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Resumo

O Retinoblastoma é um tumor maligno das células precursoras da retina que resulta de
mutacBes no gene supressor tumoral RB1. Tem uma incidéncia de 1 em 15000-20000
nascimentos, e ocorre em criangas antes dos 5 anos de idade.

Este estudo teve como objetivo avaliar a realizagdo do estudo molecular do gene RB1
para confirmacdo molecular do diagndstico em criangas e adolescentes com histéria pessoal
de retinoblastoma de forma a facilitar o aconselhamento genético.

Estudaram-se dez casos, com antecedentes de retinoblastoma e com idades
compreendidas entre os cinco e 0s 16 anos. Posteriormente foram incluidos 15 familiares.
Todos os individuos receberam aconselhamento genético.

Dos 10 casos, seis (60%) tiveram retinoblastoma unilateral, com uma idade média de
diagnostico de 29,8 meses. Os restantes quatro (40%) tiveram retinoblastoma bilateral, com
uma idade média de diagnostico de 12,7 meses. Foi identificada histéria familiar de
retinoblastoma em trés (33,3%) dos casos. Em seis (60%), dois dos seis com retinoblastoma
unilateral e todos os quatro com retinoblastoma bilateral, foi encontrada uma mutagéo,
incluindo um mosaicismo. Os testes foram tambem efetuados a 15 familiares, tendo sido
identificados oito individuos heterozigotos.

Este estudo enfatiza a importancia do estudo molecular do gene RB1 no plano de
seguimento de todos os casos com retinoblastoma, através da integracdo de uma equipa
multidisciplinar para melhorar a sua vigilancia e proporcionar um aconselhamento genético

adequado ao proprio e aos seus familiares.
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Introducéo

O retinoblastoma (RTB) (OMIM #180200) é o tumor intraocular primario mais
comum em criangas, com origem nas celulas em desenvolvimento da retina, cuja incidéncia
estimada varia entre 1 em 15,000 e 1 em 20,000 nascimentos. Pode ocorrer em qualquer
idade pediétrica,? sendo mais frequente em criancas com menos de dois anos. Na maioria dos
casos, o diagnéstico é feito antes dos 5 anos de idade.'?

O diagnostico é baseado na historia clinica, exame fisico, exame histolégico e exames
imagioldgicos.” Os sinais mais frequentes sdo: a presenca de reflexo pupilar branco
(leucocdria) e estrabismo. A confirmacdo do diagndstico é normalmente feita através da
avaliacdo do fundo ocular usando oftalmoscopia indireta. Outros exames complementares de
imagem, como a ressonancia magnética, a ecografia e a tomografia computorizada, podem ser
pedidos para diagnostico diferencial e estadiamento. Se for realizada enucleacdo, a
histopatologia confirma o diagndstico de RTB.”

O tratamento do RTB depende do estadio do tumor, do numero de focos tumorais
(doenca unifocal, unilateral multifocal ou bilateral), da localizacdo e do tamanho do tumor
dentro do olho, da presenca de sementeira vitrea e da idade da crianca. As opcdes de
tratamento atuais incluem a enucleacdo, quimioterapia (sistémica ou regional), radioterapia
(externa ou braquiterapia com placas episclerais), crioterapia e fotocoagulacdo. Se ndo houver
indicacdo da presenca de células tumorais no exterior do olho, o tratamento é concluido com
sucesso na maioria das criangas. No entanto, um RTB com presenca de metastases apresenta
geralmente um mau prognostico. Ap6s um tratamento com sucesso, as criancas necessitam de
um seguimento regular, para a detecdo precoce de recidiva ou de aparecimento de novo tumor

intraocular.®



Retinoblastoma — do diagnostico ao aconselhamento genético, experiéncia de 16 anos 2013

