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No Brasil, o cancer de mama € o maior causador de mortes entre as mulheres. O historico
familiar constitui o fator de risco mais importante na determina¢do do cancer de mama
familiar. Estima-se que cerca de 5 a 10% dos tumores de mama sejam hereditarios. Varios
genes sdo relacionados como responsdveis pelo cancer de mama familiar, dentre estes deve-
se citar o gene ATM, que codifica uma proteina do tipo quinase de ponto de checagem que

harmoniza o reconhecimento de alteragdes no DNA oriundas de radiacio ionizante.

Virios estudos demonstram a associacdo entre a mutacdo S707P do gene ATM e céancer de
mama. O objetivo deste estudo é verificar a presenca da mutagdo S707P no gene ATM em
uma amostra de pacientes portadores de Cancer de mama e relaciond-la com a apresentacao
clinica da doenga e o grau histolégico. Para isso, esse estudo utilizou a técnica de Reagao
em Cadeia da Polimerase seguida por digestdo enzimdtica. Foram analisados
221 individuos para a mutagdo S707P, sendo 50 individuos com céancer e com histdrico,
49 individuos com cancer sem histérico e 122 individuos do grupo controle. Somente dois
individuos apresentaram a mutagdao S707P, sendo ambos em heterozigose do grupo controle
(0,01). Esse € o primeiro estudo no Brasil que procura associacdo de mutacdes no gene
ATM, em especial a mutagdo S707P com o cancer de mama hereditdrio e esporadico.
Nenhuma associacdo foi encontrada entre a mutacdo S707P do gene ATM e o cancer de
mama, tanto em mulheres com histérico familiar quanto em portadoras de cancer de mama

esporadico.
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Introduction In Brazil, breast cancer is the most responsible for death in women. Familiar
history is the most important risk factor to establish familiar breast cancer because about
5 to 10 % of breast tumors have a genetic etiology. Many genes are involved in familial
breast cancer responsible, like ATM. The ATM gene encodes a checkpoint kinase protein
which recognizes DNA damage by ionizing radiation. Epidemiological evidence suggests
that ATM heterozygotes, representing 0.5-1% of the general population, have a 5 to 8-fold
increased risk of developing breast cancer. However, direct molecular analysis of ATM in
selected breast cancer patients outside AT families has led to conflicting results. The aim of
this study was to verify in a sample of 99 breast cancer carriers, the S707P missense

alteration in ATM gene comparing with a control group of 122 individuals.

Methods Polimerase chain reaction was performed followed by RFLP to identify S707P

mutation.

Results We found two heterozygotes for S707P mutation in control group only. No
homozygotes were detected. The comparation with histologic degree was not possible. The
allelic frequency in control group were 0,01% and genotype frequency of 0,016 or 1,6 %.
This is the first study in Brazilian patients with breast cancer and ATM mutations. Ours
results show that breast cancer is not associated with S707P mutation of ATM gene in this

population.

Conclusion Any link between S707P and breast cancer was observed, even in familial and
non familial history breast cancer carriers. Our study is limited by its small number of

mutations, therefore, new studies with more mutations are necessary.

Abstract
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O Cancer

Cancer € a denomina¢do dada a um conjunto de diversas doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos. O cancer €
considerado maligno quando se espalha por meio de metdstase para outras regides do
corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontroldveis, determinando a formacdo de tumores devido ao acumulo de células
cancerosas. Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa
localizada de células que se multiplica vagarosamente e se assemelha ao seu tecido de
origem, raramente constituindo um risco de vida (ALBERTS er al, 1997;

LEWIS & CONRY, 1997; CRUM, 1996).

O cancer de mama ocorre com maior freqiiéncia em mulheres do que em
homens, numa propor¢do de 100 para 1. Nas mulheres a doenca é mais freqiientemente
diagnosticada entre 40 e 60 anos de idade (EASTON, 2002). E estimado que uma entre
cada oito mulheres, desenvolverd o cancer de mama a partir dos 85 anos. Atualmente, mais
de um milhdo de mulheres no mundo sdo diagnosticadas com o cancer de mama por ano

(TOMKA et al., 2001).

Nos EUA, o cancer de mama € o mais comum entre as mulheres e a segunda
causa de morte. A identificacdo de casos vem aumentando nas ultimas duas décadas,
enquanto a mortalidade se mantém relativamente estdvel desde a década de 50. Um dos
fatores responsdveis por esse aumento da identificacdo de casos sdo as politicas de
rastreamento através da mamografia ou exame fisico, além do envelhecimento progressivo
da populagdo. O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) estima que, uma a
cada oito mulheres, aproximadamente 12,8%, desenvolverd cancer de mama durante a vida

(NCI, 2003).
O Cancer de Mama no Brasil

Observando as taxas de mortalidade no Brasil, o cancer ocupa diferentes
posi¢des, mas estd sempre incluido entre as primeiras causas de morte. O cancer de mama,

dentre as vdrias formas de canceres, € a maior causa de morte entre as mulheres. Segundo
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dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) no Brasil, houve um aumento consideravel
da taxa de mortalidade por cancer de mama em mulheres, de 6,14/100.000 para

9,31/100.000 durante o periodo de 1980 a 1997 (INCA, 2003).

Em 1994, os neoplasmas (tumores) foram responsdveis por 10,86% dos
887.594 obitos registrados, sendo que 53,81% dos 6bitos por neoplasia ocorreram entre os
homens e 46,19%, entre as mulheres. Em 1999 foram registradas 8.104 mortes decorrentes
deste tipo de cancer. Foram previstos de serem diagnosticados em 2005, 49.470 novos
casos. Esta tendéncia € consistente com a de paises desenvolvidos, cuja urbanizacdo levou
ao aumento da prevaléncia de fatores de risco para o cancer de mama como, por exemplo, a
idade tardia da primeira gravidez (INCA, 2005; SILVA et al., 2002). Atualmente o cancer €
a segunda causa de morte por doenc¢a no Brasil. Somente na Regido Nordeste, as neoplasias
representam a terceira causa de morte por doenca, sendo responsaveis por 6,34% dos 6bitos
atestados, ficando apenas 0,02 pontos percentuais abaixo das doencgas infecciosas e
parasitarias. Nas demais regides, os neoplasmas seguem as doengas cardiovasculares como
causa de morte e sua proporcionalidade aumenta a medida que se desloca para o sul: 7,83%
na Regido Norte, 9,89% na Regido Centro-Oeste, 11,93% na Regidao Sudeste e 15,19% na
Regido Sul (INCA, 2003; SILVA et al., 2002). Porém, ao analisar as estimativas do INCA
para o ano de 2005 verificamos um pequeno aumento na incidéncia do cancer de mama na
regido sudeste (72,74/100.000), ultrapassando a regido sul (70,76/100.000) em casos de
carcinomas mamadrios, se tornando a regido brasileira com a maior incidéncia esperada para

o ano de 2005 (INCA, 2005).

A partir destes dados, pode-se concluir que, as campanhas de auto-exame das
mamas tenham algum impacto sobre esta tendéncia, considerando que com isso houve um

aumento significativo da procura por centros de tratamento e diagndstico.

O cancer de mama €, provavelmente, o mais temido pelas mulheres devido a
sua alta freqiiéncia, sobretudo pelos seus efeitos psicolégicos que afetam a percepcdo de
sexualidade e a imagem pessoal. Ele € relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas
acima desta faixa etdria sua incidéncia aumenta progressivamente (CLARKE et al., 2002;

CRUM, 1996).
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H4 determinados grupos de mulheres com maiores possibilidades de
desenvolverem a doenca. Essas mulheres tém em comum certas caracteristicas
denominadas fatores de risco. Tais fatores propiciaram condi¢des favordveis ao
desenvolvimento da doenca, mas nio obrigatoriamente levardo ao cancer de mama, ou seja,
apenas ha maior probabilidade de desenvolvé-lo (cerca de 80%) quando comparadas com a

populacdo feminina em geral (INCA, 2003).

O historico familiar constitui o fator de risco mais importante, especialmente se
o cancer ocorreu na mae ou em irma, se foi bilateral e se desenvolveu antes da menopausa.
Acredita-se que cerca de 5 a 10% dos tumores de mama sejam hereditdrios
(ABELIOVICH et al, 1997; NELEN et al., 1996). E estimado que 15 a 20% das mulheres
diagnosticadas com céancer de mama possuem um historico familiar da doenca
(EASTON, 2002; TOMKA et al, 2001). PETO ¢ MACK (2000) descreveram a
manifestacdo do cancer de mama em um estudo feito com gémeas monozigética e em
outros parentes de mulheres afetadas, que corroborou a hipétese de um padrao de heranca.
As principais sindromes hereditarias que compdem o espectro de susceptibilidade genética
para o cancer de mama incluem: Sindrome Cancer de Mama, Sindrome Cancer de ovério e
mama, Sindrome Céancer de célon e mama, Sindrome de Li-Fraumeni, Sindrome de
Cowden, Ataxia-Talangectasia (AT) (WU et al, 2000; BELL et al, 1999;
MATSUOKA et al., 1998).

z N

Outro fator de risco € a exposicdo a radiacdo ionizante antes dos 35 anos,
relacionado com uma alteracdo do tipo sentido trocado no gene ATM (BANIN et al, 1998;
CANMAN et al, 1998). A menopausa tardia (além dos 50 anos, em média) estd associada a
uma maior incidéncia, assim como a primeira gravidez apds os 30 anos de idade

(EASTON, 2002; TOMKA et al., 2001; KIRSCH, 1997).

Continua sendo alvo de muita controvérsia o uso de contraceptivos orais no que
diz respeito a sua associacdo com o cancer de mama. Aparentemente, certos subgrupos de
mulheres, com destaque para as que usaram fiarmacos com dosagens elevadas de
estrogénios ou por longo periodo de tempo, tém maior risco. No entanto, ainda ndo esta
comprovado se a mulher que retarda intencionalmente a gravidez através do uso de

contraceptivos orais, para depois dos 30 anos tem maior risco de desenvolver cancer de
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mama, do que aquelas que fazem tratamento para infertilidade a base de hormodnios

(ANDERSON, 2002). Outro fator de risco é a ingestdo regular de alcool, mesmo que em

quantidade moderada, que gera um aumento do risco de cancer de mama (EASTON, 2002;

ANDERSON, 2002; CECIL, 1997).

