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RESUMO



O céncer de mama (CM) é o tipo de cancer que mais comumente ocorre entre
mulheres, com a estimativa de 49.240 novos casos diagnosticados em 2010 no
Brasil. O CM apresenta fatores de risco conhecidos como idade, fatores
sécio-econdmicos, etnia, exposicdo excessiva a hormodnios, radiacdo, dieta,
exercicios fisicos, historia ginecoldgica e histéria familiar. Além dos fatores de
risco, o CM apresenta fatores de progndéstico mensurados no momento do
diagnéstico e que servem como preditor da sobrevida do paciente. Existem pelo
menos 20 subtipos de CM distintos morfologicamente. O complexo formado pelos
genes FANCD2 e FANCI tem a fungdo chave de co-localizar o sitio nuclear de
reparo para proteinas que diretamente estdo relacionadas a recombinagéo
homologa como BRCAT1, juntamente com FANCJ, RAD51, BRCA2/FANCD1 com
FANCN. A descoberta de que o gene BRCAZ é, na verdade, FANCD1 atraiu
pesquisadores para um novo alvo na corrida para a compreensao da historia
natural da doenga, informacao esta que permitird avaliar a hip6tese dos genes de
reparo de DNA na susceptibilidade ou refratariedade para carcinogénese.
O objetivo do atual estudo foi analisar as principais alteracdes nos genes FANCDZ2
e FANCI utilizando PCR e digestao enzimatica e, paralelamente, rastreamento dos
exons dos genes por meio do sequenciamento automatico. A casuistica foi
formada por 137 mulheres com CM hereditario. Foram encontradas oito alteragcdes
em 33 individuos e cinco variantes exdnicas nao relatadas, novas. Por meio de
analise estatistica, houve a correlacao entre individuos mutados e dados clinicos.
Esse estudo foi de grande valia para a deteccdo de alteracbes que podem
funcionar como estopim para o desenvolvimento do cancer em individuos com CM
com histérico familiar sem mutacbes em genes de alta suscetibilidade,
como também servir para caracterizar um tipo histolégico distinto auxiliando na

terapéutica futura.
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ABSTRACT



Breast Cancer (BC) is the cancer type more commonly occurs among women with
estimative of 49.240 new cases in 2010. The BC presents risk factors as: age,
social-economic factors, ethnicity, hormone exposure, radiation, diet, physical
exercises and familiar history. Besides the risk factors BC has prognosis factors
measured in diagnostic. There’s, at least, 20 subtypes of BC morphologically
different. Corcerning molecular epidemiology, the BC is associated to many genes
and in mutations in various genes as BRCA1 e 2, p53, PTEN. The FANCD2/FANCI
complex have a key function of co-localize motif of DNA repair to proteins that
directly act on homologue recombination as BRCA1 with FANCJ, RAD51,
BRCA2/FANCD1 with FANCN. The discovery the BRCAZ is, actually, FANCD1
gene has leaded researchers to the new target in knowledge of natural history of
disease.The aim of this study was to analyse alterations in FANCD2 and FANCI
genes through PCR followed enzimatic restriction. At same time, was performed
the screening of the genes exons. The casuistic was constituted from 137 women
with hereditary breast cancer. We encountered eight alterations in 25 individuals
and 5 exonic variants not reported. This study was very important with the purpose
to detect alterations can be responsible by the cancer evolution in BC patients
without mutations in high susceptibility genes and to server to characterize a
distinct histological types to future therapeutic.
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1- INTRODUCAO



1.1- Cancer

Cancer é um processo invasivo decorrente da transformacéo celular
envolvendo comprometimento das propriedades de crescimento e diferenciacao
celular (Parkin et al., 1999; ASCO, 2010).

E um distarbio genético provocado por mutacdes em alguns genes que
codificam proteinas capazes de estimular o crescimento celular e divisao.
O tumor denominado maligno quando suas células tém a capacidade de originar
metastases, ou seja, invadir outras células sadias a sua volta, por extenséo direta
ou por disseminagdo a distancia via sangue, linfa ou superficie serosa.
Se essas células chamadas malignas cairem na circulagdo sanguinea,
podem chegar a outras partes do corpo, invadindo outras células sadias e

originando novos tumores (Gyton e Hall, 1998; Stites, 2000).

Os tumores chamados benignos ndo possuem essa capacidade.
Eles possuem um crescimento mais lento, n&o ultrapassando determinado
tamanho, além de n&o se espalharem por outros 6rgaos. S&0 muito comuns na
regido das mamas. Inclusive a maioria dos nédulos que aparecem nessa regiao
sdo tumores benignos, como os cistos e os fibroadenomas, por exemplo.
Os cistos sado nodulos dolorosos e aumentam antes da menstruagao.
Os fibroadenomas nao se transformam em cancer, e, se necessario, podem ser
facilmente retirados através de uma pequena cirurgia, geralmente feita com
anestesia local. (Parkin et al., 1999; Kreiger et al., 1999; McPherson et al., 2000).

O comportamento anormal das células cancerosas € geralmente
caracterizado por mutagdes genéticas, expressdes de caracteristicas ontologicas
ou secrec¢ao anormal de hormdnios ou enzimas. Todos os canceres tém potencial
de invasao ou de metastatizacdo, mas cada tipo especifico tem caracteristicas
clinicas e biologicas que devem ser estudadas para um adequado diagndstico,

tratamento e acompanhamento (McPherson et al., 2000).
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Varios elementos podem causar ou contribuir diretamente para a
ocorréncia de uma sequéncia de eventos que levam ao surgimento do cancer.
O caminho final dos canceres € alguma alteracdo genética que converte uma
célula bem constituida, participante do corpo como um todo, em outra que nao
responde mais aos comandos de uma comunidade de células (Dumitrescu e
Cotarla, 2005; Russo et al., 2000).

Os protooncogenes (oncogenes) e genes supressores de tumores tém
papel decisivo em muitos casos. Substancias quimicas (como benzeno e
nitrosaminas), agentes fisicos (radiagao ultravioleta e gama) e agentes bioldgicos
(virus) contribuem para a carcinogénese em algumas circunstancias (Dumitrescu e
Cotarla, 2005).

As neoplasias sao a terceira maior causa de morte no Brasil, superadas
apenas pelas doengas do aparelho circulatério e pelas causas externas,
como a violéncia. Os motivos que levam ao crescimento da incidéncia do cancer
sdo: 0 aumento da expectativa de vida da populagdo em geral e maior exposigao a

fatores de risco (Dumitrescu e Cotarla, 2005).

No Brasil os registros estatisticos sobre o cancer sao bastante falhos,
e nao retratam a realidade brasileira. Nos ultimos anos ha uma tentativa de dar
maior confiabilidade aos dados divulgados, e esperamos em breve poder
conhecer melhor o que ocorre em nosso pais (Parkin et al., 1999; Edwards et al.,
2002; Inca, Ministério da Saude, 2010).

Quando a prevencgao do cancer através da mudancga de habitos nao é
possivel, a deteccdo precoce € a melhor estratégia para reduzir a mortalidade.
Campanhas de esclarecimento da populacao, e também de profissionais da saude
sao feitas, nesse sentido, mas no Brasil sdo muito falhas (Brinton et al., 1988;
INCA, Ministério da Saude, 2010).

Introducéo
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1.1.1- Protooncogenes (oncogenes) e genes supressores

Os oncogenes sao proto-oncogenes que sofreram mutacgdes ativadoras,
ou seja, que passaram a ter ganho de fungdo ou hiperexpressao.
Uma caracteristica importante dos oncogenes é que eles tém efeito dominante na
célula, ou seja, um unico alelo mutado é suficiente para alterar o fenétipo de uma
célula normal para maligna. Esses genes sdo responsaveis por aumentar a
proliferacdo celular, ao mesmo tempo em que inibem a apoptose, eventos que

podem dar inicio a uma neoplasia (Alberts, 1997).

Por exemplo, o protooncogene c-sis codifica o fator de crescimento
PDGF. Células que contém c-sis ou entdo v-sis (c para celular e v para viral)
alterados produzem altos niveis de PDGF, que se liga aos receptores de PDGF na
superficie das células resultando em uma constante estimulagao para proliferacao
celular. Da mesma maneira, o protooncogene ras codifica proteinas que se ligam
a GTP. Durante a transdugao de sinal a proteina G se liga a GTP que é ativada,
sendo desativada pela clivagem de GTP em GDP, resultando no término do sinal
estimulatério. Formas mutadas de proteinas codificadas pelo protooncogene ras
sdo capazes de se ligar a GTP com eficiéncia, mas incapazes de quebrar essa
molécula. Portanto, células apresentando essa proteina alterada recebem
constantemente sinais estimulatérios, resultando em proliferacdo desordenada
(Andersen, 1996).

Além dos protooncogenes outro tipo de gene esta envolvido no
aparecimento e desenvolvimento de certos tipos de canceres. Esses genes
denominados supressores tumorais, ou antioncognes, atuam de maneira diferente
dos oncogenes. As proteinas codificadas pelos genes supressores estao
envolvidas na repressao do crescimento e divisao das células. Portanto, perda ou
mutacdo nos dois alelos de antioncogenes pode levar ao crescimento
descontrolado devido a remogdo dos mecanismos que regularizam a divisdo

celular.
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1.1.2- Cancer familial e hereditario

O céancer € chamado familial quando existe na mesma familia varios
membros afetados por cancer, com grau de parentesco préximo ou distante e com
tumores semelhantes ou n&o, porém existem diversos fatores ambientais e
genéticos envolvidos no aparecimento destes tumores. Ja os canceres
hereditarios s&o tipos de neoplasias que afetam mais que um 6rgdo ou sistema,
cuja origem esta em genes especificos que se transmitem nas familias (Ellisen e
Haber, 1998).

O risco de uma mulher desenvolver, por exemplo, cancer de mama,
€ aumentado em até trés vezes se um parente em primeiro grau ja foi afetado e
em até dez vezes se mais de um parente em primeiro grau ja foi afetado.
Esses riscos familiares aumentam ainda mais se o inicio da doenga no parente em
primeiro grau afetado tiver sido aos 40 anos de idade ou menos. Diversos estudos
em CM sao realizados em pacientes com canceres esporadico, familial e
hereditario na tentativa de identificar fatores que possam caracteriza-los e

distingui-los para terapéutica futura eficaz (Lewis, 1997).

1.1.3- Modalidades terapéuticas

As principais modalidades terapéuticas s&o: cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e terapia biolégica. A cirurgia € a modalidade mais antiga e definitiva
quando o tumor é localizado em circunstancias anatémicas favoraveis. Em geral é
o tratamento mais importante, que influencia mais na cura do paciente.
Para alguns canceres, no entanto, a cirurgia ndo é suficiente devido a
disseminagao de células cancerosas local ou difusamente. A radioterapia € o mais
utilizado para tumores localizados que ndo podem ser totalmente retirados,
ou para tumores que costumam recidivar localmente apds cirurgia. Pode causar
efeitos colaterais localizados principalmente por lesdo de tecidos normais

adjacentes ao tumor.
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Na quimioterapia, podem ser utilizadas combinacbes de varios
medicamentos diferentes, pois nos tumores ha subpopulagcdes de células com
sensibilidade diferente as drogas antineoplasicas. Os mecanismos de agdo das
drogas sao diferentes, mas em geral acabam em lesdo de DNA celular.
A toxicidade contra células normais é a causa da maioria dos efeitos colaterais
(nauseas, vomitos, anemia e imunossupressao). Pode ser usada como tratamento
principal (leucemias, linfomas, cancer de testiculo), mas normalmente é adjuvante
apos tratamento cirdrgico ou radioterapico, ou paliativo, nas doengas mais
avancadas. Na terapia biolégica usam-se modificadores da resposta biolégica do
préprio organismo frente ao cancer “ajudando-o” a combater a doenca
(linfoquinas, anticorpos monoclonais). Podem-se usar também drogas que

melhoram a diferenciagao das células tumorais (Crum, 1996).

1.2- Cancer de mama

O cancer de mama (CM) é o tipo de céncer que mais comumente
ocorre entre mulheres (22% de todos os canceres) e a segunda causa de morte
em mulheres, depois do carcinoma de pele ndo-melanoma, com a estimativa de
49.240 novos casos diagnosticados em 2010 no Brasil (Dumitrescu e Cotarla,
2005; Inca, Ministério da Saude, 2010).

A incidéncia estimada ao redor do mundo € de aproximadamente um
milhdo de casos com 200.000 relatados nos Estados Unidos da América (EUA) e
320.000 na Europa (Dumitrescu e Cotarla, 2005; Tischkowitz, 2008; Vona-Davis e
Rose, 2009).

O melhor meio para se diagnosticar o cancer de mama € a mamografia,
que é capaz de detectar o tumor antes mesmo que ele se torne palpavel.
Quando o diagndstico é feito dessa forma, ainda no inicio da formagao do tumor,
as chances de cura se tornam maiores, descartando a necessidade de retirada da

mama para o tratamento. Apesar de ser um método eficaz, a mamografia nédo

Introdugéo
45



descarta o auto-exame e o exame feito pelo ginecologista ou mastologista,
ja que alguns nédulos, apesar de palpaveis, ndo sé&o detectados pela mamografia
(McPherson et al., 2000; Dumitrescu e Cotarla, 2005).

1.2.1- Fatores de risco no cancer da mama

O cancer de mama, como muitos dos canceres, apresenta fatores de
risco conhecidos. Muitos destes fatores s&o modificaveis, ou seja, pode-se alterar
a exposicdo que uma pessoa tem a este determinado fator, diminuindo a sua
chance de desenvolver este cancer. Existem também os fatores de protecgao.
Estes sao fatores que, se a pessoa esta exposta, a sua chance de desenvolver

este cancer é menor (Porter, 2009; Anderson, 2010).

Os fatores de risco conhecidos sao: idade, fatores sdcio-econdmicos,
etnia, exposicado excessiva a horménios, radiacao, dieta, exercicios fisicos, historia

ginecoldgica e historia familiar (Deroo et al., 2010; McTiernan et al., 2010).

O cancer de mama € mais comum em mulheres acima de 50 anos.
Quanto maior a idade maior a chance de acometimento por este céancer.

Mulheres com menos de 20 anos raramente tém este tipo de cancer (Kono, 2010).

Fatores sécio-econdmicos também afetam o risco de cancer de mama,
de forma que mulheres de nivel sécio-econdmico mais elevado apresentam risco
maior do que mulheres de nivel mais baixo. Além disso, as mulheres que vivem

nas cidades tém maior risco do que as que vivem no campo (Mujahid et al., 2010).

A etnia também pode ser um fator que define o risco. Mulheres negras
apresentam maior risco de desenvolver cancer na idade inferior a 40 anos,
enquanto mulheres brancas tém risco maior de desenvolver cancer de mama em

idade igual ou superior a 40 anos (Janz et al., 2009).

Terapia de reposicdo hormonal (horménios usados para combater os
sintomas da menopausa), que contém os horménios femininos estrogénio e

progesterona, aumenta o risco de cancer de mama. Anticoncepcional oral
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administrado por muitos anos também pode aumentar este risco. Retirar os
ovarios cirurgicamente diminui o risco de desenvolver o cancer de mama porque
diminui a producéao de estrogénio (EBCTCG, 2005; Chia et al., 2010).

Algumas medicagbes "bloqueiam" a agado do estrogénio e sdo usadas
em algumas mulheres que tém um risco muito aumentado de desenvolver este
tipo de cancer. Usar estas medicacdes (como o Tamoxifeno®) é uma decisdo
tomada junto com o médico avaliando os riscos e beneficios destas medicagdes
(Rugo, 2008; Untch e Thomssen, 2010).

Faz parte do tratamento de algumas doencas irradiar a regido do térax.
Antigamente muitas doengas benignas eram tratadas com irradiagao.
Hoje, este procedimento é praticamente restrito ao tratamento de tumores.
Pessoas que necessitaram irradiar a regido do térax ou das mamas tém um maior

risco de desenvolver cancer de mama (Golubicic et al., 2008; Ng e Travis, 2009).

Seguir uma dieta saudavel, rica em alimentos de origem vegetal com
frutas, verduras e legumes e pobre em gordura animal pode diminuir o risco de ter
este tipo de cancer. Apesar dos estudos ndo serem completamente conclusivos
sobre este fator de protecdo, aderir a um estilo de vida saudavel, que inclui este
tipo de alimentagdo, diminui o risco de muitos canceres, inclusive o cancer de
mama (Pierce et al., 2007; Lof e Weiderpass, 2009).

Exercicio fisico realizado diariamente diminui a quantidade de horménio
feminino circulante. Como este tipo de tumor esta associado a esse horménio,
fazer exercicio regularmente diminui o risco de ter céncer de mama,
principalmente em mulheres que fazem ou fizeram exercicios quando jovens
(Montazeri, 2009; Moros et al., 2010).