Cerca de 40% dos RTB sdo hereditarios, resultando de mutacdes germinativas. Os
restantes 60% sdo esporadicos, com origem em mutacGes sométicas. O RTB esporadico tem
geralmente uma apresentacdo unilateral, sendo a idade média de diagnostico de 24 meses. Nas
criangas com RTB hereditario, a idade média de diagndstico é mais precoce, por volta dos 12
meses, e aproximadamente 85% sdo bilaterais.® Em apenas 10% dos doentes com RTB existe
historia familiar de RTB com uma hereditariedade autossomica dominante. Nestas
circunstancias, deve ser realizada avaliacdo oftalmoldgica a todos os familiares em primeiro
grau para identificar possiveis cicatrizes ou tumores quiescentes (retinomas), que também sao
compativeis com doenca familiar e que quase sempre sdo desconhecidos.” Por vezes, para
além do RTB bilateral, desenvolve-se um tumor na regido da glandula pineal correspondendo
a retinoblastoma intracraniano ectdpico, designado neste caso como RTB trilateral.*

Em 1971, Knudson prop0s a hipdtese dos dois eventos mutacionais (“two-hit
hypothesis), os quais teriam de ocorrer num determinado gene para a tumorigénese (Fig. 1).2
Nos tumores esporadicos, ambos os eventos (M1 e M2) sdo adquiridos nas células somaticas.
Nas formas hereditarias, o primeiro evento (M1) é por definicdo germinativo, podendo ser

herdado (em 10 a 15% dos casos) ou ter ocorrido de novo (em cerca de 85% dos casos), sendo

Retinoblastoma hereditario

M1 M2
N P Todas as células predizpostas » Tumor
RB1+* RB1¥ RB1
Retinoblastoma esporiadico
M1/M2
M p  Tumor
RE1+* RE1-

Fig. 1 - Genética do RTB hereditério e esporadico.

N= normal. RB1"*= dois alelos RB1 normais. M1= mutago germinativa. RB1*"= um alelo mutado e um alelo
normal. M2= mutagdo somatica. RB1” = dois alelos mutados. (Imagem adaptada de Dimaras et al. (2012).
Retinoblastoma. The Lancet 379, 1436-1446.)
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assim apenas necessario que ocorra um evento somatico (M2), para o desenvolvimento de
RTB.> Nestas circunstancias, a probabilidade deste Gnico evento somético ocorrer numa
determinada célula é muito maior do que os dois eventos independentes nos dois alelos numa
mesma célula. Isto explica consequentemente a maior frequéncia, precocidade do diagndstico
e numero de focos tumorais observados nos casos familiares em comparacdo com 0s
esporadicos.’

Em alguns individuos, sdo identificados mosaicismos, 0s quais sdo explicados por
fendmenos pds-zigodticos. Nestes casos, a mutacdo ndo estd presente em todas as células, pelo
que a apresentacdo clinica, assim como o risco de transmissdo a descendéncia, vai depender
da percentagem do mosaicismo e da distribuicdo celular.® Mosaicismos estdo presentes em
cerca de 4% dos doentes com RTB unilateral e em cerca de 6% dos doentes com RTB
bilateral.’0
Em 1986 foi identificado um gene no braco longo do cromossoma 13 (13q14.2),
designado por RB1 (OMIM *614041), numa regido onde tinham sido identificadas mutacoes
em criancas com RTB bilateral, confirmando-se assim a suscetibilidade genética do RTB.** E
constituido por 27 exdes, e codifica uma fosfoproteina (pRB) que tem como funcdo regular
um dos pontos de verificacdo (“check point”) do ciclo celular entre G1 e a entrada na fase
8.13