No quadrol estdo apresentados alguns critérios de inclusdao utilizados em

centros de estudo de cinceres de mama e ovario no mundo. A partir destes critérios foram

formulados

critérios

de inclusio que

especificamente na regidao de Campinas.

se encaixem a realidade brasileira,

mais

Quadro 1- Critérios utilizados nos estudos genéticos e moleculares correlacionados ao

cancer de mama com importante etiologia genética.

EUROPEAN
COLLABORATI
VE STUDY
BCLC

NATIONAL
CANCER
INSTITUTE

NATIONAL
COMPREHENSIVE
CANCER NETWORK

SOCIEDADE
PORTUGUESA DE
SENOLOGIA

Histéria
pessoal

Cancer de mama
diagnosticado com
menos de 45 anos;

Cancer de mama
diagnosticado com
menos de 50 anos;

Cancer de mama
diagnosticado com
menos de 40 anos;

Céncer de mama
diagnosticado com menos
de 35 anos;

Cancer de mama
bilateral;

- Cancer de mama
bilateral;
- cancer de ovario;

Canceres de mama e
ovdrio diagnosticados no
paciente;

Cancer de mama bilateral;

Histéria
familiar

Mais de trés casos
de cancer de
mama e mais de
um de ovario;

Miiltiplos casos de
cincer de mama na
familia;

Miiltiplos tipos de cincer
em uma mesma familia:
neoplasias de mama,
tiredide, cortex da
adernal, sarcomas
linfomas e leucemias;

Familiar com cancer de
mama e/ou de ovario, um
dos quais diagnosticados

antes dos 60 anos, ou cancer
de mama bilateral;

Mais de dois
familiares com
cancer de mama;

Cancer de mama e de
ovario na familia;

Dois ou mais familiares do
1° grau com céncer de
mama ou de ovdrio,
independente da idade de
apresentacdo da neoplasia;
Dois familiares do 1° grau —
um com carcinoma de
mama na pré-menopausa;

Cancer de mama

Um ou mais

masculino; familiares com dois
carcinomas
primadrios;
Cancer de mama Presenca de um familiar | Homem com carcinoma de
masculino; com mutagdo dos genes mama, independente da
de predisposicdo do idade;
cancer de mama; Qualquer familiar com
muta¢do do BRCA.

Elaborado a partir de: BCLC — Breast Cancer Linkage Consortium, 2003; NCI. — National Cancer Institute,
2002; NCCN - National Comprehensive Cancer Network, 2003; Sociedade Portuguesa de Senologia, 2003.
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A Genética do Cancer de Mama

Virios genes estdo envolvidos na susceptibilidade ao desenvolvimento do
cancer de mama. Dois genes foram inicialmente relacionados com o cancer de mama

familiar (BRCAI e BRCA2).

Os genes BRCAI e BRCA?2 parecem conferir uma estabilidade gendmica através
do seu envolvimento com os processos de recombinagdo, transcricdo e reparo dos
homodlogos. Sugere-se uma agdo conjunta entre as proteinas BRCAl e BRCA2 com
CHEK2, ATM, RADS53, RADS51 e p53, no que diz respeito ao reparo do DNA
(MOTOYAMA & NAKA, 2004; KHANNA & JACKSON, 2001; KERR & ASHWORTH,
2001; BEGER et al, 2001; WELCSH et al, 2000; WANG et al, 2000;
WILSON et al., 1999).

FORD e colaboradores (1998) citam a contribui¢cdo de BRCAI e BRCA2 para a
heranca do cancer de mama, através do estudo de ligacdo e andlise de mutacdo em
237 familias, estando 52% dos casos associados ao BRCAI, 32% ao BRCA2 e 16%
relacionados a outros genes. Mutagdes nos genes BRCAI e BRCA2, portanto, ndo sao os

unicos responsdveis pelo cancer de mama havendo assim ainda uma parcela desta doenca a

ser elucidada (CUI et al., 2001).

Um dos genes que foram relacionados com o cancer de mama foi o gene ATM

(DORK et al., 2001).
Proteina ATM

A proteina ATM (de Ataxia Telangiectasia Mutado) é um membro da familia
fosfatidilinositol-3 quinase, que responde a danos no DNA por fosforilacdo de substratos
chave envolvidos no reparo do DNA e/ou controle do ciclo celular. E composta por 3056
aminodcidos com peso molecular de 350,6 kD (SAVITSKY et al, 1995a;
SAVITSKY et al., 1995b; BYRD et al., 1996; KAPP et al, 1992).

BROWN et al. (1997) demonstraram que a proteina ATM € singular, possuindo
um alto peso molecular e predominantemente restrita ao niicleo dos fibroblastos humanos,
apesar de se apresentar em fragdes nucleares e microssomais de linfoblastos e linfécitos do

sangue periférico. Os niveis e localizacdo da proteina ATM permanecem constantes durante
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todos os estdgios do ciclo celular. A proteina ATM truncada ndao foi encontrada em
linfoblastos de pacientes portadores de ataxia telangiectasia homozigotos para mutacdes
que desencadeiam uma terminagdo prematura da proteina. A exposi¢do de células humanas
normais a radiacdo gama e a drogas radio miméticas ndo apresentaram nenhum efeito nos
niveis da proteina ATM, em contraste com os niveis aumentados da proteina p53 (TP53)
durante o mesmo periodo. Achados referentes a expressdo constitutiva fundamental e a
localizagdo nuclear da proteina ATM consistem em um modelo potencial de respostas

celulares a danos no genoma (KHANNA E TRENCH, 2004).

A proteina ATM parece agir, segundo vérios estudos, em duas linhas bésicas
quanto ao sistema de reparo do DNA. Em uma primeira linha na localizagao de danos no
DNA e em uma segunda linha de atuagdo na ralizacdo de pontos de checagem (Figura 1)

(KHANNA E TRENCH, 2004).

Ciclo Celular

Pontos de checagem

G, do ciclo celular

Danos no DNA
B | \
éG1 % s "'62 ' M o1
Panta Limite

Figura 1- Pontos de checagem de danos no DNA: (A) Ciclo celular; fase S, onde o DNA ¢
copiado; fase M onde o DNA e distribuido de forma igualitdria as duas células
filhas. Duas fases de intervalo, G1 e G2, que separam os dois eventos principais;
(B) Representacdo esquemdtica dos pontos de checagem do DNA. As células
interrompem o ciclo em GI1 antes de S (ponto de checagem G1/S), interrup¢ao
tempordria da sintese de DNA na fase S (ponto de checagem intrafase S) e as
células interrompem o ciclo em G2 antes da Mitose (G2/M). A proteina ATM
controla todos os pontos de checagem (KHANNA E TRENCH, 2004).
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ATM no maquinario de respostas a danos no DNA

Em resposta a danos no DNA, ATM e ATR fosforilam a histona H2AX e com
isso facilitam o recrutamento e fosforilacio dos mediadores como o MDCI1, 53BPl1,
BRCAI e o complexo MRE11-RADS50-NDSI1. A pausa na replicacdo do DNA resulta do
recrutamento do complexo ATR-ATRIP por RPA. A formac¢do do “foci” nuclear de
complexos mediadores promove a transmissdo do sinal resultante do dano no DNA para os
alvos subseqiientes como Chkl, Chk 2, FANCD2 e SMCI1. O complexo PCNA-RADI-
RAD9-Hus1, RFC-RAD17 e Claspin, podem colaborar na regulacdo do ponto de checagem
através da deteccdo de produtos diferenciados da replicacio do DNA. As proteinas de
reparo de mau emparelhamento (mismatch) MLH1 e MSH também estdao envolvidas na
ativacdo da via ATM-Chk2. As quinases Chkl e Chk2 fosforilam efetores como p53,
CDC25A e CDC25C e por meio disso retardam a progressao do ciclo celular ou induzem o
envelhecimento ou apoptose através da ativacdo dos pontos de checagem G1/S, Intra S ou
G2. Desta maneira, este mecanismo de ponto de checagem de danos no DNA coopera com

o maquindrio de reparo do DNA (figura 2) para eliminar instabilidades gendmicas e cancer

(MOTOYAMA & NAKA, 2004).

Introdugdo

25



Dano no DNA Pausa da Replicacio

Sensores e % ;
Mediadores RAD1
; e
./

Transdutores de sinais 1
CDZ
Outros
SMC1 Alvos
Efetores l

‘ CDCZSA\ "‘:;;l':':l; '\ |coczsc \

Apoptose
Ponto de Checagem G1/8
Ponto de Checagem Intra S
Ponto de Checagem G2

| Reparo do DNA

Cincer

Figura 2- Maquindrio de acdo de resposta a danos no DNA (MOTOYAMA &
NAKA, 2004).

