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1. INTRODUGAO

Sou Bonald Cavalcante de Figueiredo, nascido em 1957 no municipio de Souza, Paraiba,
onde a pobreza coexiste com um dos mais bizarros e negligenciados pontos histéricos do
Brasil, o Vale dos Dinossauros. Sou o oitavo de uma prole de onze irmaos (4 médicos, 3
dentistas, um engenheiro e outros), filhos de Francisco Figueiredo dos Santos e Raimunda
Cavalcante de Figueiredo. Sou pai de 3 filhos, Francisco Ricardo de Oliveira Figueiredo
(Médico anestesista e Tenente do Exército Brasileiro), Mirna Maria de Oliveira Figueiredo
(Médica anestesista) e Maria Gabriela Custédio de Figueiredo (aluna do oitavo ano do
Ensino Médio da Escola Internacional de Curitiba). Esta ultima com a esposa atual, Dra.

Gislaine Custddio.

2. FORMAGAO ACADEMICA

Toda minha formacéo académica foi em escolas publicas, da escola estadual até o Curso
de graduacdo em Medicina, pela Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife
(1977-1983). Minha carreira cientifica teve inicio no Laboratério de Endocrinologia do
Departamento de Fisiologia da UFPE com o Professor Waldemar Ladosky e seu
assistente Professor Oldemir Carlos Mangili. Com o apoio do Prof. Ladosky, interrompi o
nono semestre na Escola Médica para trabalhar e estudar durante 14 meses no Instituto

de Bioquimica Clinica da Friedrisch Wilhelm Universitdt em Bonn (Alemanha), sob a
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orientacdo dos Professores, Dr. Heinz T. Schneider e Dr. Heinz Breuer (Diretores do
Instituto de Bioquimica Clinica, onde fiquei entre junho de 1980 e agosto de 1981). Neste
periodo pude refinar a proficiéncia na lingua alema (antes na Associagdo de Cursos de
Aleméao do Recife-ACAR e depois na Volkshochshule de Bonn). O Instituto de Bioquimica
Clinica (Institut fur Klinische Biochemie), em 2007, passou a ser o Departamento de
Quimica Clinica e Farmacologia Clinica (Institut fiir Klinische Chemie und Klinische
Pharmakologie). Foi um intercambio semelhante ao Programa Ciéncia sem Fronteiras,
com a diferenca de que a fonte patrocinadora foi o Instituto com recursos da Deutscher
Forschung Gemeinshaft (DFG) da Alemanha. Estes primeiros passos nortearam a escolha
de minha carreira cientifica porque, na época, muito se falava sobre as descobertas do
saudoso Professor Heinz Breuer (1926-1983, Bonn) no campo do metabolismo dos
hormdnios esteroidais e das doencas causadas pelo excesso ou deficiéncia destes
horménios. Foi a era pré-gendmica, ainda com as duas cidades separadas pelo muro
(Berlin Oriental e Ocidental), quando tudo acontecia em ritmo mais lento sem a globalizagao
atual, mas colocava o Instituto em destaque no continente europeu. Tal reconhecimento
ja vinha do século anterior, quando ali perto do Instituto, entre outros veneraveis
pesquisadores, estava Friedrich August Kekulé (1829-1896- Bonn) que havia descoberto
o anel do Benzeno. Ali também nasceu e viveu o compositor Ludwig
van Beethoven (1770 -1827) que tres (3) anos antes de sua morte completara a nona
sinfonia (1824). O intercambio me propiciou a entender que meu maior interesse era a

pesquisa basica e clinica, e ndo a pratica clinica fora do ambiente académico.

No retorno ao Brasil (1981), completei o Curso de Medicina e me graduei em 1982. A
pesquisa iniciada na Alemanha foi utilizada como Projeto de Mestrado no Departamento de
Fisiologia da UFPE (concluido em 1984) sob a orientagédo do Professor Waldemar Ladosky,
cuja Dissertagcado versou sobre esteréides hormonais publicada no Brazilian Journal of
Medical and Biological Research (1984). Minhas obrigagdes no Mestrado em Fisiologia
foram apenas obter os créditos das disciplinas, o que me permitiu realizar parcialmente a
Residéncia em Clinica Médica no Hospital Getulio Vargas (1984-1985), que foi interrompida
pela preferéncia ao primeiro emprego como Professor Visitante Universidade de Mato
Grosso em Cuiaba. Na convivéncia diaria de trabalho no laboratério, costumava ouvir o
Professor Ladosky dizer que Curitiba [anteriormente ele havia sido docente da Universidade
Catolica do Paranda, (PUCPR)] é a cidade brasileira com excelentes padrbes europeus, mas
o destino me colocou primeiro em outros lugares onde aprendi bastante. De 1985 a 1986,

fui professor visitante na Fundagédo da Universidade de Mato Grosso em Cuiabda, onde
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lecionei na disciplina de Fisiopatologia da Nutricdo e Metabologia do Curso de Graduagéao
(Nutricdo). Aprovado em concurso em 1985, lecionei por 3 anos e 6 meses na disciplina
de Farmacologia Clinica do Departamento de Farmacologia e Terapéutica da Universidade
Federal do Ceara (1986-1989). Em seguida, apliquei para o doutorado em Montreal com
grande diversidade em culturas e idiomas de muitos paises, e também por ser a cidade
com o maior estatus bilingue da provincia de Quebec (inglés-francés), no Canada. Surgiu
ali a oportunidade de realizar o Doutorado e Pés-Doutorado no Departamento de
Terapéutica da Universidade McGill (1989-1995). Minhas atividades de pesquisa durante
os 6 anos na McGill se basearam no modelo experimental de degeneragao e regeneragao
cerebral em animais com hipotireoidismo congénito ou trauma isquémico. Foi na McGill que
se abriram portas para o estudo da morfogenética e biologia molecular. O Doutorado foi
concluido no inicio de 1994, mas permaneci na McGill como Fellow do Hospital Royal
Victoria e Departamento de Farmacologia e Terapéutica por mais um ano (licenga sem
vencimentos da UFC). Novamente guiado pelas indicagdes do Professor Ladosky, que
permanecia na UFPE, fui transferido em 01/10/1995 para Curitiba como professor do
Departamento de Pediatria da Universidade Federal do Parana, lotado no Servigo de
Endocrinologia Pediatrica. A grande riqueza de casos clinicos para pesquisa neste Servigo
e 0 apoio recebido da Reitoria me permitiram realizar pesquisas envolvendo a fisiopatologia
de doencas com disturbios na sintese e metabolismo de esterdides, sobretudo nos tumores
do cortex da glandula adrenal, com elevada incidéncia no Parana. Na época, o que a equipe
deste Servigo mais estudava era o tumor de coértex adrenal (TCA) pediatrico. Contudo,
diante das dificuldades de infraestrutura e recursos para pesquisa, utilizei meu periodo de
férias acumuladas e o curto afastamento, com 6nus, para realizar pesquisas, em 1997, no
National Institutes of Health (NIH), estudando amostras bioldgicas de pacientes com TCA
em investigagdo no Departamento de Pediatria da UFPR. Porém, quem dominava a
metodologia que me era importante (hibridizagdo gendmica comparativa) e orientou todo o
trabalho foi o Professor Bassem Haddad na Georgetown University, préximo ao NIH.
Depois de retornar ao Brasil, meses depois (1998) completei o que precisava com uma
pesquisa sobre cultivo primario de células do tumor de cortex adrenal de criancas no St.
Jude Children’s Research Hospital. Talvez impulsionado pela motivacdo na pesquisa que
estava se tornando muito interessante, os vinculos anteriores com Bonn e com Montreal
foram ficando menos intensos até que anos mais tarde os vinculos se estabeleceram quase
que exclusivamente com colaboradores dos Estados Unidos e da Franca. Depois do curto
periodo de pds-doutoramento no NIH e St. Jude Children’s Research Hospital, voltei a

Curitiba, e comecei a procurar financiamentos de agéncias de fomento, empresas e apoio
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da Associagdo Paranaense de Apoio a Crianga com Neoplasia (APACN) para montar um
Centro de Pesquisa associado a UFPR. Fundei entdo em 2001 o Centro de Genética
Molecular e Pesquisa do Cancer em Criangas (CEGEMPAC) que permanece até o presente

sob minha coordenacgéo.

3. ENSINO (GRADUAGAO E POS-GRADUAGAO) e ATIVIDADES ADMINISTRATIVAS

Durante todo o periodo como docente no Departamento de Pediatria lecionei para
os alunos do curso de Medicina (disciplinas MD308, MD309, e MD311 do internato
curricular obrigatério, e optativo em Pediatria 4 e 5, curso de especializagdo, residéncia
médica e de Pés-Graduagédo stricto sensu (Mestrado e Doutorado), totalizando
aproximadamente 10 anos nas atividades de ensino, extensao e pesquisa. Em 2000 e 2001,
assumi a coordenacdo do Curso de Mestrado em Saude da Crianga e do Adolescente do
Departamento de Pediatria da UFPR durante 4 anos, sendo dois mandatos de 2 anos
(Portaria No 2.890 de 24 de abril de 1998, e portaria No 823 de 26 de abril de 2000). Minha
meta principal foi a implantagdo do Curso de Doutorado, um trabalho que foi concluido em
2001 com a aprovagao pela CAPES. Novamente, atuei como vice-coordenador deste
Programa em 2003 e 2004. Buscando fortalecer a pesquisa em oncologia pediatrica e
ampliar a infraestrutura para projetos de alunos do Curso de Mestrado e Doutorado do
Departamento de Pediatria da UFPR, no Centro de Genética Molecular e Pesquisa do
Cancer em Criangas (CEGEMPAC), muitos equipamentos foram adquiridos do St. Jude
Children’s Research Hospital de Memphis, e passamos a ter mais ajuda da Associagao
Paranaense de Apoio a Crianga com Neoplasia- (depois de pagar a compra do imével) e
da Reitoria da Universidade Federal do Parana. O CEGEMPAC esté localizado a avenida
Agostinho Ledo Junior, 400, Alto da Gloria. O CEGEMPAC serviu de base para mais de 30
projetos de alunos de Pds-Graduacdo da UFPR, e, continuo até a presente data
responsavel por sua coordenagao. Atualmente, o CEGEMPAC desenvolve varios projetos
de cooperacao técnica com professores da UFPR, do Brasil e do exterior, com intercambio
mais constante com o Hospital Erasto Gaertner e Hospital do Cancer de Cascavel
(UOPECCAN) nos primeiros 10 anos, e depois com forte financiamento e intercambio

cientifico com o Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe.

Depois dos 10 anos como Professor do Servico de Endocrinologia Pediatrica do
Departamento de Pediatria do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Parana (1995-2005), fui transferido, em 08/08/2006, para o Departamento de Saude
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Coletiva (antes chamado de Saude Comunitaria). Aqui as pesquisas continuaram na
area de cancer pediatrico e hereditario (incluindo todos os tipos de cancer em adultos),
porém com viés mais forte na epidemiologia, unindo aspectos ecolégicos com a genética
de populacdo. Neste Departamento, o ensino e a pesquisa foram modernizados com
tecnologias de informagdes geograficas (SIG), com o objetivo de mapear as regides de
maior incidéncia de cancer e malformagdes congénitas. Desde 1995 me dediquei
principalmente a busca de respostas sobre a elevada incidéncia de TCA no Parana e hoje,
orgulhosamente, apresento grande parte das descobertas que mudaram o curso da
assisténcia e pesquisa desta doenca. Pude introduzir ferramentas novas e modalidades de
pesquisa clinica em larga escala, criei em 2006 a maior coorte do mundo de familias com
potencial risco de desenvolver cancer (http:/coortel.ippsys.org) e o0s maiores
mapeamentos genéticos e quimicos (de microbacias) no mesmo territério (200.000 km? do
Parana).