O estudo molecular do gene RB1 encontra-se disponivel hd mais de 15 anos, e a sua
sensibilidade continua a aumentar devido a melhoria continua das técnicas de biologia
molecular. A capacidade de detetar uma mutacdo germinativa em individuos com RTB
bilateral é de cerca de 90% a 95%, dependendo dos métodos utilizados.* Para individuos com
doenca bilateral ou historia familiar conhecida de RTB, o teste molecular é realizado

diretamente a partir de uma amostra de sangue periférico, de forma a identificar mutaces no
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gene RB1. Nos casos com RTB unilateral (sem histéria familiar), o estudo inicia-se pela
anélise do gene RB1 na peca tumoral (quando disponivel apds enucleagdo), seguido da
pesquisa, no ADN extraido do sangue periférico, das mutacGes encontradas no tumor para
determinar se estamos perante um caso hereditario.”> Em cerca de 14% dos casos de RTB
unilateral sem historia familiar, é identificada, no sangue periférico, uma das mutagdes
encontradas no tumor, quer em heterozigotia, (correspondendo a uma mutagdo germinativa),
quer em mosaico (correspondendo a um fenémeno pés-zigético).’

A predisposicdo genética para RTB € autossomica dominante e tem uma
expressividade variavel e uma penetrancia incompleta. A penetrancia € de cerca 90%, isto €,
90% dos heterozigotos terdo RTB e os restantes 10% serdo heterozigotos assintomaticos.
Assim sendo, o risco de um individuo afetado ou de um heterozigoto (assintomatico) ter um
descendente com RTB sera de 45% [50% (risco de transmissdo do alelo mutado) x 90%
(penetrancia)]. °*°

Devido aos avangos recentes nas diferentes modalidades de tratamento do
retinoblastoma, o seu prognostico tem vindo a melhorar e a sobrevida aos 10 anos apo6s o
inicio do tratamento é ja de cerca de 90%."" Neste sentido torna-se crucial ter em atenco as
implicagdes que a predisposicdo genética do RTB podera ter no doente e seus familiares ao
longo da sua vida. Uma das implicacbes € o aumento do risco de segundas neoplasias
(osteossarcomas, sarcomas dos tecidos moles, neoplasias epiteliais, melanoma), cuja
incidéncia em sobreviventes de retinoblastoma hereditario é de 0,5 a 1% por ano, que leva a
que estes doentes devam de ter vigilancia médica adequada ao longo da vida.’**® Para além
disso, familiares assintoméaticos que possuam a mesma mutacdo que o individuo afetado,
beneficiam de um rastreio precoce e adequado para o RTB e outras neoplasias.?

Contrariamente, os familiares em que ndo for encontrada nenhuma mutagéo, ndo requerem



Retinoblastoma — do diagnostico ao aconselhamento genético, experiéncia de 16 anos 2013

uma avaliacdo oftalmoldgica regular, levando a uma reducdo significativa dos custos nos
cuidados de salde e a uma diminuicdo do potencial de morbilidade.’**>* De forma
semelhante, a confirmag@o molecular da doenca permite melhorar o aconselhamento genético
para 0s seus progenitores no que diz respeito a avaliacdo do risco de recorréncia e a
possibilidade de realizacdo de um diagndstico genético pré-implantacdo ou diagnostico pré-
natal molecular (por biopsia das vilosidades coridnicas entre as 11 e as 13 semanas de
gestac&o ou por amniocentese entre as 16 e as 18 semanas). %%

Assim, os testes moleculares revolucionaram o acompanhamento de doentes com RTB
e seus familiares, permitindo o diagndstico e tratamento precoce de outras neoplasias,
eliminando a necessidade de uma vigilancia regular em individuos sem mutacoes
germinativas e facilitando o aconselhamento genético.

A realizacdo deste trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo da realizagdo do
estudo molecular do gene RB1 para confirmagdo molecular do diagndstico clinico de RTB de

doentes seguidos no Hospital Pediatrico Carmona da Mota, em Coimbra, de forma a

promover o aconselhamento genético a toda a familia.
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Materiais e métodos

Foram inseridas neste estudo 10 casos (trés do sexo feminino e sete do sexo masculino)
com idades compreendidas entre os cinco e 0s 16 anos de idade, com histéria pessoal de
retinoblastoma, referenciados ao servico de genética do Hospital Pediatrico Carmona da Mota
pelo servico de Oncologia do mesmo hospital entre Novembro de 2011 e Abril de 2012. Em
trés casos foi identificada também histdria familiar.