Nao ter filhos ou engravidar tarde pela primeira vez (ap6s os 35 anos)
e fator de risco para o cancer de mama. Menstruar muito cedo (com 11 anos,
ou antes) ou parar de menstruar muito tarde expde a mulher por mais tempo aos

horménios femininos e por isso aumenta o risco deste cancer (Lea et al., 2009).
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Concernente a historia familiar, mulheres que tém parentes de primeiro
grau, maes, irmas ou filhas, com cancer de mama, principalmente se elas tiveram
este cancer antes da menopausa, sdo grupo de risco para desenvolver este
cancer (Frank and Critchfield, 2002; Lu, 2008; Schulman, 2010).

1.2.2- Fatores prognosticos no cancer da mama

Fatores progndsticos sdo parametros possiveis de serem mensurados
no momento do diagnostico e que servem como preditor da sobrevida do paciente
(Cianfrocca e Goldstein, 2004; Soerjomataram et al., 2008; Decker et al., 2009).

Em relagdo ao cancer da mama feminino, novos fatores tém surgido na
literatura mundial nos dltimos anos. E certo que bons planejamentos terapéuticos
podem ser feitos com base no estadiamento pelo TNM (descricdo da extenséo
anatbmica da doenga), na idade, na condicdo menopausal e, mais recentemente,
na dosagem dos receptores hormonais. A inclusdo de novos fatores preditivos
certamente proporciona avangos que conduzem a uma selecado ainda melhor dos
pacientes principalmente para terapias adjuntas, podendo mesmo chegar a uma
individualizagdo da conduta terapéutica. Segundo a Uultima classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude existem pelo menos 20 subtipos distintos
morfologicamente de cancer de mama (Organizagdo Mundial da saude, 2010;
Hsiao et al., 2010).

Os estudos, na sua grande maioria, analisam um conjunto de fatores
em populagdes sempre diversas, o que prejudica de certa forma uma comparagao
entre os mesmos. A partir de uma ampla revisdo de estudos contemplando os
mais importantes fatores progndésticos em cancer de mama, tais como tamanho do
tumor, condigcdo dos linfonodos axilares, histéria familiar, grau histoldgico,
nivel soécio-econdbmico, idade, angiogénese, catepsina D, DNA, p53,
micrometastases, receptores hormonais e c-erbB-2, alguns autores objetivam
oferecer uma avaliagédo atual do conhecimento dos mesmos, buscando destacar
sua importancia na pratica clinica diaria (McKenzie et al., 2008; Nielsen et al.,
2009; Dachs et al., 2010).
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1.2.2.1- Fator anatomopatolégico: tamanho tumoral

Sabe-se que o risco de recidiva é tanto maior quanto maior for o
tamanho do tumor inicial da mama. Assim, tumores considerados muito pequenos
(menores que 1cm) séo considerados de bom progndéstico. Os tumores grandes
(maiores que 5cm) tém grande possibilidade de recidivar. Este dado deve ser
analisado em conjunto com os outros fatores prognosticos. De acordo com o
tamanho, os tumores s&o classificados em: T1 (tumor <2cm), T2 (tumor de 2 a
5cm) e T3 (>5cm) (Foulkes et al., 2010).

1.2.2.2- Fator anatomopatoldgico: linfonodos axilares

A remocgao dos ganglios linfaticos da axila € parte da cirurgia no CM.
Se estes ganglios apresentarem células tumorais, significa que estas células ja se
disseminaram a partir do tumor inicial, havendo maior possibilidade de recidiva da
doenga no organismo. Esta possibilidade é tanto maior quanto maior for o nimero
de ganglios da axila afetados pelo tumor. De acordo com numero de géanglios
afetados a classificacdo simplificada ocorre dessa maneira: L1=auséncia de
metastase, L2=metastases em 1 a 3 linfonodos e L3=metastases em 4 ou mais
linfonodos (Tabela 1) (Duraker e Caynak, 2005).
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Tabela 1- Relagédo entre estadios (linfonodos positivos com tamanho tumoral) e
sobrevida no CM

Estadio Taxa de Sobrevida (5 anos)

0 100%

I 98%
A 88%
1B 76%
A 56%
1B 49%

\Y 16%

Fonte: American Cancer Society, 2010.

Nota: Estadio O=carcinoma in situ; Estadio I=tumor com 2cm e néo se dissemina para fora da
mama; Estadio IIA=tumor de 2cm e com disseminagdo para linfonodos axilares;
Estadio [IB=tumor de 2 a 5¢cm com disseminagao para linfonodos axilares; Estadio llIA=sem
tumor na mama e encontrado nos linfonodos axilares ou tumor com 5cm com disseminagao;
Estadio I[lIB=tumor com qualquer tamanho e disseminado para linfonodos axilares;
Estadio IV=disseminacao para outros 6rgaos.

O Sistema TNM para descrever a extensdo anatdmica da doenca esta
baseado na avaliacdo de trés componentes: T-a extensdo do tumor primario,
N-a auséncia ou presenca e a extensao de metastase em linfonodos regionais e
M-a auséncia ou presenca de metastase a distancia. A adicdo de numeros a estes
trés componentes indica a extensdo da doenga maligna. Assim temos: TO, T1, T2,
T3, T4 | NO, N1, N2, N3 | MO, M1. As seguintes definicbes gerais sao utilizadas
(Escobar et al., 2007).
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T- Tumor Primario

TX- O tumor primario ndo pode ser avaliado,

TO- Nao ha evidéncia de tumor primario,

Tis- Carcinoma in situ,

T1, T2, T3, T4 - Tamanho crescente e/ou extensao local do tumor primario.
N- Linfonodos Regionais

NX- Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados,

NO- Auséncia de metastase em linfonodos regionais,

N1, N2, N3- Comprometimento crescente dos linfonodos regionais.
M- Metastase a Distancia

MX- A presenga de metastase a distancia ndo pode ser avaliada,
MO- Auséncia de metastase a distancia,

M1- Metastase a distancia.

1.2.2.3- Fator anatomopatologico: grau tumoral

O estadiamento tumoral correlaciona-se bem com o prognastico clinico.
Os sistemas de estadiamento mais utilizados para o cancer de mama sio a
classificagao de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), a qual foi modificada pelo grupo
de Nottingham (Genestie et al., 1998).

O grau de diferenciacdo é avaliado de acordo com a habilidade do
tumor em originar formacgdes tubulares, glandulares ou papilares. O pleomorfismo

descreve a forma do nucleo. O indice mitético avalia o numero de mitoses
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encontradas na amostra do tumor. A soma dos pontos dos trés componentes
determina os graus: 1 (bem diferenciado), 2 (moderadamente diferenciado)
e 3 (fracamente diferenciado). Pacientes com um escore de SBR de 3 apresentam
um risco relativo de 4,4 comparado com aquelas com um escore de SBR de

1 para tempo livre de doenca por 5 anos (Meyer et al., 2005; Zhang et al., 2010).

1.2.2.4- Fator anatomopatologico: grau histolégico

Aproximadamente 90% de todos os canceres de mama ocorrem nos
ductos ou nos lébulos, 80% de todos os casos iniciam nas células de revestimento
dos ductos mamarios (Figura 1). Este tipo de cancer é chamado de Carcinoma
Ductal. O cancer que inicia nos lobulos € chamado de Carcinoma Lobular e é
bilateral em 30% dos casos. Se a doenga rompe o ducto e atinge os tecidos em
volta, € chamado de infiltrativo ou invasor. A doenga que esta contida dentro dos
ductos é chamada de "in situ", ou seja, € um processo localizado. A evolugao da
doenca "in situ", bem como seu tratamento depende da extensao e localizagao do

processo (Virnig et al., 2010).

Atualmente a maioria dos mastologistas recomenda a ressecgao
cirurgica do Carcinoma Ductal in situ com margem de seguranga seguida de
radioterapia localizada para prevenir sua evolugao para cancer invasor (Sakorafas
et al., 2008).

Outros tipos de Cancer de Mama menos frequentes sdo: tipo medular,
mucinoso, tubular e papilar, correspondendo a menos de 10% de todos os casos.
A Doencga de Paget € um tipo raro de carcinoma in situ que se inicia nos ductos do
mamilo. As células do CM podem migrar para 0S vasOs sanguineos,
vasos linfaticos e linfonodos. Os linfonodos podem se localizar na regiao axilar,
regido supra-clavicular, regidao cervical e mamaria interna. Aproximadamente
95% da drenagem linfatica da mama se dirige para os linfonodos axilares.
Os locais mais comuns de metastases a distancia ou disseminagdo da doenga
sdo: a pele, linfonodos, ossos, pulmdo e figado (Figura 1) (Li et al., 2005;
Anderson et al., 2006; Albrektsen et al., 2010).
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Figura 1- Regides formadoras da mama: vasos linfaticos, ductos, I16bulos

O Carcinoma Ductal in situ (CDIS), ou intraductal, caracteriza-se pela
proliferagdo de células malignas dentro de um ducto, ndo ultrapassando os limites
da membrana basal, ndo invadindo o estroma, associada a uma hipercromasia e
pleomorfismo nuclear, com alteragdo da orientacdo celular do revestimento
epitelial. Essas células podem proliferar e obstruir completamente a luz dos
ductos, causando sua dilatacdo e sua solidificacdo. A medida que a lesdo
progride, estendendo-se através da membrana basal e invadindo o estroma,
transforma-se em um carcinoma invasor (Mokbel e Cutuli, 2006; Patani et al.,
2008) (Figura 2).
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Figura 2- A- Representacdo de um corte transversal da mama com seus
constituintes. Ducto normal e com CDIS. B- Lamina histolégica da
mama com CDIS. Observem que as células nado invadem o

estroma, a lamina basal n&o esta sobreposta.

Na década de 80, nos Estados Unidos, o CDIS representava 2% dos
canceres de mama. Atualmente com o uso do rastreamento mamografico,
a incidéncia dessa patologia aumentou mais de 200% nas mulheres acima de
50 anos, nos ultimos 10 anos. Clinicamente, pode se apresentar como uma massa
palpavel, como derrame papilar ou, mais comumente na atualidade,
como alteragdo mamografica (microcalcificagdbes e formagao nodular

nao-palpavel) (Leonard e Swain, 2004).

O CDIS pode ser dividido, histologicamente, em subtipos:
comedocarcinoma, micropapilar, cribriforme e solido. Em termos de progndstico,
quanto maior o tamanho e o grau de necrose da les&o, maior o seu potencial para
tornar-se invasora. As lesdes do tipo comedocarcinoma apresentam progndstico

menos favoravel comparado aos outros tipos histologicos. Aproximadamente
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25% a 30% das lesdes in situ, nao-tratadas, desenvolvem carcinoma invasor nos

proximos 10 anos (Muggerud et al., 2010).

O Carcinoma Lobular in situ (CLIS) foi primeiramente descrito na
década de 40. Sua incidéncia é baixa, representando em varios estudos
0,5 a 3,6% dos espécimes de bidpsias de mama presumivelmente benignos.
Nao costuma ser palpavel em exame clinico e ndo possui alteragado especifica em
mamografia. A idade média do diagnostico é de 45 anos, e 80 a 90% dos casos
sao encontrados em pré-menopausicas. Essas lesdes tém reconhecida tendéncia
a multifocalidade, sendo que a bilateralidade ocorre em aproximadamente
25% dos casos (Lo et al., 2009).

A lesdo caracteriza-se pela proliferagcdo de células pequenas e
uniformes no interior de ductos terminais e I6ébulos, podendo, algumas vezes,
estender-se a ductos extra lobulares. Suas células apresentam baixas taxas
proliferativas e sdo semelhantes as encontradas na hiperplasia lobular atipica,
porém, nessa, com acometimento menor. Segundo alguns autores,
para caracterizar o CLIS, é necessario que pelo menos metade de um Idbulo
esteja preenchido por células caracteristicas (Reis-Filho e Pinder, 2007)
(Figura 3).
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Figura 3- A- Representacdo de um corte transversal da mama com seus
constituintes. Lobulo normal e com CLIS. B- Lamina histoldgica da
mama com CLIS. Acinos distendidos por uma proliferagéo celular
monomorfa, sem atipias e mitoses. Todas as unidades acinares do
I6bulo estdo comprometidas, mas a l|lamina basal ndo esta

sobreposta

A evolugdo do CLIS pode ser bastante variavel. Aproximadamente
20 a 30% das pacientes apresentarao desenvolvimento de carcinoma infiltrante
em 15 anos, sendo 50% em cada mama, 75% do tipo ductal invasor e 25% lobular
invasor. Baseada nessa evolugao, tal lesdo € reconhecida como um marcador
tumoral, embora alguns autores, recentemente, também lhe tenham atribuido um

carater precursor (Contreras e Sattar, 2009).

O Carcinoma Ductal Invasor (CDI) representa 80% a 90% dos
carcinomas da mama. Na verdade seu diagndstico é por exclusao, feito quando a
lesdo n&o preenche os critérios diagndsticos para os tipos especiais de carcinoma
mamario, sendo classificado como carcinoma ductal infiltrante sem outra

especificagcdo (SOE). Os carcinomas ductais de tipo especial (medular,
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tubular, etc.) compreendem 10 a 20% dos carcinomas invasivos, apresentam
melhor prognéstico quando comparados ao CDI-SOE. Para que uma lesao seja
classificada como de tipo especial, € necessario que ela seja composta quase que
completamente (90% de um tumor) pelas caracteristicas histolégicas do tipo em
questdo. Quando um carcinoma ductal apresenta apenas pequenos focos de um
tipo especifico, o tumor continua sendo classificado como CDI-SOE
(Cristofanilli, 2009; Mego et al., 2010).

(Cortesia LAPEX/Unicamp)

Figura 4- Laminas histologicas de uma bidpsia de mama de uma paciente com
CDI. Estruturas pseudoglandulares, nucleos atipicos e atividade

mitdtica variavel

Macroscopicamente, forma um noédulo solido ou uma area de
condensacao no parénquima, de coloragdo acinzentada ou branquicenta,
em geral endurecidos, com consisténcia de péra verde ao corte (carcinoma

cirroso), o que depende da quantidade de fibrose de estroma, da elastose
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peritumoral e da presenca de necrose e de calcificagdes relativamente grosseiras.
As lesdes podem ser espiculadas ou circunscritas. Aproximadamente um terco
dos carcinomas apresenta margens circunscritas (na mamografia ou na
macroscopia), e esses costumam ter melhor prognéstico (Riethford e
Pantel, 2008).

Histologicamente, o tumor é formado pela proliferagdo de elementos
epiteliais com atipias citolégicas relativamente acentuadas, com uma tendéncia
diversa a formar estruturas pseudoglandulares ou semelhantes aos ductos,
e com atividade mitdtica variavel. A avaliagdo histologica destas caracteristicas
(formagdo de tubulos, atipias nucleares e indice mitético) serve para graduar o
CDI: bem diferenciado (G1), médio grau de diferenciagcdo (G2) e pouco
diferenciado (G3) (Schmitt e Lazar, 2010).

As caracteristicas citolégicas variam muito, podendo ser encontradas
desde células pequenas com nucleos homogéneos até células grandes com
nucleos irregulares e hipercromaticos. Nas margens da massa tumoral, as células
neoplasicas infiltram-se para dentro do estroma e do tecido fibroadiposo e,
com frequéncia, ha uma invasdo dos espacos perivasculares e perineurais,

bem como dos vasos sanguineos e linfaticos (Cristofanilli, 2009) (Figura 4).

O Carcinoma Lobular Invasor (CLI) constitui de 10 a 14% dos
carcinomas mamarios. A idade média ao diagndstico varia de 45 a 56 anos.
A maioria das pacientes apresenta apenas um adensamento ou um
endurecimento local mal definido, por vezes, surgindo como uma nodularidade
palpavel. Em lesdes avangadas, pode haver retracdo de pele e fixacao.
Em geral, as calcificagdes ndo estdo presentes na lesdo, mas podem aparecer em
lesdes benignas adjacentes. O CLI tende a ser freqientemente multifocal e/ou
multicéntrico. A bilateralidade é descrita em 6% a 28% dos casos (Orvieto et al.,
2008).