Infelizmente, em 1995, ndo houve consenso para a fundagao do Instituto de Pediatria
da UFPR, profundamente agravado por problemas de lideranga de projetos, financiamentos
e coautoria dos artigos cientificos. Contudo, tenho gratidao institucional e reconhego o valor
dos 10 anos de atuagéo na Endocrinologia Pediatrica para minhas pesquisas. Minha saida
deste Departamento se deu nos meses em que o CEGEMPAC iniciara o primeiro
mapeamento genético da mutagdo TP53 R337H responsavel pela maior incidéncia do TCA
no Parana, com financiamento da Secretaria de Estado do Governo do Parana, SETI/PR.
Para evitar o cancelamento do projeto devido a impossibilidade de usar o ambulatério do
Departamento de Pediatria, a solugéo foi (e continua sendo) o forte apoio ambulatorial do
Hospital Pequeno Principe. Demonstramos, neste primeiro e longo projeto, com 171 mil
recém-nascidos testados, que todas as criangas que desenvolveram TCA tiveram
diagndstico precoce e foram curadas (Custddio et al., 2013). Depois de minha saida do
Departamento de Pediatria em 2005, e ja no Departamento de Saude Comunitaria, ainda
permaneci como orientandor dos ultimos alunos de Mestrado e Doutorado da Pediatria até
o0 ano de 2006. Em seguida, continuei por mais dois anos como orientador apenas do
Programa de Mestrado e Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR (2002-2007).

Foram 25 anos de dedicagdo ao Ensino, pesquisa (resumida em 25 perguntas e
respostas, mostradas abaixo, que mudaram paradigmas) e extensdo na Universidade
Federal do Parana, que incluiu orientacdes de alunos de iniciacao cientifica, de Mestrado e
Doutorado do Programa de Saude da Crianga e do Adolescente do Departamento de
Pediatria da UFPR (1995-2006), do Programa de Mestrado e Doutorado em Ciéncias

Farmacéuticas (2002-2007) e do recentemente criado Curso de Mestrado Académico em
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Saude Coletiva do Setor de Ciéncias da Saude (2017 até o presente). Nestes 25 anos como
docente na UFPR, fiquei ausente, no exterior, por pouco tempo (total de 149 dias de
afastamento do pais, com énus), e cerca de até um més por ano (no més de férias), sempre
envolvido em atividades de pesquisa com colaboradores dos Estados Unidos ou da Franga.
O foco principal da minha pesquisa neste periodo foi a oncologia, que corresponde a 60%
de minhas publicagdes. A internacionalizagdo de minha pesquisa surgiu inicialmente por
meio dos projetos que culminaram com artigos publicados, e continua até o presente com
o suporte de colaboradores do St. Jude Children’s Research Hospital de Memphis, TN, EUA
(destacando as colaboragdées com Dr. Gerard P. Zambetti, Dr. Raul C. Ribeiro e Dra. Emilia
M. Pinto) e do Instituto de Farmacologia Molecular e Celular (IPMC) de Valbonne e
Universidade de Nice, (Nice, Franga) (com a colaboragdo do Dr. Enzo Lalli.. A
internacionalizagdo dos achados obtidos como colaborador e palestrante dos principais
eventos ligados a minha principal linha de pesquisa, sobre diagnéstico, tratamento e cura
do tumor de cértex adrenal em criangas, se intensificou a partir de 2011 com palestras em
eventos, como de Wuzburg, Alemanha (

https://www.ukw.de/fileadmin/uk/portal/04 Aktuelles/ Dokumente/AdrenalCancerSymposi

um.pdf) até o mais recente encontro em Clermont-Ferrand, Francga
(https://acc2019.wordpress.com/programme/ ). Tem sido muito interessante a experiéncia
adquirida no Departamento de Saude Coletiva porque grande parte das investigagdes
que desenvolvo esta fortemente ligada a epidemiologia, e aos aspectos genéticos e
ambientais do cancer hereditario de muitas familias.

Dentro deste panorama geral na UFPR, minha atuagcdo no ensino da graduacéao
sempre foi no Curso de Medicina, seguindo o modelo tradicional com aulas tedricas em
sala e aulas praticas nas enfermarias e consultorios. Os temas sempre foram relacionados
a endocrinologia pediatrica enquanto docente do Departamento de Pediatria até 2005. No
Departamento de Saude Coletiva continuei atuando na formacéo profissionalizante do
Curso de Medicina onde a maior parte do ensino foi dedicada a disciplina de Atencao
Integral a Saude Il (MS065). Nesta disciplina, com forte conteudo pratico, empregamos a
metodologia ativa, centrada na metodologia da problematizagdo. Neste modelo, o
aprendizado do aluno comecga com a percepcao da realidade e a liberdade de acao frente
ao cotidiano do paciente do SUS, seja no consultério de uma Unidade Basica de Saude
(UBS) de atengao primaria ou em ambiente domiciliar nos bairros Bacacheri, Bom Pastor e
Fernando de Noronha. Os conteudos construidos pelo estudante sao adaptados a sua
experiéncia prévia (conhecimentos de varios conteudos que ele aplica em um certo

problema), e, nesta interface 0 meu papel como docente tem sido ajustar o pensamento
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critico e as decisdes do aluno até a solucdo do problema. O ensino se baseia no
enfrentamento da realidade do SUS, no qual o aluno tem mais autonomia e assume mais
responsabilidade, com énfase na Estratégia Saude da Familia (ESF) e nos principios da
Atencao Primaria a Saude (APS). O importante neste processo de aprendizagem € a
convivéncia do aluno com varias especialidades, com conhecimentos e qualificacbes
distintas, atuando fora do hospital universitario. Além da atencdo basica, a nog¢ao de
sistemas e servigos de saude organizados em redes assistenciais € bastante discutida,
procurando entender como o paciente se desloca da APS para aten¢ao secundaria/terciaria
e redes de atencao a saude.

No contexto da pds-graduacédo, os alunos de Mestrado e Doutorado optavam por
escolher seu tema de projeto de pesquisa ou seguiam os projetos que eu os disponibilizava.
Foram mais de 10 alunos (de outros professores) que executavam seus projetos no
CEGEMPAC, e meus 20 alunos formados em 4 Programas de P6s-Graduagao da UFPR,
a saber, Programa de Pé6s-Graduagdo em Saude da Crianga e do Adolescente do
Departamento de Pediatria; Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas;
Curso de Mestrado Académico em Saude Coletiva e Curso de Mestrado em Informatica).
Destes, fui orientador de 18 e coorientador de 2 alunos, com os seguintes titulos de projetos

de pesquisa:

1. “Desenvolvimento de ELISA para hormonio do crescimento humano e comparagdo com outros
métodos comerciais”, dissertacdo de Mestrado defendida por Juliana Ferreira de Moura em 2001 no

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR,;

2. “Sindrome de insensibilidade androgénica completa: mutagdo do receptor androgénico,
aspectos clinicos e comportamento sexual numa grande familia brasileira”, dissertacdo de
Mestrado defendida por Carla Claudia Pavan Senn em 2002 no Programa de Pés-Graduagéo
em Saude da Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria da UFPR;

3. “Autoanticorpos contra nervos periféricos em pacientes com diabetes mellitus tipo 17,
dissertagdo de Mestrado defendida por Eduardo R. Meister em 08/11/2003 no Programa de
Pés-Graduagdo em Saude da Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria da
UFPR;

4. "ldentificagdo de um marcador embriondrio no tumor de cértex adrenal de criangas”,
dissertagdo defendida por Giovanna Assis Pereira em 20/02/2004 no Curso de Mestrado do

Programa de Ciéncias Farmacéuticas da UFPR,;



10.

11.

12.

"Otimizagdo do uso do mitotano no tratamento de carcinoma adrenocortical em criangas”,
dissertagdo de Mestrado defendida por Patricia Zancanella em 21/12/2004 no Programa de

Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR,;

“Avaliagdo de Parametros Clinicos histopatolégicos e amplificagdo do oncogene N-Myc para
estimar o progndéstico de criangas com neuroblastoma”, dissertagdo de Mestrado defendida
por lvy Zortéa da Silva Parise em 06/04/2005 no Programa de Pés-Graduagdo em Saude da
Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria da UFPR;

"Desenvolvimento de imunoensaio para determinar a atividade das fosfatases alcalinas
placentérias (PLAP) e PLAP-simile em amostras de soro e tecido de pacientes oncolégicos”,
dissertagdo de Mestrado defendida por Sérvio Tulio Stinghen em 31/05/2005 no Programa de

Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR,;

“Aspectos epidemiolégicos e expressdo de SF-1 e DAX-1 dos tumores de cértex adrenal de
criangcas no Estado do Parana”, tese de Doutorado defendida por Mara Alboney D.
Pianosvski em 28/07/2005 no Programa de Pés-Graduagdo em Saude da Crianga e do

Adolescente do Departamento de Pediatria da UFPR;

“Relagdo entre infiltragdo de linfécitos T CD8+ e células CD25+ com o estadio, tamanho,
apresentagio clinica e sobreviva de tumores de cértex adrenal em criangas”, dissertagido de
Mestrado defendida por Guilherme Augusto Parise em 07/11/2005 no Programa de Pds-

Graduacdo em Saude da Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria da UFPR;

“Proliferagdo e apoptose de fibroblastos com a mutagdo no gene TP53 de pacientes com
sindrome de Li-Fraumeni” ”, dissertagdo de Mestrado defendida por Flavia Ludmila Kavalec

em 12/07/2006 do Programa de Ciéncias Farmacéuticas da UFPR;

“Prevaléncia do alelo TP53 R337H no Estado do Parana”, dissertacdo de Mestrado defendida
por Gislaine Custodio em 18/12/ 2006 no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias

Farmacéuticas da UFPR;

“Plataforma de ensino e pesquisa para drea médica”, tese de Doutorado defendida por
Jeroniza Nunes Marchaukoski em 16/02/2007 no Programa de Pés-Graduagdo em Sadde da

Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria da UFPR;



13.

14.

15.

16.

17.