Todas as criancas e adolescentes sdo acompanhados no Hospital Pediatrico Carmona
da Mota em Coimbra desde o0 momento do diagnostico, por uma equipa multidisciplinar que
inclui oncologistas, oftalmologistas, otorrinolaringologistas e geneticistas.

Foram posteriormente incluidos no estudo os 15 familiares (dos casos em que foi
detetada uma mutacdo no gene RB1) que solicitaram a realizacdo dos testes genéticos apds
serem devidamente informados sobre a importancia da sua realizacéo.

Inicialmente foi realizada uma primeira consulta em que foi recolhida toda a
informacdo da historia pessoal de RTB e da historia familiar. Todos os individuos incluidos
no estudo foram informados das possibilidades e limitacdes do estudo molecular tendo
concordado com a sua realizacdo. Foram recolhidas amostras de sangue periférico e
realizados os testes moleculares apenas aos individuos afetados. Posteriormente foram
recolhidas amostras de sangue periférico aos familiares dos casos em que foi possivel
confirmar molecularmente a doenca.

O estudo molecular do gene RB1 foi realizado no Departamento de Genética da
University Medical Center Groningen. As sequéncias codificantes (exdes), as sequéncias
intrénicas flanqueadoras, bem como a regido promotora, foram analisadas por sequenciacdo
direta. Para a analise de rearranjos intragénicos (delecGes e duplicacdes de um ou mais exdes)

do gene RB1 foi utilizada a multiplex-ligation dependent probe amplification (MLPA) (MRC
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Holland kit PO47-B1). Estas duas técnicas em conjunto detetam mais de 90% das mutacgdes
germinativas no gene RB1 em doentes com RTB familiar e/ou bilateral.

N&o foi possivel a realizacdo da analise do ADN tumoral em nenhum dos casos, uma
vez que ndo foi possivel ter acesso a nenhuma das amostras tumorais dos doentes em que
houve enucleacédo, devido ao tempo ja decorrido entre o diagnostico e a realizacdo dos testes
moleculares.

Foi obtido o consentimento informado de todos os doentes de acordo com o0s
principios da declaracdo de Helsinquia. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra.

Todos os resultados adquiridos até ao momento foram comunicados aos progenitores
numa ultima consulta, concluindo-se o processo de aconselhamento genético com a

elaboragéo de um relatério de alta com toda a informagé&o.
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Resultados

A tabela 1 resume os dados clinicos e moleculares relativos aos dez casos index. A
idade média do diagndstico é de 19,5 meses, sendo maior (29,8 meses) nos casos com RTB
unilateral e menor (12,7 meses) nos com RTB bilateral. Seis (60%) tiveram RTB unilateral e
quatro (40%) tiveram RTB bilateral. Relativamente a historia familiar, esta foi positiva em
trés doentes (33,3%).

O estudo molecular do gene RB1 identificou uma mutacao em seis doentes (60%), dois
dos seis com RTB unilateral e todos os quatro com RTB bilateral. Em relacdo a historia
familiar destes seis casos, os respetivos heredogramas estdo representadas nas Fig. 2, 3, 4, 5,
6, e 7. Foi realizado estudo molecular em 15 familiares dos seis casos index (incluindo pais,
irmaos, avas, tios e primos) onde se confirmou molecularmente o diagndstico, estando os

respetivos resultados descritos na tabela 2.
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Discussao

Em Portugal, a realizacdo de testes moleculares em familias com RTB ainda nao faz
sempre parte do seguimento destes doentes, devido ao facto de ndo existirem laboratérios
locais que disponibilizem os testes para esta patologia. E util reforcar a importancia da
realizacdo destes testes, uma vez que podem ter grande influéncia ndo s6 no diagnostico mas,
principalmente, no progndstico da doenca.