Histologicamente, a lesdao caracteriza-se pela presenca de células
tumorais pequenas e homogéneas, semelhantes ao carcinoma lobular in situ,

e crescem em "fila indiana" com um padrdo concéntrico, circundando os ductos
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mamarios residuais, com formacao de crescimento "em alvo". Algumas vezes,
observa-se vacuolos de secrecdo no citoplasma das células neoplasicas,
deslocando o nucleo para a periferia da célula, conferindo a célula um aspecto de
células em anel de sinete, sendo, entdo, classificada como um subtipo de
carcinoma lobular invasor, chamado de carcinoma com ceélulas em anel de sinete.
Essa lesdo apresenta mucina intracelular e ndo deve ser confundida com o
carcinoma mucinoso, que possui prognostico bastante favoravel. Em muitos
casos, € possivel identificar um componente de carcinoma lobular in situ.
O prognéstico é semelhante ao CDI-SOE, sendo que o tamanho tumoral e o status
axilar sdo os mais importantes fatores prognosticos (Chivukula et al., 2008;
Ansquer et al., 2010) (Figura 5).

(Cortesia LAPEX/Unicamp)

Figura 5- Lamina de biopsia de paciente com Carcinoma Lobular Invasor. Células

em “fila indiana”

O Carcinoma Tubular (CT) representa um dos tipos especiais de
carcinoma ductal, muito bem diferenciado, constituindo 2% dos carcinomas da

mama. Possui bom prognéstico e, para isso, a lesdo deve ser constituida por,
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no minimo, 75% de elementos caracteristicos; caso contrario é considerado
carcinoma tubular misto. Incidem em mulheres relativamente jovens, entre 44 e
49 anos (Holland et al., 2001).

Geralmente, apresenta-se como tumor pequeno com média de 0,8cm
(em alguns estudos), dificilmente ultrapassando 4cm. O tumor tem consisténcia
firme-endurecida, com coloragao branco-acinzentada e aspecto estrelado ao corte.
Histologicamente, a lesdo € composta por proliferagdo de tubulos glandulares,
de forma irregular, revestidos por uma unica fila de células bem diferenciadas,
homogéneas, frequentemente apresentado secre¢dao apédcrina. O estroma
adjacente aos tubulos é abundante, fibrético e com elastose. Calcificagbes sao
encontradas em 50% dos casos, geralmente no componente intraductal, que pode
ser visto em 60 a 80% dos tumores. A frequéncia de acometimento de linfonodos
axilares € 9% e, quando ocorre, geralmente ndo mais do que trés linfonodos do
nivel | sdo positivos. O prognéstico € extremamente favoravel (Zandrino et al.,
2006).

O Carcinoma Medular (CME) representa até 7% dos carcinomas
mamarios. Ocorre principalmente em mulheres mais jovens (<35 anos), sobretudo
se pertencentes a familias com alteragbes genéticas em BRCA-1 e BRCA-2
(Racz et al., 2007).

Macroscopicamente, s&o tumores bem-delimitados, circunscritos,
densos com 2 a 3cm de didmetro, acinzentados, com consisténcia firme, sendo,
muitas vezes, confundidos, no exame fisico, com fibroadenomas. Pode ocorrer
degeneragao cistica em tumores maiores. Histologicamente é caracterizado por
células pouco diferenciadas, alto indice mitético, presenca de um intenso infiltrado
linfoplasmocitario e um padrao sincicial de proliferagao (tapete solido de células).
Apesar de suas caracteristicas histolégicas de neoplasia pouco diferenciada e
auséncia de receptores hormonais, o carcinoma medular € uma neoplasia com
prognéstico relativamente favoravel (Malyuchik e Riyamova, 2008; Rakha et al.,
2009).
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O Carcinoma Mucinoso (CMU), também conhecido como coléide,
mucoide ou gelatinoso, constitui de 1 a 2% dos carcinomas da mama em geral,
e representa 7% dos carcinomas em mulheres maiores de 75 anos. Caracteriza-se
pela presenca de abundante secre¢cdo mucinosa no tumor (quase totalmente
extracelular), sendo que a quantidade relativa de mucina e de estroma determina
a consisténcia da lesdo, que pode ser macia, gelatinosa ou firme. Usualmente,
o tumor é circunscrito e de aparéncia mucinosa ao corte. O bom prognéstico é
reservado as formas puras de carcinoma mucinoso, sendo muito importante
excluir as formas ndo-puras. Como exemplo disso, aproximadamente 60% dos
carcinomas de mama produzem algum grau de mucina, nao devendo ser
classificados como mucinosos. Também nado deve ser confundido com o
carcinoma de células em anel de sinete (uma variante do carcinoma lobular
invasor), no qual a secregéao ¢é intracelular, ao passo que no mucinoso a mucina é
extracelular. E considerado um tumor de bom prognéstico (Memis at al., 2000;
Fujii et al., 2002; Schwartz et al., 2004).

O Carcinoma Papilifero (CP) constitui de 1% a 2% dos carcinomas
mamarios e caracteriza-se por uma arquitetura papilar do componente invasor e
do intraductal. Ocorre mais frequentemente nas mulheres idosas (idade média
entre 63 e 67 anos). Sua frequéncia € de 46%, sendo que 22% a 34% das
pacientes apresentam derrame papilar. O tumor é circunscrito, podendo ser
lobulado e com um didmetro médio de 3cm ao diagndstico; as vezes, apresenta
componente cistico. Tem crescimento lento, podendo, em alguns casos,
comprometer toda a mama, principalmente quando for cistico e invadir a pele.
Pode haver dificuldade em distinguir histologicamente alguns papilomas
papiliferos intraductais de um papiloma dos ductos. Também é considerado um

tumor de prognéstico bom (Neve et al., 2006; Carey, 2010).

Carcinoma Inflamatoério (Cl) constitui de 1 a 3% dos canceres de
mama, sendo uma de suas formas mais agressivas, cuja apresentacgdo clinica
caracteriza-se pelo predominio dos fenédmenos inflamatérios da pele da mama

(flogose, eritema, aumento da temperatura local e nitido edema com
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espessamento cutaneo). Essa apresentacdo clinica resulta da embolizagao
tumoral em vasos linfaticos dérmicos. O quadro pode evoluir para lesdes

ulcerativas (Charafe-Jauffret et al., 2008).

A maioria das pacientes possui um carcinoma invasivo subjacente,
geralmente de volume grande e de localizagao central. De fato, tal carcinoma nao
representa um tipo histologico, e sim uma entidade clinica. Usualmente,
o tipo histoléogico de origem €& o carcinoma ductal invasor e, raramente,
um carcinoma lobular invasor ou mucinoso. O tumor do carcinoma inflamatério é
classificado com um T4. Histologicamente caracteriza-se por uma invasao dos
linfaticos da derme e, as vezes, o diagndstico clinico ndo encontra correlagcéo na
histologia. O prognostico dessas lesdes é ruim. Com a entrada da quimioterapia
neoadjuvante no tratamento do carcinoma inflamatério, a taxa de sobrevida em

cinco anos chega até 50% (Bertucci et al., 2010).

A Doenca de Paget (DP) representa 0,7 a 4% dos canceres de mama.
Caracteriza-se por alteragao unilateral do mamilo e/ou da aréola, que pode incluir
vesiculas areolares recorrentes, eczema eritematoso cronico, lesao psoriatica e
até uma lesédo erosiva. Prurido e aumento da sensibilidade séo frequentes.
Geralmente, a lesdo aparece na papila, estendendo-se a aréola e, raramente,
a pele adjacente. Em praticamente todos os casos, é encontrada uma leséo
maligna subjacente, sendo o carcinoma intraductal em 65% e o carcinoma ductal
invasor em 30% das vezes. Aproximadamente 60% das pacientes com doencga de
Paget apresentam massa palpavel, e as demais, geralmente, apresentam

mamografias alteradas (Takahashi e Yamamoto, 2004).

O diagnostico de Paget é realizado na microscopia em que se
identificam células claras grandes com nucleos atipicos, denominadas células de
Paget, concentradas na membrana basal da epiderme. A origem dessas células é
controversa. A teoria mais aceita € a de que a célula migraria de um tumor
intraparenquimatoso através dos ductos até o epitélio papilar. Outra hipdtese
sugere o inverso: que a célula maligna originar-se-ia da propria epiderme.

O estadiamento depende do tamanho da lesdo. Quando a lesao esta restrita a
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papila, sem massa tumoral ou carcinoma invasor associado & classificada como
Tis. (classificagdo TNM). O progndstico e o tratamento dependem da presenca ou

nao de lesdo subjacente (Sakorafas et al., 2001).

O Tumor Fildide, antigamente chamado de cistossarcoma filodes,
€ uma neoplasia composta por elementos epiteliais e mesenquimais de
comportamento bastante variavel. Nao € muito frequente, representando
2% - 3% dos tumores fibroepiteliais. Apresenta maior frequéncia entre os 30 e
40 anos de idade (Parker e Harris, 2001; Carey, 2010).

1.2.2.5- Fator biolégico: receptores hormonais

Os receptores hormonais, Receptor de Estrogeno (RE) e Receptor de
Progesterona (RP) s&o proteinas presentes ou ndo nas células tumorais
(Figura 6). A presengca de uma ou de ambas as proteinas caracteriza o tumor
como sendo "receptor positivo". A presenca delas mostra que o mecanismo
hormonal presente nas células normais da mama esta, ao menos parcialmente,
preservado nestas pacientes. Isto confere a esses tumores uma menor
agressividade. A presenga dos receptores possibilita o uso da hormonioterapia
nestes casos. O tratamento, a base de hormobénios ou anti-hormoénios,
€ bem menos toxico do que a quimioterapia convencional, e muitas vezes pode
ser o unico usado nestas mulheres. J4 os tumores chamados de "receptores
negativos" costumam ter comportamento mais agressivo; a hormonioterapia
geralmente nao é usada nestes casos e, em geral, a quimioterapia € indicada para
o tratamento destas pacientes (Prat e Baselga, 2008; Rastelli e Crispino, 2008;
Buzdar, 2009).

O tamoxifeno € uma substancia anti-estrogénica nao-esteroidal utilizada
na terapia adjuvante do cancer de mama. Seu uso foi aprovado em 1978.
E a principal terapia endécrina adjuvante em pacientes com cancer de mama e

também vem sendo utilizado na prevengao do cancer em pacientes saudaveis sob
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alto risco. O tamoxifeno ¢é considerado, primariamente, um antagonista
estrogénico. Parece exercer seu efeito através do bloqueio do sitio de ligagao do
estrogénio no receptor tecidual. Entretanto, dependendo da orientagdo de sua
cadeia lateral, pode apresentar tanto atividade agonista como antagonista - na
conformagdo trans € anti-estrogénico e na conformagdo cis tem atividade
estrogénica predominante. Além disso, seu efeito parece depender do estado do
receptor estrogénico, dos niveis de estrogénios circulantes e do tecido alvo
(Ellis et al., 2008; Nagar, 2010).

Fonte: http://wikisenology.wikispaces.com/C%C3%A1ncer+de+mama.+Hormonoterapia
Figura 6- Efeitos ndo genémicos do Receptor de Estrogeno na membrana

Nota: O estradiol 17- (E2) se une a receptores de membrana (REm) e ativa diferentes cascatas
de sinais que podem diretamente ou por comunicagdo cruzada estimular a ativagdo de
mecanismos gendmicos. Entre os efeitos mediados por esse receptor estdo a ativagdo de

canais de Ca®', proteinas G, ativagédo de quinases.
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1.2.2.6- Fator bioldgico: proteina c-erbB-2

A proteina c-erb-B2 é produto de um oncogene (HER-2) que,
quando ativado, torna a célula muito susceptivel a agao de fatores de crescimento
(Figura 7). Sua presenca, se detectada na superficie das células tumorais é
considerada fator de mau progndstico. As pacientes que apresentam esta proteina
em geral sdo tratadas com quimioterapia mais agressiva. Por outro lado,
as pacientes que expressam esta proteina dispdem de mais um tipo de tratamento

para sua doencga (Azim e Azim Jr, 2008; Amar et al, 2010).

O Trastuzumab (HERCEPTIN®), um anticorpo  monoclonal
recombinante contra HERZ2, tem atividade clinica em cancer de mama avangado
que superexpressa c-erb-B2. Um grupo de pesquisadores investigou a eficacia e
segurancga do trastuzumab apos excisdo de cancer de mama em estagio inicial e

conclusao do tratamento com quimioterapia.

Este estudo randomizado, multicentro, internacional, comparou um ou
dois anos de trastuzumab dado a cada trés semanas com observacido em
pacientes com HERZ2-positivo e cancer de mama com linfonodo positivo ou
negativo que tinham concluido a terapia loco-regional e pelo menos quatro ciclos

da quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante (Piccart-Gebhart et al., 2005).

Havia dados disponiveis de 1694 mulheres randomicamente
designadas para dois anos de tratamento com trastuzumab, 1694 mulheres para
um ano de trastuzumab e 1693 mulheres para observagdo. Neste estudo,
foram relatados os resultados somente dos dois ultimos casos. Na primeira analise
interina planejada (acompanhamento mediano de um ano), 347 eventos
(recorréncia de cancer de mama, cancer de mama contralateral, doenga maligna
secundaria ndo de mama ou morte) foram observados: 127 eventos no grupo do
trastuzumab e 220 no grupo de observacgao. A razao de risco n&o ajustada para
um evento no grupo do trastuzumab, em comparagdo com o grupo de observagéo,
foi de 0,54 (intervalo de confianga de 95%: 0,43 a 0,67; p<0,0001 pelo teste

log-rank, cruzando o limite da andlise interina), representando um beneficio
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absoluto em termos de sobrevivéncia livre de doengca em dois anos de 8,4 pontos
de porcentagem. A sobrevivéncia total nos dois grupos néao foi significativamente

diferente (29 mortes com trastuzumab vs. 37 com observagao).

Uma cardiotoxicidade grave se desenvolveu em 0,5% das mulheres que
foram tratadas com trastuzumab. Os autores concluiram que um ano de
tratamento com trastuzumab apdés quimioterapia adjuvante melhorou
significativamente a sobrevivéncia livre de doencga entre as mulheres com cancer
de mama HER2-positivo (Piccart-Gebhart et al., 2005).

Muitos estudos foram realizados para se analisar a eficacia do anticorpo
trastuzumab em mulheres HERZ2-positivo e com neoplasia de mama mais
agressiva (Romond et al., 2005; Baselga et al., 2006; Viani et al., 2007;
Madarnas et al., 2008; Harbeck et al., 2010).

Estlmulu pa
crescimento

Fonte: http://examearacatuba.com.br/informativos/boletim1006/cancer_mama.htm.

Figura 7- Células tumorais com hiperexpresséo da proteina de membrana HER-2
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1.3- Epidemiologia molecular no cancer de mama

Aproximadamente 5 a 10% dos cénceres de mama apresentam um
padrao de heranca familiar, que nesses casos, se manifesta em idade precoce e é
frequentemente bilateral, mas é impossivel avaliar com precisdo toda a variedade
de fatores de suscetibilidade ao cancer que podem ser herdados através dos
milhares de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs-single nucleotide
polymorphisms) que diferem entre individuos. Tais alteragbes podem ser t&o sutis
que somente em condigdes especiais, genéticas ou ambientais,
tais suscetibilidades podem ser identificadas (Dumitrescu e Cotarla, 2005;
Edlich et al., 2008; Melchor et al., 2008; Frio et al., 2010).

O cancer de mama familial esta frequentemente associado a outros
tumores, como ovario, colon, prostata, tiredide e tumores linfaticos, estando
estatisticamente correlacionado a varios genes ou ainda mutagbes em varios
genes, entre eles BRCA1 e 2, p53, PTEN além de genes de suposta,
mas ndo comprovada fungdo. Estudos sugerem que os genes envolvidos no
reparo do DNA e manutengédo da integridade do genoma estdo implicados na
protecdo contra as mutagdes que conduzem ao cancer (Jiricny et al., 2000;
Prochaska et al., 2006; Edlich et al., 2008; Banneau et al., 2010).

A hereditariedade exerce um papel fundamental na etiologia do céncer.
Uma vez descobertos os genes responsaveis pelas diversas sindromes de cancer
hereditario, € possivel tracar condutas mais apropriadas tanto do ponto de vista
diagndstico quanto terapéutico para cada paciente, o que pode ser crucial para o
seu prognostico. O aconselhamento genético € fundamental nesses casos,
proporcionando medidas adequadas a fim de reduzir a morbi-mortalidade e
melhorar a qualidade de vida do paciente em questdo (Willard et al., 2005;
Campeau et al., 2008; Rogowisk et al., 2009; Scheuner et al., 2010).

A proporgdo de familias com mutagdes nesses genes ainda é
desconhecida mas estudos de epidemiologia molecular indicam que 45% dos

canceres de mama familiais sdo ligados a outros tipos de genes que nédo os
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BRCA1 e 2. Devemos levar em consideragdo que muitos estudos
espidemiolégico-moleculares utilizam técnicas que identificam somente mutagdes
especificas e ndo analisam completamente o gene. Por isso a necessidade de,
juntamente com a analise de alteragdes especificas, a triagem completa do gene
(McPherson et al., 2000; Russo et al., 2000; Dumitrescu e Cotarla, 2005).