Ponto de Checagem G1/S

A interrupg¢do do ciclo celular em G1/S € regulada pelo amplamente conhecido
supressor tumoral p53. A perda da atividade de p53, como resultado de mutagdes, abole o
ponto de checagem G1/S (figura 3). A fosforilagdo ATM dependente da serina-15 regula a
atividade transcricional de p53 e a fosforilagdo regulada por ATM de Mdm?2 na serina-395
diminui a capacidade de Mdm?2 transportar p53 do nicleo para o citoplasma, resultando em
um acumulo nuclear de p53 e estabilizacdo de seus niveis em resposta a IR. A conseqiiéncia

desta fosforilacdo € a regulacdo da atividade de CHEK?2 e consequentemente a fosforilagao
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de Cdc25A. Esta fosforilagdo estimula a degradacdo de Cdc25A, que bloqueia a entrada na
fase S ap6s IR através da desfosforilacdo/ativagdo dependente de Cdc25A da quinase ciclo
dependente Cdk2 (KHANNA E TRENCH, 2004). A ATM controla a parada em G1 através
de regulacdo da ativacao/estabilizacdo de pS3. Em condi¢des normais a p5S3 € uma proteina
de vida curta. A proteina Mdm2 habitualmente interage com a p53. A ATM regula a
fosforilagdo de p53 em diversos sitios. Direta ou indiretamente, ambos sdo ativados por
outras quinases, como por exemplo, o Mdm?2, que bloqueia a interagdo protéica entre eles,
resultando em uma estabilizacdo de ativacdo da transcricdo de p53. A p53 ativa a
transcricdo de Cdk, um inibidor de p21, que inativa o complexo ciclina E-Cdk2 e impede a
entrada na fase S através do supressor tumoral Retinoblastoma (Rb) mediante a segregacdo
de E2F, um fator de transcri¢do essencial para a indu¢do de uma variedade de genes

necessarios para a entrada na fase S (KHANNA E TRENCH, 2004).

Ponto de checagem G1/S

pS395
— ATM ﬁwe (MDM2 )

N p

[~

pS15

/

Figura 3- Ponto de checagem G1/S ATM dependente(KHANNA E TRENCH, 2004).
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Ponto de Checagem da Fase S

O ponto de checagem da fase S (figura 4) provoca uma reducdo réapida e
reversivel na sintese de DNA, que se reflete como uma diminui¢do na taxa de replicagdo.
Na auséncia de ATM, a diminui¢io DSB induzida durante a sintese de DNA reduz
significativamente, acarretando em uma sintese abundante de DNA radio resistente (RDS)
(KHANNA E TRENCH, 2004; BROWN et al, 1997; FALCK et al, 2001). Os principais
alvos de ATM envolvidos neste ponto de checagem sdo as quinases Chek2 e Chekl. Ambas
fosforilam Cdc25A fosfatase, sinalizando-a para degradacdo. A destruicdo de Cdc25A
fosfatase resulta em uma interrup¢ao do ciclo celular na fase S através do complexo Ciclina
E-Cdk2 em sua forma fosforilada/inativa T14Y15. O complexo MRE e BRCA1 podem
simular a regulacido deste ponto de checagem através de uma regulacio ATM dependente
pela fosforilacdo/ativagdo de Chekl e Chek2. As vias SMCI1 e FANCD2 que controlam o
ponto de checagem da fase S ainda ndo foram elucidadas. Contudo, pode-se supor um
envolvimento a partir de sua ativacdo defeituosa no ponto de checagem da fase S seguido

da fosforilacio ATM dependente destas proteinas (KHANNA E TRENCH, 2004).

Ponto de

checagem da ATM

Jase S
CHK1/CHK2 k
l.m:: -

S

[Anu lacao da sintese do DNAI

Figura 4- Ponto de checagem ATM dependente da fase S (KHANNA E TRENCH, 2004).
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Ponto de Checagem G2/M

O ponto de checagem em G2 (figura 5) € o ultimo ponto de checagem do ciclo
celular, que impede a entrada do DNA danificado da célula na mitose. Existem dois pontos
de checagem moleculares distintos, diferindo do estdgio do ciclo celular no momento da
irradiacdo. As células irradiadas em G1 ou em S viao ter o ciclo interrompido em G2,
enquanto as células irradiadas em G2 vao ter o ciclo interrompido antes da entrada da
mitose. ATM € dispensavel nas interrup¢des em G2, porém € necessirio no ponto de
checagem G2/M, que interrompe o ciclo de células irradiadas em G2 pouco antes da
entrada da mesma em mitose. Os elementos criticos da rede enzimdtica do ponto de
checagem G2 em S. pombe sao ATM/ATR homdlogos de Rad3 e CHK1/CHK2 homdélogos
de CHK1/Cdsl. Uma via andloga funciona em células de seres humanos onde ATM e ATR
revezam os sinais de ponto de checagem com CHKI1 e CHK2. Em mamiferos, de forma
similar, a compreensdo da funcdo de BRCI1, 53BP1 e MDCI demonstram um
direcionamento de seus substratos para ATM/ATR que desta maneira regula a resposta de
diversos pontos de checagem (KHANNA & TRENCH, 2004; YARDEN et al, 2002).
Chekl11 e Chek2 sdo os maiores responsdveis pelo envolvimento de ATM na obstrucdo da
entrada de células danificadas na mitose. Depois de ativados, CHK1 e CHK?2 fosforilam
Cdc25C, resultando na inativacdo e remocdo pelas proteinas 14-3-3. Portanto, Cdkl ¢é
mantido inativo, em um estado fosforilado, impedindo a entrada da célula na mitose. Um
numero de proteinas adicionais incluindo o complexo Rad9, o complexo MRN, BRCA1 e
53BP1, contribuem com este ponto de checagem regulando através de fosforilagao/ativagao

ATM dependente de CHK1 e CHK2 (KHANNA E TRENCH, 2004).

Uma forma particular de dano no DNA é a quebra bifilamentar de DNA
(DNA DSBs — “DNA Double Strand Breaks”). De forma notavel, células de pacientes com
AT ou camundongos sdo intensamente sensiveis a radiacao ionizante (IR) e outros agentes
que induzem a DNA DSBs, e falham ao ativar os pontos de checagem induzidos por IR em

G1/S ou G2/M (KHANNA et al, 2001).
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Ponto de checagem G2/M
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Figura 5- Ponto de checagem G2/M ATM dependente (KHANNA E TRENCH, 2004).

Mutaciao em ATM

KAPP et al. (1992) relataram a clonagem de um suposto gene responsavel pela

Ataxia Telangectasia. SAVITSKY et al. (1995a) identificaram e designaram o gene.

UZIEL et al. (1996) determinaram a organizacdo gendmica do gene ATM. O
gene contém 66 exons distribuidos em aproximadamente 150 kb de DNA gendmico. Os
dois primeiros exons, la e 1b podem ser utilizados em transcricdes alternativas. Por
mapeamento através de andlise de ligacdo da ataxia telangectasia o gene ATM foi descrito
no cromossomo 11 na regido q22.3 (Figura 6) (GATTI et al., 1988, 1993). A diversidade e
ampla distribui¢do das mutacdes em pacientes com AT, limita a andlise direta como uma
ferramenta diagndstica ou como método de identificacdo de portadores, excetuando quando

o efeito fundador das mutagdes estd envolvido (CONCANNON e GATTI, 1997).
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Figura 6- Histograma do cromossomo 22 com o locus do ATM.

czzh

SAVITSKY et al. (1995a) constataram que ATM se encontra mutada em
pacientes com AT de todos os grupos de complementagdo, sendo um indicativo de que o
gene ATM provavelmente seria o tnico responsdvel pela doenca. Diversas mutacdes desde

entdo foram descritas para o gene ATM (Quadro 2).

BYRD et al. (1996) identificaram seis mutacdes localizadas na regidao N
terminal da proteina ATM. Todas as muta¢des identificadas por esse grupo eram dele¢des

exceto uma insercao.

TERAOKA et al. (1999) também observaram varios casos de troca de exons
tanto em controles normais quanto em pacientes para os quais ndo foi encontrado defeito no
DNA gendmico, sugerindo cuidado na interpretacao na delecdo de exons em cDNA quando

ndo hd identificacdo de mutacdes gendmicas.

GILAD et al. (1996) analisaram mutagdes em 55 familias com AT, utilizando
RT-PCR (“Reverse Trancription Polimerase Chain Reaction”) de RNA extraido de cultura
de fibroblastos ou linfoblastos, seguido por restricio com endonucleases dos produtos de
PCR. De 44 mutacdes de AT identificadas, 39 (89%) levavam a inativacdao da proteina
ATM por terminagdo abrupta, anulando a iniciacdo ou terminacdo correta da tradugdo, ou
deletando grandes segmentos. Mutacdes adicionais foram observadas incluindo quatro
pequenas delecdes e inser¢des e uma substitui¢do de uma regido extremamente conservada

no dominio quinase PI-3.
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Através da andlise de DNA de tumores de pacientes com Leucemia
Prolinfocitica de células T (TPLL - T-cell prolymphocytic leukemia), uma variante clonal
maligna com similaridades com a leucemia em células T maduras verificado em AT,
VORECHOVSKY et al. (1997) demonstraram uma alta freqiiéncia de muta¢des no gene
ATM em TPLL.

VORECHOVSKY et al. (1997) também estudaram mutagdes no gene ATM
para Linfomas ndao-Hodgkin em células B (BNHL - B-cell non-Hodgkin lymphomas) e

detectaram trés mutagdes sentido trocado.

No linfoma MCL (“mantle cell lymphoma”), a translocacdo t(11;14) é
considerada a caracteristica citogenética principal desta doenca. STILGENBAUER et al.
(1999) identificaram uma delecdo comum na regido 11q22-q23, menor que 1Mb, que inclui

um locus do gene ATM em casos de MCL.

SCHAFFNER et al. (2000) relataram a inativacdo de ambos os alelos do gene
ATM devido a uma delecao e por uma mutacdo de ponto deletéria na maioria dos casos
analisados, indicando que a proteina ATM atua em uma parte da iniciacio e (ou)

progressao da MCL.

Para investigar o potencial patogénico do gene ATM em células B cancerosas,
SCHAFFENER et al. (1999) realizaram andlise de mutacio de ATM em 29 linfomas
malignos originérios de células B (27casos de B-CLL e 2 casos de MCL). Vinte e trés dos
29 pacientes eram portadores de uma delecdo na regido 11q22-q23. A delecdo de um dos
alelos de ATM em cinco B-CLL e um MCL, uma mutacdo de ponto detectada no alelo
remanescente, que resultara em uma mutacado de “splicing”, resultando em uma alteracdo de

proteina ou uma proteina truncada.