Os riscos e beneficios da realizacdo de testes de suscetibilidade genética no cancro
dependem da compreensdo da genética do cancro, da precisdo do teste e da disponibilidade
dos portadores da mutacéo para a realizacdo de intervencdes eficazes.?

Analisando os resultados do nosso estudo pudemos constatar uma diferenca na
percentagem de doentes com RTB hereditario (60%), de doentes com RTB ndo hereditario
relativamente aos resultados ja publicados na literatura®®?, facilmente justificavel pela
dimenséo reduzida da amostra (Tabelas 3 e 4). A idade média do diagnostico, tanto no caso
dos RTB bilaterais como no caso dos RTB unilaterais, bem como a percentagem de doentes
com RTB unilateral (60%) e bilateral (40%), foram consistentes com os resultados ja
encontrados na literatura.® Na nossa casuistica, nos doentes com RTB unilateral identificou-se
uma percentagem superior (33,3%) de casos com muta¢do germinativa comparativamente ao
que se encontra descrito na literatura (~14%).° Todos os RTB bilaterais estudados tiveram
confirmacdo molecular, no entanto a diferenca ndo é significativa em relacdo a literatura
(Tabelas 3 e 4).

Em quatro dos seis RTB unilaterais (66,6%) ndo foi detetada nenhuma mutagédo
germinativa, uma vez que, muito provavelmente, corresponderdo a casos esporadicos
resultantes de mutacdes nas células somaticas. Esta percentagem € inferior a que se encontra

descrita na literatura (~86%) o que € justificavel pelo aumento de casos de RTB unilaterais

11
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com mutacdo germinativa no nosso estudo (Tabelas 3 e 4).° Nestes casos teria sido
fundamental fazer o estudo molecular na pega tumoral.

Tendo em conta o objetivo deste trabalho, é importante analisarmos o impacto da
realizacdo dos testes moleculares no doente e na respetiva familia. Em quatro casos (todos
RTB unilaterais e sem antecedentes familiares da doenca), ndo foi encontrada nenhuma
mutacdo na amostra de sangue periférico, ndo sendo por isso necessario realizar testes
genéticos nos pais e irmdos. Nestas circunstancias, no que diz respeito ao aconselhamento
genético, existe um risco empirico de recorréncia de 1 a 2% para outros irméos e de 6 a 50%
para descendentes do individuo afetado, pelo que estd indicado realizar avaliagbes
oftalmoldgicas logo ap6s o nascimento. Ndo é possivel oferecer um diagndstico pré-natal
orientado ou um diagndstico genético pré-implantacéo.

Nos restantes seis casos foi encontrada uma mutacdo tendo sido por isso realizados
testes genéticos em familiares.

Na familia 2 (Fig.3), uma vez que estamos perante um mosaicismo, a mutagao ocorreu
na fase pos-zigotica, ou seja, € uma mutacdo de novo, ndo sendo assim necessario que oS
progenitores realizem os testes moleculares.” N&o existe um risco especifico acrescido de
RTB para outros filhos do casal ou para outros familiares, a ndo ser para a descendéncia de
I11:1 em que a probabilidade de herdar o alelo mutado podera ser de até 50%.

Nas familias 1 (Fig.2), 5 (Fig.6) e 6 (Fig.7), foi encontrada uma muta¢do num dos
progenitores, fazendo com que estes tenham uma probabilidade de 50% de transmitir a
mutacdo & descendéncia.” Tendo em conta que o RTB tem uma penetrancia de 90%, a
probabilidade destes serem afetados € de 45%. Desta forma, a confirmacdo molecular
possibilita oferecer diagnostico pré-natal molecular por biopsia das vilosidades corionicas ou

por amniocentese.?’ Uma outra opgdo para estes casais passa pelo diagnéstico genético pré-

12
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implantacdo, que combina a fertilizacdo in vitro (FIV) com a analise genética de blastdmeros,
selecionando assim os embrides que ndo possuem a mutagdo.?? No caso da familia 6, dever-
se-a também efetuar aconselhamento genético a Il1:2 (heterozig6tico sintomatico), a 1l:4
(heterozigdtico assintomatico) e ao individuo Il:1 que ainda aguarda o resultado do teste
molecular, no entanto tendo em conta o tipo de hereditariedade da doenca (autossdmica
dominante) serd um heterozigético obrigatdrio (assintomatico). O individuo I11:4 devera
também realizar os testes moleculares para que, em caso de positividade, usufrua de
aconselhamento genético.