Além dos genes de alta suscetibildade, como BRCAT1 e 2, outros genes
estdo envolvidos no desenvolvimento do cancer de mama como TP53, PTEN,
ATM, CHEKZ2, LKB1 (Byrnes et al., 2008; Holstege et al., 2009; Nath-Sain et al.,
2009; Bakarakos et al., 2010).

1.3.1- Breast cancer 1 e 2 (BRCA 1 e 2)

O gene BRCAT1, localizado no cromossomo 17921, codifica uma
proteina nuclear de 220kDa que participa da regulagéo do ciclo celular das células
epiteliais da glandula mamaria. O BRCA1 é considerado um gene supressor
tumoral porque mutagdes nele levam a um defeito no reparo de danos ao DNA e
instabilidade genética que favorecem a tumorigénese. As mutagdes hereditarias
no BRCAT estdo presentes em cerca de 40% dos casos de cancer de mama
familial. Os pacientes com mutacdo no BRCAT apresentam menor tempo de
sobrevida livre de doenga e maior taxa de mortalidade, assim como maior
tendéncia a bilateralidade. Os carcinomas associados a mutacées no BRCAT
apresentam perfil fenotipico caracteristico. Tipicamente sdo carcinomas pouco
diferenciados, apresentam elevado grau nuclear e alta taxa proliferativa.
Além disso, geralmente sdo negativos para receptores de estrogeno e c-erbB-2,
mas positivos para o p53. Embora mutagbes no BRCAT sejam raras nos
carcinomas mamarios esporadicos, a perda de expressdo do RNAm e da proteina
codificada pelo BRCAT é frequente nos carcinomas nao-familiais, provavelmente
devido a fatores epigenéticos. A importancia prognostica desses achados,
entretanto, ainda n&o esta bem estabelecida (Brody, 1998; Hall, 1990; Li,1995;
Narod, 2005; Bordeleau et al., 2010).
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A mutacdo do BRCA1 mais estudada é a 185delAG, comum em
mulheres Askenazi. Tal mutagdo parece ter sido originada ha 600 anos e
transmitida, através do “efeito fundador” a grande parte da populagdo de judeus
Askenazi. Desta forma, esta mutagcao é observada em 29-45% dos canceres de
ovario em uma populacao Askenazi de Israel. As 3 principais mutagdes do cancer
de mama (185delAG, 5382insC no BRCA1 e 6174delT no BRCA2) juntas sao
responsaveis por cerca de 1/4 dos canceres familiais de mama. O BRCAT é
extremamente longo, contendo mais de 100.000pb de DNA gendmico e 23 éxons,
o que dificulta enormemente a detecgdo de mutagdes no diagndstico dos casos
familiares. Associado a esta dificuldade, mais de 100 mutagdes ja foram descritas
e este numero continua a se expandir, a medida que novos trabalhos s&o
publicados (Narod, 1991; Privat et al., 2009).

O BRCAZ também é longo, cerca de 70.000pb de DNA gendmico e as

dificuldades de sequenciamento sdo semelhantes (Wooster, 1994; Brody, 1998).

Estudo de Howlett et al. (2002) demonstrou ser o gene FANCD1 o
proprio gene BRCA2. O gene FANCD1 é um dos treze genes relacionados ao
disturbio genético denominado Anemia de Fanconi, relatado a seguir. A sequéncia
do BRCAZ2 foi determinada em um paciente pertencente ao grupo D1 de
complementacdo e mostrou a presenga de duas mutagbes truncadas.
O interessante € que homozigotos do gene BRCAZ2 nunca foram descritos,
uma vez que acreditava-se que esta combinagao fosse letal. A confirmacao de
que o FANCD1 ¢é realmente o BRCAZ2 foi realizada pela analise de
complementagdo das células FANCD1 com cDNA do gene BRCA2.
O gene, de 27 éxons, esta localizado em 13q12-13 e produz uma proteina de
384kD. (Meetei et al., 2003; Rodriguez, 2003; Stewart e Elledge, 2002;
van der Heijden et al., 2003; Wang e D’andrea, 2004).

O risco de um portador de mutagdes nos genes BRCAZ2/FANCD1
desenvolver cancer depende da penetrancia da mutacdo especifica da familia
analisada mas esta estimado em cerca de 67 a 90% durante toda a vida com
idade média de 45 anos. Algumas mutacbes de baixa penetrancia apresentam

historias familiais minimas (Dumitrescu e Cotarla, 2005).
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1.3.2- Phosphatase and tensin homolog (PTEN)

O gene PTEN é um supressor de tumor, localizado no cromossomo
10g22-23. Codifica uma fosfatase citoplasmatica que defosforila o segundo
mensageiro PIP3, inibindo a proteina-quinase AKT, responsavel pela transdugao
de sinais de sobrevivéncia e proliferagao celular e inibigdo de apoptose (Ellisen e
Haber, 1998). Foram observadas mutagbes somaticas ou perda de heterozigose
(LOH) em tumores esporadicos, como cancer de mama. Na sindrome de Cowden,
as mutagdes sao detectadas entre 13% e 80% dos casos. As mutagdes podem ser
pontuais, insergcoes e delecdes. O “hot spot” estda no éxon cinco, que codifica o
centro ativo da enzima fosfatase. Nao foi determinada relagao fendtipo-gendtipo
até o momento. O gene PTEN também esta mutado em pacientes com a sindrome
de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRR) (Dumitrescu e Cotarla, 2005; Chacko et al.,
2005; Banneau et al., 2010).

1.3.3- Tumor protein P53 (TP53)

O gene supressor de tumor TP53 situa-se no brago curto do
cromossomo 17, na posigédo 13.1." O produto do gene € uma fosfoproteina nuclear
de 53kDa com capacidade de se ligar especificamente ao DNA e ativar a
transcricdo. Os mecanismos moleculares segundo os quais a p53 funciona
normalmente e como estes mecanismos sdo alterados durante a tumorigénese
ainda ndo sdo completamente compreendidos. Nos ultimos anos,
varias evidéncias experimentais tém demonstrado que a proteina p53 selvagem
pode regular negativamente a proliferagdo celular. Um dos genes induzidos pela
p53 é o p21/WAF1, um inibidor de CDKs. A p53 normal pode induzir p21,
que inibe cdk4, resultando em defosforilagdo do Rb e, consequentemente, inibigao
do ciclo celular. Em resposta a danos no DNA a p53 leva a uma interrupcao
temporaria do ciclo celular na fase de transi¢cao de G1 para S, permitindo a célula
reparar a integridade de seu genoma. Quando os danos no DNA sao irreversiveis
e nao podem ser reparados, a p53 induz a célula a entrar em apoptose (Ellisen e
Haber, 1998; Dumitrescu e Cotarla, 2005; Shirley et al., 2009).
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1.3.4- Ataxia telangiectasis mutated (ATM)

O gene ATM é um gene supressor tumoral localizado no brago longo do
cromossomo 11 (11922.3). A proteina ATM tem fungao de quinase e interage com
as proteinas de progressdao do ciclo celular BRCA1, p53, CHEK2,
com as proteinas de checagem RAD17, RAD9 e a proteina de reparo do DNA
NBS1. O gene ATM é expresso como resposta apds o dano ao DNA causado por
radiagdo ionizante, com a fungdo de interrupcdo do ciclo celular.
A proteina-quinase ATM, junto com a proteina-quinase ATR, é tida como um dos
principais controladores dos caminhos de sinalizagdo do ciclo celular necessarios
para o reparo do DNA e para a estabilidade do genoma. Varios estudos
demonstram a associagao entre a mutacdo de uma das copias do gene ATM e
cancer de mama. A ataxia-telangiectasia é causada pela mutagédo das duas cépias
do gene ATM. Nessa condigdo, ocorre degeneragdo do cerebelo, por morte
aumentada e inadequada das células de Purkinje, e atelectasias cutaneas
(Johnson et al., 2007; Walsh e King, 2007; Turnbull e Rahman, 2008; Wang et al.,
2010).

1.3.5- CHKZ2 checkpoint homolog (S. pombe) (CHEKZ2)

O gene CHEK?2 esta localizado no brago longo no cromossomo 22 na
posicao 12.1. Cell-cycle-chekpoint kinase 2 (CHEK?2), anteriormente denominado
CHK2, € um homodlogo humano do Cd1e Rad53 da levedura, e € um dos
mediadores da resposta ao dano do DNA. CHEK?Z é parte da via do p53, e modula
a fungcéo do p53 através da fosforilagdo em resposta do dano do DNA, levando a
parada do ciclo em G1. CHEKZ2 também regula a fungao da proteina BRCA1 apos
o dano no DNA. A proteina CHEK2 ¢é ativada através da fosforilagdo via ATM em
resposta a quebras na dupla-fita do DNA, Assim, CHEKZ2 é um componente de
uma rede que controla o ciclo celular e o reparo do DNA. Mutagdes germinativas
no CHEK?2 estao associadas a sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer,

e também foram observadas mutagdes somaticas em diversos tumores,
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tais como pulmdo, ovario, sarcomas, linfomas, e também na sindrome
mielodisplasica (Vahteristo et al., 2002; Bell et al., 2007; Weischer et al., 2008;
Gronwald et al., 2009).

Estudos demonstraram que uma variante protéica truncada, 1100delC,
estda associada a um maior risco de cancer. Meijers-Heijboer et al. (2002)
identificaram a variante CHEK2 1100delC em 5,1% dos individuos com cancer de
mama de 718 familias sem mutag¢des nos genes BRCA1 e BRCAZ2. Estes autores
estimaram que a mutacdo CHEKZ2 1100delC levava a um aumento de duas vezes

no risco de cancer de mama.

Para verificar a associagao entre a mutagdo CHEKZ2 1100delC e cancer
de mama, o CHEKZ2 Breast Cancer Case-Control Consortium (2004) avaliou
10 estudos caso-controle, que incluiram aproximadamente 11.000 casos e
9.000 controles. A prevaléncia geral da mutacao entre os controles foi 0,71%,
mas foram observadas variagbes substanciais. A frequéncia mais elevada foi
observada em estudos finlandeses (1,3%) e a frequéncia mais baixa foi
encontrada em estudos australianos (0,14%). A prevaléncia da mutacéo entre os
casos variou entre 0,68% (estudo australiano) e 3,8% (estudo holandés).
A odds ratio (OR) geral foi 2,34 (IC 95% 1,72-3,20). Em todos os 10 estudos,
a OR estimada foi superior a um, ainda que o excesso de risco tenha sido
significativo apenas no estudo ABC e no PROSPECT (Meijers-Heijboer, 2002).

A OR associada com a CHEK2 1100delC foi 7,91 para casos
diagnosticados antes dos 30 anos; 2,65 no grupo com cancer diagnosticado entre
30 e 39 anos; 2,80 no grupo com diagndstico entre 40 e 49 anos; 2,13 no grupo
com diagnostico entre 50 e 59 anos; 1,95 no grupo entre 60 e 69 anos; e 1,82 no
grupo com diagnéstico aos 70 anos ou mais. Assim, do total de casos de cancer
de mama genotipados para CHEKZ2 1100delC, 67 eram portadoras de mutagdes
no BRCA1, e 63 eram portadores de mutacdo em BRCA2. Nenhuma das
portadoras de mutagdo nestes genes eram portadoras de mutagdo no CHEKZ2
1100delC.
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1.3.6- Serine threonine kinase 11 (STK11//LKB1)

LKB1 (também conhecido como STK71) € um gene supressor de tumor
identificado recentemente cuja mutagao pode levar a Sindrome de Peutz-Jeghers,
que se caracteriza por polipos gastrointestinais e cancer de diversos sistemas
organicos. Aproximadamente 30% das amostras de cancer de mama esporadico
expressam baixos niveis de LKB1. Isto sugere que o gene LKB1 pode estar
relacionada a tumorigénese do cancer de mama (Shaw, 2009).

Um estudo reintroduziu LKB1 em MDA-MB-435 células cancerosas da
mama que nao expressam o0 gene LKBT para investigar como a superexpressao
de LKB1 afeta a invasdo tumoral e metastase. A superexpressdo da proteina
LKB1 nas células do cancer de mama resultou em significativa inibicado da invaséo
in vitro. In vivo, a expresséo de LKB1 esta relacionada ao crescimento reduzido do
tumor na gordura mamaria, densidade microvascular e metastase pulmonar.
A superexpressao LKB1 foi associada com baixa-regulacdo da metaloproteinase
de matriz-2, metaloproteinase-9, do fator de crescimento endotelial vascular e
fibroblasto basico mRNA do fator de crescimento e niveis de proteina.
A superexpressao da proteina LKB1 no cancer de mama humano esta
significativamente associada com diminuicdo da densidade de microvasos.
Esses resultados indicam que LKB1 desempenha um papel regulador negativo no
cancer de mama humano, uma descoberta que pode levar a uma nova estratégia
terapéutica (Fenton et al., 2006; Taliaferro-Smith et al., 2009; Saxena e Sharma,
2010).

1.4- Os genes FANCD2 E FANCI e o cancer de mama

A descoberta de que o gene BRCAZ2 era o gene alterado em individuos
pertencentes ao grupo de complementacdo FA-D1 e a identificagcdo dos genes
BRIP1 (BRCAT Interacting Protein) e PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2)
como o0s genes dos grupos de complementacédo FA-J e FA-N respectivamente,
estabeleceu uma ligacéo entre cancer de mama e Anemia de Fanconi (Zdzienicka
et al., 2002; Chen et al., 2008; de Nicolo et al., 2008; Ameziane et al., 2009).
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Estudos avaliaram o risco para CM em mulheres heterozigotas para
alteragcbes em FANCJ e FANCN e relataram um aumento de 2% no risco de
desenvolvimento dessa neoplasia em individuos BRCA1 e 2 negativos (Seal et al.,
2003; Rahman et al., 2007).

Pesquisas baseadas na observagdo de camundongos Knockout para
FANCD2 e FANCI sugerem que mutagdes nesses genes desempenham um
importante papel no desenvolvimento do cancer de mama (Seal et al., 2003;
Lewis et al., 2005; Barroso et al., 2006; Parmar et al., 2009).

Poucas foram as pesquisas realizadas na analise do complexo génico
FANCD2 e FANCI.

1.4.1- Anemia de Fanconi (AF) e o complexo FANCD2/FANCI

A AF foi descrita pela primeira vez em 1927. Desde entdo, mais de
1300 casos foram relatados (Fanconi, 1927; Alter, 1996; Wang e D’Andrea, 2004).

A AF é caracterizada por multiplas anomalias congénitas, progressiva
falha da medula d6ssea e alto risco para desenvolvimento de cancer
(Wang e D’Andrea, 2004).

A doenca é denominada também de Sindrome da Instabilidade
Cromossbmica. As células de pacientes com AF sao caracterizadas por
hipersensibilidade para quebras cromossémicas por agentes clastogénicos como,
por exemplo, Mitomicina C (MMC), Diepoxibutano (DEB), cisplatina e
ciclofosfamida (Auerbach, 2003; Esmer et al., 2004).

Estas quebras cromossémicas, descritas por Schroeder et al. (1964),
sdo visiveis microscopicamente através da analise citogenética de metafases,
tornando, esta caracteristica, base para um teste diagnostico eficaz.
Este espontaneo dano do cromossomo é causado devido a perda ou demora na

fase S ou G2 do ciclo celular.
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A mais importante das caracteristicas clinicas na AF € a hematoldgica;
a incidéncia de anemia aplastica (falta de todos os tipos celulares do sangue),
da Sindrome Mielodisplasica (MDS) e da Leucemia Miel6ide Aguda (AML) é alta
em homozigotos. Para aqueles pacientes que alcangarem a idade adulta,
existe um risco aumentado para o desenvolvimento de tumores sdlidos,
principalmente tumores hepaticos, e carcinomas de células escamosas de
es6fago, orofaringeo e da vulva. Ha trés mecanismos que podem predispor os
pacientes com AF ao desenvolvimento de neoplasias: o defeito no reparo do DNA,
o defeito na detoxificagcdo de radicais de oxigénio e a imunodeficiéncia
(Auerbach e Allen, 1991; Butturini et al., 1994; Alter, 1996; Garcia et al., 2008;
Auerbach, 2009).

A expectativa de vida dos pacientes é reduzida para, em média,
24 anos. As principais causas da morbidade e mortalidade sdo a anemia aplastica,
mielodisplasia, Leucemia Mieldide Aguda e tumores solidos em idade mais
avancada, desde que o paciente consiga sobreviver as malignidades
hematoldgicas da infancia. Os portadores heterozigotos s&o assintomaticos
(Kutler et al., 2003).

