima, ¢ BLM mostram frequéncias altas de danos no DNA
quando comparadas com as frequéncias obtidas na auséncia da BLM e presenga da afidicolina
(HSU et al., 1986b). CHERRY et al. (1992 para referéncias) referiram que a endonuclease IV
esta envolvida na remogdo da area do DNA lesado pela BLM, e em seguida ocorre a atividade
das polimerases e ligases. No entanto, parece que existem muitas outras enzimas de reparo
envolvidas, como evidenciado pelos estudos de SEN e HILTTELMAN (1984) e SIDIK e
SMERDON (1990), os quais indicaram que o reparo por excisdo de lesdes induzidas pela BLM
em linfocitos humanos € um processo complexo, consistindo de uma taxa de reparo rapido
(cerca de 30 minutos) seguida por uma lenta (varias horas).

Em relagdo aos pacientes com neurofibromatose, encontrou-se na literatura apenas
alguns estudos referindo o efeito de agentes indutores de alteragdes cromossomicas. HAFEZ et
al. (1985 e 1986) encontraram frequéncias mais elevadas de anomalias cromossomicas em
linfocitos expostos a radiagdes de pacientes com NF1 do que de individuos normais, enquanto
que GRANDBERG-OHMAN et al. (1988) ndo observaram diferengas entre pacientes e
controles em relagdo a taxa de clastogenicidade e as frequéncias de trocas entre cromatides-
irmas induzidas pela MMC.

HANNAN et al. (1990) estudaram a radiossensibilidade em fibroblastos derivados
de MCCL de uma paciente com NF6 (NF MCCL familial). Nao foi observada radiossensibilidade
quando se comparou linhagens celulares da paciente com a dos controles apos irradiagdo gama
aguda. No entanto, observaram elevada radiossensibilidade dos fibroblastos obtidos da pele
normal da paciente apos irradiagdo gama cronica e as células derivadas das MCCL mostraram
sensibilidade intermediaria apos irradiagdo gama cronica, quando comparadas com as células
controle e com os fibroblastos derivados da pele normal da paciente. Os autores enfatizaram a

utilidade da irradiagdo cronica na detec¢do de radiossensibilidade celular, a qual pode ser
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resultado de um defeito no mecanismo de reparo dos pacientes com NF e sugerem que a
radiossensibilidade elevada das células pode ser responsavel por um aumento de alteragdes
genéticas e transformagdo celular levando a produgdo de MCCL e tumores nos pacientes com
NF.

Investigando a existéncia de sensibilidade mutagénica em pacientes com lesdes
cancerosas € pré-cancerosas de cérvix uterino, MURTY et al. (1987) utilizaram a MMC. Os
resultados indicaram que a instabilidade cromossomica nessas lesdes ndo estavam associadas
com a sensibilidade a MMC. Os mesmos resultados foram obtidos por ADHJARYU et al.
(1985), em pacientes com carcinoma cervical, e por HEIM (1985), em culturas de linfocitos de
pacientes com adenomatoses de colon e reto, tais pesquisadores também ndo observaram
instabilidade cromossomica espontinea. SHIRAISHI et al. (1979) observaram um aumento
significativo nas frequéncias de trocas entre cromatides -irmas(TClIs) induzidas por MMC em
pacientes com leucemia e em linhagens celulares de linfoma, quando comparadas com linfocitos
normais. Por outro lado, LI et al. (1982) ndo encontraram aumento nas frequéncias de TCIs
induzidas por MMC em linhagens celulares de melanoma e tumor de célon. WIENEKE et al.
(1982) também relataram um nivel baixo de frequéncia de TCIs induzidas por MMC em
linfocitos de pacientes com tumores solidos. Dessa forma, apesar de alguns pesquisadores ndo
terem obtido resultados positivos, ha indicagdo de que os individuos com alguns tipos de
canceres sdo sensiveis ao efeito da MMC. Os resultados desta investigagdo mostraram que a
MMC, em culturas de pacientes com NF, induziu frequéncias aumentadas de anomalias
cromossomicas, efeito este semelhante ao produzido pela BLM. Assim, os agentes que atuam no
DNA pelos mecanismos de a¢do de degradagao e alquilagdo, parecem ser eficientes para detectar
os individuos com instabilidade cromossomica elevada devido a possiveis defeitos no mecanismo
de reparo do DNA, em pacientes com NF. Como ja referido, a BrdU, um agente intercalante,
nio mostrou a mesma eficiéncia, provavelmente em fungdo de alteragdes especificas no
mecanismo de reparo desses pacientes, as quais ndo fazem parte do reparo necessario quando o
DNA ¢ alterado pela BrdU.