O estudo demonstrou uma disrup¢do somdtica de ambos os alelos no locus
ATM devido a uma mutacao de ponto deletéria e desta maneira explicando a patogenicidade

de tumores esporadicos em células B.

LI et al. (2000) demonstraram que a proteina BRCA1l-associada a CTIP se
torna hiper fosforilada e dissociada de BRCAI1 sob radiacdo ionizante. Esta fosforilagdo
necessita a presenca da proteina ATM. A ATM fosforila CTIP na serina-664 e serina-745,

uma mutagdo nestes sitios gerando uma alanina anula a dissociagdo de BRCA1 de CTIP,
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resultando em uma repressao persistente de GADD45 uma proteina BRCA1-dependente
sob radiacdo ionizante. LI et al. (2000) concluiram que a ATM, por fosforilagdo de CTIP
sob radiacdo ionizante, pode modular a regulacdo de resposta a danos no DNA por
GADD45 mediada por BRCAI, desta forma fornecendo uma possivel ligacdo entre ATM

mutado e o cancer de mama.

Quadro 2: Mutagdes no gene ATM.

TIPO DE MUTACAO MUTACAO CITACAO
Mudanga da Matriz de Leitura 3801delG LI & SWIFT, 2000
Splicing 1066-6T>G BROEKS et al., 2000
735C/T DORK et al., 2000
Sentido Trocado 1020C/A DORK et al., 2000
(Neutras) 2193C/T DORK et al., 2000
4578C/T DORK et al., 2000
S49C DORK et al., 2000
1550V DORK et al., 2000
P604S DORK et al., 2000
S707P LI & SWIFT, 2000
F858L DORK et al., 2000
P1054R DORK et al., 2000
L1420F LI & SWIFT, 2000
Sentido Trocado V1570A DORK et al., 2000
S1691R DORK et al., 2000
D1853N DORK et al., 2000
D1853V DORK et al., 2000
A2274T SCOTT, et al., 2002
G2287A SCOTT, et al., 2002
C2464R SCOTT, et al., 2002
$2592C SCOTT, et al., 2002
G2772R SCOTT, et al., 2002
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Mutacoes em ATM x Cancer de Mama

Diversas mutacdes foram associadas com o fendtipo de cancer de mama por

vdrios autores como observado no quadro 2.

Estudo realizado em 350 individuos da populacdo holandesa constatou que
heterozigotos para IVS10-6T>G apresentam um aumento de aproximadamente nove vezes
de possibilidade de desenvolver um tipo de cancer de mama, sendo mais freqiiente o
bilateral em idade precoce. Foi observada também uma similaridade de freqiiéncias de
mutagdes no gene ATM em individuos com historia familiar de cancer com individuos

portadores da forma esporadica (BROEKS et al., 2000).

Outro estudo realizado com 270 familias com HBOC (cancer de mama e ovario
hereditarios) na populagdo austriaca identificou 137 alteracdes diferentes, corroborando a
possivel ligacdo existente entre mutagdes no gene ATM, como as mutagdes S707P, L1420F

e IVS10-6T>G, com cancer de mama (THORSTENSON et al., 2003).

Em estudo realizado por DORK et al. (2001) em mulheres alemds a mutacio
S707P foi observada com uma freqiiéncia aumentada em duas vezes em pacientes com
cancer de mama e em cinco vezes em pacientes com a forma bilateral. Foi também citando

uma prevaléncia alta para a mutacido [IVS10-6T>G (0,7%).

Contudo, estudo realizado no Reino Unido com pacientes portadores de AT e
seus familiares revelou uma freqiiéncia aumentada de cancer de mama. sendo observada
uma freqii€éncia dentre os pais dos pacientes de 5/245 (esperado de 2,67 com 95% IC) e
entre os demais familiares 23/1160 (esperado de 14,6 e 95% IC) apresentando um risco

relativo de 2,25 (THOMPSON et al., 2005a).

Em estudos realizados com camundongos knockout, BALB/cHeA—p53+/' e
MSM/Ms-ATM*”, os resultados indicaram um aumento significativo na carcinogénese
mamaria em heterozigotos para o gene ATM em camundongos p53*" (heterozigotos)

(UMESAKO et al, 2005).
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Os resultados de DORK et al (2001) deixam em aberto a possibilidade de
variantes alélicas de ATM, embora nio sendo as variantes classicas encontradas na ataxia
telangiectasia, poderem regular o processo € o prognéstico do carcinoma de mama. Em
uma comparagdo com as caracteristicas clinicas de pacientes portadores da substituicdo
S707P com nao portadores, os autores falharam na observacao de diferencgas relacionadas a
1dade de inicio do carcinoma, porém foi encontrada uma proporc¢ao acentuadamente alta em
pacientes com diagndstico de nddulo axilar positivo (17 de 26; p < 0,01) e uma propor¢ao
igualmente alta em cancer de mama bilateral (5 de 26; p = 0,02) entre heterozigotos para
S707P. De modo geral a substituicio S707P mostrou-se cinco vezes mais freqiiente em
pacientes com cancer bilateral (p < 0,001) que nas amostras retiradas ao acaso da

populacdo.

Estudos epidemioldgicos confirmam o risco aumentado para cancer de mama e
outros canceres em heterozigotos para ATM. No entanto alguns estudos de mutacdes no
gene ATM tem falhado em grande medida para revelar o aumento da incidéncia em
pacientes com cancer de mama. Ainda que algumas evidéncias apdiem a implicacdo de
mutagdes sentido trocado em ATM no cancer de mama, a presenca de uma grande
diversidade de variantes sentido trocado raras somado a polimorfismos comuns no gene
ATM tem gerado grandes dificuldades em estabelecer relagcdes em estudos de associacgao.
Para investigar a conseqiiéncia funcional destas alteracdes, SCOTT et al. (2002)
introduziram mutacdes sentido trocado que tém sido identificadas tanto em pacientes com
AT quanto em pacientes com cincer de mama, no cDNA de linhagens celulares estdveis
para determinar seus efeitos na funcdo de ATM. Mutacdes de sentido sentido trocado
patogénicas e variantes neutras foram descritas inicialmente pela sua capacidade de corrigir
o fendtipo radio sensivel das células AT. Posteriormente, mutacdes de sentido trocado
aboliram a atividade de quinase radio induzida de ATM em células controle normal,
gerando instabilidade cromossdmica e redugdo da variabilidade celular em células controle
irradiadas. A proteina ATM mutante foi expressa no mesmo nivel que as proteinas
enddgenas, a interferéncia com a proteina normal mostrou-se ocorrer por multimerizacao.
A abordagem de SCOTT et al. (2002) representa uma forma de identificar uma genuina
mutacdo de ATM e correlacionar a importancia das mutagdes sentido trocado em uma

variedade de cinceres, incluindo o ciancer de mama.
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36

G



Objetivos

Avaliar a presenca da mutacdo S707P no gene ATM em pacientes portadoras de

cancer de mama.

Investigar a possivel associacdo entre a mutagdo S707P do gene ATM e o

cancer de mama.

Relacionar os achados moleculares com a apresentacdo clinica da doenga e o

grau histolégico dos tumores

Justificativa

Este trabalho supre a necessidade de pesquisa dos genes envolvidos na cadeia

bioquimica de resposta a danos e reparo do DNA, relacionando-os com o cancer de mama.

Segundo observado na literatura, dados relevantes quanto a mutacdes no gene
ATM mostram-se pertinentes quando relacionados com individuos com diagndstico para
cancer de mama, dada a sua importancia clinica no que diz respeito ao tratamento destes

individuos com radia¢ao ionizante e/ou farmacos radio miméticos.

Este € o primeiro estudo no Brasil que procura a associa¢do da mutagcdo S707P

no gene ATM com o cancer de mama.
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1- Casuistica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
FCM-UNICAMP (CEP 535/2002) (Anexo 1). Os individuos selecionados participaram do
projeto somente depois de obtida a concordancia e a assinatura de um formuldrio de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2). Para assegurar que toda a manipulacdo de
informacdo clinica e molecular fosse confidencial, questiondrios clinicos e amostras de
sangue e DNA foram identificados por um c6digo comum designado no momento em que o
individuo entrou no estudo. Informacdes geradas durante o estudo e que puderam ter
implicagdes na confirmacido diagnodstica de individuos sintomdticos, foram comunicadas
aos profissionais responsaveis pelo acompanhamento dos pacientes. Dados para serem

usados em diagnéstico preditivo ndo foram gerados por este projeto.

O objetivo e os procedimentos envolvidos no projeto foram explicados aos

pacientes e aos seus familiares, quando presentes.

Este é um estudo observacional, prospectivo, analitico do tipo caso/controle que
analisou 221 individuos divididos em trés grupos distintos, (I) pacientes portadores de
cancer de mama com histérico familiar, (II) pacientes portadores de cincer de mama sem
histérico familiar, (III) individuos sem diagnéstico de cancer de mama e sem histérico

familiarde tal cndic@o.

Nos estudos de associacdo, a maior possibilidade de se ter resultados
falso-positivos se dd na escolha errada do grupo controle (LANDER & SCHORK, 1994;
ANDERSON et al, 2002). Se o grupo controle e os pacientes nao forem da mesma etnia,
existe a possibilidade de se detectar diferencas significativas nas freqiiéncias alélicas
relacionadas as diferencas étnicas. Por esse motivo, para a populagdo controle tivemos o
cuidado de recrutar individuos ndo aparentados com os pacientes e de mesma origem
geografica, sem historico pessoal ou familiar de cancer de mama o que, mesmo assim, nao

garante uma homogeneidade étnica, visto a miscigenagdo da nossa populagdo.

Um questiondrio semi-estruturado foi utilizado para obter informagdes
detalhadas sobre a historia clinica e exames de bidpsia mamadria do paciente e de todos os

participantes (Anexo 3). Esse protocolo de avaliacdo clinica tinha como objetivo a
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uniformidade na obtencdo dos dados clinicos e uma avaliacdo detalhada do fenétipo dos
participantes, assegurando um diagndstico mais acurado possivel do cincer de mama

hereditario.