“Relagdo entre taxas de mortalidade por cancer e a quantidade de agrotéxicos teoricamente
usada no Estado do Parana”, dissertacdo de Mestrado defendida por Ednéia Perez Machado

em 28/09/2007 no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR,;

“Mecanismos moleculares implicados na formacdo do tumor de cértex adrenal de criangas”,
tese de Doutorado defendida por Giovanna Assis Rodrigues em 25/02/2008 no Programa de
Pés-Graduagdo em Saude da Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria da
UFPR;

“Teste de pré-triagem para avaliagdo do desenvolvimento neuropsicomotor em criangas com
até 12 meses de idade”, dissertacao de Mestrado defendida por Joseli do Récio Maito de
Lima em 21/07/2008 no Programa de Pés-Graduagdo em Saude da Crianga e do Adolescente

do Departamento de Pediatria da UFPR,;

“Andlise em alta resolugdo (aCGH) de alteragées genémicas em tumores de cértex adrenal em
criancas”, dissertacdo de Mestrado defendida por Heloisa Komechen em 25/02/2010 no

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR,;

“Monitoramento observacional pelos pais de criangas portadoras da mutagao TP53 R337H “
dissertacao de Mestrado de Karina C F Tosin, defendida em 30/11/2020 no Curso de
Mestrado em Saude Coletiva da UFPR.

Duas coorientacoes de projetos de Mestrado e Doutorado:

“Geomedicina: Sistema de visualizacdo de fatores ambientais e doencas em mapas na
internet”, dissertacdo de Mestrado defendida por Humberto Cereser Ibafiez em 19/06/2007 no
Programa de Pés-Graduagdo em Informatica da Universidade Federal do Parana

(Coorientador);

“Prevaléncia da mutacdo R337H TP53 no Parana, histérico de cancer e avaliagdo de
carcinomas de plexo cordide em criangas no Estado do Parand”, tese de Doutorado
defendida por Gislaine Custédio em 02/06/2011 no Programa de Ciéncias Farmacéuticas da

UFPR (coorientador).
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Em 2018, passei a orientar alunos do Mestrado no recém-criado Curso de Mestrado em
Saude Coletiva. Tenho colaborado com a disciplina de Epidemiologia com uma parte
especifica da minha pesquisa (epidemiologia do cancer, geoprocessamento, e estatistica
espacial). O destaque desta pesquisa (Sistema de Informagbes Geograficas pela Internet
— Geomedicina patenteado em 2007) foi financiado pelo Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno
Principe e tem sido utilizado por alunos do Mestrado de Ciéncias da Computacao e da
Estatistica da UFPR. A primeira aluna que concluiu o Mestrado neste Curso (Karina Costa

Fraguas Tosin) defendeu o artigo sobre Etica Médica (18° aluno orientado na UFPR).

18. A importancia do teste TP53 R337H neonatal e do monitoramento observacional pelos
pais no diagnédstico precoce do tumor de cértex adrenal em criangas. Dissertacdo de
Mestrado de Karina Costa Fraguas Tosin do Curso de Mestrado em Saude Coletiva, UFPR
(novembro de 2020).

Atividades administrativas:

1. Membro do primeiro Comité Assessor da area de saude da Fundagao Araucaria (FAP
Parana) de 02 de outubro de 2000 a 30 de outubro de 2003;

2. Assessor Setorial (Setor de Ciéncias da Saude) de relagdes internacionais da UFPR
(portaria 918 da Reitoria da UFPR de 17/11/2003) em 2003 e 2004.

3. Membro do Comité Assessor dos Programas de Mestrado e Doutorado da Medicina 2
da CAPES 2012-2017(6 anos);

4. Membro da Comissao de sele¢cao do Prémio de melhor Tese do ano da Medicina 2
(membro em 2013 e coordenador em 2014);

5. Diretor fundador do CEGEMPAC-UFPR de 2002 (ano de inauguragao da sede da Rua
Agostinho Leao Junior, 400) a 2010 (mediante acordo de cooperagao entre APACN e
UFPR) (8 anos) e depois renovado desde 2015, até o presente;

6. Coordenador do Programa de Pds-Graduagao stricto sensu em Saude da Crianga e do
Adolescente do Departamento de Pediatria da UFPR, de 1998 a 2001 (4 anos).

4. ATIVIDADES DE PRODUCAO INTELECTUAL: uma abordagem da pesquisa

principal
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Aqui apresento apenas um recorte da minha pesquisa incluindo tudo sobre o tumor
de cortex adrenal de criangas.

Minhas pesquisas contribuiram com conhecimentos, produtos e acdes que foram

citados em mais de 2.600 artigos
(https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=7004532805).
Grande parte de minhas descobertas e protocolos versaram sobre mudancas de conceitos
e condutas no diagnostico e tratamento com impacto na redugao da mortalidade do tumor
de cortex adrenal (TCA) de criangas no Parana e Santa Catarina. Embora tenha tido
atuacoes e publicagdes em outros assuntos e tipos de cancer, selecionei uma narrativa com
31 dos 72 artigos que tem como meta mostrar a evolugdo da pesquisa que beneficiou as
populagdes do Parana e Santa Catarina, usando diferentes metodologias que evoluiram
conforme a disponibilidade de financiamentos. Sempre foi uma conquista de muitas méaos
e sobretudo atribuidas diretamente ao trabalho de alunos de pds-graduacéo titulados de
1999 a 2020, com o suporte e incentivos do Hospital de Clinicas, Hospital Pequeno Principe
e Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, tendo como principal patrocinador a
Associagao Hospitalar de Protecao a Infancia Dr. Raul Carneiro onde destaco o
importante apoio de seus diretores Ety Gongalves Forti, Ety Cristina Forti Carneiro e
José Alvaro Carneiro. Enalteco aqui, igualmente, as parcerias da Associagao
Paranaense de Apoio a Crianga com Cancer e também de grandes colaboradores
estrangeiros, colegas do Departamento de Saude Coletiva da UFPR, APACN-CEGEMPAC-
UFPR, Hospital Erasto Gaertner (em especial a Dra. Mara A.D. Planovski), Hospital do
Cancer de Cascavel (UOPECCAN, em particular da Dra. Carmem M. Fiori), Hospital Infantil
Joana de Gusméao de Floriandpollis (em espcial Dra. Tatiana E.J. Costa e Ivy Z.S. Parise),
Hospital Pequeno Principe (em especial Dra. Flora Watanabe), dos profissionais da rede
publica, sobretudo de todas as maternidades do Parana e de Santa Catarina, e das demais
Instituigdes financiadoras tais como SETI-PR, CNPq, CAPES, National Institutes of Health
dos Estados Unidos da América (por meio do St. Jude Children’s Research Hospital de
Memphis), Le Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) da Franga (por meio
do Instituto de Farmacologia Celular e Molecular de Valbonne) e de patrocinadores
privados. Destaco aqui também, o apoio recebido do Professor Carlos Moreira Filho
(enquanto Reitor da UFPR), Dr. Fernando Miranda (enquanto Coordenador da Associagcao
dos Amigos do HC) e dos Presidentes da APACN (Antdnio Carlos dos Santos Lima e Mariza
Del Claro).
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Atividades de pesquisa: uma abordagem da pesquisa laboratorial, clinica e em animais

sobre o tumor de coértex adrenal

O tema de minha narrativa, na forma de perguntas formuladas (ou objetivos

propostos) com as respectivas respostas, teve uma selecdo de 31 artigos destacados com

o identificador de objeto digital-DOI (com minha coautoria), cujo principal foco e titulo foi:

“Epidemiologia, diagnéstico, Prognéstico, Tratamento e Cura dos Tumores de Cértex
Adrenal (TCA) em Criangas do Parana e Santa Catarina: determinantes genémicos,

ambientais e terapéuticos”. Os artigos apresentados com minha coautoria incluem

também os trabalhos com maior mérito de outros coautores, sem os quais ndo seria

possivel atingir os objetivos pretendidos. As criangas com TCA geralmente apresentam

manifestagdes clinicas tipicas do excesso de esteréides homonais de cada camada do
cértex adrenal normal: sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S) da zona reticular (o
principal); cortisol da zona fasciculada (o segundo mais importante) e mineralocorticéide da
zona glomerulosa. As perguntas formuladas em cada pesquisa e respondidas em cada
artigo foram se tornando mais complexas a partir do ano 2005. As mais importantes sao
descritas cronologicamente aqui. O background genético dos TCAs era pouco conhecido
antes do ano 2000 e ja se sabia que algo fora do comum existia para explicar a sua elevada
incidéncia reportada em S&o Paulo por Marigo et al. (1968). No Parana, o primeiro
levantamento (Sandrini et al. 1997) confirmou uma incidéncia 10 vezes maior do que nos
Estados Unidos da América que € 0,3 / milhdo de criangas abaixo de 15 anos de idade
(Young et al. 1981).

Perguntas formuladas (destacadas em vermelho):

(1) Qual a complexidade macro-genémica dos TCAs? As alteragdes encontradas
utilizando o método de Hibridizagdo Genémica Comparativa (CGH) incluem perdas de
funcdo de genes importantes com propriedades supressoras de tumor (nas deleg¢des
cromossémicas) e/ou o aumento de fungdo de genes pro-carcinogénicos (nos ganhos
cromossOmicos). As respostas para esta primeira pergunta foram publicadas em 1999
(Figueiredo et al. 1999, DOI: 10.1210/jcem.84.3.5526 ).

A andlise digital de imagens detectou ganhos ou perdas cromossdmicas e revelou
grandes aberragbes genéticas em adenomas e carcinomas, porém devido ao pequeno
numero de casos estudados (N=9) nao houve diferengas significativas em relagao a idade,
sexo, tamanho ou estagio do tumor (p > 0,1). Cromossomos e regides cromossémicas 1q,
5p, 5q, 6p, 69, 8p, 89, 99, 10p, 11q, 12q, 13q, 14q, 15q, 16, 18q, 19 e 20q tiveram ganhos,
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enquanto 2q, 3, 4, 9p, 11, 13q, 18, 20p e Xq apresentaram perdas. O achado mais notavel
foi 0 ganho consistente no niumero de cépias da regiao cromossémica 9934 em 8 dos
9 tumores. Concluimos que, tanto o tumor benigno quanto o maligno do sul do Brasil,
apresentam multiplas aberragdes genéticas, incluindo um ganho consistente na regiao
cromossdémica 9934, cujo significado foi descoberto pelo nosso grupo alguns anos depois
e foi parte da Tese de Doutorado da Dra. Mara D.A. Pianovski, ex-docente do Departamento
de Pediatria (ampllificagao do numero de cépias no gene SF-1, fator esteroidogénico
1). Em 1999 ampliamos as pesquisas em busca de mutagdes na linhagem germinativa dos
pacientes. Este estudo foi complementado anos mais tarde com o surgimento de novas
tecnologias de bioinformatica e colaboragdo com o grupo de pesquisadores de Paris
(coordenado pelos doutores Eric Letouzé e Enzo Lalli), mostrando ser maior a instabilidade
genbmica (alteragdes de ganhos e perdas de partes do cromossomo) da crianga portadora
da mutagao TP53 R337H com TCA no Parana do que no paciente com TCA europeu sem
mutagcdo no gene TP53 (Letouzé et al. 2012A, 2012B, DOI: 10.1210/jc.2012-1184 , DOI:
10.1371/journal.pone.0035897 ).