POMMIER et al. (1991) pesquisaram linhagens celulares de pacientes com sindrome
de Bloom, uma condigdo associada ao desenvolvimento de cancer com fotossensibilidade
cutanea e instabilidade cromossomica espontanea, e encontraram frequéncias significativamente

elevadas de TCI apos tratamento com BrdU. Alguns pequisadores, como HEARTLEIN et al.

(1987), propuseram que esses pacientes apresentassem deficiéncia da topoisomerase II (enzima
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envolvida no reparo do DNA). No entanto, POMMIER et al. (1991) obtiveram frequéncias
semelhantes de lesdes no DNA quando utilizaram inibidores da topoisomerase II, sugerindo que
as lesdes provocadas pela BrdU sdo independentes da atividade da topoisomerase II. Pesquisas
anteriores haviam sugerido que as células dos pacientes com a sindrome de Bloom
apresentavam deficiéncia da DNA ligase I (WILLIS et al., 1987; CHAN et al., 1987,
RUNGER e KRAEMER , 1989). Todavia, ainda ndo sdo conhecidas as enzimas envolvidas no
sistema de reparo de lesdes do DNA induzidas por mutagénicos nesses pacientes.

Em todos os grupos experimentais analisados, das amostras CI e PI, no presente
estudo, as quebras e as falhas foram as anomalias estruturais observadas. Na literatura
pesquisada, a grande maioria dos experimentos que utilizam agentes quimicos, principalmente
BLM e MMC também encontraram geralmente alteragdes cromossomicas do tipo quebras e
falhas. Em frequéncias muito baixas, apareceram outras alteragdes como cromossomos
dicéntricos, fragmentos cromossémicos, cromossomos em anel e translocagdes. CLARE et al.
(1982) e DENG et al. (1992) encontraram frequéncias de quebras maiores do que as de falhas.
NOTGHI et al. (1990) e HOU et al. (1992) detectaram frequéncias de falhas maiores do que as
de quebras, ¢ VORECHOUSKI e JURASCOVA (1990) n3o encontraram diferengas entre as
frequéncias de quebras e falhas. No entanto, na grande maioria dos experimentos dessa natureza
foram pesquisadas apenas a presen¢a de quebras (CHERRY e HSU, 1983; MURTY, 1987;
TAGUCHI, 1987, HSU et al.,, 1989, SPITZ et al., 1989, LI e SHIRAISHI, 1990;
SARANAYANAN et al., 1990; FRIAS et al., 1991; CORTES et al., 1992; FRANCHESCHI et
al., 1992; MATSUMARA et al., 1993).

No experimento I do presente trabalho foram obtidas frequéncias maiores de quebras
do que de falhas, numa propor¢do aproximada de 60% de quebras para 40% de falhas.

Essa variagdo pode ser decorrente do tipo de agente quimico adicionado a cultura
celular. A BLM, por exemplo, um agente degradante de DNA, produz muito mais quebras do
que falhas. No entanto, os proprios critérios de classificagdo dessas anomalias cromossomicas
devem contribuir para tal variagdo, pois a ocorréncia de dobramentos ou outros detalhes
técnicos, como superposi¢gdes cromossomicas, residuos de citoplasma e grau acentuado de
condensagdo cromossomica, podem dificultar a classificagdo correta do evento observado,
tornando o julgamento subjetivo.

Os eventos cromatidicos devem se originar apos a fase de duplicagdo do DNA,

quando as cromatides-irmds ja estdo individualizadas. Ja os eventos cromossomicos devem ser
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produzidos por alteragdes pré-duplicativas que ndo foram reparadas, embora nido se possa
excluir a possibilidade de um agente afetar, igualmente, ambas as cromatides em certo loco, apds
a duplicacdo. No presente estudo, as quebras e falhas do tipo cromatidico foram mais frequentes
na maioria dos grupos experimentais de CI e no grupo ST de PI, com frequéncias percentuais
aproximadas de 60% de alteragdes cromatidicas e 40% de alteragdes cromossdmicas, nos demais
grupos da amostra PI, a propor¢do de alteragdes cromatidicas e cromossomicas observadas foi
de aproximadamente 1:1.