Foram relatados, até recentemente, 13 grupos de complementagao,
determinados por hibridagdo de células somaticas (Figura 8). Sdo eles: FA-A, B,
C, D1, D2 E F G, 1,J,L, M e N e treze genes foram descobertos (van der
Heijden et al., 2003; Wang e D’Andrea, 2004).
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NAO Complementacio
complementa ¢do GRUPO

S - MMC R - MMC
Fonte: Adaptado de Joenje e Patel (2001)

Figura 8- Teste de Complementagao utilizando células de trés individuos com AF
(P1, P2 e P3). A fusdo de P1 com P2 néo levou a corre¢ao do fendtipo
celular (sensibilidade a MMC), portanto sdo pertencentes ao mesmo
grupo de complementacao. Ja no segundo caso (entre P2 e P3) ocorre
a corregao, o produto protéico de uma célula substitui o ausente na
outra apds a formacdo do hibrido e vice-versa, indicando que os

individuos sao pertencentes a grupos distintos. S-sensivel; R-resistente

O gene FANCDZ foi mapeado por Hejna et al. (2000) e clonado por
Timmers et al. (2001) e apresenta um papel chave na fungdo do complexo da AF
no reparo de DNA. Shimamura et al. (2002) desenvolveram um método
complementar para o diagnéstico da AF, baseado na deteccdo da forma
monoubiquitinada da proteina FANCDZ2. O gene esta localizado no brago curto do
cromossomo 3 regido 25.3. Apresenta 44 éxons (The Rockefeller University-NY,
2010).

Seal et al. (2003) analisaram 88 individuos sem mutagcées em BRCA1 e
2 para mutagdes em genes relacionados a AF. Encontraram 69 alteragdes no total
e uma mutacdo de sentido trocado em FANCDZ2. Em outro estudo, Lewis et al.

(200%5) identificaram seis variantes exénicas (Figura 9).
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Figura 9- Regido em detalhes do gene FANCD2 com seus 43 éxons e a

localizag&o das principais alteragcdes

Os grupos de complementagcdo FA-l e FA-J foram descritos por
Levitus et al. (2004). Nesse estudo, oito pacientes AF ndo consanguineos foram
excluidos dos subtipos ja conhecidos com base em ensaios de complementagao.
Linhagens celulares de quatro desses oito pacientes ndo mostraram
complementaridade entre si, constituindo um novo grupo designado FA-I.
As outras quatro linhagens complementaram esse grupo, mas néo
complementaram umas as outras levando a identificagdo de um segundo novo

grupo de complementagao denominado FA-J (Dorsman et al., 2007).

Em estudos adicionais ambas as linhagens foram capazes de
estabelecer a formacdo do complexo principal de proteinas AF; porém,
em células FA-l, a proteina FANCD2 n&o pode ser monoubiquitinada,
indicando um defeito a montante na via AF/BRCA. Até este momento era possivel

presumir que a FANCI exercia suas fungdes na monoubiquitinagdo da FANCD2 de
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forma indireta, possivelmente a jusante da FANCL e a montante da FANCD2
(Levitus et al., 2004; Godthelp et al., 2006; Yuan et al., 2009).

Em 2007, Smogorzewska et al. identificaram o gene FANCI que esta
mutado em linhagens de células do grupo FA-l. A regido codificadora do gene
FANCI foi amplificada a partir de uma biblioteca de cDNA de linfécitos humanos e
corresponde a uma variante do gene KIAA1794 localizado no cromossomo
15925-26 (Figura 10).

A proteina correspondente tem 1328 aminoacidos e um peso molecular
aproximado de 150kDa. Estes autores identificaram ainda que o gene FANCI
(KIAA1794) apresenta regides homologas com o gene FANCDZ e que seu produto
também & monoubiquitinado. A FANCI liga-se a FANCD2 e ambas as proteinas
ubiquitinadas formam um complexo a jusante na via de interagdo AF/BRCA,
necessario para que ocorra o reparo de ligagdes cruzadas do DNA, especialmente
por recombinagdo homologa. Estes achados sao bastante recentes e requerem

mais estudos para a completa elucidagdo (Smogorzewska et al., 2007).
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Figura 10- Regido do gene FANCI e a localizagdo das mutagdes estudadas

1.5- Via AF/BRCA

A proteina FANCD2, codificada pelo gene de mesmo nome,
esta presente em trés vias: na primeira delas, o complexo nuclear, formado pelas

proteinas FANCA, B, C, E, F, G, M, juntamente com FANCL, provoca a conversao
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de FANCD2S  (produto  primario da  tradugdo) em FANCD2L
(forma monoubiquilada). Essa, por sua vez, ativa as proteinas que diretamente
atuam no reparo de DNA por recombinagdo homdloga. Séo elas: BRCA1,
com FANCJ, BRCA2/FANCD1 e RAD51. Na segunda via, a proteina FANCD2
interage independentemente com ATM/ATR. Mutagcbes na proteina ATM,
codificada pelo gene Ataxia Telangiectasia Mutated, causa o disturbio
autossbmico recessivo denominado Ataxia Telangiectasia que, como na AF
resulta em quebras cromossémicas espontdneas e canceres hematologicos.
Diferentemente da AF, os pacientes AT apresentam imunodeficiéncia e
degeneracgao neural cerebelar. A proteina ATM é responsavel pela fosforilagao de
FANCD2S, a qual atua diretamente no ponto de checagem na fase S do ciclo
celular. Na terceira e ultima via, a proteina ATM, ativada em resposta ao dano do
DNA induzido por radiagdo ionizante, ativa a proteina NBS responsavel pela
fosforilagdo de FANCD2S, a qual atua sobre o complexo MRE11 e RADS50,
proteinas responsaveis pelo ponto de checagem na fase S do ciclo celular
(Figura 11) (Couzin, 2003; D’Andrea e Grompe, 2003; Meetei et al., 2004;
Nakanish et al., 2002; Taniguch et al., 2002; Wang e D’Andrea, 2004; Zhang et al.,
2004; Taniguch e D’Andrea, 2002; Liu et al., 2010).

Mutagdes nos genes FANCDZ2 e FANCI alteram a fungao do produto
protéico e levam a interrupcdo da via responsavel pelo reparo de DNA por
recombinagdo, pela ndo ativacdo das proteinas BRCA1 e BRCA2. Assim,
com a fungao das proteinas desses genes comprometida ndo ha a regulacao do
ciclo celular das células epiteliais das glandulas mamarias, evento que pode
desencadear o CM (Taniguch e D’Andrea, 2002; D’Andrea, 2010).

Cada vez mais fica definida a importancia dos mecanismos genéticos
no CM e sua grande complexidade. Em virtude, da alta incidéncia do cancer em
mulheres, da alta taxa de mortalidade, da grande quantidade de genes envolvidos
na etiologia do disturbio e do alto risco para desenvolvimento do cancer em
individuos com parentes de primeiro grau afetados, € de grande importancia a

realizacdo desse estudo para identificagdo de alteragcbes em novos genes que
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podem estar envolvidos na tumorigénsese do CM, possibilitando esclarecimento
futuro das variadas etiologias e melhor compreenséo da historia natural da doenga

para tratamento eficaz de tumores associados as sindromes hereditarias.

H2AX

HEENEEE
Dano ao DNA

RI
® @
FAAPIOO
l FANCT

p l —’ :J' USP1/ UAF1
FANCD2-5 FANCD2-L
i i _>Ub FANCD2/ FANCI

Ponto de checaaem fase S [T T T 11

—®  Forquilha de
i o Replicagdo

Reparo por Recombinagdo

FONTE: Adaptado de Moldovan e D’Andrea, 2009 e Winter e Joenje, 2009
Figura 11- Vias de atuagao dos genes FANCDZ2 e FANCI

NOTA- A FANCD?2 atua na intersegao de trés vias de sinalizagdo. A radiagao ionizante (IR) ativa
ATM/ATR e resulta na fosforilagdo da FANCD2 (na serina 222) que ativa diversas outras proteinas
que cooperam na resposta aos pontos de checagem do ciclo celular. Na segunda via, A RI ativa
ATM/ATR que fosforila NBS que ativa FANCD2 por fosforilagdo que, por sua vez, ativa outras
proteinas relacionadas aos pontos de checagem do ciclo celular. Na 32 via, o complexo nuclear,
formados pelas proteinas FANCA, B, C, E, F, G, L, M, e duas proteinas associadas FAAP24 e
FAAP 100 provocam a monoubiquitinagdo de FANCD2 e FANCI através de FANCL (E3-ubiquitina
ligase) e UBE2T (E2-ubiquitina conjugase) levando a ativagéo das proteinas que agem diretamente
no reparo de DNA por recombinagdo homdloga. Sao elas: BRCA1, com FANCJ, BRCA2/FANCD1
com FANCN e RAD51. As enzimas USP1/UAF1 sdo responsaveis pela deubiquitinacdo do
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complexo FANCD2/FANCI. A histona H2AX ¢é uma variante menor da histona altamente
conservada H2A que é parte do octdmero do nucleossomo. Quando fosforilada por ATR as
fungbes da yH2AX sao a de recrutar e de organizar as proteinas de reparo, bem como a de evitar a
separacao prematura das fitas cromossOmicas nas forquilhas de replicagdo. Alteragbes em
qualquer um dos genes codificadores das proteinas formadoras do complexo AF (FANCA, B, C, E,
F, G, L e M), impedem a monoubiquitinacao das proteinas FANCD2 e FANCI e consequentemente
prejudicam o sistema de reparo dos danos causados ao DNA, que ocorrem espontaneamente

durante o processo de replicagédo ou por indugdo exoégena.
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2- OBJETIVOS



2.1- Objetivo geral

- Analisar molecularmente os genes FANCD2 e FANCI em mulheres com
cancer de mama hereditario.

2.2- Objetivos especificos

- Investigar a ocorréncia de mutacoes ja relatadas nos genes FANCDZ e
FANCI,

- Rastrear completamente os genes por meio do sequenciamento automatico;

- Analisar a correlacao genétipo-fenétipo.
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3.1- Casuistica

Este foi um estudo prospectivo e descritivo com casuistica formada por
137 mulheres brasileiras portadores de cancer de mama com histérico familiar,
escolhidas através de uma triagem realizada nos Ambulatérios do
CAISM/UNICAMP, nos ambulatérios de Hematologia, Oncologia e por casos que
nos foram enviados por diversos oncologistas. Do total, 76 individuos s&o
advindos do HC-Unicamp, 61 individuos da Unifesp-SP. Uma parcela de
individuos (45%) do HC/Unicamp fez parte de outro projeto onde outras mutagdes
foram investigadas. Portanto, tratava-se de amostras de DNA estocadas nos

laboratérios. Para o restante, houve a necessidade de coleta de sangue.

3.1.1- Critérios de inclusao/exclusao

Foram selecionados para o estudo individuos com CM com histérico
familiar (pelo menos um familiar afetado), idade de manifestacdo entre 31 e
56 anos e que concordaram em participar do projeto por meio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido fornecido (Anexo 1). Os individuos com cancer
sem histéria familiar e com idade de manifestacao tardia (acima de 56 anos) nao
fizeram parte do estudo.

3.1.2- Aspectos éticos

Esta investigagcdo exigiu a colaboracdo dos pacientes que foram
submetidos a coleta de amostra de sangue no Ambulatorio de Patologia da Mama
do CAISM/Unicamp, o que nao confere riscos adicionais, pois é procedimento
rotineiro e simples. O seguimento subsequente da paciente portadora de um
cancer continuara sendo realizado conforme protocolo do Servico. A pesquisa
manteve o anonimato da mulher, e a aceitacdo da paciente em participar do
estudo foi totalmente facultativa, incluindo também o direito de ser tratada ou
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seguida em outro Servico. A ndo aceitacdo da paciente na participacdo neste
estudo nao implicou na perda dos direitos iniciais rotineiramente oferecidos pelo

Hospital.

A identificacdo destas alteracbes genéticas foi um processo arduo e
uma area dificil, e estamos apenas comec¢ando a compreender as complexidades
destes genes particulares. Deste modo, os resultados deste estudo provavelmente

nao terao aplicacao clinica imediata.

De qualquer forma, a paciente sera informada dos resultados que
possam lhe interessar, ainda que nao seja provavel a alteracdo em seu
tratamento, mas podem ser importantes futuramente para outros membros da

familia.

Concluindo, a participagcdo da paciente foi realizada, exclusivamente,
apdés assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo1).
Foram obedecidos os preceitos do Cédigo de Etica Médica para a utilizagdo
cientifica de dados de pacientes e respeitados 0s principios enunciados na
Declaragdo de Helsinque (2000), emendada em Edimburgo, Escécia e na
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, 1996 (Brasil, 1996).
O projeto obteve a aprovacdo do Comité de Etica da FCM/Unicamp (198/2006).

3.2- Métodos

Os métodos utilizados para a realizacdo do trabalho foram:
analise molecular por PCR (Saiki et al., 1989) associada a digestdo enzimatica
(Tabelas 2 e 3). Foi realizada, paralelamente a analise mutacional, screening dos

éxons por meio do sequenciamento automatico.

Casuistica e Métodos
90



3.2.1- Amplificagdo génica e digestdo enzimatica

As mutacdes estudadas no presente estudo, os primers utilizados para
amplificagdo dos éxons e o tamanho do amplificado estéo relatados na tabela 2.

Tabela 2- Descricdo das alteragdes estudadas, genes, éxons, primers e tamanho
do amplificado

GENES EXON ALTERACAO PRIMERS PCR
FANCI 2 165C>T F:GTT GAG CAC CCATTG CATAA  426pb
R:GGT CAC AAA TGC CCT CAA GT
3 261C>T F:TGG CGT CTC TGA ATG ATC TG 401pb
R:CAG CAA CGC AAT CTC AGG TA
10 866C>T F:AGG CTG GTATTGAACTCCTG  474pb
R:GGC TTG CTT AAG GAT GTG GT
13 1264G>C F:TGT CAT TGG AGA CCA ATT GC 483pb
R:TTC CTT GTC CAC CAA ACT CC
16 1686C>G F:TGG GTA GAA ATG ACC TAAGGC  435pb
R:TGC TCC ACC ACC AAC TAC TG
19 1840C>T F:GGC TTC CCC AGG ATT TTACT 428pb
R:ACC CAC AGC ATG TTC ACA AA
20 2058C>A F:-TTGGCTGCATTGTTC TTT GA 464pb
R:GGA AGT GAT GGA AGC CTT GA
21 2226G>C F:GCA TTA GAA AAG GAT GCT GCT  400pb
R:CCA TCA TTC AAT ACA GCT GAG
22 2248T>C F:CCT CAG CTG TAT TGA ATG ATG  433pb
R:TCA GGG TCT GGG AAATTC TG
31 3321T>G F:GGG TTT GAA TGT GCC AAT TT 442pb
R:CAG GCC CAA AAG CAG ATT AG
32 3453C>T F:AGG GAC TAC CAG CCT GAG GA  413pb

R:GGG GTC AGA TGA GAA CCA GA
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GENES EXON ALTERACAO

PRIMERS

PCR

FANCD2

35

5

10

12

12

17

19

21

26

37

38

3666C>T

376A>G

Resina 222

(P)

782A>T

904C>T

958C>T

DEL17

LISINA

561 (ub)

1948-6C>A

2444G>A

3707G>A

3803G>A

F:TAC TGG CAT TTG GGT CCT TC
R:AGG CCA GAG GAT CAC TTG AA
F:TGC TTG TGC CAG CAT AAC TC
R:GCT CTT TGC AAG GGA GAG GT
F:TGC TTG TGC CAG CAT AAC TC
R:GCT CTT TGC AAG GGA GAG GT
F:CCC AGC TCT GTT CAA ACC AT
R:GAG GTT GCA GTT AGC GGA GA

F:TGA CAT TGC ATT GGC TAT TCT C

R:TGT CGT CTG TCT GGG ATT GA

F:TGA CAT TGC ATT GGC TAT TCT C

R:TGT CGT CTG TCT GGG ATT GA
F: AGG TCA AGA TGG GAT GGT CA
R: CCATCATCT CAC CTC CTT CC
F: AGC CTA GGC AAC AAG AAC GA
R: GCT AGG ATC ACATTC CAG C
F:GCA GAT TGG AAA AGG GAT GA
R:AAG AGC CGT GAG ACA GGG TA
F:CCACGT TGT TGAGGACAGTT
R:TCC TGG CAG AAG GCATTT AC
F:AGG CAATCT TCT TGG GCT TA
R:AGG CAG GAG AAT TGC TTG AA
F:ACA TGT GCA GGC CTC AGA AC
R:AAA GGG GTT ATC CAG GAT GG