1.1- Critérios de Inclusdo para individuos dos grupos I e II

Para serem incluidos nos grupos I e II, os pacientes deveriam respeitar os

seguintes critérios:
1- Portador de Cancer de mama e bilateralidade, ou;

2- Familiar com cancer de mama e/ou de ovdrio, um dos quais diagnosticado

em idade inferior a 60 anos, ou cancer bilateral de mama, ou;

3- Dois ou mais familiares em 1° grau com cancer de mama ou ovdrio,

independentemente da idade de apresentacdo da neoplasia, ou;

4- Dois familiares em 1° grau com cincer de mama, um deles diagnosticado em

idade inferior a 45 anos, ou;
5- Dois familiares em 1° grau com cancer de ovdrio, ou;

6- Familiar do sexo masculino com cancer de mama, independentemente da

idade;

O critério para inclus@o no grupo I ou II € a presenca de histérico familiar.

1.2- Critérios de Inclusdo para individuos do grupo controle
1- Nao possuir diagnostico de cancer de mama;
2- Nao possuir histérico familiar de cincer de mama, ovario ou prostata;

3- Enquadrar-se na mesma faixa etdria do grupo caso.
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2- Métodos

Foram colhidos aproximadamente 30 mL de sangue periférico em tubos a
vacuo contendo anticoagulante EDTA de todos os participantes da pesquisa. Esse material

foi mantido a temperatura ambiente (~25°C) para posterior processamento.

2.1- Extragdao de DNA com Fenol

A extragdo do DNA genomico das amostras colhidas foi realizada utilizando-se
protocolos manuais de extragdo de DNA com fenol-cloroférmio. Vinte a 30 ml de sangue
venoso foram colhidos dos individuos recrutados para o estudo. As amostras foram
centrifugadas a 1900 rpm por 10 minutos e a parte intermediaria onde estdo localizados os
leucécitos, foi transferida para um tubo de propileno em fundo conico. Em seguida, foram
adicionados as solu¢des de RSB 1X (até completar um volume de 11ml) e 60ul de Nonidet.
A solugdo foi entdo centrifugada a 2900 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado.
Trés ml de solucao SDS a 10% e 60ul de proteinase K (100mg/ml) foram adicionados e as
amostras incubadas a 37°C por 24h. Apds a incubagdo foram acrescentados 3 ml de fenol,
seguido de centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos e descarte da parte organica da
solucdo. Esse processo foi repetido com 1,5 ml de fenol e 1,5 ml de uma solu¢do de alcool
isoamilico e cloroférmio (1:24), seguido de 3 ml de uma solu¢do de dlcool isoamilico e
cloroférmio (1:24). O DNA gendmico foi entdo precipitado com 6,0 ml de etanol absoluto.
Esse método propicia a extracao de grande quantidade de DNA (acima de 700ug a partir de

20 ml de sangue venoso).

2.2- Analise de mutagdo
2.2.1- Reacao em Cadeia da Polimerase

A andlise da mutacdo S707P foi realizada através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), com iniciadores (“primers”) (Imprint do Brasil Ltda.)
5' taaggcaaagcattaggtacttg 3' e 5' tttctecttectaacagtttace 3' (DORK et al, 2001) que foram

sintetizados flanqueando o locus alvo com tamanho de 351 pb.
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A reacdo foi realizada em volume de 50 uL, contendo 0,04 pM de cada
iniciador, 0,125 mM de cada ANTP, cloreto de magnésio 1,0 mM, tampdo da enzima e
1,5 U de Taqg DNA polimerase(produzida em laboratério). A amplificagdo foi efetuada em
aparelho ciclador de temperatura e consistiu de uma etapa de desnaturacdo inicial de 94'C
por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de: 94'C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por

1 minuto e uma extenséo final de 72°C por 10 minutos.

2.2.2- Restri¢gdo com Endonuclease

Ap6s a digestdo com enzima de restricdo Eco811 (New England BioLabs Inc.,
Ipswich, MA, USA) (CCYTNAGG) (DORK et al., 2001) segindo o protocolo de digestio

de 16 horas a temperatura de 35°C, o alelo com a mutagdo € clivado em fragmentos de

74 / 277 pb, enquanto os alelos normais (ou sem mutagdo) permanecem com
351pb. Como controle da eficiéncia da enzima, os dados serdo comparados com a
seqliéncia amplificada do gene NAT I, que possui um sitio de restricio para a enzima

Eco811, refutando assim a atividade das restrigdes enzimaticas dos individuos estudados.

A andlise dos fragmentos de restricdo foi efetuada por eletroforese em gel de

agarose 1,5% seguida de coloragao com Brometo de etidio.

Casuistica e Métodos

42



RESULTADOS

43

G



Foram analisados 49 pacientes portadoras de cincer de mama com histérico
familiar com idade variando de 28 a 74 anos (média de 51 anos e D.P. de 12,638), sendo
todas caucasdides com diagndstico clinico e anatomopatolégico. Analisamos também
50 portadoras de cancer de mama sem histérico familiar, com idade variando de 24 a
76 anos (média de 50 anos e D.P. de 11,399), sendo todas caucasdides. Uma amostra de
122 individuos adultos sendo todos caucasdides, colhidos aleatoriamente, foi utilizada
como grupo controle, com idade variavel de 21 a 76 (média de 48,5 anos e D.P. de 12,916).

A figura 7 mostra a propor¢do dos grupos analizados em relagcdo ao total da amostra.

122;55% B C CA/CHIS
B C CA/SHIS

49;22%
B CONTROLE

50:23%

Figura 7- Distin¢do dos 221 individuos analisados com relacdo a presenca ou nao de

Cancer de Mama e histéria familial pregressa.

Com relagdo a idade de manifestacdio os individuos foram divididos
em > ou < que 35 anos e verificamos nos trés grupos um predominio de individuos com

idade superior a 35 anos (Figura 7).
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> 35 Anos
< 35 Anos

C CA/CHIS C CA/S HIS

Amostras

Figura 8- Distribuicdo dos 221 individuos nos trés grupos em > e < de 35 anos de idade ao

diagnostico.

Avaliacao dos genes BRCAI e BRCA2

Foram analisados 49 individuos para as mutagdes de BRCAI e BRCA2 que
pertenciam ao grupo com diagndstico para carcinoma de mama e com histéria de canceres
de mama e/ou ovario na familia (C CA/C HIS). Estes individuos foram analisados
paralelamente ao estudo de ATM, na tese de doutorado intitulada “Polimorfismos Genéticos
em Mulheres com Carcinoma de Mama” (CEP 535/2002) de Rozany Mucha Dufloth, por
SSCP (polimorfismo de conformacdo de fita simples) seguido de seqiiénciamento das
regides que apresentaram padrdo de eletroforese anormal. Apenas 3 mulheres apresentaram

mutagdes para BRCAI (0,04) e BRCA2 (0,02), como mostra a tabela 1.
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Avaliacao do gene ATM

Dos 221 participantes da pesquisa, divididos nos trés grupos descritos acima,
somente dois individuos apresentaram a mutagdo S707P, ambos em heterozigose
(figura 10), correspondendo a freqiiéncia alélica de 0,008 no grupo controle. A comparacao
do grau histolégico e apresentacdo clinica das pacientes com cancer de mama e a presenca
da mutacdo S707P nao foi possivel ja que nenhuma das 99 mulheres analisadas apresentou
alteracdo em estudo. A figura 9 demonstra a PCR, dos individuos da amostra para os
primers confecciomados para aplificarem a regido do gene ATM onde se encontra a

mutacdo S707P e o controle de restricao enzimdtica uma regiao amplificada do gene NATI.

Tabela 1- Presenca de mutacdao no gene BRCAI e BRCA2 e da mutagao S707P no gene

ATM entre os 221 individuos analizados.

ATM (S707P) BRCAI BRCA2
C CA/C HIS 0 2 1
C CA/S HIS 0 %) %)
Controles 2 %) %)
&, nao foi pesquisado.
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351 pb

291 pb

Figura 9- Reacdo em Cadeia da Polimerase amplificando a regido de estudo da mutacio
S707P do gene ATM com padrdo eletroforético observado em gel de Agarose
(1,5%). Nas colunas 1 e 2 — fragmentos amplificados do gene ATM, M —
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas Life Sciences), na coluna

C —, amplificado do controle de digestdo, fragmento do gene NAT].
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351 pb
277 pb

Figura 10- Anélise da mutacdo S707P do gene ATM em gel de Agarose (1,5%) utilizando a
enzima Eco 811. Na coluna 1 — individuo heterozigoto para a mutagdo, nas
colunas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 — individuos normais para a mutagdo, na coluna

M — marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas Life Sciences).
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No presente estudo, foi avaliada a presenca da mutacdo S707P do gene ATM
em mulheres com diagndstico para cancer de mama para verificarmos se essa mutagdo

poderia ser considerada um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de mama.

O possivel papel do gene ATM na predisposicdo ao cancer de mama na
populacdo, em especial em cancer de mama feminino, faz deste gene um alvo potencial
para andlise. A elucidac¢do de mutacdes no gene ATM torna viavel a deteccao de individuos
mutados dentre a populacio geral ou em grupos especificos como as portadoras de cancer
de mama ou individuos com histérico familiar positivo. A deteccdo de portadores de
mutacdes do gene ATM, poderiam tornar as avaliacdes preventivas como as mamografias
periddicas mais seguras, quando excluidos os mutantes ATM que sao potencialmente radio

sensiveis.

DUMITRESCU & COTARLA (2005) citam como genes relacionados ao
cancer de mama BRCA [ e 2, p53, ATM, PTEM, NBS1 e LKBI, sendo responsaveis por
uma grande parte dos carcinomas de mama hereditirios. Outros estudos como
THOMPSON (2005b), INGVARSSON (2004) sugerem uma possivel ligacdo entre o

cancer de mama e mutacdes no gene ATM.