Na familia 3 (Fig.4), ndo foi encontrada nenhuma mutacdo em nenhum dos
progenitores, podendo ser explicado por uma mutagdo germinativa de novo, o que se verifica
em 85% dos casos. No entanto, uma vez que nao pode ser excluida a existéncia em um dos
progenitores de um mosaicismo gonadal ou de um mosaicismo de muito baixa expressao,
existe um risco especifico de 3 a 5% de RTB para outros filhos deste casal.?*?® Assim, este
casal, se o desejar, podera ser orientado para diagnostico pré-natal molecular ou para
diagndstico genético pré-implantacdo moleculares. O risco de transmissdo da mutacdo para a
descendéncia do individuo I11:1 € de 50% e de 45% de ser afetado.

Na familia 4 (Fig.5), aguardamos o resultado da amostra de um dos progenitores (l1:6).
Se a muta¢do ndo for identificada em nenhum deles o aconselhamento € igual ao da familia 3,
caso seja encontrada em um deles, o aconselhamento deveré ser feito da mesma forma que as
familias 1, 5 e 6.

Tendo em conta alguns estudos de follow-up em doentes com mutagéo germinativa no

gene RB1%3

, individuos com retinoblastoma hereditario possuem um risco aumentado para
outras neoplasias primarias (osteossarcoma, sarcoma dos tecidos moles, melanoma e tumores

epiteliais) que consequentemente se encontram associadas a um aumento da

13
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mortalidade.’®3** Uma vez que néo existe um protocolo especifico para estas neoplasias, é
de salientar a importancia do acompanhamento médico regular nestes doentes para que seja
possivel o diagndstico precoce e um tratamento adequado.

Em concluséo, este trabalho, apesar da reduzida amostra, permitiu reforcar a
necessidade de implementar um protocolo de seguimento e aconselhamento genético em
individuos diagnosticados com RTB, para que se possa agir precocemente com o objetivo de
melhorar o prognostico e qualidade de vida destes doentes e de evitar o aparecimento desta

patologia em outros membros da familia.

14
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Tabela 1

Dados demograficos e mutacdes identificadas em 10 casos com retinoblastoma, encaminhados para o Servi¢co de Genética do Hospital Pediatrico Carmona da Mota,

Coimbra, entre Novembro de 2011 e Abril de 2012.

Clinica no
Doente Idade Sexo _Idad,e d_e momento Lateralidade T_e rapeqtlca Historia familiar Presen(;sil de Mutacdo identificada
diagnostico do instituida de RTB mutacao
diagnostico
Unilateral x Irméo .
1 14 A F 13m - (OD) Enucleacédo (unilateral, OE) Sim ¢.500+1G>A
2 11A F 28m Estrabismo Un(l(I)aSral Enucleacédo - Sim ¢.1072C>T(p.Arg358X)
3 12A M 22m Leucocdria Bilateral EnugeTagé(r)ic()OD) - Sim C.763C>T (p.Arg255X)
4 16 A M 3m Leucocoria Bilateral Enucleg;_?o (OF) - Sim €.1735C>T(p.Arg579X)
- . . Mée .
5 15A M Om Leucocéria Bilateral Crio, QT, Laser (unilateral, OE) Sim €.1858dupA
i . Enucleacéo (OD) Primo . )
6 14 A F 10 m Trilateral Crio, QT (bilateral) Sim €.1696-2A>G
Leucocoria e Unilateral Enucleacédo x
! 12A M 22m estrabismo (OD) QT,RT i Nao i
Leucocoria e Unilateral x
8 IA M 27m estrabismo (OE) QT i Nao i
Descolamen Unilateral Enucleacéo x
9 10A M 4A to de retina (OE) QT,RT i Nao i
10 5A M 22'm Leucocoria U”('(')aga' QT - N30 -