(2) A origem do TCA em criangas é congénita? Em qualquer regido do mundo, a grande
maioria dos TCAs apresenta um pico de diagnostico antes dos 4 anos de idade. No Parana
nao é diferente, 65% (38/58) dos TCAs acontecem antes dos 4 anos, enquanto a mediana
de idade para os primeiros sinais e sintomas foi com menos de 3 anos, numa série com
70% de meninas (Sandrini et al., 1997). Entretanto, esta faixa etaria ainda deve ser menor
porque o diagnodstico do TCA tem atrasos de até 2 anos devido a falha na percepgao dos
pais e/ou dos médicos da atencdo primaria. Como a maior parte dos TCAs em criancas
apresenta principalmente sinais e sintomas de excesso de andrégenos, e considerando que
as células normais da zona fetal do cértex adrenal (onde sdo produzidos os hormdnios
dehidroepiandrosterona/DHEA e sua forma sulfatada DHEA-S) deveriam morrer por meio
da morte celular programada (fisiolégica), entre 0 nascimento e o quarto més de vida,
acredita-se que a célula inicial do tumor tem origem dos remanescentes desta zona fetal
(hipotese descrita por Figueiredo et al. 2000, DOI: 10.1590/s0100-879x2000001000012.). A

hipotese relacionada ao pico do TCA pediatrico préximo ao nascimento sugere que o TCA
faz parte dos tumores congénitos, e para esta compreensdo é preciso conhecer o
comportamento de uma parte do cortex adrenal fetal. Outra evidéncia a favor do TCA
virilizante ter o mesmo fendétipo de células da zona fetal e ser congénito (com produgéo de
androgenos) o fato de outros TCAs (30-40%) com apresentagdo mista (virilizagdo +

Sindrome de Cushing relacionados com hiperprodugéo de androgenos + cortisol) serem
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mais comuns em criangcas mais velhas e semelhantes ao fendptipo de TCAs de adultos,
provavelmente originario da camada fascicular ou glomerulosa. Assim, estes ultimos
tumores de criangas mais velhas provavelmente ndo séo congénitos. Alguns meses apos
0 nascimento a zona fetal desaparece completamente e mais tarde resurge como uma nova
camada celular denominada camada reticular, que atinge o crescimento maximo com
intensa atividade esteroidogénica no inicio da puberdade. Considerando que a suspeita de
uma causa genética (somatica ou hereditaria) era mais provavel do que uma causa de

origem ambiental, surgiu entdo a pergunta 3.

(3) Qual a causa da incidéncia elevada do TCA pediatrico no Parana? Para nossa surpresa,
03 fatos importantes aconteceram em 1998:

- 0 surgimento de varios casos de TCA na mesma familia (originada principalmente de Irati
e Guarapuava), sem outros tipos de cancer (uma forte evidéncia da hereditariedade), cuja
principal hipotese seria uma mutagado no gene TP53;

- paralelamente, a Affymetrix tinha acabado de langar um chip de microarranjos para DNA
com todas as mutagdes no gene TP53 e no ano 2000, numa cortesia oferecida pela
Affymetrix ao St. Jude Children’s Research Hospital, os micro-arranjos foram realizados
usando o DNA do sangue das criangas e foi possivel descobrir que 35 de 36 criangas de
familias ndo aparentadas apresentaram a mesma mutacéo (TP53 R337H, substituicao de
arginina por histidina no cédon 337);

- outro fato notavel foi que todos os TCAs com esta mutagao perderam o alelo normal,
evidenciando uma elevada expressao nuclear da variante TP53 R337H e que um dos pais

sempre era portador da mesma mutagao (Ribeiro et al. 2001, DOI: 10.1073/pnas.161479898

). Com estes achados ficou esclarecido que a principal causa (mas nao a unica) da elevada
incidéncia de TCA pediatrico € o alelo TP53 R337H herdado de um dos pais, com heranca
autoss6mica dominante (significando que a mutacgéao foi de apenas um dos dois alelos do
pai ou da mae).

O histérico e a frequéncia de diversos tipos de tumores de todas as familias
portadoras de TP53 R337H incluia apenas 1/3 de familias com perfil de syndrome de Li-
Fraumeni-like (LFL) e, em menor propor¢ao, a syndrome Li-Fraumeni classica (LFS). A
maioria dos casos de TCAs em criangas ocorre nos estados de Parana e Sao Paulo. A
populagao paranaense é principalmente de descedéncia européia e menos heterogénea do
que a de Sao Paulo, que é composta por muitos imigrantes de todas as partes do Brasil.
Os novos casos de TCA ocorrem em todos os grupos étnicos, exceto indios e asiaticos.

Sabe-se que o TCA ocorre com maior frequéncia em criangas com LFS (Malkin et al., 1990)
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ou sindrome de Beck-with-Wiedemann, mesmo sem haver muta¢ao no gene TP53 (Tank &
Kay, 1980).

Utilizamos o método de microarranjos da Affymetrix para identificar mutagdes e
polimorfismos no gene TP53, usando DNA sanguineo de 36 criangas paranaenses.
Notavelmente, 35 dos 36 (97%) pacientes eram portadores de uma mutagéo pontual
idéntica que codifica uma substituicdo do aminoacido arginina por histidina no cédon 337
(R337H). Nas células de TCA, o alelo selvagem foi deletado em todos os tumores
pesquisados, € a imunohistoquimica da proteina p53 mutante acusou concentragdes

aumentadas dentro dos nucleos.

O achado de mutagao heterozigética no sangue (R337H/P53 selvagem) ja descrevia
a perda do alelo selvagem e permanéncia apenas o alelo TP53 R337H no tumor,
confirmando a perda do alelo selvagem, ou seja, o segundo golpe demonstrado por
Knudson (1971). Embora essas caracteristicas fossem consistentes com o encontrado por
outros autores em tumores adrenais associados a LFS, ndo estava claro como seria
possivel a grande heterogeneidade nos tipos e frequéncias de céancer nas familias
parananenses. Os experimentos in vitro demonstraram que TP53 R337H funciona
razoavelmente bem no tubo de ensaio, e que representa um alelo de baixa penetrancia,
porém representando a causa de 97% dos casos de TCA do Parana. Respondida a
pergunta (3) e demonstrado que TP53 R337H é o responsavel pela elevada incidéncia do
TCA no Parana, e provavelmente em pelo menos mais 6 estados brasileiros (Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, sul de Minas Gerais, e parte do sul do Rio de
Janeiro e Mato Grosso do Sul), ficou a duvida se esta mutagéo ainda acontece ou se surgiu
de um ancestral comum (efeito fundador, ou seja, um ancestral comum). Trés anos mais
tarde Pinto e colaboradores da USP de Sao Paulo descobriram que se tratava de um efeito
fundador (Pinto et al., 2004). Esta informacgao foi muito importante porque colocou um ponto
final na busca por fatores ambientais carcinogénicos capazes de mudar o codon 337 normal
para o genotipo R337H, e portanto, nenhum dos agentes carcinogénicos atuais é
responsavel pela origem desta mutagdo. Corroborando com esta hipotese, até o presente,

nao encontramos nenhuma crianca portadora de R337H de pais sem R337H.

(4) Os dados epidemioldgicos relativos a idade, apresentagao clinica do TCA e sobrevida,
tém uma tendéncia mundial de serem idénticos ou diferentes para os portadores da
mutacao TP53 R337H do Brasil? Para responder a esta pergunta era necessario avaliar

um grande numero de casos, o que era dificil por se tratar de doencga rara fora do Sul e
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Sudeste do Brasil. O artigo de revisao elaborado a partir do Registro Internacional do Tumor
de Cértex Adrenal de Criangas (IPACTR) pelo St. Jude Children’s Research Hospital, reuniu
0 maior numero de casos de TCA em uma unica revisao, cujo mérito principal foi do trabalho
do cirurgido Dr. Edson Michalkiewicz (Michalkiewicz et al., 2004; DOL:

10.1200/JC0O.2004.08.085 ). Neste trabalho, os TCAs foram classificados como adenomas ou

carcinomas; no entanto, a distingdo entre esses dois subtipos as vezes é dificil (baseado-
se na recorréncia do tumor). As informag¢des foram obtidas do Registro Internacional dos
Tumores de Cortex Adrenal de Criangas (IPACTR) sob a orientagdo do Dr. Raul Ribeiro do
St. Jude Children’s Research Hospital e a partir deste estudo surgiram novas pistas para
entender a patogénese, a epidemiologia e a resposta ao tratamento. A analise clinica incluiu
254 pacientes, sendo quase 50% de casos do Hospital de Clinicas da UFPR e Sudeste do
Brasil. Neste registro nota-se maior proporgao de criangas abaixo dos 4 anos (70%) e do
sexo feminino (1,6:1). A maioria das criangas apresentou sinais e sintomas de virilizagao,
acompanhados por manifestacées da hipersecrecdo de outros horménios corticais supra-
renais. O sinal mais comum (84,2%) foi a virilizagdo, seguida de sindrome de Cushing
(34%). A sobrevida depende do estadio do tumor; pacientes com tumores pequenos e
ressecaveis tém taxas de sobrevida superiores a 80%, enquanto o desfecho para todos os
casos teve apenas cerca de 50% de sobrevida (Michalkiewicz et al., 2004). Entre os fatores
prognésticos favoraveis estédo incluidos aidade inferior a 4 anos, menor tamanho do tumor,
sinais de virilizagao isolada na apresentagdo, auséncia de sindrome de Cushing, e de
sinais histologicos de malignidade do tumor, demora no diagndstico e tratamento, entre
outros. A quimioterapia com cisplatina, doxorrubicina e etoposideo juntamente com um
adrenolitico (mitotano) s&o indicados para casos de tumor irressecavel ou metastatico,
embora seu impacto no desfecho geral seja pequeno. Um recorte destes casos do IPACTR
(revisado por Pereira et al., 2004; DOI: 10.1590/s0004-27302004000500010 ), contendo

apenas os casos do Hospital de Clinicas da UFPR (N=125), apresentou uma propor¢ao
feminina:masculina de 2,6:1. As formas mais comuns de apresentacao foram virilizacao
isolada ou associada (93%) e sindrome de Cushing (42%), demonstrando que os casos do
Parana acontecem em idade mais jovem. Estes dados demonstram que ha duas tendéncias
de TCA na faixa pediatrica, uma em idade mais jovem com maior frequéncia de virilizagao
(provavelmente congénito) e outra em criangas mais velhas com mais casos de sindrome

de Cushing.

(5) Qual é a penetrancia (“risco”) da mutagao TP53 R337H para induzir ou causar o

desenvolvimento do tumor de cértex adrenal e (6) qual é a incidéncia de TCA
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pediatrico no Parana? Para ser exato, o importante € calcular a penetrancia em uma
populagao geral, mas como inicialmente nao foi possivel, utilizamos todas as familias de
criangas que tiveram pelo menos um caso de TCA com registro no Hospital de Clinicas da
UFPR. Na época a resposta permitiu orientar os pais sobre as chances de desenvolvimento
do TCA de acordo com a idade (Figueiredo et al., 2006; DOI: 10.1136/jmg.2004.030551 ).

Todos os portadores identificados haviam herdado esta mutacdo do pai ou da mae.