Sabe-se que mutacdes no gene ATM aumentam o risco e a incidéncia de
canceres de mama, porém ainda ndo € confirmada qual a mutagdo com maior

responsabilidade por este aumento.

Recentemente, foi sugerido que um risco elevado de desenvolvimento de cancer
de mama seria atribuido a mutagdes do tipo sentido trocado no gene ATM (KHANNA &
TRENCH, 2004).

Porém as controvérsias a respeito da associagdo de mutagcdes no gene ATM e o
cancer de mama se mantém quando autores como THOMPSON e EASTON (2004) relatam
que todos os alelos identificados até o momento sdo raros, com freqiiéncias mais baixas que
1%, sugerindo que o desenvolvimento de carcinomas mamarios nao teria nenhuma relagao
com mutagdes no gene ATM. Mostram que o risco de desenvolver cancer de mama apds a

idade de 70 anos € de 23%, para portadores de mutacdoes em ATM.
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Em estudos recentes realizados no Reino Unido por THOMPSON et al
(2005a), estes confirmam a hipdtese do gene ATM exercer um papel fundamental como

gene candidato para cincer de mama.

Diversos estudos citam andlises de mutacdes no gene ATM relacionando-as
com cancer de mama como € o caso de THORSTENSON et al. (2003) que ao analisarem o
gene ATM em familias austriacas com diagndstico de canceres de mama e ovdrio, indicam
em seus resultados uma prevaléncia de mutacdes no gene ATM, acentuando a

susceptibilidade ao cancer de mama.

Estudos como de BROEKS et al. (2000) na Holanda, citam como responsdveis
pelo aumento na incidéncia de cancer de mama a mutagdo IVS10-6T>G. Da mesma forma
os estudos de DORK et al. (2001) na Alemanha, além de demonstrarem que uma em cada
cinquenta pacientes com cancer de mama possui uma alteracio no gene ATM também
indicam a mutagcdo IVS10-6T>G como sendo responsdvel pelo aumento na incidéncia de
canceres de mama (0,7%) e citam a mutagao S707P (0,3%) como responsavel pelo aumento

na incidéncia de carcinomas de mama.

Contudo um estudo realizado na populacdo austriaca por SZABO et al. (2004)
concluiram que a mutacdo IVS10 6T>G ndo confere risco elevado significativo para o

desenvolvimento de cancer de mama, porém nao descartaram a sua importancia.

DORK et al. (2001) descreveram em estudos realizados na populacio alema,
uma freqiiéncia alélica de 0,01 para heterozigotos da mutacdo S707P portadores de cancer
de mama e de 0,006 para individuos controle (p = 0,05). Estudaram também outras
mutacdes do gene ATM, encontrando 22% de alelos mutantes entre os 2000 analisados. Ja
BROEKS et al. (2000), analisando 82 pacientes alemaes com cincer de mama, encontraram

sete portadores de mutagdes no gene ATM (4,2% de alelos mutantes).

Em nosso estudo ndo encontramos mutantes ATM entre portadores de cancer de
mama, mas observamos uma freqiiéncia alélica de 0,008 nos individuos do grupo controle.
Quando comparamos essa freqiiéncia com a encontrada por DORK et al. (2001) em sua

amostra controle, verificamos ndo haver diferenca significativa (Tabela 2). Nenhum
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individuo da populacdo geral, refletida aqui no grupo controle, apresenta qualquer alteragao
na mama, no entanto, ndo podemos excluir a hipétese de que a presenca da alteracdo no

gene ATM possa acarretar em um futuro desenvolvimento de tumores.

Se o gene ATM fosse um gene de menor efeito, ou seja, se houvesse um
aumento significativo do risco quando combinado a outros fatores (genéticos ou
ambientais), ele provavelmente apareceria com maior incidéncia nos casos com cancer sem
historia familiar, o que nao foi encontrado em nosso estudo. Devemos ressaltar que esse €
um estudo inicial e que tal efeito pode nao ter sido averiguado devido ao tamanho amostral

e que um aumento da casuistica poderia mostrar resultados diferentes.

Se a alteracao S707P fosse identificada nos individuos portadores de cancer de
mama como descrito na literatura, a confirmagcdo dessa associagdo seria mais simples,
porém, mesmo obtendo dados inconclusivos no que diz respeito a associacdo da mutacdo
S707P e o cancer de mama, ainda € discutivel a importancia de mutagdes no gene ATM e a
incidéncia de cancer de mama na populacdo. O gene ATM demonstra ser uma ferramenta
importante no reparo de danos no DNA. Seria necessdario um estudo mais completo das
mutacdes no gene ATM para que seja totalmente elucidada a sua associacdo com o cancer

de mama, sendo necessdria a classificacdo da amostra em hereditdrio, familial e esporddico.

Tabela 2- Freqiiéncia alélica comparativa com o grupo controle do estudo de DORK et al.,

2001 (Alemanha).

Mutacio S 707P em ATM
Presenca Auséncia Total
DORK et al., 2001 (Alemanha) 6 994 1000
Presente estudo 2 242 244
%’ 2=0,15; P=0,70
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Nao foi encontrada a mutagao S707P entre os portadores de cancer de mama.

Nenhuma associacdo foi encontrada entre a mutacao S707P do gene ATM e o

cancer de mama em mulheres com e sem histérico familiardesta condicao.

Com base nos resultados obtidos a partir deste estudo, verificamos que parece
nao haver um papel importante na etiologia do cancer de mama da mutagao S707P do gene

ATM na populacao estudada.

No entanto, ndo podemos afastar um efeito menor, devido ao tamanho de nossa
amostra, sendo necessdrio a andlise de uma casuistica mais extensa para verificar esse

efeito e adicionar outras variantes do gene ATM .
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grfé COMITE DE ETICA EM PESQUISA
v w &=t Caixs Postal 6111

L 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP R (0__19) 3788-8935

fax (0__19) 3788-8925
o R e TSR E ST

CEP, 17/12/02
(Grupo I

PARECER PROJETO: N° 535/2002
I-IDENTIFICACAG:

PROJETO: “POLIMORFISMOS GENKTICOS EM MULHERES COM
CARCINOMA DE MAMA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Rozany Mucha Dufloth

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAQ AC CEP: 21/11/2002

Ii- OBJETIVOS

Estimar a prevaléncia de diferentes polimorfismos nos genes de reparo do DNA e
verificar se estdio associados com algwmas caracteristicas genotipicas, antecedentes
familiares da mulher, e com caracteristicas morfolégicas e histoquimicas do carcinoma.

I - SUMARIO

Estudo transversal, com 60 mulheres, com diagnostico de cincer de mama
admitidas no Ambulatério de Oncologia Maméria do CAISM. Serfio estudados DNA de
sangue periférico para andlise de PCR-RFLP e de mutagles gencticas. As técnicas
moleculares serio realizadas no Institwto de Patologia ¢ Imunologia Molecular da
Universidade de Porto (ITATIMUP), correspondendo a doutorado “sanduiche”.
Metodologia adequada, assim como critérios de inclusdo.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES e

Protocolo para bolsa "sanduiche" de doutoramento com metodologia avangada, sem
riscos para o paciente. Termo de consentimento adequado. O trabalho tem um orgamento
de RS 3400,00 que serdo soloicitados & FAEP, sendo que as técnicas de Biologia Molecular
serdo financiadas por recursos de projeto em andamento no Iostituto de Patologia €
IMUNOLOGIA Molecular da Universidade do Porto.
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V- PARECER DO CEP

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apds acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugles 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

Vi - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo 20
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado (ftem IV .2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada mo protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apds andlise das razles da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item IT1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsio a0 sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3 ). -

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em ouiro centro) & enviar notificagio ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento. -

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, idemificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou H apreseéntados anteriormente 38 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também ‘3 mesma junto com O parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 25 1/97, tem [11.2.€)

Relatorios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acorde com 0s prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

Atencdo: Projetos de Grupe 1 serfio encaminhados 2 CONEP e 36 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatério desta.

VII - DATA DA REDUNIAQ

Homologado na XII Reunifio Ordindria do CE?KF CM, em 17 de dezembro de 2002.

il ety

of. Dr. Sebastifio Araiijo

PRESIDE] do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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',A. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
=Y
UNICAMP Departamento de Genética Médica

\

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Titulo do projeto: Analise da mutacdo S707P no gene ATM em pacientes portadores de cincer

de mama.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado a participar em um projeto de pesquisa envolvendo individuos

com Cancer de Mama. O objetivo geral do estudo € o de procurar portadores para muta¢des no gene ATM,
que pode estar contribuindo para o quadro clinico de cancer de mama. O sigilo serd mantido em todo o estudo

através da utilizacdo de um niimero de c6digo para a identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Serd colhida uma amostra de sangue venoso

(30 mL, o equivalente a dez colheres de sopa). Hospitalizagdo ndo serd necessdria.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 30 mL de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue.
O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco que serd

realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que nao obterei nenhuma vantagem direta com a minha participa¢do nesse estudo, a
ndo ser o aconselhamento genético para esta mutagdo. Fui informado que se for detectada alguma alteragdo
génica, serei imediatamente comunicado, sendo que todas as conseqiiéncias serdo devidamente explicadas e
meus parentes proximos, se assim desejarem, poderdo realizar o exame. Qualquer ddvida ou informagédo

podera contatar a UNICAMP no tel. (019) 3788-8907 (Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo).
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SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do HC-UNICAMP referentes ao
sigilo da informagdo médica. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de

publicacdo cientifica, nenhum nome serd utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Em caso de recurso, dividas ou reclamagdes contatar a secretaria do Comité de Etica da

Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo € voluntdria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no estudo a qualquer momento (incluindo a
retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no

futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) explicou-me o

objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos ou desconfortos advindos desse
projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formuldrio de consentimento e

estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome e RG participante ( ou responsdvel) Data
Assinatura do participante (ou responsavel) Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos que poderdo advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de

consentimento ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

Anexo 2

69



.\3"’4 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Depnartamento de Genética Médica

FICHA DE COLETA DE DADOS.