De acordo com as consideragdes apresentadas na Introdugdo, parece interessante
utilizar agentes mutagénicos com diferentes mecanismos de agdo sobre o0 DNA para avaliar
instabilidade cromossomica, pois ndo se sabe qual a alteragdo que as células dos pacientes,
objeto de investigagao, apresentam em seu DNA (HSU et al., 1989; CHERRY et al., 1992).

AU et al. (1991) propuseram a avaliagdo da sensibilidade a mutagénicos com um

agente fisico, desenvolvendo uma metodologia especifica a qual denominaram "challenge

assay",conforme também discutido na Introdugdo deste trabalho, e a radiagdo ionizante tem sido

o agente mais indicado nesse caso.

E interessante avaliar a resposta dos pacientes com NF aos raios X (RX), pois os
dados da literatura mostram que os mecanismos enzimaticos para o reparo de danos causados
pela BLM e RX parecem ser semelhantes (UTSUMI e ELKIND, 1989; KOBERLE e SPEIT,
1991). Os resultados do experimento II do presente estudo mostraram que, assim como a BLM,
o RX produziu frequéncias elevadas de metafases com aberragdes cromossomicas, tanto
comparando com as da amostra controle como com as frequéncias de metafases anomalas de ST
e BLM dos pacientes com NF. Os achados do experimento II corroboraram os achados do
experimento I, os quais mostraram que os pacientes com NF apresentavam sensibilidade a
agentes indutores de mutagenicidade.

A avaliagdo com um agente fisico, como o RX, é bastante adequada, pois o efeito
deste nao € alterado pelo metabolismo celular, diferentemente dos agentes quimicos.

O numero médio de eventos anomalos por célula diferiu entre as amostras CII e PII,
e também constatou-se diferengas nos grupos experimentais dentro das amostras, ou seja, BLM
e RX produziram um numero maior de aberragdes cromossomicas por metafases e, nas culturas
tratadas com RX esse numero foi ainda mais elevado. As alteragdes cromossomicas estruturais
mais comuns observadas foram do tipo quebras e falhas cromossomicas,dicéntricos, acéntricos

e anéis. Outros tipos, como deficiéncia e duplicagido de segmentos cromossomicos € marcadores
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foram observados em frequéncias muito baixas. As culturas sem tratamento e as tratadas com
BLM, em ambas as amostras, apresentaram quase que exclusivamente alteragdes dos tipos

quebras e falhas, sendo as primeiras observadas em maior frequéncia em todos os casos,

principalmente nos pacientes expostos a BLM, os quais mostraram 79,6% de quebras e 29,4%

de falhas. Nas culturas tratadas com RX, os tipos de eventos mais frequentes em ambas as
amostras foram fragmentos acéntricos, cromossomos dicéntricos e quebras. No entanto, tais
eventos foram sempre mais comuns na amostra PII: 37,5% foram do tipo fragmentos acéntricos,
26,7% foram do tipo quebras e 23,3% do tipo cromossomos dicéntricos.

Esses resultados mostram que as alteragdes cromossOmicas foram sempre mais
frequentes nos pacientes com NF do que nos controles submetidos a0 mesmo tratamento. Em
relagdo a BLM, os achados do experimento II comprovam os do experimento I, e também
mostram que o RX apresentou atividade clastogénica, assim como os agentes quimicos no
experimento I. O RX induz aberragdes cromossomicas em todas as fases do ciclo celular
(PRESTON et al., 1981) e a analise dessas células foi realizada no primeiro ciclo de divisdo
celular apos o tratamento, de acordo com o protocolo do "challenge assay", portanto as células

passaram por uma unica oportunidade de reparo.