Considerando que a mutagdo TP53 R337H de novo (sem pais portadores) ndo foi ainda
identificada no Sul do Brasil, o tamanho da populag¢ao de portadores devera depender da
penetrancia para o TCA e talvez das caracteristicas de sub-regides do Parana. Para
responder a esta pergunta havia duas alternativas, da forma mais facil (usando uma coorte
de base hospitalar) e da forma mais dificil, mais demorada e mais exata (usando uma coorte
de base populacional). Calculamos a penetrancia desta mutacdo em um grupo de 30
familias que tiveram 41 casos de TCA admitidos no Hospital de Clinicas da UFPR. Outro
viés importante foi incluir familias que tinham dois ou mais casos de TCA, quando o mais
comum € ter um caso de TCA por familia. Foram obtidas informagdes sobre os
antecedentes morbidos das 30 familias e 927 familiares foram testados para TP53 R337H.
Usamos o método da reagdo em cadeia da polymerase (PCR) seguida de digestédo
enzimatica (enzima de restricdo) do DNA amplificado (PCR-RFLP). Do total de individuos
testados, 232 eram do lado do pai ou da mée sem a mutagdo e 695 (incluindo os 40
probandos) eram do lado que segrega a mutagdo TP53 R337H. Nao encontramos neste
grupo de 30 familias nenhuma que preenchesse os critérios de sindrome de Li-Fraumeni
(LFS); no entanto, sete preencheram os critérios para sindrome semelhante a Li-Fraumeni
(LFL). Dos 695 individuos do lado com a mutagéo, 240 (34,5%) tiveram teste positivo para
a mutagao, enquanto nenhum dos 232 individuos na outra linhagem parental apresentou a
mutacgéo. A penetrancia para o TCA foi de 9,9% (intervalo de confianga de 95%, variando
de 8,7 a 11,1%). Concluiu-se também que para surgir um TCA em adulto seria preciso pelo
menos mais de 30 TCAs em criangas. Para responder a pergunta (6) sobre a frequéncia de
TCA no Parana, revisamos os TCAs do municipio de Curitiba a partir dos atestados de 6bito
(Pianovski et al., 2006; DOI: 10.1002/pbc.20624 ). Revisamos todos os atestados de obito

que mencionavam TCA e que foram relatados a Secretaria de Saude do Estado do Parana
entre 1998 e 2003, para individuos menores de 15 anos que residiam na regiao
metropolitana de Curitiba. Foram identificados oito 6bitos por TCA. A taxa de mortalidade
padronizada por idade por milhdo de criangas abaixo de 15 anos na regiao metropolitana
de Curitiba durante os anos 1998-2003 foi de 1,6 (intervalo de confianca de 95% (IC) 1,4,
1,8) para o TCA. A proporgao das taxas de mortalidade ajustadas a idade do RN e do TCA
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adrenal foi de 1,43. A incidéncia de TCA estimada a partir dos dados de mortalidade,
assumindo uma taxa de sobrevivéncia de 0,542 (descrita no artigo de Michalkiewicz et al.,
2004, acima mencionado), foi de 3,5 (IC95% 2,9, 4,2). Concluimos que a incidéncia de TCA
nessa regido é cerca de 12 a 18 vezes superior a incidéncia relatada nos Estados Unidos
e na Europa (Young et al., 1981). Os trabalhos da Dra. Mara Pianovski principalmente na
linha de pesquisa com SF-1, foram capitulos de sua tese de Doutorado defendida no Curso
de Pés-Graduacado em Saude da Crianca e do Adolescente do Departamento de Pediatria
da UFPR.

(7) Com mais de 90% dos pacientes do Parana com TCA sendo portadores da mutagao
hereditaria TP53 R337H, qual seria o papel do elevado ganho de DNA no brago longo do
cromossomo 9 nos TCAs (remetendo ao desdobramento da questdo 1)? Detectamos um
ganho consistente em 9q (ou uma porgéo dele) em oito dos nove casos de ACTs pediatricos
e amplificacdo de 9934 na maioria desses casos usando hibridizagdo gendmica
comparativa (questdo 1). Para acompanhar esses resultados, examinamos se o gene do
fator esteroidogénico 1 (SF-71) (que esta localizado em 9q34) desempenha um papel
importante no desenvolvimento e fungcdo do cértex adrenal. Usando o método de
Hibridizagao Fluorescente in situ (FISH) detectamos aumento do numero de cépias do gene
SF-1 em todos os oito casos com ganho de 9q, sugerindo uma associagéo entre um
aumento no numero de copias do gene SF-1 e tumorigénese adrenocortical (Figueiredo et
al, 2005, DOI: 10.1210/jc.2004-0942). Entretanto, faltava demonstrar se o numero de

copias de SF-1 poderia per se aumentar a probabilidade de desenvolvimento do TCA. Isto

foi demonstrado em nosso primeiro modelo animal em uma colaboracdo que ocorreu por
3 anos com o Dr. Enzo Lalli do Instituto de Farmacologia Molecular e Celular de Valbonne,
Franca e colaboradores da Califérnia (Doghman et al., Mol Endocrinol. 2007, DOI:

10.1210/me.2007-0120 ). Neste estudo foi demonstrado que camundongos com elevada

expressao de SF-1 desenvolvem o TCA, mesmo na auséncia de TP53 R337H e foi
concluido que esta via pode participar do processo inicial de surgimento de TCA em
criangas de qualquer lugar do mundo. Além desta participagdo de SF-1, nos 4 anos
seguintes (2007-2011) focamos na pesquisa de outra via que poderia contribuir na origem
do TCA pediatrico que era a perda de imprinting genémico do brago curto do cromossomo

11, tema da préxima pergunta formulada.

(8) A perda de imprinting esta implicada na formagdo do TCA pediatrico e com que
frequéncia? A pergunta formulada se refere a banda 11p15.5 do cromossomo humano que

abriga um grande conjunto de genes que sofrem perda de imprinting genémico (no qual
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apenas o elelo do pai é expresso). A desregulagao deste grupo de genes esta associada a
sindrome de crescimento excessivo e predisposicao tumoral, sindrome de Beckwith-
Wiedemann. Para responder esta pergunta analizamos o DNA tumoral de 12 criangas com
TCA (4 adenomas e 8 carcinomas) e comparamos com 0 DNA do sangue de seus pais.
Onze pacientes apresentaram perda de 11p15.5 do lado materno no TCA (Rosati et al.
2008, DOI: 10.1016/j.cancergencyto.2008.05.010). Todos os TCAs de criangas que tiveram

perda de 11p15.5 materno apresentaram superexpressao de Fator de Crescimento similar
a Insulina (IGF2), confirmando a super-expressao que encontramos no gene IGF2 (West
et al. 2007, DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-06-376) decorrente da hiperativagao do alelo

paterno na auséncia do alelo materno. Nossos dados sugerem que a perda de 11p15 é um

achado generalizado no TCA infantil, independente da crianga ser ou nédo portadora de
TP53 R337H, ser ou ndo do Parana. Alteragbes na expressao de outros genes na mesma
regido (por exemplo, a baixa expressdo de CDKN1C/Inibidor 1C de Quinase dependente
de Ciclina) podem contribuir para outras doengas como a sindrome de Beckwith-
Wiedemann (neste caso dizemos que o gene CDKN1 testa sob controle de imprinting
paterno e expressdo materna, e na perda do materno cai a sintese de CDKN1 e, assim,
pode ocorrer a sindrome de Beckwith-Wiedemann). Com isto confirmamos que para o IGF2
€ o inverso, de expressao paterna e com a perda do alelo materno esta expressao pode
ficar muito maior. Notavelmente, quase 100% dos TCAs de criancas e adultos expressao
altas concentracoes de IGF2.

Enquanto estas duas ultimas pesquisas aconteciam (2005-2011), meu foco principal
em outro longo projeto foi comprovar a cura das criangas (2005-2013) com TCA sem usar
medicamentos antitumorais e sem fazer mais de uma cirurgia (a mudanca de paradigma).
Assim, em 2005 teve inicio o projeto coorte 1 para responder as duas proximas perguntas.
Considerando que mais de 90% dos TCAs de criangas paranaenses sao portadoras do
gene TP53 R337H, responsavel pela elevada incidéncia e taxa de mortalidade,

perguntamos:

(10) Seria eticamente correto realizar um teste de DNA em todos os recém-nascidos do
Parana para identificar a mutagado usando uma gota do sangue (teste do pezinho), e depois
monitorar a crianga por meio de exames periddicos para fazer o diagnéstico pré-clinico ou
clinico por meio de exames perioddicos? (11) E, qual seria o estadiamento destes TCAs e a
sobrevida a médio prazo (acima de 3 anos de seguimento ambulatorial)? O artigo publicado
em 2013 confirmou que nao fazer nada € negligenciar o que € possivel ser feito e nunca

havia sido feito em lugar algum, para nenhum tipo de cancer pediatrico com abordagem
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na populagcéo geral (Custédio et al., 2013, doi: 10.1200/JC0O.2012.46.3711). Este foi o
projeto da aluna do Curso de Doutorado em Ciéncias Farmcéuticas da UFPR (Gislaine
Custddio). Conseguimos demonstrar que todas as criangas que fizeram o
acompanhamento regular foram diagnosticadas com TCA de tamanho abaixo de 50g (o
estadio 1 considera até 100g sem desenvolvimento de metastases) e precisaram apenas
de uma cirurgia. Percebemos que nao havia necessidade do diagnostico pré-clinico (sem
o paciente ter manifestag¢des clinicas), mas resolvemos acompanhar todas as criangas por
mais 7 anos para saber como elas evoluiriam, e os demais adultos portadores da mutagcao
em relagéo a todos os demais tipos de cancer. Para isto, em 2006, criamos a base de dados
com todas as informagdes registradas em heredogramas automatizados com os dados

clinicos e demograficos (https://coorte.ippsys.orq).

Iniciamos também, em 2010, a pesquisa de mapeamento dos portadores de R337H em
todo o territério paranaense usando o sistema Geomedicina que desenvolvemos
(https://geomed5.ippsys.org). Por meio deste sistema de geoprocessamento teve inicio
também o resgistro prospectivo de todas as amostras de agrotéxicos nas aguas das
microbacias do Parana, com a colaboracéo da ex-Mineropar (colaboragao com Dr. Otavio
A. B. Licht e Dr. Eduardo Salamuni, https://apufpr.org.br/2019/11/22/alem-das-8-quando-a-
medicina-e-a-geologia-se-encontram-para-salvar-vidas/). Como explicado neste video, a
meta a longo prazo (2010-2020) era cruzar dados quimicos do ambiente onde vivem o0s
portadores de R337H com a frequéncia de TCAs pediatricos e outros tumores em adultos.

Este assunto ambiental segue sendo abordado nas perguntas (15) e (16).

Sabemos que R337H é uma mutacdo de baixa penetrancia e ndo pode ser considerada
como causa da sindrome de Li-Fraumeni (LFS), nem da forma mais leve de LFS, chamada
de sindrome de Li-Fraumeni-like (LFL), sem haver outras alteragdes genéticas associadas,
e parte desta afirmacdo foi demonstrada em 2006 e 2008 (Figueiredo et al. 2006,
DOI: 10.1136/img.2004.030551 ; Ribeiro et al. 2007, DOI: 10.1016/j.canlet.2006.04.008).