Titulo do projeto: Andlise da mutagao S707P no gene ATM em pacientes

portadores de cancer de mama familiar.

Dados pessoais:

Numero do caso: Matricula(HC):

Nome: Fone:
Endereco:

Bairro: Cidade: CEP:
Nacionalidade: Origem étnica:

Data de nascimento:

Data da entrevista:

Informacdes clinicas pessoais:

CARCINOMA DE MAMA: (_)SIM (_)NAO
CARCINOMA BILATERAL: .......ccccevueeueeneenees (_)SIM (_)NAO
Outro Carcinoma: (_)Sim (_ ) Nao

(_) Ovario (_) Célon (_) Prostata

()

Exposicao a agentes teratogénicos:
(__) Radiacdo

(__) Agentes quimicos
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Ingestao de bebida alcodlica:

Freqiiéncia:

(_)Sim (__)Nao

Fumante: (_ ) Sim (__) Néao

Freqiiéncia:

Uso de contraceptivos orais ou farmacos com dosagens altas de estrogénio:

(_)Sim (__)Nao
Tratamento para reposi¢do hormonal:
(_)Sim (__)Nao
Tratamento para infertilidade:
(_)Sim (__)Nao
(_)Sim (__)Nao

Possui filhos:

Quantos?

Quanto tempo?

Idade da 1* (__) e dltima gestacao(__).

Informacées clinicas familiares:
Familiares com carcinoma de mama:
Grau de parentesco:

1° grau: ( ) mae ( ) pai (

) irma (

(_)Sim (__)Nao

) irmao ( ) filha (o)

2°grau: (____)avdo(___ _)avo(___ )tio(a)(__ ) primo (a) (___ ) neto (a)

3° grau

Quantos?

Familiares com outro carcinoma:

Qual?

(_)Sim (__)Nao

Consangiiinidade: Quem?
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Heredograma:

Observacoes:
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Laudo anatomo-patologico

Nuamero do Exame 1 )| Emissao I I T T TTTI

Exame microscépico :

Tipo histolégico predominante ( ) Ca ductal in situ ( ) Ca lobular in situ
() Doenca de Paget do mamilo sem tumor associado ( ) Ca ductal invasivo ( ) Ca ductal

invasivo com componente intraductal predominante ( ) Ca lobular invasivo

() Ca tubular ( ) Ca mucoso(coléide) ( ) Ca medular ( ) Ca papilifero

() Ca inflamatério

() Outro

Subtipo histolégico do carcinoma intraductal ( )Comedo ( )Cribiforme

( )Intracistico ( )Micropapilifero ( )Sélido ( )Papilifero ( )Aderente clinging

( )Nao avaliavel

()Outro

Gradacio (do carcinoma invasivo e in situ)

()Graul ()Grau?2 () Grau3 () Nao aplicavel

Laudo imunoistoquimico:

Numero do Exame 1 I Emissao I I T TITT1

Receptores estrogénicos () Positivo ( ) Negativo

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

Biologia Molecular:

Arg399Giln (exon10) localizado no gene XRCC1: () Presente ( ) Ausente
135 C/G localizado no gene Rad51: () Presente () Ausente

Lys751GlIn localizado no gene XPD: () Presente ( ) Ausente

Thr241Met localizado no gene XRCC3: () Presente () Ausente
Mutagdes no gene BRCA1: () Presente () Ausente

Mutacgdes no gene BRCA2: () Presente () Ausente

Observacoes:
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Dados dos participantes com Cancer de mMama com Histdrico familiar coletado a partir da ficha clinica (Anexo 3)

NUNGENET | IDADE | IDADIAG [ CARCIN | CARCINBI | OUTRCA | OVARIO | PARENPRI [ PARENSEG | TIPOHIST | GRUPO [SUBINTRA| GRAD [RE | RP [ CERB [ P53 |ATM
1033/03 40 33 S N N N 1 0 4 1 0 3 2 |12 2 2 |N/N
1037/03 54 45 S N N N 1 1 4 1 0 2 010 0 0 |N/N
1043/03 52 46 S S N S 1 0 0 1 0 0 010 0 0 |N/N
1046/03 79 74 S S N N 0 0 4 1 0 2 2 13 0 0 |N/N
1048/03 44 41 S N N N 0 1 4 1 0 2 1 1 0 0 |N/N
1053/03 69 63 S N N N 1 0 4 1 2.5.6 2 1 1 0 0 [N/N
1068/03 63 56 S N N N 0 4 9 1 8 4 2 12 2 0 |N/N
0010/03 48 42 S N N N 1 3 4 1 0 2 010 0 0 |N/N
1088/03 50 41 S S N N 1 0 1 1 1 3 2 12 0 0 |N/N
1093/03 76 73 S N N N 0 1 4 1 0 3 1 1 0 0 |N/N
1104/03 53 41 S S N N 0 2 4 1 0 2 010 0 0 |N/N
1173/03 83 73 S N S N 1 0 4 1 SD SD 1 1 2 1 |N/N
1169/03 59 56 S N N N 0 4 4 1 8 3 010 0 0 [N/N
1462/03 32 25 S N N N 0 2 4 1 SD 3 SD [ SD SD SD [N/N
1543/03 61 59 S N N N 1 0 4 1 2 2 1 0 1 0 |N/N
1717/03 66 50 S N N N 1 0 4 1 SD 2 SD | SD SD SD | N/N
0321/04 47 44 S N N S 5 2 4 1 9 3 2. 12 SD [N/N
0416/04 53 46 S S N N 1 0 4 1 8 3 2 |12 SD | N/N
0426/04 62 55 S N N N 1 0 4 1 8 2 010 0 SD | N/N
0445/04 40 37 S N N N 1 0 SD 1 SD SD SD | SD SD SD | N/N
0443/04 57 54 S S N S 1 0 4 1 8 3 2 |12 1 1 |N/N
0477/04 48 0 S N N N 1 2 0 2 SD SD SD | SD SD SD | N/N
0520/04 50 49 S N N N 1 2 1 1 SD 3 1 1 1 1 |N/N
0716/04 41 40 S N N N 2 1 4 1 8 2 1 1 2 SD | N/N
0719/04 41 41 S N N N 0 1 4 1 8 3 010 0 SD | N/N
0770/04 63 61 S N N N 1 0 4 1 8 2 1 1 0 0 |N/N
0829/04 62 56 S N N S 0 1 4 1 8 2 2 |12 0 0 |N/N
0838/04 28 23 S N N N 0 2 4 1 8 2 010 0 0 |N/N




Dados dos participantes com Céancer de mMama sem Histdrico familiar coletado a partir da ficha clinica (Anexo 3)

NUNGENET | IDADE [ IDADIAG CARCIN CARCINBI OUTRCA OVARIO TIPOHIST GRUPO SUBINTRA GRADAC | RE [ RP | CERB | P53 | ATM
0142/04 56 55 S N N N 1 3 9 3 010 0 SD | N/N
0322/04 53 52 S N N N 1 3 1 3 010 0 SD | N/N
0329/04 51 50 S N N N 4 3 8 2 2 2 2 SD | N/N
0330/04 68 68 S N N N 4 3 8 2 010 0 SD | N/N
0331/04 42 41 S N N N 4 3 8 3 010 0 SD | N/N
0332/04 39 38 S N N N 1 3 8 3 010 0 SD | N/N
0368/04 48 45 S N N N 4 3 4 3 1 1 0 SD | N/N
0425/04 42 37 S N N N 4 3 8 5 1 1 0 SD | N/N
0430/04 44 39 S N N N 4 3 8 3 2 1 0 SD | N/N
0431/04 49 45 S N N N 4 3 8 2 010 0 SD | N/N
0432/04 57 48 S S N N 4 1 8 2 1 1 SD SD | N/N
0444/04 31 29 S N N N 4 1 1 3 1 1 1 2 N/N
0446/04 59 58 S S N N 4 1 4 3 SD | SD SD SD | N/N
0475/04 76 66 S N N N 4 3 8 2 0 0 0 0 N/N
0478/04 49 45 S N N N 4 3 8 3 2 1 0 0 N/N
0519/04 35 31 S N N N 4 1 8 1 1 0 SD | N/N
0715/04 36 27 S N N N 4 1 8 3 2 2 2 2 N/N
0720/04 46 43 S N N N 4 3 8 3 2 2 0 SD | N/N
0721/04 47 26 S N N N 4 3 8 2 0[O0 SD SD | N/N
0724/04 50 47 S N N N 4 3 8 2 1 1 0 0 N/N
0742/04 58 54 S N N N 4 3 8 2 1 1 2 2 N/N
0743/04 52 49 S N N N 4 3 8 2 1 1 0 0 N/N
0744/04 64 61 S N S S 4 1 8 2 1 1 0 0 N/N
0746/04 49 49 S N N N 6 3 SD SD SD | SD SD SD | N/N
0747/04 55 43 S N N N 4 3 8 1 0 0 0 0 N/N
0748/04 46 29 S N N N 4 3 8 2 0 0 0 0 N/N
0769/04 65 50 S N N N 6 3 8 4 0 0 0 0 N/N
0772/04 53 49 S N S N 9 4 SD SD SD | SD SD SD | N/N
0835/04 58 40 S N N N 1 3 8 3 0 0 0 0 N/N
0836/04 50 43 S N N N 1 3 8 4 0 0 0 0 N/N
0837/04 47 40 S N N N 1 3 8 3 0 0 0 0 N/N