A radiossensibilidade tem sido verificada em varias doengas genéticas associadas a
neoplasias. Sabe-se que os individuos com sindrome de Down apresentam incidéncia aumentada
de leucemia (MILLER, 1970). Varias pesquisas em pacientes com sindrome de Down
mostraram que esses apresentam sensibilidade cromossomica em culturas de linfocitos de sangue
periférico expostas a RX, e algumas dessas pesquisas utilizaram metodologia semelhante ao do
"challenge assay" (VIJAYALAXMI e EVANS, 1982; LEONARD e MERZ, 1983;
MORIMOTO et al., 1984; SHAFIK et al., 1987, 1988 e 1990). No entanto, ainda ni3o se
conhece o mecanismo envolvido na radiossensibilidade desses pacientes (MacLAREN et al.,
1989; SHAFIK et al., 1990). Inimeras outras condigbes apresentam respostas semelhantes. A
sindrome de Gardner € uma condi¢do autossomica dominante caracterizada por multiplos
polipos, que se malignizam com alta frequéncia. Culturas de fibroblastos de pacientes com
sindrome de Gardner mostraram hipersensibilidade a RX, irradiagdo ultra-violeta e MMC
(LITTLE et al., 1980; KINSELLA et al., 1982). Pacientes com AT (BIGELOW et al., 1979,
PARSHAD et al.,, 1985b), sindrome de Bloom, polipose familial e xeroderma pigmentoso
também mostraram incidéncia aumentada de quebras cromatidicas em culturas de fibroblastos
expostas a RX durante a fase G2 do ciclo celular (PARSHAD et al., 1983, 1985a e 1985b). Ha
sugestoes de que as células desses pacientes sejam deficientes em algum passo do sistema de
reparo do DNA, possivelmente alguma enzima envolvida no reparo por excisdo. Tais suposi¢des
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foram obtidas de resultados citogenéticos e de uso de inibidores de reparo, como a ara-C
(PARSHAD, 1985).

Instabilidade cromossomica semelhante a observada em pacientes com AT, e
hipersensibilidade a RX, tem sido encontrada em pacientes cujo fenétipo clinico nido €
compativel com AT, por isso eles foram considerados como portadores de sindromes
relacionadas a AT (WEGNER et al., 1988, CURRY et al., 1989; TAALMAN et al., 1989).

A disqueratose congénita € uma doenga hereditaria, com formas recessivas ligadas
ao X ou autossOmica, caracterizada por pigmentagao reticular da pele e predisposi¢do a cancer
de pele no inicio da idade adulta. SCHNEIDER et al. (1988) encontraram instabilidade
cromossomica espontanea em linfocitos e fibroblastos desses pacientes, e DeBAUCHE et al.
(1990) detectaram frequéncias elevadas de quebras cromatidicas em fibroblastos expostos a RX
na fase G2, quando comparadas com as observadas nas culturas controles. Os autores
ressaltaram que ainda nao se conhece o significado desse achado em pacientes com disqueratose
congeénita, mas a susceptibilidade aumentada de quebras cromatidicas induzidas por RX pode
servir como um marcador celular de valor diagnostico.

Assim, varias pesquisas tem mostrado que os testes de sensibilidade mutagénica sio
importantes para detecgdo de individuos em risco para desenvolverem cancer e sugerem
possiveis deficiéncias no mecanismo de reparo do DNA.

Como ja referido, alguns pesquisadores tem investigado a sensibilidade a
mutagénicos, sendo a bleomicina um dos agentes mais utilizados. Alguns destes trabalhos tem
estabelecido um limear de hipersensibilidade a BLM. HSU (1987) estimou o valor médio de b/c
em individuos normais em 0,02 (variando de 0 a 0,08), e verificou que a média de b/c varia de
0,2 a 2 ou mais, em linfocitos de individuos normais tratados com BLM. HSU et al. (1989)
consideraram sensiveis a BLM, individuos com média de b/c acima de 0,80. Em relagdo ao
parametro frequéncia de individuos sensiveis, ha sugestdes de que os portadores de
neurofibromatose sejam em maior frequéncia mais sensiveis do que os individuos controle, pois
entre 21 pacientes investigados, quatro (19%) foram classificados como sensiveis, e entre os 16
controles analisados nenhum era sensivel.

Em conclusio, os resultados deste estudo sugerem que os pacientes portadores de
neurofibromatose apresentam instabilidade cromossomica espontanea e mostram sensibilidade

aumentada aos agentes quimicos testados, principalmente a BLM e a MMC, e ao agente fisico
RX, sensibilidade a qual pode estar ligada a deficiéncia no sistema de sintese de reparo do DNA.
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V. RESUMO

A NF € uma das doengas autossdmicas dominantes mais frequentes na espécie
humana. A expressividade clinica extremamente  variavel muitas vezes dificulta seu
diagnéstico,classificagdo em tipos e, consequentemente, o aconselhamento genético. Além disso,
a condigdo € frequentemente associada com o desenvolvimento de tumores diversos, além dos
neurofibromas. Com a finalidade de contribuir para o esclarecimento de alguns desses

problemas, realizou-se uma investigagdo genético-clinica em 67 individuos portadores de NF,

pertencentes a 43 familias. Observou-se recorréncia da condigdo em 46 individuos de 22 familias