A —anos; m — meses; F — feminino; M — masculino; OD - olho direito; OE — olho esquerdo; QT — quimioterapia; RT — radioterapia; Crio — crioterapia.
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Tabela 2
Resultados dos testes moleculares efetuados em 15 familiares dos 6 casos index.
Familia 1 5 6
Individuos estudados (graude | 11:2 | 11:1 ws | we | s | e | o2 [ oo | omes | k2 | o2 ('#I‘; ('#; (”Tg ('H)
parentesco) (Pai) | (Irméo) (Pai) | (Mé&e) | (Pai) | (M&e) | (M&e) | (Pai) | (Irmd) | (AvG) | (Primo) paterna) | paterna) | paterna) | paterno)
Em Em Em
Resultado do estudo + CUurso curso + + + + + curso
Familiar com historia pessoal
| | | | |

de RTB

+ = Presenca de mutagdo; — = Auséncia de mutagdo; X = Sem familiares estudados; m = Familiar afetado.
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Tabela 3

Percentagem de RTB quanto a lateralidade e & presenca de mutacao germinativa na literatura.

) RTB RTB com mutacgéo germinativa
Literatura
(%) (%)
RTB unilateral 40% ~14%
RTB bilateral 60% 95%

RTB = retinoblastoma.

Tabela 4

Percentagem de RTB quanto a lateralidade e & presenca de mutacdo germinativa na casuistica.

) RTB RTB com mutagio germinativa
Casuistica
(N.° casos/Total, %) (N.° casos/Total, %)
RTB unilateral 6/10, 60% 2/6, 33,3%
RTB bilateral 4/10, 40% 4/4, 100%

RTB = retinoblastoma.
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I1:1

I1:6

Fig. 2 - Familia 1. Encontrada mutacdo em 11:2 e III:1. 1IE Heterozig6tico

assintomatico. [l = Heterozig6tico com RTB. @- Heterozigdtica com RTB.

1I:1 1I:2

/ 1ii:1

O

14

11:7

1I:8

Fig. 3 - Familia 2. 0- Heterozigética com RTB.
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O

II:2 II:3 1I:4 II:5

I:3 I:4
I1:6 1.7

/ IiL:

Fig. 4 - Familia 3. Em 11:5 e 11:6 foi pesquisada a mutacdo com resultado

negativo. H- Heterozigdtico com RTB.

11:1

I1:2

11:3 11:4 I1:5 11:6

ﬂ II:1 11:2

1:7

11:8

Fig. 5 - Familia 4. Encontrada mutacdo em I1.5. M- Heterozigdtico com

RTB. [I| = Heterozigotico assintomatico.
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II:1 I1:2 I1:3 I1:4

/ 11

Fig. 6 - Familia 5. Encontrada mutacéo em I1:2. M- Heterozig6tico
com RTB. @ = Heterozigdtica com RTB.

Vamu() O
I:1 I1:2 1:3 1:4
II:1 11:2 I1:3 II:4 II:5 I1:6 11:7 II:8 II:9 I1:10 II:11 I:12

1163 B | E B 1 B 111:4 1.5 116 117 1118 f 1119 111:10
FIV

Fig. 7 - Familia 6. Encontrada mutacdo em 1:2, 11:4, 11:9 e I11:2. Em 11:6, 11:8 e 111:8 foi pesquisada a mutacdo,
com resultado negativo. ®- Heterozig6tica com RTB. - Heterozigédtico com rTe.= Heterozig6tico
assintomatico. @ = Heterozigotica assintomatica. FIV — Fertilizagdo in vitro.
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