Identificamos que LFL acontece em 20 a 30% e LFS acontece em menos de 8% de todas

as nossas familias (mais de 600). Alguns pesquisadores pesquisam apenas as familias de
base hospitalar (ou seja, com pelo menos um caso de cancer), enquanto as nossas familias
sdo da populagao geral (cerca de 15% nao tém casos de cancer e aproximadamente 20%
com apenas um ou dois casos). Outra verdade comum nas familias com LFS, as mutagdes
no gene TP53 sao mais patogénicas e os portadores geralmente tem cancer e vao a o6bito
em idade reprodutiva, consequentemente a tendéncia € de queda do numero de portadores

de mutagdes graves nas futuras geragdes. Em contra partida, a maior parte dos portadores
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de R337H sobrevive o tempo suficiente para ter filhos e netos, e por isto a pergunta seguinte

foi mais facil ser respondida.

(12) Qual o impacto epdemioldgico da mutagédo TP53 R337H para 85 milhdes de brasileiros
(toda Regiao Sul, Sdo Paulo, parte do Mato Grosso do Sul, Sul de Minas e Sul do Rio de
Janeiro)? Se todas estas regides se comportam da mesma maneira como ocorre no
Parana, entdo aparoximadamente a cada 40 anos duplica-se a populagao, ou seja, estes
85 serédo 170 milhdes e também duplicard o numero de portadores de R337H (entre 0,21 e
0,30% dos casos). No aconselhamento genético (mais adiante) defendemos que néao
irlamos interferir na decisdo dos pais de ter ou nao ter filhos. Consequentemente, o

problema tende a crescer e algo precisa ser assumido pelas autoridades de saude.

Com a queda nos custos do sequenciamento do genoma completo (WGS) o mundo inteiro
passou a utilizar esta metodologia a partir de 2010, e no caso de pacientes com cancer, é
possivel parear os resultados de WGS de DNA sanguineo com WGS do DNA tumoral.

Sendo assim, formulou-se a pergunta 13.

(13) Que outras variantes poderiam estar associadas ao R337H para aumentar o risco de
desenvolver TCA? Foi um projeto de elevado custo, o St. Jude Children’s Research Hospital
estava no consorcio com outras instituicbes americanas para sequenciar os principais tipos
de cancer, e entramos no projeto reunindo casos de TCA com e sem a mutagao TP53
R337H. As conclusbes foram parcialmente publicadas em 2015 na revista Nature
Communications (Pinto et al. 2015, DOI: 10.1038/ncomms7302). Trinta e sete (37) TCAs e

as amostras de sangue foram entdo analisadas por sequenciamento genémico completo,

sequenciamento completo dos exons, e transcriptoma. Os cromossomos 11p e 17 sofrem
perda de heterozigose no inicio da tumorigénese, sugerindo que ha eventos controladores
pro-TCA. Alteragdes genéticas adicionais incluem mutagbes somaticas recorrentes nos
genes ATRX e CTNNB e integragdo do herpesvirus-6 humano no cromossomo 11p. Em
conjunto, esses achados mostraram piorar o prognoéstico do TCA pediatrico e podem

participar do processo de tumorigénese no cortex da glandula supra-renal.

O MHC (Sistema Principal de Histocompatibilidade, Major Histocompatibility
Complex) € um conjunto de genes com papel importante na identidade biolégica de cada
um dos seres vertebrados. Os genes MHC nos seres humanos recebe o nome de
HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos, Human Leukocyte Antigen) que codificam um

grupo de proteinas encontradas na superficie das células. Este HLA, juntamente com todo
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o sistema imunoldgico, identifica e protege o ser humano de um corpo estranho invasor.

Baseado neste contexto formulou-se a pergunta 14.

(14) O que acontece com o sistema imunoldgico da crianga considerando o TCA como um
invasor/nao proprio? Sabemos que apesar da mutagdo R337H ter baixa penetrancia
(Figueiredo et al. 2006, DOI: 10.1136/jmg.2004.030551), ela é a unica alteracado que esta

quase que 100% presente nos casos de TCA pediatrico do Parana. Entramos no projeto

do St. Jude Children’s Research Hospital, iniciado em 2015, para estudar o sistema MHC
baseado nas evidéncias anteriores de que os TCAs avangados com o pior prognostico
apresentaram baixa expressao da classe MHC II. Resumindo, a expressao dos genes da
classe MHC Il e de um grupo selecionado de genes de diferenciagdo foi analisada usando-
se um chip da Affymetrix. As células que expressam MHC classe Il foram identificadas por
ensaios morfolégicos e imuno-histoquimicos. Confirmamos o que haviamos publicado
antes com os pesquisadores do St. Jude Children’s Research Hospital (West et al. 2007,
DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-06-3767) que a expressdo do MHC classe Il foi
significativamente maior nos adenomas adrenocorticais do que nos carcinomas e foi
associada a uma estimativa mais alta de sobrevida. Especificamente, a sobrevida livre de
progressao (PFS) se associa a uma maior expressdao de HLA-DPA1, encontrada
predominantemente em células hematopoiéticas infiltrantes no TCA. Nossos resultados
sugerem entdo que as respostas imunes modulam a tumorigénese adrenocortical e podem
permitir a estratificacdo de prognéstico para esta doenga. Ficou claro que o sistema
imunoldgico tem um papel importante, mas ainda restava saber como se comportam os
linfécitos T citotdéxicos. O aluno de mestrado do Programa de Poés-Graduagédo do
Departamento de Pediatria da UFPR, Dr. Guilherme A. Parise, sob minha orientagdo, havia
encontrado maior infiltracdo de linfocitos T citotoxicos CD8+ nos TCAs de melhor
prognéstico. Nao satisfeitos com a qualidade da imunohistoquimica para este marcador,
resolvemos nao publicar, mas sé conseuimos repetir os experimentos 15 anos mais tarde
quando surgiram melhores anticorpos anti-CD8. Como novidade, surgiu também um novo
conceito e de maior interesse (via de evasao ou de inibigdo do sistema imunoldgico do
paciente com cancer). Ou seja, o sistema imunoldgico de alguns pacientes com alguns tipos
de cancer parece ficar sob o controle de 3 proteinas, sendo uma delas um receptor
chamado PD-1 (morte celular programada 1, do inglés programmed cell death 1)
encontrado na superficie de células do sistema imune, com acéao inibitéria. Se o tumor

T

Assim, quando expresso na superficie de células tumorais, o ligante PD-L1 permite escapar
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do ataque imunolégico contra o tumor. Ha também o ligante PD-L2 com o mesmo efeito de
PD-L1. Publicamos esses resultados (Parise et al. 2019, DOI: 10.3390/cancers11111730)

com a elevada expressao de linfocitos T citotdxicos associada aos estadios com melhor
progndstico e sobrevida, mas ndo encontramos expressao relevante para PD-1 nem PD-L1
entre os TCAs. Concluimos que a via PD-1/PD-L1 ndo desempenha um papel importante
no bloqueio imunoldgico contra o TCA como acontece com outros tipos de cancer, ndo

sendo possivel ainda dominar a técnica de imunohistoquimica para PD-L2.

Até 2010 era dificil saber se o ambiente do Parana, bem conhecido como um dos
maiores consumidores de agrotdxicos do mundo, se insere no contexto da etiologia do TCA.
Sabemos que a mutagao TP53 R337H em criancas sempre € herdada de um ou ambos os
pais (Figueiredo et al. 2006, DOI: 10.1136/img.2004.030551, Custédio et al. 2013,
DOI: 10.1200/JC0.2012.46.3711), e que a hipétese da origem ambiental desta mutagao no

Parana nao se confirmou e prevaleceu o efeito fundador (Pinto et al., 2004), muito

provavelmente de origem caucasiana portuguesa-ibérica (Paskulin et al., 2015).
Iniciamos as analises quimicas no meio ambiente, cujos resultados alimentavam

nosso sistema de geoprocessamento (https://geomed5.ippsys.org), enquanto em outra camada

do mesmo sistema armazenamos os dados de cancer da coorte 1 do primeiro mapeamento
de familias paranenses (cerca de 16 mil pessoas de todas as idades, sendo cerca de 25%
portadores da mutacdo R337H). Entretanto, para ter poder estatistico e ser possivel
demonstrar causa e efeito, faltava uma casuistica muito maior de uma doenca sensivel a
poluicdo ambiental, para primeiro caracterizar uma associagao do ambiente rural (toneladas
de graos/Km?) com o quimico [concentragdes de organoclorados e concentragdes do anion
cloreto (CI') derivado do metabolismo de organoclorados, outros agrotoxicos, e de produtos
industrializados e utilizados como materiais de limpeza. Ou seja, seria necessario uma
doenca muito mais frequente que o TCA pediatrico e escolhemos as malformacdes
congénitas. Este foi o teste usado para caracterizar o territério paranaense em trés sub-
regides: muito agricola (C1), muito industrializada e com elevada densidade populacional

(C3) e uma intermediaria (C2). Entao foi formulada a pergunta 15.

(15) Sabendo qual € o ambiente paranense mais poluido para as malformag¢des congénitas,
como este ambiente afetaria a frequéncia de TCA? Demonstramos neste artigo (Ibafez et
al. 2019, DOI:10.1016/j.scitotenv.2018.09.061) que a variabilidade da incidéncia de

malformagdes congénitas (MCs) entre os 399 municipios do Estado do Parana sugere forte

influéncia de fatores ambientais. O foco foi nos organoclorados por serem extremamente
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potentes, tdxicos, de baixo custo e facilmente importados da China, via Paraguai.
Analisamos o anion CI, diclorodifeniltricloroetano (p, p'-DDT), diclorodifenildicloroetileno (p,
p'-DDE), diclorodifenildicloroetano (p, p'-DDD) e outros em 465 amostras de agua
coletadas (465/736, 63%) de microbacias hidrograficas. Também foram avaliadas as
producdes agricolas para as safras de 2006 a 2010 (toneladas/km2). Os niveis de CI
aumentaram significativamente no periodo de coleta de amostras de agua (2008, 2009 ou
2010) em comparagao com 1996 (p <0,0001). Os municipios foram divididos de acordo com
os niveis de CI', onde a sub-regido C2 (centro-sul) apresentou menores concentragbes do
que as sub-regides C1 (norte-oeste) e C3 (leste-sul). Foram identificados 8.756 casos de
MCs entre 1.221.287 recém-nascidos (RN) de todas as sub-regides, nascidos entre 2007 e
2017. C1 apresentou maiores concentragdes de DDT-DDE-DDD (p, p'-DDT + p, p'-DDE +
p, p'-DDD), maior produgéo agricola’km? e maior proporgéo de casos de MCs por nascidos
vivos. Os resultados permitiram concluir que os organoclorados e outros produtos quimicos
toxicos clorados podem contribuir para os casos de MCs em humanos e esses produtos
quimicos sao transformados e liberam ClI- nos rios. Niveis mais altos de CI- foram
encontrados nas regides mais industrializadas e maior uso de produtos para limpeza
encontrados em C3 onde se localiza Curitiba.