495pb

467pb

467pb

414pb

468pb

468pb

415pb

466pb

464pb

459pb

463pb

410pb
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Tabela 3- Enzimas utilizadas na digestdo para as diferentes alteracbes e o
tamanho dos fragmentos

Mutacao Enzima (-/-) pb (+/-)pb (+/+) pb
376A>G (D2) Hpal 105,145 e 216 105,145, 250 216 e 250
904C>T (D2) BamHI 110,290 96,110,194,290 96,110 e 194
958C>T (D2) Sphl 102,160,170 102,160,170,262 170 e 262

3707G>A (D2) NlalV 95,137 95,137 e 232 232
782A>T (D2) Ava ll 414 201+213+414 201,213
1948-6C>A (D2) Hindlll 103,361 103,171,190,361 103,171,190

2444G>A (D2) Mboll 228,231 228,231,459 459
3803G>A (D2) Bbvl 410 103,307,410 103,307
165C>T (1) EcoRl 191,235 191,235,426 426
261C>T (1) Haelll 92,309 92,116,193,309 92,116,193
866C>T (l) Bpml 474 153,321,474 153,321
1264G>C (1) Mbol 151,332 151,332,483 483
1686C>G (1) Hpall 101,334 101,148,186,334 101,148,186
1840C>T (1) Apol 428 78,350,428 78,350
2058C>A (1) Pstl 173,291 173,291,464 464
2226G>C (I) Xmnl 139,261 93,139,168,261 93,139,168
2248T>C (1) Mbol 433 180,253,433 180,253
3321T>G (1) Hindlll 167,275 167,275,442 442
3453C>T (I) Apol 413 111,302,413 111,302

3666C>T (1) Ddel 137,358 137,160,198,358 137,160,198
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3.2.2- Sequenciamento automatico

Os éxons foram submetidos ao sequenciamento automatico direto
paralelamente a andlise das alteracdes relatadas. Na reacao de sequenciamento
utiizamos 1,0ul da PCR com a sequéncia desejada, 4,0ul do premix do kit
Dyenamic Megabace™ 1000, 1,0ul de primer sense ou antisense com
concentracao de 5pmol/ul e 9,0ul de agua de injecdo. A reacéao foi realizada em
aparelho termociclador e consistiu em uma desnaturacio inicial de 94°C por 2 min,
seguida de 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, 56-61°C por 15 segundos,
dependendo do primer utilizado (anelamento) e 60°C durante 1 minuto.
As amostras foram aplicadas em capilares presentes no aparelho
MegaBace™1000 da GE e os resultados analisados pelo software MegaBace™

Fragment Profiler (Anexos 3 e 4).

Casuistica e Métodos
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4- RESULTADOS
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Foram analisadas amostras de sangue de 137 mulheres diagnosticadas
para CM. A idade média de diagndstico foi de 42,06 anos (com desvio padrao
5,6825 anos).

Em relacdo ao tipo histolégico do cancer, 28,4% foram diagnosticadas
com CDIS, 56,2% com CDI, 11,6% com CLIS e 3,6% com CLI. Ap6s analise
histolégica tumoral, 23,4% apresentaram hiperexpressdo da proteina c-erbB-2 e
46% positivos para RE.

Os individuos também foram questionados sobre estilo de vida no que
se referiu a utilizagdo de mutagénicos, tabagismo, uso de anticoncepcionais e
reposicdo hormonal (Tabela 4a). 24,08% do total de individuos apresentaram
alteracdes nos genes estudados, dos quais, 14,5% apresentaram alteragcdes em
FANCDZ e 9,4% apresentaram alteracdes em FANCI.

Foram analisadas 20 alteracbes ja descritas nos genes, oito em
FANCD2 e 12 em FANCI. Trés individuos apresentaram heterozigose para a
alteracao 376A>G (Figura 12), cinco individuos para a 1948-6G>A (Figura 13),
quatro para a 904C>T (Figura 14) e dois para a 728A>T (Figura 15) no gene
FANCD2 (Figura 16) e seis individuos apresentaram alteracdo 866C>T
(Figura 17), dois para 1840C>T (Figura 18), dois para 165C>T (Figura 19) e um
para 3321T>G (Figura 20) no gene FANCI.

O individuo CM37 apresentou alteragdo no sitio de ubiquitinagdo de
FANCDZ2 na posicao 561 (lisina AAA para UAA - “OCRE” stop codon).

Em um total de 33 variantes encontradas, cinco variantes exénicas nao
relatadas foram identificadas em sete individuos: CM5, CM124 e CM43
(339C>T FANCD2) (Figura 21), CM96 (790G>A em FANCI/), CM 76 (951C>T em
FANCI), CM 83 (673G>A em FANCD2) e CM125 (1072C>T em FANCD2)
(Tabela 4c).
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M501 2 3 A

4 5 6
by

Figura 12- Gel de poliacrilamida 12% com amostras de seis individuos.
Individuos 4 (CM39), 5 (CM58) e 6 (CM71) apresentaram heterozigoze
para a alteracdo 376A>G em FANCDZ2 com fragmentos de 105, 145 e
250pb. A= amplificado de 466pb. M50= Ladder de 50pb.

1, 2 e 3= individuos sem alteracao

M501 23 4 5 A 6

Figura 13- Gel de poliacrilamida 12% com amostras dos individuos 1 (CM13),
2 (CM63), 3 (CM55), 4 (CM103) e 5 (CM66) portadores de um alelo
com a alteragdo 1948-6G>A em FANCDZ2 com fragmentos de 103,
171, 190 e 361pb. A= amplificado de 46 pb. M50= Ladder de 50pb.
Individuo sem alteracao (103 e 361pb)
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Figura 14- Gel de poliacrilamida 12% com amostras dos individuos 1 (CM78),
2 (CM89), 3 (CM49) e 4 (CM50) portadores de um alelo com a
alteragao 904C>T em FANCDZ2 com fragmentos de 96, 110, 194 e
290pb. A= amplificado de 468pb. M50= Ladder de 50pb.
Individuo sem alteracao (103 e 361pb)

M100 A 1 2

Figura 15- Gel de poliacrilamida 12% com amostras dos individuos 1 (CM27) e
2 (CM56) portadores de um alelo com a alteracdo 782A>T em
FANCDZ2 com fragmentos de 201, 213, 414pb. A= amplificado de
414pb. M100= Ladder de 100pb
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Figura 16- Gel de poliacrilamida 12% com amostras dos individuos 1 (CM29),
2 (CM11), 3 (CM24), 4 (CM19), 5 (CM62) e 6 (CM34) portadores de
um alelo com a alteragédo 866C>T em FANC/ com fragmentos de 153,
321 e 474pb. A= amplificado de 474pb. M100= Ladder de 100pb

Figura 17- Gel de poliacrilamida 12% com amostras dos individuos 1 (CM17) e
2 (CM22) portadores de um alelo com a alteragcao 1840C>T em FANCI
com fragmentos de 78, 350 e 428pb. A= amplificado de 428pb.

M50= Ladder de 50pb
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M100 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 18- Gel de poliacrilamida 12% com amostra dos individuos 1 (CM 25) e
2 (CM32) portadores de um alelo com a alteragdo 165C>T em FANCI
com fragmentos de 191, 235 e 426pb. M100= Ladder de 100pb

M100 1 2 A 3 4 5 6 7

Figura 19- Gel de poliacrilamida 12% com amostra do individuo 1 (CM 112)
portador de um alelo com a alteracdo 3321T>G em FANCI/ com
fragmentos de 167, 275 e 442pb. A= amplificado de 442pb.
M100= Ladder de 100pb. Individuos 2, 3, 4, 5, 6 e 7= sem a

alteracao
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Figura 20- Exemplo de variante exdnica: 339 C>T no gene FANCDZ2 do individuo
CM5. Apés a realizagdo do sequenciamento, houve a deteccdo da
troca de uma guanina por uma timina no residuo 339 (seta preta)

165C>T

790G>A

866C>T
951C>T
1840C>T
3321T>G

! T_L _LT f t ot
| S | | ]

éexons 2 3 8 10 11 13 16 19 20 21 22 31 32 35

Fonte: prépria autoria

Figura 21- Representacdo do gene FANC/ com as mutagbes estudadas

(em cinza), as encontradas (em vermelho) e seus éxons (em lilas)
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Fonte: prépria autoria

Figura 22- Representacédo do gene FANCDZ2 indicando as mutac¢des pesquisadas

(em cinza), as mutagcdes encontradas (em azul) e seus éxons
(em verde)
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Tabela 4a- Relacdo das informacdes clinico-histolégicas das 137 mulheres
pertencentes ao estudo. ldades de diagnédstico e atual, utilizagdo de
mutagénicos, tabagismo, uso de anticoncepcional ou reposicao
hormonal. Hachurados em verde estdo os individuos que
apresentaram alteragées em um dos genes estudados

Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.

CM1 39/43 N S S N
CM2 40/45 S S S N
CM3 40/55 S N S N
CM4 47/52 N N N S
CM5 31/40 N N S N
CMe6 44/46 N S S N
CM7 47/55 N S S S
CM8 42/50 S S S N
CM9 50/53 N N N S
CM10 44/45 S N S N
CM11 33/35 N S S N
CM12 45/46 N N S N
CM13 39/42 S S S N
CM14 45/50 N S S S
CM15 42/50 S S S N

CM16 46/50 N N N N
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Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM17 33/40 N S S N
CM18 50/59 N N S S
CM19 34/39 N S S N
CM20 44/46 S N N N
CM21 47/55 N S N N
Cm22 40/46 N S S N
CM23 47/50 S S S S
CM24 34/- N S S N
CM25 34/38 N S S N
CM26 44/45 N N N S
CcmMm27 38/43 N S S N
CM28 51/56 N S N S
CM29 34/40 N S S N
CM30 45/47 N S S N
CM31 40/48 S N N N
CM32 31/- N S S N
CM33 44/53 N N S S
CM34 36/41 N S S N
CM35 41/44 S N S N
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Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM36 42/50 N S N S
CM37 33/37 N S S N
CM38 56/60 N N S S
CM39 39/44 N S S N
CM40 42/43 N N S S
CM41 44/- N N N N
CM42 47/56 N S S N
CM43 41/- N S S N
CM44 35/37 S N S N
CM45 56/58 N N N N
CM46 45/53 N N N N
CMm47 45/47 N N S S
CMm48 51/- N N - N
CM49 34/40 N S S N
CM50 43/46 N S S N
CM51 53/56 N N N N
CM52 39/50 N N S N
CM53 50/56 N N S S
CM54 38/40 N S S N
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Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM55 32/36 N S S N
CM56 39/43 N S S N
CM57 42/50 N S S N
CM58 33/- N S S N
CM59 40/55 N N S N
CM60 50/59 N N S S
CM61 38/40 N S N S
CM62 44/50 S S S N
CM63 32/38 N S S N
CMe64 46/50 N S S S
CM65 39/41 N S S N
CM66 31/39 N S S N
CMe67 50/61 N N S S
CM68 40/45 N N S S
CM69 44/48 S N S N
CM70 43/51 N N S N
CM71 32/37 N S S N
CM72 47/55 N N N N
CM73 42/50 N N N N
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Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM74 44/44 N N N N
CM75 40/55 N N N N
CM76 32/- N S S N
CM77 42/45 N N N N
CM78 41/46 N S S N
CM79 47/55 N N N N
CM80 46/50 N N N N
CM81 37/42 N N N N
CM82 56/58 N N N N
CM83 43/48 N S S N
CM84 39/40 N N N N
CM85 44/48 S S S S
CM86 43/51 N N N N
CMm87 41/45 N N N N
CM88 47/55 N N N N
Cm89 42/47 N S S N
CM90 46/50 N N N N
CMO91 40/55 N N N N
CM92 50/59 N N N N

Resultados
108



Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM93 35/40 N N N N
CM94 44/46 S S S S
CM95 47/55 N N N N
CM96 40/50 N N N N
CM97 40/45 N N N N
CM98 56/58 N N N N
CM99 50/61 N N N N

CM100 43/50 N N N N
CM101 44/48 S S S S
CM102 43/51 N N N N
CM103 32/39 N S S N
CM104 47/55 N N N N
CM105 42/50 N N N N
CM106 33/35 N N N N
CM107 40/55 N N N N
CM108 50/59 N N N N
CM109 35/40 N N N N
CM110 44/46 S S S S
CM111 47/55 N N N N
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Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM112 44/50 N S S N
CM113 30/35 N N N N
CM114 56/58 N N N N
CM115 50/61 N N N N
CM116 41/50 N N N N
CM117 44/48 S S S S
CM118 43/51 N N N N
CM119 32/45 N N N N
CM120 47/55 N N N N
CM121 42/50 N N N N
CM122 37/41 N N N N
CM123 40/55 N N N N
CM124 33/36 N S S N
CM125 31/40 N S S N
CM126 44/46 S S S S
CM127 47/55 N N N N
CM128 46/50 N N N N
CM129 32/39 N N N N
CM130 56/58 N N N N
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Registro Idade D/A Mutagénico Tabagismo Anticoncep. Rep. Hormo.
CM131 49/51 N N N N
CM132 46/51 N N N N
CM133 44/48 S S S S
CM134 43/51 N N N N
CM135 46/50 N N N N
CM136 43/45 N N N N
CM137 42/50 N N N N

D= idade diagnéstico, A= idade atual

Tabela 4b- Relacdo das informacdes das 137 mulheres pertencentes ao estudo.

Antecedente familiar, tipo histolégico tumoral, receptor estrégeno,

c-erb-2 e

resultado molecular.

Hachurados em azul estdo os

individuos que apresentaram alteracées em um dos genes estudados

Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular
CM1 S (2) CDIS - + N
CM2 S(1) CDI + + N
CM3 S (2) CLIS - + N
CM4 S (1) CDIS + + N
CM5 S (1) CDI - ot 339C>T
CM6 S (1) CDI + - N

Resultados
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Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular

CM7 S (2 cLIS - - N
CM8 S (1) CDIS + + N
CM9 S (2) CDIS - - N
CM10 S (1) CDIS + + N
CM12 S (1) CDIS + + N
CM14 S (1) CDI + + N
CM15 S (2) CDIS - - N
CM16 S (1) CDI + + N

CM18 S (1) cLIS - - N

CM20 S (1) cLIS - - N

CM21 S (2) CDI - - N

CM23 S(1) CDIS - - N
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Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular

CM26 S(1) CDIS + + N

CM28 S (1) CDI + + N
CM30 S (1) cDI + + N
CM31 S (2) CDI - - N

CM33 S (2) cLIS - - N

CM35 S(1) CDI + + N

CM36 S(1) CDI + + N

‘
i

CM38 S (1) cLIS - - N

CM40 S (1) CDIS + + N
CM41 S (1) CDIS - - N
CM42 S (1) CcDI + + N

CM44 S (1) CDI + + N
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Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular
CM45 S (2) CDI - - N
CM46 S (1) CDI + + N
CM47 S (1) CDI - - N
CcM48 S (1) CDIS + + N

CM51

CM52

CM53

CM54

S (2)
S (1)

S(1)

S (1)

CDI

CDI

CLIS

CLI

+ + N
+ + N
- - N
+ - N

CM57

S (2)

CDI

CM59

CM60

CMé61

S (1)
S (1)

S (2)

CDIS

CDI

CDI

+ + N
+ - N
- + N

Resultados



Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular

CM64 S (1) CDIS + + N
CM65 S (1) CDIS - + N
CM66 S (2) CDI - ++  1948-6G>A
CM67 S (2) CD + + N
CM68 S (1) CLIS - ] N
CM69 S (2) CDIS - + N
CM70 S (1) CDl + - N
CM71 S (2) CD! : et 376A>G
CM72 S (1) CDIS + + N
CM73 S (2) CLIS . ; N
CM74 S (1) CD! + - N
CM75 S (2) CDIS + + N
CM76 S (1) CDl - ot 951C>T
CM77 S (1) CDIS - + N
CM78 S (1) CDI : et 904C>T
CM79 S (2) CD! - + N
CM80 S (1) CLIS - - N
CM81 S (2) CDIS - + N

CM82 S (1) CDI + - N
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Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular

CM83 S (2) CDI - +++ 673G>A
CMm84 S (1) CDIS + - N
CM85 S (2) CLIS - - N
CM86 S(1) CDI + - N
CMm87 S (2) CDIS - + N
CMm88 S(1) CDIS + + N
CM89 S (2) CDI - ++ 904C>T
CM90 S (1) CDI + + N
CMO1 S (2) CDI + + N
CM92 S(1) CLIS - - N
CM93 S (2) CDIS - + N
CM94 S(1) CDI + + N
CM95 S (1) CDI - + N
CM96 S (2) CDI - +++ 790G>A
CM97 S (2) CLIS - - N
CM98 S(1) CDI + - N
CM99 S (2) CDIS + + N
CM100 S(1) CDIS + - N