(51,2%) e a NF ocorreu como caso unico em sua familia em 21 pacientes (48,8%). Os
heredogramas de todas as familias que mostraram recorréncia da NF foram compativeis com
padrao de heranga autossomico dominante. Sessenta pacientes de 38 familias (89,6%) foram
classificados no tipo NF1, um paciente (1,5%) foi enquadrado no tipo NF3 (misto), dois
pacientes de duas familias (3%) foram classificados no tipo NF5 (segmentar), trés pacientes
(4,4%) de uma familia foram classificados no tipo NF6 (MCCL familial) e um paciente (1,5%)
foi enquadrado no tipo NF7. Os principais sinais clinicos detectados foram manchas café-com-
leite (MCCL), neurofibromas, sardas axilares e nodulos de Lisch. Contudo, diferentes tipos de
alteragdes psicologicas, de alteragdes oculares e de alteragdes 0sseas foram também encontradas
com frequéncias bastante elevadas. Baixa estatura, macrocefalia e retardo mental foram
observadas na maioria dos pacientes e outros sinais como alteragdes eletrocardiograficas e
eletroencefalograficas foram menos constantes. Para investigar possiveis causas para a
associagdo com neoplasias, foram conduzidos experimentos para investigar as frequéncias de
aberragdes cromossomicas estruturais em cromossomos metafasicos de linfocitos de sangue
venoso periférico de pacientes com NF, com manifestagdao espontanea ou apds a exposi¢ao a
agentes genotoxicos com diferentes mecanismos de agdo sobre o DNA, como o degradante
bleomicina (BLM), o alquilante mitomicina-C (MMC), o intercalante bromodesoxiuridina
(BrdU) e os raios X (RX). No primeiro experimento, as células de 10 pacientes com NF (PI) e
sete controles (CI) foram expostas aos agentes quimicos BLM, MMC e BrdU; no segundo, as
células de 11 pacientes (PII) e nove controles (CII) foram expostas a BLM e RX. Nas culturas
sem tratamento, as frequéncias de metafases com anomalias foram sempre maiores no grupo dos
paciente (PI e PII) do que no dos controles (CI e CII), sugerindo que os pacientes com NF

expressavam instabilidade cromossomica. Os agentes mutagénicos testados foram eficazes
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indutores de mutagenicidade, pois as culturas tratadas expressavam frequéncia maior de

metafases com aberagdes cromossOmicas que os controles da mesma amostra, em ambos os

experimentos. Nas culturas tratadas com BLM e RX, observou-se frequéncias mais altas de

células com anomalias nos pacientes do que nos controles, mostrando que os pacientes com NF
intensificaram as respostas aos agentes mutagénicos testados, o que pode estar ligado a

deficiéncia no sistema de sintese de reparo do DNA.
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VI. SUMMARY