Baseados nesta classificacdo concluimos o levantamento de casos de TCA da
coorte 1 nestas 3 regides (C1, C2 e C3). Os portadores do R337H que vivem na sub-regiao
agricola C1 tiveram um menor risco de desenvolver TCA (um caso para cada 105
portadores de R335H) do que aqueles que vivem na sub-regido industrial com grande
densidade populacional (risco relativo = 2,4), correspondendo a um caso de TCA pediatrico
para cada 40 portadores de R337H. Estes resultados sugerem que algum fator esta
dificultando o aparecimento de TCA em C1 ou facilitando a tumorigénese em C3 ou ambos.
Este estudo foi publicado por Costa et al., 2019, DOI: 10.3390/cancers11111804. O que se
destaca como mais implicado nesta diferenga sao os elevados teores de organoclorados
encontrados em C1 (Ibafiez et al. 2019, DOI: 10.1016/].scitotenv.2018.09.061). A hipotese

€ que a exposicao a estes produtos toxicos tem o mesmo efeito que o mitotano que usamos

para tratar o] TCA avancado (Zancanella et al. 2006,
DOI: 10.1097/01.mph.0000212965.52759.1c), considerando que o0 mitotano &

quimicamente quase idéntico aos organoclorados. Ademais, ha uma enorme disparidade

entre a crianga que esta sendo tratada para eliminar uma massa tumoral que, as vezes, é
muito grande (acima de 500g) e um grupo pequeno de células no comego de um TCA,
exposto aos organoclorados da agua e dos alimentos consumidos nesta regido. O fato &

que os teores de organoclorados na agua podem chegar a mais de 10 microgramas por
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litro em algumas microbacias, o que seria mais facil para eliminar um TCA inicial. Em outras
palavras, num TCA grande tem muitos mais barreiras e células para serem eliminadas com
mitotano, enquanto poucas células inciais ficariam porporcionalmente mais vulnetaveis aos
organoclorados. Por outro lado, ndo descartamos que outros produtos téxicos em C3
contribuam também para aumentar os riscos de desenvolver o TCA em quem ja tem maior
predisposicao (ser portador de R337H e outras alteragdes genéticas e epigenéticas). Com
estes achados agregamos o Fator Ambiental como anti-TCA em C1, contrario a todos as
outras alteracdes pro-TCA aqui descritas.

Considerando as evidéncias recentes, em 2017 dois grupos de colaboradores
propuseram dois objetivos para responder as perguntas formuladas
(16 e 17). As vias do acido retindico e das fosfodiestases estdo relacionadas a etiologia ou
a patogénese do TCA pediatrico? E de fato, se comprovou que ambas, independentemente,

estédo associadas. Uma delas € um polimorfismo (Surakhy et al. 2020, doi: 10.1038/s41416-

020-0764-3) no DNA gendmico de criangas com TCA positivo para R337H. Movidos por
este achado, a busca em genes relacionados a sintese de acido retindico ou do receptor
de acido retindico foi feita num banco de amostras gendmicas dos sequenciamentos
genbmicos anteriores de nossos TCAs no St. Jude Children’s Research Hospital,
(utiizando os genomas resultantes da nossa publicacdo de 2015 na Nature
Communications) e foi identificada uma mutacdo no gene ALDH1AZ2 (envolvido no
metabolismo do 4cido retindico) e relacionado com menor sobrevida. Isto reforga a hipotese
de que a producgao endégena de acido retindico, derivado do retinol e vitamina A, pode ser
importante para proteger a célula de se transformar no TCA. Mais experimentos séo
necessarios para se tirar alguma decisdo importante destes achados, como por exemplo,
se seria o caso de aumentar o consumo de precursores imediatos do acido retindico para
reduzir o risco de desenvovimento do TCA em portadores de R337H. A segunda via
envolvida com disfungbes hereditarias foi encontrada em isoformas das enzimas
fosfodiesterases de criangas com ou sem a mutagdo R337H (Pinto et al., 2020,
DOI: 10.3390/cancers12020506). As fosfodiesterases catalisam a hidrélise dos

nucleotideos ciclicos adenosina monofosfato ciclico 3'5'-ciclico (cCAMP) e monofosfato

ciclico da guanosina 3'S'-ciclico (cGMP) em seus monofosfatos inativos 5. O cAMP
desempenha um papel critico como um segundo mensageiro nos tecidos enddcrinos, por
exemplo do horménio ACTH, ao estimular células do cortex adrenal. Pesquisamos
novamente os dados genémicos e exdmicos nas amostras dos nossos proprios tumores,
de amostras de sangue e do TCA emparelhadas (37 pares). Nove de 37 (24%) pacientes

apresentaram variantes da linha germinativa de fosfodiestases. Estes resultados sugerem
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que variantes genéticas de fosfodiestases alteradas podem contribuir para formagéao do
TCA de criangas.

Para nossa surpresa, outra mutagdo na linhagem germinativa foi encontrada no
banco de dados genémicos do St. Jude Children’s Research Hospital incluindo também os
nossos pacientes. Trata-se de uma variante n&do codificante (E134*; rs146752602) no gene
XAF1 localizado no cromossomo 17913.2, bem préximo do /locus do gene TP53 selvagem

ou TP53 R337H em 17q13.1. Com isto, formularam-se as perguntas 18 e 19.

(18) Qual o impacto da cosegregacéo de dois genes mutados, ambos com a fungéo de
serem supressores de tumor e (19) qual a abrangéncia desta cosegregacao na populagao
do Parana?

As respostas (18) foram a grande descoberta pesquisando mais de 50 mil recém-
nascidos do Parang, os testes in vitro e funcionais com XAF1-E134*, e as analises de mais
de 200 diferentes tipos de tumores'realizados no St. Jude Children’s Research Hospital,
com dados inéditos e mérito de publicar na revista Science Advances (Pinto et al., 2020,
DOI: 10.1126/sciadv.aba3231). O sequenciamento completo do genoma dos TCAs
pediatricos foi minuciosamente analisado nas bandas 17p13.1 e 17p13.2 de pacientes com
cancer nao aparentados. Os haplétipos foram avaliados por analise de segregacéo em 582
parentes, e comparados aos observados em 47.000 recém-nascidos com historico
desconhecido de cancer. Ademais foram realizados experimentos in vitro com variantes
funcionais e genes alvo. Um haplétipo estendido compreendendo do gene TP53 R337H ao
segundo gene mutado XAF1 (p.Glu134Ter / p.E134* / rs146752602) foi mais prevalente
em pacientes que desenvolveram sarcomas e canceres multiplos em comparagdo com o
observado na populagado em geral. Estudos in vitro demonstraram que a proteina XAF1, do
tipo selvagem, melhora a transativacao de p53, enquanto o XAF71-E134* é acentuadamente
atenuado nessa atividade, estabelecendo uma interagdo funcional entre p53 e XAF1.
Surpreendetemente, descartando os portadores de TP53 R337H (que tém uma frequéncia
revista em 2019 como sendo 1 caso para cada 327 recém-nascidos testados), a variante
XAF1-E134* aparece na populagao paranaense e europeia numa frequéncia de 1 para cada
130 recém-nascidos testados. Entretanto, XAF7-E134*, sozinha, parece ser apenas um
risco muito baixo. O que é impactante é que aproximadamente uma em cada 500 pessoas
do Parana cosegregam no brago longo do cromossomo 17, ambos TP53 R337H e XAF1-
E134* que oferece maior risco do que cada um, separadamente. Sabia-se que o gene XAF1
mantém feedback positivo, auxiliando na ativagao do gene TP53 (Lek et al., 2016), e por

isto havia muito interesse num estudo populacional extenso no Parana e in vitro com
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tumores de varias partes do Brasil e outros paises (incluindo testes funcionais com a
tecnologia CRISPR). Método usado no St. Jude Children’s Research Hospital por Emilia M.
Pinto, pelo qual determinado genoma de uma célula pode ser modificado inserindo ou
eliminando parte do genoma (baseado no sistema de defesa antiviral bacteriano CRISPR-
Cas9). Ou seja, a nuclease Cas9 complexada com um RNA-guia sintético pode cortar no
ponto onde o RNA se liga a sequéncia exata do genoma, permitindo que os genes
existentes sejam removidos e / ou novos sejam adicionados. Por meio deste método se
observou o efeito da eliminacdo de XAF71-E134* de células de criangas que cosegram
XAF1-E134* com TP53 R337H.

Conclusédo, o XAF1 p.E134 * atua em conjunto com a proteina R337H, levando a um
fendtipo de cancer mais agressivo do que qualquer uma das variantes agindo sozinhas.
Ademais, o risco da cosegregacao destas duas variantes para o TCA foi calculado com
base no comparativo entre pessoas com TCA (cerca de 85%) e sem TCA (cerca de 70%).
Ou seja, quem cosegrega ambos 0s genes (no mesmo cormossomo) tem 15% de maior
chance de desenvolver o TCA.

Com isto, em 2015 iniciamos outro ambicioso projeto para: (20) rever a frequéncia
da mutagdo R337H em algumas regides do Parana onde foram realizados poucos testes
do pezinho (Custodio et al. 2013, DOI: 10.1200/JC0.2012.46.3711) (21) realizar os testes nos

recém-nascidos de Santa Catarina para mapear todas as regionais de saude, (22) calcular
as incidéncias de TCA e as frequéncias de R337H nos TCAs nos dois estados; (23)
recalcular a penetrancia de TCA na coorte 1 de 2006 porque as criangas completaram 12
anos de idade; e (24) testar um segundo protocolo de diagndstico clinico do TCA, sem os
exames periodicos [antes realizado com exames periddicos para incluir o diagndstico pré-

clinico, ou seja, antes detectamos o TCA pelos exames complementares sem a crianga

apresentar sintomas e sinais de TCA (Custddio et al. 2013, DOI: 10.1200/JC0.2012.46.3711)].
Com mais cerca de 100 mil testes realizados nos recém-nascidos do Parana e Santa
Catarina a partir de 2016, atingimos cerca de 300 mil testes em criangas e adultos nestes
2 estados. Os 4 ultimos objetivos (21-24) foram respondidos no artigo publicado em 2019

(Costa et al. 2019, DOI: 10.3390/cancers11111804). Encontramos que as frequéncias médias

de R337H nas populagdes do Parana e Santa Catarina foram 0,306% e 0,245%
respectivamente, e 95% e 87% nos TCAs destes estados, respectivamente. A incidéncia
do TCA foi re-calculada considerando a faixa etaria mais proxima do pico de incidéncia,
aproximadamente 6,4 casos / milhao de criangas menores de 10 anos por ano no Parana
e 4,15/ milhdo em Santa Catarina. A penetrancia do TCA para portadores acompanhados

do nascimento aos 12 anos foi de 3,9% a partir do teste do pezinho (base populacional).

28



Ou seja, é uma grande diferenga em relagdo a penetrancia calculada anteriormente
(aproximadamente 10%) quando se usa uma populagao de base hospitalar (Figueiredo et
al. 2006, DOI: 10.1136/jmg.2004.030551 ). Avaliando o objetivo (24) por um curto periodo (3

anos), verificamos que os pais que foram treinados para identificar os sinais e sintomas do
TCA logo apo6s o teste do pezinho e aconselhamento genético, puderam facilmente
identificar um pequeno TCA (21g) nesta segunda coorte que chamamos de coorte de 2016
ou coorte 2. Mostramos que a incidéncia de TCA segue a frequéncia de R337H em cada
populagdo, mas diferengas ambientais como a observada entre as sub-regides C1 (menos
casos de TCA hipoteticamente relacionado a poluicdo com os organoclorados que s&o anti-

TCA) e C3 pode alterar a prevaléncia de TCA.