CM101 S (1) CDIS - + N
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Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular

CM102 S(1) CDI + - N
CM103 S (2) CDI - +++ 1948-6G>A
CM104 S(1) CLIS + - N
CM105 S (2) CDIS - + N
CM106 S(1) CDI + - N
CM107 S(1) CDI + - N
CM108 S (1) CDIS + + N
CM109 S (2) CLIS - - N
CM110 S(1) CDI + + N
CM111 S (2) CDIS - - N
CM112 S (2) CDI - +++ 3321T>G
CM113 S(1) CDIS - - N
CM114 S(1) CDI + + N
CM115 S (2) CDI + - N
CM116 S(1) CLIS - - N
CM117 S (2) CDIS - + N
CM118 S(1) CDI + + N
CM119 S(1) CDI - - N

CM120 S(1) CDIS + + N
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Registro Antecedentes Tipo Histol. ReceptorE HER-2 Molecular

CM121 S (2) CLIS - - N
CM122 S (1) CcDI + + N
CM123 S (2) CDIS + - N
CM124 S (2) CDI - et 339C>T
CM125 S (2) CDI - ++ 1072C>T
CM126 S (1) CcDI + + N
CcM127 S (2) CDI - - N
CM128 S (1) CLIS - - N
CM129 S (2) CDIS - - N
CM130 S (1) CD + + N
CM131 S (1) CcDI + + N
CM132 S (1) CDIS + + N
CM133 S (2) CLIS - - N
CM134 S (1) CcDI + + N
CM135 S (2) CDIS - - N
CM136 S (1) CDIS + + N
CM137 S (1) CDIS - - N

L561= Lisina 561; S= sim; N= Nao; CDIS= carcinoma ductal in situ; CDI= carcinoma ductal

invasor; CLIS= carcinoma lobular in situ; CLI= carcinoma lobular invasor
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Tabela 4c- Informagbes dos individuos portadores de alteracbes nos genes

estudados

] = o — -

i o=+ ¢z 8 £ ¢ § 38 3%

& I § T Eo w
cM5 31 N N S N S (1) CDI ) o+ 339C>T
cMi1 3 N S S N S@  cDl ) ++ 866C>T
CM13 39 S S S N S (2) CDI (-) ++++ 1948-6G>A
CMi7 3 N S S N S(@  cDl ) - 1840C>T
CM19 34 N S S N S (2) CDI (-) ++ 866C>T
CM22 40 N S S N S(1) ¢l ) o+ 1840C>T
CM24 34 N S S N S(1) cDl ) S 866C>T
CM25 34 N S S N S@  cDl ) ++ 165C>T
CM27 3 N S S N S(@  cDl ) ot 782A>T
CM29 34 N S S N S (2) CDI (-) ++ 866C>T
CM32 31 N S S N S(1)  cDl ) ++ 165C>T
CM34 36 N S S N S(1) CDI (-) +++ 866C>T
CM37 33 N S S N S (2) CLIS (+) - Lisin 561
CM39 39 N S S N S(@)  cDl ) - 376A>G
CM43 42 N S S N S@  cDl ) - 339C>T
CM49 34 N S S N S (2) CDI (-) ++ 904C>T

Resultados
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CM50 43 N S S N S(1) CDI (-) +++ 904C>T

CM55 32 N S S N S(@ cDl () ++++  1948-6G>A

CM56 39 N S S N S{) cDI ) ++ 782A>T

CM58 33 N S S N S(1) CDI (-) +++ 376A>G

CM62 44 S S S N S(1) CDI (-) +++ 866C>T

CMe3 32 N S S N S(@ cDl () ++++  1948-6G>A

CM66 31 N S S N S (2) CDI (-) ++++ 1948-6G>A

CM71 32 N S S N S(@ cDl ) +++  376AsG

CM76 32 N S S N S (1) CDI (-) +++ 951C>T

CcM78 41 N S S N S() cDl ) +Ht 904C>T

CM83 43 N S S N S (2) CDI (-) ++++ 673G>A

CM89 42 N S S N S@ cDI ) ++ 904C>T

CM9 40 N N N N S(@ cbl ) - 790G>A

CM103 32 N S S N S cDl () ++++  1948-6G>A

CM112 44 N S S N S(@ cDl O —— 3321T>G

CMi124 33 N S S N S@ cCDI ) +t 339C>T

CMi125 31 N S S N S@ cDl ) ++ 1072C>T

TOTAL 375 93,7% 93,7% 96,0% 100% 100% 100% 100% 96% 14,5% 9,4%

anos N S S N S CDI ) HE (20) (13)
ID= idade diagnéstico; M= mutagénicos; T= tabagismo; AC= anticoncepcional;

RH= reposi¢do hormonal; ATD= antecedentes; TH= tipo histol6gico; CDI= Carcinoma Ductal

Invasor; HE= hiperexpresso; RE= receptores de estrogeno; (-) ndo presente; S= sim; N= ndo
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Tabela 4d- Relacdo entre individuos com e sem mutacdes e caracteristicas
clinico-histolégicas  (tabagismo, uso de  anticoncepcional,

tipo histolégico CDI, receptor de estrogeno - e hiperexpressao de

HER-2)
Tabagismo  Anticoncepcional CDI RE- HER-2 TOTAL
COM mutagao 31 32 33 33 32 33
(93,9%) (96%) (100%) (100%)  (96%)
SEM mutacéo 23 40 46 46 -(0) 104
(22,1%) (38,4%) (41%) (41%)
TOTAL N=137 54 72 79 79 32
(39,4%) (52,5%) (57,6%) (57,6%) (23,3%)

CDI= carcinoma ductal invasor; RE-= receptor de estrégeno negativo; HER-2= hiperexpressao de
HER-2

Comparando o grupo de pacientes onde foi detectada mutagéo e grupo
de pacientes onde nao foi encontrada mutacdo com relagao ao tabagismo, uso de
anticoncepcional por mais de dez anos, tipo histolégico, auséncia de receptor de
estrogeno e hiperexpressdo do HER-2 verificamos diferencas estatisticamente
significativas, respectivamente y® (correcdo de Yates)= 51,15-P<0,0000001,
OR= 54,59 (IC:12,14-2454); x> (correcdo de Yates)= 32,09-P<0,0000001,
OR= 51,2 (IC:6,73-389,5); y° (correcio de Yates)= 29,67-P<0,0000001;
2 (correcdo de Yates)= 126,2-P<0,0000001 (Martin e Austin,1991).
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5- DISCUSSAO
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No presente estudo foram avaliadas 137 mulheres com cancer de
mama com relagdo a presenca de mutacbes nos genes FANCDZ2 e FANCI.
Foram detectadas alteracées em 33 pacientes (24,08%).

Até o momento somente um estudo foi realizado avaliando mutag¢des no
gene FANCD2 em mulheres portadoras de Ca de mama. Nesse estudo,
Lewis et al. (2005) analisaram seis mutagbes exdnicas antes descritas,
pelo Instituto Rockefeller - USA departamento de estudo de Anemia de Fanconi,
em individuos com CM e triaram mutacdes no gene. Foram triados também por
DHPLC os seguintes genes: BRIP1/BACH1, LMO4 e SFN. Das seis mutagoes em
FANCD2, 1trés foram encontradas (1948-6G>A, 376A>G e 165C>T)
em 21 individuos e muitas alteragbes intrénicas. Essas trés mutacées foram
encontradas em nosso estudo em 10 individuos e o interessante é que o
nucleotideo € conservado em murinos (Reliene et al., 2010). Nao houve analise da

correlacao entre mutagdes e fatores clinico-histolégicos.

Nao havia, até o momento, estudo triando mutacées em FANCI/ em
individuos com CM e, muito menos, a analise, em conjunto, dos genes FANCDZ e
FANCI. Em virtude de que esses genes dependem um do outro para realizarem a
funcdo chave da via AF/BRCA, nada mais relevante do que a analise precisa
desses genes em individuos com CM.

Os estudos de Kalb et al., (2007), Dorsman et al., 2007 e Sims et al.,
2007 foram realizados em individuos portadores de Anemia de Fanconi para
analise, separadamente, das alteracbes em FANCDZ2 e FANCI. Um numero
significativo de individuos (pertencentes aos grupos de complementacdo AF-D2 e
AF-l) apresentou alteracbes nos genes e clinica mais grave com presenca de
tumores sélidos em idade mais avancada, quando comparados a outros grupos.
Houve a identificagdo de um total de 66 mutagdes alélicas nos genes FANCDZ2 e
FANCI. Diferente do nosso estudo houve a identificagdo de individuos com as
mutagcdes 2248T>C, 261C>T, 3707G>A e 958C>T. Nosso estudo, realizado em
mulheres com Ca de mama, se baseou nas informagdes das mutagdes oriundas
desses trabalhos e dos dados provenientes do database da AF do Instituto
Rockefeller- NY - EUA.
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Das 20 alteragdes estudadas por PCR e digestdo, 18 delas s&o do tipo
missense com troca de aminoacido na sequéncia da proteina (alteram a estrutura
protéica secundaria), uma é do tipo delecao (altera a matriz de leitura) e outra
altera o sitio de splicing. Cinco individuos apresentaram a alteracao 1948-6C>A,
0 que pode levar a produgdo de uma proteina quimérica. Apresentaram uma taxa
muito elevada da proteina c-erbB-2 na membrana tumoral e, de acordo com as
informacdes clinicas fornecidas, esses individuos ndo estdo respondendo bem ao

tratamento, apresentando um progndéstico muito ruim.

Ap6s a analise das mutacoes estudadas por PCR e digestao,
o0 sequenciamento foi realizado e foram encontradas 24 alteragées das quais
10 no gene FANCDZ2 e 14 no gene FANCI. Do total (todas exdnicas sem envolver
a regido de splicing), cinco nao foram relatadas anteriormente,
sendo consideradas mutagdes novas. As restantes 19 eram alteracdes silenciosas
previamente relatadas em que a substituicdo de um nucleotideo na sequéncia de
DNA nao alterou o codigo na trinca de bases nao levando a substituicdo do

aminodacido.

Ap6s andlise da localizagdo das cinco mutacées novas nos seus
respectivos éxons e do produto formado pudemos concluir que duas delas
desencadeiam a formacao de um stop coédon afetando, portanto, a sintese do
produto protéico final (790G>A e 673G>A), e, trés outras (339C>T, 951C>T e
1072C>T) provocam a troca de um aminoacido na sequéncia. Existem mutacdes
descritas localizadas préximas ao aminoacido 951. Sao elas: 904 C>T e 958C>T,
portanto podemos inferir que essa regido € importante para a funcao da proteina.
A regido na qual estd localizada a mutacdao 339C>T é regidao de ligacao
justamente com a proteina FANCI, uma regiao de grande importancia, dai se pode

inferir tratar-se também de uma mutacao deletéria.

Nao foram encontradas delecoes exdnicas. Seria de grande valia
verificar se essas variantes sdo polimorfismas (encontrados em mais de 1% da

populacao).
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Uma alteragao no sitio de ubiquitinagao (Lisina 561) foi encontrada em
um individuo com caracteristicas distintas das dos outros individuos com
alteracoes. Foi o Unico a apresentar CLIS e expressdao negativa de HER-2,
além de presenca de receptores de estrogeno, portanto um prognéstico muito

bom.

Com relacao as manifestacdes clinicas, os individuos com alteracoes
apresentaram as seguintes informagdes clinico-histologicas: idade de
manifestacdo entre 31 e 44 anos, tabagismo (93,7% eram fumantes), uso de
anticoncepcional por mais de 10 anos (96%), Carcinoma Ductal Invasor (CDI)
(100%), auséncia de receptores estrogénicos (100%) e hiperexpressao de HER-2
(100%) significativa.

A analise estatistica dos dados clinicos versus a presenca ou nao das
mutacdes foi realizada pelo método de Chi Square com correcdo de Yates.
Houve diferenca significativa entre os dados clinicos dos individuos com e sem
mutacao para todos os dados clinicos com valor p<0.000001. Todos os individuos
com as alteracdes apresentaram hiperexpressdo de HER-2 na membrana das
biépsias tumorais, quando comparado ao restante da casuistica.

Na literatura individuos com anemia de Fanconi com alteracbes em
FANCDZ2 e FANCI apresentam uma clinica mais grave com presenca de tumores
em idade mais avancada, quando comparados a outros grupos (p>0.0000001)
(Kalb et al., 2007). Portanto, parece que em relagdo ao cancer de mama essa
caracteristica de gravidade se mantém.

Esse estudo foi de grande valia para a deteccdo de alteragdes que
pudessem desencadear o desenvolvimento do cancer em individuos com CM com
histérico familiar sem mutacées em genes de alta suscetibilidade, como também

servir para caracterizar um tipo histolégico distinto auxiliando na terapéutica futura.

De acordo com os resultados encontrados e com informacdes
provenientes da literatura pudemos refletir sobre diversos fatores: 1) individuos
heterozigotos para mutagcdes em genes da via AF/BRCA apresentam uma
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predisposicao ao desenvolvimento de neoplasias. Estudos mostraram uma relagdo
significativa entre mutagdes em um alelo dos genes FANCN, FANCJ e FANCDZ2 e
o desenvolvimento de canceres de mama e figado o que antes nao era cogitado
(Garcia e Benitez, 2008; Barroso et al., 2009; Palagyi et al., 2010; IFAR-Instituto
Rockefeller - NY). O gene FANCDZ2 se comporta como um “oncogene” nas
sindromes de céanceres hereditarios e como supressor tumoral na sindrome de
Fanconi? Ou seja, a presenca de um alelo levaria ao ca de mama e a homozigose
a Anemia de Fanconi? Mas e os pais de criancas que apresentam Fanconi e que
nao apresentam sindromes de cancer hereditario? 2) Ha a possibilidade da
ocorréncia de um segundo evento (outro alelo) nas células do tecido da mama
desencadeando a proliferagdo desordenada das células do tecido? (Barroso et al.,
2006 e 2010; Lewis et al., 2005). As mesmas mutacoes nos genes FANCDZ2 e
FANCI podem levar a Anemia de Fanconi com quadro hematolégico e ao ca de
mama? Em relacdo a essa questdo podemos contribuir uma vez que encontramos
mutagOes ja descritas para Anemia de Fanconi em portadores de Ca de mama
hereditario onde os genes de maior penetragdo foram excluidos. Esse fato nos
leva a inferir se haveria um segundo mecanismo ou mesmo alguma interacao
ambiental que determine o desenvolvimento do quadro hematoldgico ou do ca de
mama. Enfim, esse conhecimento da interacdo dessas proteinas no sistema de
reparo por recombinacdo homodloga levantou muitas questdes que necessitam de

maiores estudos.

Lentamente, e com afinco, podemos cada vez mais descobrir 0
funcionamento dessas interagdes protéicas com relagcao a etiologia do cancer e
utiliza-los para ajudar os individuos com um risco maior para desenvolver a

doenca.
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6- CONCLUSAO
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- Concernente a identificacao de mutacodes:

1) Foram identificadas 33 mulheres portadoras de mutacdes nos genes FANCDZ2 e
FANCI (24,08%).

2) Foram identificadas 24 mutacbes, sendo que cinco eram novas e 19 neutras.
Das mutacdes novas, duas levam a formacdao de um stop cbédon e trés

missense (sentido trocado).

- Relacionado a correlacao entre presenca de mutacao e dados clinicos:

1) Nossos dados mostram uma apresentacao clinica mais severa dos portadores
de mutacbes nos genes FANCD2 e FANCI (p>0.0000001), prevendo uma

evolucao avancada e progndstico ruim.

2) ldentificacao da relacao entre presenca de mutacao e tabagismo. Ha diferenca
significativa entre individuos fumantes com mutagdes (93,9%) e individuos
fumantes sem as mutacoes (22,1%) (p>0.0000001).

3) ldentificacdo da relacdo entre presenca de mutacdo e administracdo de
anticoncepcionais por um periodo em torno de 10 anos. Ha diferenca
significativa entre individuos que usaram AC e apresentaram as mutacdes
(96%) e individuos que usaram AC sem as mutacoes (38,4%) (p>0.0000001).

4) Correlacdo estatistica entre a auséncia de receptores de estrégeno e individuos
portadores de alteragcbes (p>0.0000001). Todos os individuos com as
alteracoes (33) nao apresentaram receptores na membrana das biopsias
tumorais, quando comparado ao restante da casuistica sem a presenca de
mutacao (41%).

5) Correlacao estatistica entre a hiperexpressdao de HER-2 e individuos portadores
de alteragbes (p>0.0000001). Todos os individuos com as alteracoes
apresentaram hiperexpressdo de HER-2 na membrana das biépsias tumorais,
quando comparado ao restante da casuistica que ndo apresentou expressao

significativa.
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6) Nao houve correlagcado entre idade de manifestacdo e presenca de mutacao
(p>0.19).