Neurofibromatosis (NF) is one of the most common autosomal dominant diseases in
humans. However, the extensive variation in its clinical expressiveness sometimes makes
diagnosis, type identification and, as a consequence, genetic counseling very difficult. Moreover,
the condition is often related with the development of several tumors, in addition to the
neurofibromas. To contribute to a better understanding of these problems, a genetic-clinical
investigation was carried out in 67 individuals diagnosed as NF patients, from 43 families.
Recurrence of the condition was observed in 46 individuals (68.7%) of 22 families and NF
occurred as a unique case in 21 families (31.3%). All families with recurrence showed an
heredity pattern compatible with the autosomal dominant model. Sixty patients in 38 families
(89.6%) were classified as . NF1, one patient (1.5%) as NF3 (mixed), two patients in two
families (3%) as NF5 (segmental), three patients (4.4%) in one family as NF6 (familial MCCL)
and one patient (1.5%) as NF7. The main clinical signs detected were cafe-au-lait spots
(MCCL), neurofibromas, axillary freckling, and Lisch nodules. However, different types of
psychological, ocular and bone alterations were also found in high frequencies among the
patients. Also, short stature, macrocephaly and mental retardation were observed in the majority
of the patients. Other signs, such as electrocardiographic and electroencephalographic
abnormalities were less common. In order to detect possible causes for the association with
neoplasias, the frequencies of spontaneous and induced structural chromosome mutations in
metaphase chromosomes of lymphocytes of peripheral blood of NF patients were performed.
Genotoxic agents with different mechanisms of action on DNA, such as the degrading agents X-
rays and bleomycin (BLM), the alkylating agent mitomycin C (MMC), and the intercalating
agent bromodeoxyuridine (BrdU), were used as breakage inducers. In the first experiment, cells
from 10 patients with NF (PI) and seven controls (CI) were exposed to BLM, MMC and BrdU;
in the second experiment, cells from 11 patients (PII) and nine controls (CII) were exposed to
BLM and RX. In cultures with no management, the frequencies of metaphases with
abnormalities were always higher in the patient groups (PI and PII) than in the reference groups
(CI and CII), suggesting that the NF patients exhibited chromosomal instability. Tested
mutagenic agents were effective mutagenicity inducers and the exposed cultures showed higher
frequency of abnormal metaphases than the non-exposed ones. In the cultures exposed to BLM
and RX, higher frequencies of cells with abnormalities in the patients than in the reference group
were observed, showing that the NF patients enhanced the responses to the genotoxic agents.
These findings may be associated to some sort of deficiency in the DNA repair mechanisms in
NF patients, which requires further and more specific analysis.
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ANEXO I

FUNDACAO FACULDADE REGIONAL DE MEDICINA DE 8. J. RIO PRETO
HOSPITAL DE BASE - SERVICO DE GENETICA CLINICA

ESTUDO GENETICO-CLINICA EM NEUROFIBROMATOSE

I. IDENTIFICACAO

DATA:
NOME:
NATURALIDADE:
DATA NASCIMENTO:
PROFISSAO:
ENDERECO:
CIDADE:

II. DADOS FAMILIAIS

PAI:
DATA NASC.: : PROFISSAO:

-~

MAE.:

DATA NASC: ; PROFISSAO:
IIl. ANTECEDENTES PESSOAIS

1. PRE-NATAL:

2. RN:

3. ESCOLARIDADE: DIFICULDADE:

4. COMPORTAMENTO: NORMAL [ NERVOSO ] AGRESSIVO [

5. DOENCAS IMPORTANTES:
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6. MEDICAMENTOS EM USO:

7. HABITOS: FUMAR

IV. ANTECEDENTES FAMILIARES
1. PATOLOGIAS:

2. CONSANGUINIDADE:

3. HEREDOGRAMA:

V. EXAME FISICO

1. IDADE DA MANIFESTACAO DA NF:

ASSOCIACAO COM GRAVIDEZ:
2. MCCL: PRESENTE [J AUSENTE O

LOCALIZACAO:

FREQUENCIA: BAIXA [ MEDIA [J

TAMANHO:
MANCHAS HIPOPIGMENTADAS: PRESENTE [] AUSENTE 0
3. SARDAS AXILARES: PRESENTEL]  AUSENTE O
BILATERAIS 0 UNILATERAIS 0

FREQUENCIA: BAIXAC MEDIAD ALTAD
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4. NEUROFIBROMA: PRESENTE [J

LOCALIZACAO:

MEDIAO ALTAO

FREQUENCIA: BAIXA [J

PIGMENTADO: SIM [ NAO O
TEXTURA:
TAMANHO:
UNICOC  MULTIPLOS [J
HISTOPATOLOGICO:
OUTROS TUMORES:

5. EXAME FiSICO DE ROTINA

ESTATURA: PESO:

VI. EXAMES SOLICITADOS
1. HEMOGRAMA:

2. NA+, K+:

3. UREIA, CREATININA:

4. GLICEMIA:

5. EEG:

6. ECG:
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AUSENTE O

12

13

14

15

16

17

18



7. RX CRANIO:
RX TORAX:
RX COLUNA CERVICAL:
RX COLUNA TORACICA:
RX COLUNA LOMBAR:
RX MMSS:
RX MMII:

OUTROS:

VII. AVALIACOES SOLICITADAS

1. OFTALMOLOGIA
NODULOS DE LISCH: PRESENTE [ AUSENTE U
BILATERAIS [ UNILATERAIS [J
2. PSICOLOGIA
3. OTORRINOLARINGOLOGIA

4. OUTRAS

VIII. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

IX. ESTUDO CITOGENETICO
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