Resumindo 22 anos de pesquisa até esta data (junho de 2020) descobrimos a
mutagdo TP53 R337H (o achado mais importante), as variantes associadas mais comuns
(perda da banda 11p15.5 materna e elevada expresséo proteica de IGF-2 e SF-1 no TCA),
associacoes também hereditarias, que compreendem os polimorfismos e mutagcbes em
algumas isoformas de fosfodiesterases e enzimas que atuam na via de sintese e
metabolismo do acido retindico, e menos frequentes foram os achados relacionados ao pior
prognéstico do TCA (mutagcdes somaticas recorrentes nos genes ATRX e CTNNBT). Por
fim, uma deficiéncia do sistema imunoldgico caracterizada por falha de protecéo da classe
MHC Il relacionada com menor infiltragcao de linfécitos T citotoxicos no TCA. Neste conjunto
de fatores pro-TCA, postulamos que a associagao mais comum, e provavelmente de maior
impacto para risco de TCA, é quando a mesma célula do cortex adrenal apresenta a
mutacao TP53 R337H e perda da banda 11p15.5 materna. Porém, quando esta crianca
portadora de R337H se tornar adulto o que sera mais impactante € a cosegregacao de
TP53 R337H e XAF1-E134* para outros tipos de cancer. A premissa de haver outras
alteragcdes gendmicas foi considerada em exaustivas pesquisas (Pinto et al. 2011,
DOI: 10.1177/1947601911409745, Pinto et al. 2015, DOI: 10.1038/ncomms7302) mas nao

se evidenciaram achados importantes nesta via relacionados a etiologia dos TCAs do Sul

e Sudeste do Brasil. Além destas alteragdes, descobrimos a mutacdo no gene da
subunidade alfa da inibina em 13% das criangas com TCA (6/46) colaborando com o
Professor Carlos Alberto Longui da Santa Casa de S&o Paulo (Longui et al., 2004,

DOI: 10.1136/jmg.2004.018978). A maior parte das criangas do Parana e Sao Paulo, como

sempre, eram portadoras de R337H (39/46, 85%) sugerindo que esta mutagédo também

contribui com o desenvolvimento de TCA.

29



Diante de tantas associa¢des de variantes genéticas com R337H em pacientes com
TCA, outras relatadas por pesquisadores de Sao Paulo e as que ainda ndo conhecemos,
conclui-se que TP53 R337H é o mais importante responsavel pelo TCA, mas nio o unico,
como reafirmamos no editorial em portugués para esclarecer especificamente familias e

profissionais da area de saude do Brasil (DO https://doi.org/10.32635/2176-

9745.RBC.2017v63n3.144).

Pensando em avaliar o potencial tumorigénico de R337H sem as interferéncias pro-TCA,
formulou-se a pergunta (25) Qual o risco de desenvolvimento de TCA sozinho num modelo
animal controlado e sem outras alteracdes genéticas? Para responder a esta pergunta, foi
desenvolvido o segundo modelo animal para estudo do TCA e outros tumores, desenvolvido
no St. Jude Children’s Research Hospital sob a orientacdo de Gerard P. Zambetti. Este
camundongo geneticamente modificado tem a insercdo da mutacdo TP53 R334H
(equivalente a TP53 R337H em humanos, Jeffers et al., Cancer Research no prelo). A
proteina p53 R334H neste animal se expressa em altos niveis em multiplos tecidos e é
comprometida funcionalmente de maneira especifica em resposta ao estresse e ao dano
no DNA. Estes animais mutantes p53-R334H desenvolvem poucos tumores, com longa
laténcia e baixa penetrancia, consistentes com o que achamos em cerca de 35% das
familias paranaenses portadoras de R337H. Embora seja um animal com tecidos e
processos diferentes, observamos que quando existe apenas esta mutacdo o risco de
cancer € mais baixo. Por exemplo, em 116 animais portadores de R334H surgiu apenas
um TCA (0.8%, 1/116), enquanto entre 4162 portadores humanos de R337H (Costa et al.
2019, DOI: 10.3390/cancers11111804) encontramos 77 casos de TCAs pediatricos (1.8%). E

ainda nem conhecemos as alterag¢des epigenéticas, todo o sistema imunolégico e como vai
mudar o tratamento que permanece o mesmo dos Uultimos 30 anos. Neste
desconhecimento, a solugdo € investir na prevengao contra o diagnostico tardio. Assim,
propusemos o protocolo com custo-efetividade comprovadamente demonstrado na
resposta da pergunta 25 (Costa et al., 2019; DOI: 10.3390/cancers11111804).

Pensando na populagéo paranaense com cerca de 34 mil portadores de R337H (dos

quais 75% cosegregam TP53 R337H e XAF1-E134%), concluo com a pergunta mais
importante, (26) como as evidéncias apresentadas poderiam beneficiar as criangas e
adultos do Parana e de Santa Catarina? No formato proposto, o teste de DNA para R337H
€ de baixo custo, ndo mais caro que os demais testes obrigatérios para o recém-nascido.
Na proposta de projeto de lei federal, este teste seria concedido a todos os recém-nascidos

nascidos no Parana e Santa Catarina, mas seria obrigatorio apenas para familias com pelo
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menos um caso de cancer em que pelo menos um dos pais ou avos nasceram no Sudeste
ou Sul do Brasil. Depois de divulgar o resultado presencial para os pais sob
aconselhamento genético, os pais recebem orientagédo sobre todos os sinais e sintomas do
TCA e s6 aparecem no ambulatério para investigar suspeita de TCA ou outro tipo de
patologia. O contato com os pais e parentes (depois de testados para mutagdo TP53
R337H) seria por telefone e midias como o whatsapp, periodicamente, para saber se esta
tudo bem e para oferecer o aconselhamento e o teste de DNA para os demais parentes que
ficam periodicamente aparecendo na central de controle. Ha criticos contrarios ao
diagndstico precoce do TCA por meio do teste do pezinho para R337H alegando sobre o
impacto psicologico ao oferecer o teste, pois apenas 0,30% terdo resultado positivo e
grande parte dos positivos nao irdo desenvolver o TCA. Nosso estudo com cinco psicologas
realizou 03 testes de depressao e ansiedade para as maes com intervalo de 2 meses,
comecgando quando o RN tinha menos de um més de idade. Os escores HAD (Hospital
Ansiedade Depressao, do inglés Hospital Anxiety Depression) aplicados nas méaes de
recém-nascidos testados sdo moderadamente elevados para ansiedade somente no
primeiro teste (antes de completar um més de idade), ou seja, se normalizam nos testes
seguintes com 2 e 4 meses depois do teste do pezinho (Gozdziejewski et al., submetido).
Nas primeiras duas tentativas de projeto de lei estadual (apenas para o Parand) para o
teste TP53 R337H (junto com o teste do pezinho) para tornar obrigatério no Parana sem
excecao, a nossa proposta defendia o teste do pezinho com exames periddicos para o
diagndstico de tumores com peso muito pequeno que caracterizam o comego do TCA
(Custodio et al., 2013; DOI: 10.1200/JC0O.2012.46.3711). Entretanto, comprovando-se que

pais bem treinados n&o precisam dos exames periddicos como demonstrado no artigo de

Costa et al. 2019 (DOI: 10.3390/cancers11111804), evitou-se também a péssima qualidade

de vida e estresse para as criancas e pais. O custo para a realizacido do teste do pezinho
nos RNs € quase equivalente ao custo com as cirurgias multiplas e quimioterapia para quem
€ diagnosticado acima do estadio 1. Ademais, seria obrigatério apenas para recém-
nascidos de familias com pelo menos um caso de cancer (dissertagdo de mestrado de K.F.
Tosin, Mestrado em Saude Coletiva sob minha orientacao).

Diante de muitos comentarios contra e a favor do teste do Pezinho para variante
TP53 R337H, seguida de duas opg¢des para vigilancia oncoldgica (com e sem exames
periodicos), resolvemos langar uma pesquisa para uma revista de ética médica, tentando
mostrar as vantagens e desvantagens do teste do Pezinho (dissertagao de aluna do Curso

de Mestrado em Saude Coletiva da UFPR, em preparacéao final).
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Usamos a biotecnologia (nanomedicina) e publicamos varios artigos com novas
ferramentas de rastreamento do TCA e dos hormdnios produzidos que néo foram citados
aqui. Da mesma forma desenvolvemos varios aplicativos (programas de computador) que

foram registrados no INPI e foram citados neste memorial.

5. ATIVIDADES DE EXTENSAO

Meu principal trabalho de extensdo esta inserido dentro das duas coortes (Servigo de
informagao a comunidade - COORTES 2006 e 2012) - Banpesq: 2006027673, atrelado
ao projeto de pesquisa "Triagem neonatal, mapeamento da prevaléncia da
mutagdo TP53 R337H por municipio, histérico de cancer, perfil socio-econémico e
alteragdes moleculares associadas com tumores de familias". Hoje ja sdo mais de 30 mil

participantes unidos na mesma base de dados (http://coorte.ippsys.org) de 610 familias,

sendo cerca de 25% portadores de R337H e mais de 95% sao pessoas que nos procuram
sem diagndstico de cancer, mas apenas para entender o que € e o que pode ser feito para
reduzir o risco de cancer. Também importante sdo as perguntas frequentes sobre o risco
de associagdes com o fumo, o alcoolismo, doengas virais, trabalho na agricultura, etc.
Semanalmente damos orientagdo e educagao sobre o significado de ser portador(a) de
uma, duas ou mais mutacdes hereditarias. A comunicacdo e esclarecimentos para estas
pessoas acontece atualmente por meio de grupos whatsapp e telefone. As perguntas mais
comuns sao sobre risco de cancer em relacdo ao sexo e a idade, sobre o que fazer para
reduzir o risco e outras. Trata-se de um trabalho de orientagao e divulgac&o sobre cuidados,

que vai muito além da pesquisa.

Organizei o primeiro Simpdsio Internacional sobre Tumores Pediatricos em 2004 com o
objetivo de divulgar o recém-inaugurado Centro de Genética Molecular e Pesquisa do
Cancer em Criangas (CEGEMPAC-2002) com a participagdo de 12 estrangeiros e 6
brasileiros palestrantes. Este evento foi organizado com aproximadamente 300 inscritos e
aconteceu no auditério principal da FIEP (Avenida das Torres, Curitiba). O ultimo Simpdsio
internacional (outubro de 2016) foi sobre Imunologia do Tumor de Cértex Adrenal com 11
palestrantes internacionais com financiamentos do St. Jude Chilren’s Research Hospital de
Memphis, EUA, do CNRS da Francga, da Associacdo Paranaense de Apoio a Criangca com
Neoplasia e do Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe. Este evento foi organizado
para um pequeno publico de pesquisadores (80 inscritos) no Resort Varandas do Mar em

Sao Francisco do Sul, Santa Catarina.
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Entre estes dois eventos organizei muitos eventos menores, cursos de escrita cientifica em

inglés, e de revisdo sistematica e Meta-Analise.

Revisor de artigos cientificos de varias revistas, incluindo principamente:
1. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism;

Plos Medicine;

Molecular and Celular Endocrinology;

European Journal of Hematology and Oncology;

Peditatric Blood and Cancer

Clinical Cancer Research

Cancer Research

© N o o ~ D

Environmental Health Perspectives
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