7) Presenca de uma alteracao no sitio de ubiquitinacao (Lisina 561) de FANCDZ2
em um individuo com caracteristicas distintas das dos outros individuos com
alteracoes. Diferente dos demais apresentou CLIS e expressdo negativa de
HER-2, além da presenca de receptores de estrogeno.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
ARMAZENAMENTO DE SANGUE E ANALISE

Prezada paciente,

Este projeto de pesquisa pretende estudar a partir de investigacdo em
biologia molecular a influéncia familiar e pessoal para desenvolver cancer de
mama. O método utilizado s&o os mesmos da pratica clinica do dia-a-dia e vocé

nao sera submetida a nenhum exame que venha a lhe causar dano.

Caso vocé queira participar do estudo, na sua consulta médica sera
feita um entrevista e sera coletado uma amostra de seu sangue para investigar a
possibilidade de vocé ter um cancer de mama relacionado a influéncias nos seus
genes. Se vocé se interessar, vocé serd informada dos resultados deste estudo,
embora eles nao vao modificar o seu tratamento, mas talvez sejam importantes

para outras pessoas de sua familia.

Todos os dados colhidos a seu respeito serdo mantidos em segredo
pelos pesquisadores.

E dada a liberdade da senhora de néo participar a qualquer momento
deste estudo, ndo havendo nenhuma alteracdo ou prejuizo no seu atendimento.
Caso vocé queira patrticipar, por favor, assine este documento e entregue ao seu
médico no momento da consulta. Se vocé possuir alguma duvida, sinta-se a

vontade para perguntar.

Sendo assim, assine abaixo confirmando que a senhora leu e

compreendeu o que lhe foi exposto, aceitando participar do estudo.
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A- Eu,

dou consentimento para que uma amostra do meu sangue seja analisada para

. Se néo for possivel de momento efetuar o teste,

a minha amostra serda armazenada até que um teste apropriado seja

desenvolvido.

Eu compreendo que para o desenvolvimento e padronizagdo de novos
testes podera ser necessario utilizar parte da minha amostra anonimamente.
Se quaisquer beneficios comerciais surgirem destes estudos, compreendo que

eu pessoalmente n&o os reclamarei.

Assinatura Data

B- Eu gostaria/ndo gostaria de ser informada dos resultados do meu teste (riscar

como apropriado).

C- Os resultados do meu teste podem permitir que outros membros da familia
beneficiem de teste genético. Dou consentimento para que a informacao
genética que pode ser importante para outros membros da familia se torne

disponivel aos médicos.

Assinatura Data
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FICHA DE COLETA DE DADOS

Titulo do projeto: ANALISE DO COMPLEXO FANCI/FANCD2 EM MULHERES
BRASILEIRAS COM CANCER DE MAMA HEREDITARIO

1- Dados pessoais:

NuUmero do caso:

Matricula(HC):

Nome:

Fone:

Endereco:

Bairro: Cidade:

Nacionalidade:

CEP:

Data de nascimento: /]

Data da entrevista: / /

2- Informacgdes clinicas pessoais:
Carcinoma de Mama:
Carcinoma Bilateral:

Outro Carcinoma:

(L) Ovario () Colo () Prostata (_) Outros

()Sim () Nao
()Sim () Nzo

() Sim () Nao




Exposicao a agentes mutagénicos:
() Radiacao
(_) Agentes quimicos
Ingestao de bebida alcodlica: () Sim () Nao

Frequéncia:

Fumante: () Sim (1) Nao

Frequéncia:

Uso de contraceptivos orais ou farmacos com dosagens altas de estrogénio:
(L) Sim () Nao

Quanto tempo?

Tratamento para reposi¢cao hormonal:
() Sim (1) Nao

Tratamento para infertilidade:
(1) Sim (1) Nao

Possui filhos: (_) Sim () Nao

Quantos?

Idade da 12 ( ) e ultima gestacdo ()
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3- Informacdes clinicas familiares:

Familiares com carcinoma de mama: (_) Sim (_) Nao
Grau de parentesco:

12 grau: (L) mae () pai () irma (_) irmao (_) filha (o)
2°grau: (L) vd (L) vo (L) tio (a) (L) primo (a) (_) neto (a)

3¢ grau Quantos?

Familiares com outro carcinoma: (_) Sim () Nao

Qual?

Consanguinidade: Quem?

4- Heredograma:

5- Observacoes:

6- Laudo anatomo-patolégico:

NUmero do Exame

Exame microscopico:

Emissaol I 1 1 111
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Tipo histolégico predominante

( ) Caductal in situ

( ) Calobular in situ

( ) Doenga de Paget do mamilo sem tumor associado
( ) Ca ductal invasivo

( ) Ca ductal invasivo com componente intraductal predominante
( ) Calobular invasivo

( ) Catubular

( ) Ca mucoso(coldide)

( ) Ca medular

( ) Ca papilifero

( ) Cainflamatério

( ) Outro

Subtipo histolégico do carcinoma intraductal:

( ) Comedo ( ) Cribiforme

( ) Intracistico ( ) Micropapilifero

() Sdlido ( ) Papilifero ( ) Aderente clinging ( ) Nao avaliavel

( ) Outro
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Gradacao (do carcinoma invasivo e in situ):

()Graul ( )Grau2 ( ) Grau 3 ( ) Nao aplicavel

7- Laudo imunoistoquimico:

NUmero do Exame |

Receptores estrogénicos ( ) Positivo ( ) Negativo

Expressao da proteina c-erb-B2 ( ) Positivo ( ) Negativo

Emissao | 1 1 1111

Observacoes:

8- Analise Molecular:

- FANCI

165C>T

261C>T

866C>T

()
()
()

1264G>C ()

1686C>G

184C>T

2058C>A

2226G>C

()
()
()
()

PRESENTE

PRESENTE

PRESENTE

PRESENTE

PRESENTE

PRESENTE

PRESENTE

PRESENTE

()

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE
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2248T>C () PRESENTE () AUSENTE

3321T>G () PRESENTE () AUSENTE
3453C>T () PRESENTE () AUSENTE
3666C>T () PRESENTE () AUSENTE
-FANCD2

376A>G () PRESENTE () AUSENTE
782A>T () PRESENTE () AUSENTE
958C>T () PRESENTE () AUSENTE
958C>T () PRESENTE () AUSENTE
DEL17 () PRESENTE () AUSENTE
1948-6C>A ( ) PRESENTE () AUSENTE
2444G>A () PRESENTE () AUSENTE
3707G>A () PRESENTE () AUSENTE

3803G>A () PRESENTE () AUSENTE

- Sequenciamento automatico:
Resina 222 (P) ( ) PRESENTE () AUSENTE Qual?

LISINA 561(ub) ( ) PRESENTE () AUSENTE Qual?
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PREENCHIDO PELO MEDICO:

Eu,
expliquei ao doente acima referido o objetivo de obter uma amostra de sangue

para estudos genéticos.

Assinatura Data
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Sequéncia de primers, temperatura de anelamento, tamanho do fragmento

amplificado e temperatura para analise do gene FANCD2 (Lewis et al., 2005)

Exon Primer forward Reverse Anelamento pb (?oeg)
1 GGTGA:&CT)gCC);AGCTT GCCTCGQgéSACTACG 55 188 64
> CTTCAGCAACAGCGA | GATTCTCAGCACTTGA 50 491 56
AGTAGTCCTG AAAGCAGG
3 GGAC/(—\)%/_—}_E(_)%GTTTT GAAAAC((;_(r)é\'CI'GATTCA 50 308 56
te5 TCATC%_GI__CI_igéAGAAA GAAGTTﬁg%AAACAG 50 466 | 53,58
5 GAGCC?%I’CC;)%I'SCTCAT CCCGC'I;;AAI’&"(I;AGACTT 50 082 56
7 CAAAigGe'I;gI'éTTCC CATCAigE_F_?gTTTGA 50 342 55, 60
8 GACC?@?—?@SGCTC CTGCAGEQEQTTACCC 55 463 | 51,56
9 CAGCECATC%CTAATTTCA TGCAGTCG‘CAATTA,SAACCC 55 265 60, 62
10 TGCCC:\?EJSTGTTC AGGCAAIgﬁgTGACTG 50 219 59
11 TGCCCGTCTATTTTT | TCTCAGTTAGTCTGGG 50 391 56
GATGAAGC GACAG
12 TCA‘;(;E(S;(?‘?(??GASAC ACCCTGC(?AAAGC%AAATGA 55 432 53, 58
13 ATGG%@????CTCC CCTTAT'Ié(_‘i_Aé(_?_CATGCC 55 363 56
14 GGGCA&S%'I;_?AATAA GACAGTC&%?QAGGCAA 55 189 57
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Exon

Primer forward

Reverse

Anelamento

pb

Seq

(T°C)
o | cogaIIoon [roeneeeeTse | w0 e | w
6 | AACGTGGAATCCCAT | TTTCTGTGTTGCCTCCT 58 378 | 57
7 | GATGGTCAAGTTACA | CACCTCCCAGCAATTA - S
1g | CTATGTGTGTCTCTT | AATGTTTCOCAGCATAT 50 233 | 52,57
19 | CATACCTICTTTIGC | GCACAGAAGTCAGAAT 48 198 | 59
oo | ACACACCGGGGAAT | CTGCAGGTTGGGTGAC - a41 | 49,54,
GTTGT AGAG 59
21 | GAGTTTGGGAAAGAT | TGTAGTAAAGCAGCTC 54 031 | 59
2» | ACACTCTGCACTGCC | GAAAGAAGCTGTGGGA 55 239 | 60
23 | TGGTTTTICCCTGTAG | GTCAACTICOCCACCA 55 294 | 60
24 | TTGTGTTCCCTATGT | TTGATGTGCCCTTTCG 54 269 | 58
25 | CAGCTAGCTCCAGA | TGCAGAATAAGTGAAA 54 209 | 58
26 | TTCATAGAGATCTCT | GTTTTGGTATGAGGGA - 083 | 52,57
27 | GOCATGCTTGGTAAT | TTCCAATTAGTGATGGC 55 319 | 57
pg | TTGTTTICTGAGGGC | TGGGATGTCAGAAACC 55 230 | 52,57
2 | *Crratatcce | - Torere 0| % | we | st
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Exon

Primer forward

Reverse

Anelamento

pb

Seq

(T°C)
30 CATG::éﬁ'_I}?égTAGG CTACCCQSXSACCCAA ) 280 60
31 GACTCC();é'_II'_'_Il'_(:CGAAC CAGCCAé_?é::TGAAAC 55 260 58
30 TGAGgg‘Ig;%AATTTTT GTGCCTE?S;GACTGT 55 268 58
33 TTGATGGGGAT(?C?QGACT AAGAAéATGGT_I'_I'_I%%CAATC 50 273 58
34 AGCAngSééAATAA GCCCA_?Q_?;;EGTAAG 52 342 52, 57
35 TGTTA%A_\I%C_)I_@I_GGAAC TTGGCTiﬁg&GGAAGA 55 257 54, 59
36 TCTTCACAATAAT((;(,;-\GCCA CCCAGC%I_'S_?TGATGA 55 450 58
37 AGAG?:C?S%%AAGG CCAAAG&'EEGACTTCTT 50 232 60
38 GATGCﬁgX?CGTTGCT CCAGGAC(;')_I_ACSC';I'TGGTTT 52 274 58
39 ACACT%?gﬁgTTGGA CTTGTG?SX)QAGAAAT 54 369 54, 59
40 TGGGCC):'_II'%_I(._E_?JGAGA CCAA‘?(?:(?@;,QECTTC 52 200 59
41 TGATTé'gC_)réGGCATAG GATCCCg_?GAéTAGCAA 52 270 54, 59
42 CATTCGAgAAC';I";I'CCACCA CCTTACQF@ECATCTG 54 296 59
43 AACCT_'ll_'AnggCCTAT GGAAA#;(AE_,?((;QGGCTA 50 434 58
44 TGTQEE%CAg?Ag%GTC CCAGTﬁégéégGGCAA 59 234 58
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Sequéncia de primers, temperatura de anelamento, tamanho do fragmento

amplificado e temperatura para analise do gene FANC/

Exon Primer forward Reverse Anelamento pb ($°eg)
g | CACCCCTICAGTCTICAT | cTeeTTTCCCCCACAGAAC 60 575 | 61
, | CACCCACCTCTGACGTTT | TGGGGAGTAGATGAAGAAG 5 S

TT CA
5 | GGAGAGATCAGTTTTCCT | GAAAACCCATGATTCAGTC 1 sa5 | s
CTC Y
4, | TCATCAGGCAATCGGTAT | GAAGTTGGCAAAACAGACT - 487 | s
GG G
5 | TCGCCAATTGCTACTATCT | TGCGTAACGTGTACCTGTA - ws |51
g | AACCTGTTASTCAGGTAT | cotraTacaTGGTGTCCTG 57 382 | 57
7 | CCOTGTGAGACTGTCTGTC | 17GTGCACACTGTGCTTA 60 456 | 55
g | GACCAGAAMMTBGCTCAGTT | oCTGTGCACTTTGTGCAC 57 453 | 58
9 | CCTGTACTGTCATTGCTGT | T1TGCACARTECTGCATTG 54 337 | 62
o | AATCGGTGACTAGTAGGT | AGGCAATGACTGACTGACA 53 235 | ss
(1 | TTAGTATACCTTGATACAT | TTAGGCATAGACTGATCTG 50 36 | 55
AGT A
1> | TTAGAATGCATAGTACATG | TAGCTTAAGCATAGACTGA 54 a2 | s
AA CT
13 | TTATTAGCOOTAGATAGA | GCATAGCTTAGCATGACT 48 431 | 54
14 | TTAGGTAACTGATCGTAC | ATGOGTCATGTGCCTAAAC - P
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Exon

Primer forward

Reverse

Anelamento

pb

Seq

(T°C)
5 | GGTACCTAGCTTGACACT | ATGCTTGACTGTGCAATGC 47 s | ss
16 | [TATGTCTGACTGTAACTG | rrreraTaTToccTCCTTGE 54 380 | 57
17 | ATTGCTTGTIACGCGAAT | 1TATTGGTCTAGCATTGAT 53 458 | 55
1g | TAGTGTACETOCAATGAG | TaGCTGATCCCATGACTGG 49 260 | 52
g | TTAGATAACGTACGTGCC | ATGTACCATGCATGTTCAG 56 »as | 5o
20 | TBGTTTTICCCTGTAGCCTT | TAGTTACCGTTAACGTGCG 54 a6 | 5o
21 | GAMGAAGEIGTGOGACT | raAGcTAAGCAGCTCTCTG 54 231 59
gp | ATGCTTACORTACGTIAC | 11AGCTACCGTTAGCGTA 55 356 | 6
23 | ATTAACAGATAGAGAGATA | ATAGCATAGCAGATAGC 54 394 55
24 | TATGCGTARTGGCGATAG | ATGCAATTGGACCTAGCG 57 369 | 55
25 | 'AGCATGACOGATGGAGA | ATGGCAGTAGGTAGGGAT 57 521 58
g6 | |TAGTGGACAGCGAGGTA | GaTaGaGACGTGAAGAAA 52 200 | 61
27 | ATGGACGCATGATCCGTA | ATTAGTGCAGTGGAGGCGC 53 a6 | 57
25 | ATTGCGCCATGAGGGGGA | ATGACGATCCATGACCCAC 58 as | 5o
29 | AACGTGATCCGCAGGGA | ATGCTAARACGTGTACGTG . A
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Exon

Primer forward

Reverse

Anelamento

pb

Seq

(T°C)

30 CATGAAATGACTAGGACA | ATGCTAGCTGAGTGATACG 52 476 60
TTC T

" ATAGCGATTAGCAGTAGC | ATGATGCGATAGCTTAGCG 55 356 55
GTG T

30 ATTTGACGTGCGCGATTC | ATGTAGCGATGCGTGCATG 59 540 59
ATG C

33 | ATTGACAGTGGATGCAGT | ATGTACGTAGGCGATGCTG 53 489 58
AGC T

ATGCAGGTAGGATAGTGA | GATGACCCGTGCGCATGC

4 TAGS GaG 56 458 52

35 | ATGCAGGATGAATGACGC | ATGGCGATTAGCGCATGCG 55 357 59
GAGT AT

36 | ATGCAGTGACGATGCGAT | ATGCAGTGGCGATGCGATG 56 457 60
CTAG T

a7 ATGACGA&A_?_(I;,GATATAC ATGCAGTGACG‘lATACGCATGA 49 032 60
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