Z| Z| 2| Z| | 2| Z| Z| 2| 2| Z| Z| 2| Z| Z| 2| Z| Z| Z
~! =] = = = = = =1 = == = S e = ~
Z| Z| Zz| Z| Z| Zz| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z

al al al al al af A
olofaf [ ol o o] o 2| o| o 2| B B & 8| 8| 8 2

al al al al Al af A
ol oo af ol ool =l 8] 8 2 2l 8 8 &2
olo|lal =l ~|= ~= B~ 2l =4 -
OOZIOOOOIOIOW]WOlWI
o| o | | o] a of | a o] | < <] ] o 2| @] A «

al A al A

ol o] = o o o| of of =| o of 2| | & G| =| 8| | =
— = =] —~] —~=| —~| —~| —| —| —~| ea] v| evn] —| —~| eA] A| ] n
o | —=| o] Q| | | | —=| <] ©] o] S| «| «| S| «| | =+
Z| Zz| Zz| Zz| 2| Zz| Zz| Z| Z| Z2| Z2| Zz| Z| Z| Zz| Z| Z| Z| Z
z| z|l z| Zz| z| z| Zz| z| z| Z| z| z| Z| z| z| Z| z| Zz| Z
nl v Zl v Z| Z| Zz| »w| Z| 2| Z| Z| Zz| Z| Zz| Z| Z| Zz| Z
x| v | B | v B B B B B A B B B A @] B «»
en| O | vl N | | —| —| | —]| | S| | | | Y| | n
I F| Q| @f I Q] F| F| | Q| w| S B 8| & +| A F| =
+| o of al 2| =| o] o vl o] 3| | o o] of o = =| =
Nl en| el enfl ] ool ] oal ]l oo ]l oo el ool el oo e o]l o0
ol Sl ol ol S| ol g 2 S 8l ol 2 S S 2 2| g 8 @
- Y Y - N Y - Y N Y N Y e BN Y Y Y S
| O | vl S| O] o~ QO —~=| o =] ] | S| | 0] S| —| <
S| Sl S| S| & 8l 5| & & 8| 3| 3| =| £ =| &| & 8| =
i ] It e ] ] BT I I 1 B =1 =] st Ie] It ]




Z| Z| Z| z| Z| Z| z| Z| Z| Z| Z| z| Z| Z| Z| Z| 2| Z| Z| 2| Z
SIS &SI &S &SI & 8 &8 & & 8 &l 8 &8 &8l glgl s
Z| Z2l Z| 2| Z| 2| 2| Z| 2| Z| 2| 2| Z| 2| Z| Z| Z2| Z| Z| Z| Z
al al al al gl al A al —

OOOSSSSSSSOS Ol S| Q] o o 2] —| N
S| Q| Q| QO S| Q| —| S| Q| Q| Qo o —| Q| Q| o Q] o o —| ™
—| =] | S —| S| —| S| S| O] —| S| O] O O o 2| o o —| —~
- = o] | —| o —~| o o —~| —| —=| O o] O] o O O O] | —~
32022221123233313%333
v

Zzownﬂo}oooooomuooooooooloooooooooooo
—_

— = = =] =] =] =] =~ =] ~] | = = =] =] =] =~ = =] =] —~
< | 2 | S| | S ] S S ] S ] o S ] | ] ] o
— o] —=| —~| o o —| —~| o —| o —| —=| —=| O =] o o o —~| —~
S| —| S S —| —| —| —| —| S| O S| —| S| —| S| —| —| 2| S| ©
Z|l »| Z| »| Z| Zz| Zz| Z| Z| Z| Z| Zz| Z| Z| Z| Z| Z| Z| Z| | Z
Z| Zz| Zz| 2| Z2| 2| Zz| Z| Z| Z| Z| Z2| Zz| 2| Zz| Zz| Z| Z| Z| Z| =2
Z| zZl z| z| z| z| Zz| | z| Z| «w| 2| Z| z| 2| Z| z| Zz| Z| Zz| =z
| v Y| Yl Yl Y| Y| Y|l Y| Y| Yl Yl Y| Y| Y| Yl Y| Y| Y| Y| Y
0l O O A of v v K O Al o Y 2| D 2 = | F| V] | =
cnl <t | O O | S| en| S| on O | | | 0| v v on| O <
| —| | QO] | Y @ o] Qf | v | 2| | =] e vl Q] o] | ©
cnl v n| o~ O | | v O 0] »n| o~ | | | | Y] Y on| O] n
ol en)l ol oo | S| S| | S| ) S S| S S| S| S| S S S| S S
sleglelelslslslselslglslslslelslslsslslss
| B | =| a| S| G| = =| oo F| O] Q| | v| v F| A = A <
| ] vl o |l Q| YO o = = | | O] O] O S| | | Q| A 0
oSl o S| =| @ o @] o S| S| | S| | o] | o] o o] ®| |
—| = =] —| S| S| S| O] O S| O O] O S| Q] O Q| o o o ©




Dados dos participantes sem Cancer de mMama sem Histdrico familiar coletado a partir da

ficha clinica (Anexo 3).

NUMGENET|IDADE |CARCIN|CAFAMIL|OVARIO|PARENPRI|GRUPO ATM
1912/03 32 N N N 0 4 N/M
1751/03 49 N N N 0 4 N/M
1098/03 37 N N N 0 4 N/N
1101/03 30 N N N 0 4 N/N
1102/03 46 N N N 0 4 N/N
1116/03 23 N N N 0 4 N/N
1118/03 23 N N N 0 4 N/N
1120/03 42 N N N 0 4 N/N
1125/03 35 N N N 0 4 N/N
1128/03 58 N N N 0 4 N/N
1129/03 41 N N N 0 4 N/N
1132/03 45 N N N 0 4 N/N
1133/03 51 N N N 0 4 N/N
1136/03 52 N N N 0 4 N/N
1137/03 30 N N N 0 4 N/N
1139/03 42 N N N 0 4 N/N
1140/03 39 N N N 0 4 N/N
1155/03 28 N N N 0 4 N/N
1166/03 57 N N N 0 4 N/N
1914/03 N N N 0 4 N/N
1521/03 63 N N N 0 4 N/N
1536/03 23 N N N 0 4 N/N
1542/03 57 N N N 0 4 N/N
1541/03 41 N N N 0 4 N/N
1532/03 42 N N N 0 4 N/N
1567/03 27 N N N 0 4 N/N
1568/03 44 N N N 0 4 N/N
1571/03 45 N N N 0 4 N/N
1572/03 61 N N N 0 4 N/N
1656/03 42 N N N 0 4 N/N
1653/03 47 N N N 0 4 N/N
1090/03 49 N N N 0 4 N/N
1657/03 45 N N N 0 4 N/N
1658/03 36 N N N 0 4 N/N
1665/03 50 N N N 0 4 N/N
1666/03 41 N N N 0 4 N/N
1667/03 53 N N N 0 4 N/N
1668/03 52 N N N 0 4 N/N
1673/03 51 N N N 0 4 N/N
1674/03 62 N N N 0 4 N/N
1677/03 45 N N N 0 4 N/N
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1678/03 55 N N N 0 4 N/N
1679/03 52 N N N 0 4 N/N
1680/03 48 N N N 0 4 N/N
1699/03 52 N N N 0 4 N/N
1701/03 76 N N N 0 4 N/N
1776/03 42 N N N 0 4 N/N
1774/03 42 N N N 0 4 N/N
1771/03 33 N N N 0 4 N/N
1770/03 40 N N N 0 4 N/N
1769/03 42 N N N 0 4 N/N
1768/03 42 N N N 0 4 N/N
1767/03 39 N N N 0 4 N/N
1766/03 38 N N N 0 4 N/N
1764/03 49 N N N 0 4 N/N
1759/03 74 N N N 0 4 N/N
1756/03 43 N N N 0 4 N/N
1755/03 41 N N N 0 4 N/N
1745/03 42 N N N 0 4 N/N
1744/03 42 N N N 0 4 N/N
1736/03 31 N N N 0 4 N/N
1731/03 45 N N N 0 4 N/N
1727/03 39 N N N 0 4 N/N
1730/03 53 N N N 0 4 N/N
1729/03 61 N N N 0 4 N/N
1728/03 44 N N N 0 4 N/N
1795/03 25 N N N 0 4 N/N
1805/03 53 N N N 0 4 N/N
1809/03 42 N N N 0 4 N/N
1545/03 51 N N N 0 4 N/N
1547/03 47 N N N 0 4 N/N
1550/03 40 N N N 0 4 N/N
1552/03 100 N N N 0 4 N/N
1922/03 29 N N N 0 4 N/N
1924/03 35 N n N 0 4 N/N
1926/03 29 N N N 0 4 N/N
1928/03 22 N n n 0 4 N/N
1929/03 21 N N N 0 4 N/N
1053/04 22 N N N 0 4 N/N
1054/04 21 N N N 0 4 N/N
1055/04 46 N N N 0 4 N/N
1056/04 44 N N N 0 4 N/N
0001/04 35 N N N 0 4 N/N
1097/03 56 N N N 0 4 N/N
1099/03 39 N N N 0 4 N/N
1100/03 47 N N N 0 4 N/N
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1108/03 36 N N N 0 4 N/N
1113/03 43 N N N 0 4 N/N

44 N N N 0 4 N/N
1122/03 23 N N N 0 4 N/N
1135/03 56 N N N 0 4 N/N
1141/03 24 N N N 0 4 N/N
1142/03 27 N N N 0 4 N/N
1153/03 33 N N N 0 4 N/N
1164/03 27 N N N 0 4 N/N
1913/03 N N N 0 4 N/N
1530/03 58 N N N 0 4 N/N
1538/03 40 N N N 0 4 N/N
1565/03 48 N N N 0 4 N/N
156603 37 N N N 0 4 N/N
1654/03 47 N N N 0 4 N/N
1676/03 44 N N N 0 4 N/N
1700/03 45 N N N 0 4 N/N
1775/03 39 N N N 0 4 N/N
1772/03 41 N N N 0 4 N/N
1763/03 43 N N N 0 4 N/N
1762/03 38 N N N 0 4 N/N
1758/03 41 N N N 0 4 N/N
1754/03 22 N N N 0 4 N/N
1753/03 47 N N N 0 4 N/N
1752/03 22 N N N 0 4 N/N
1750/03 65 N N N 0 4 N/N
1743/03 59 N N N 0 4 N/N
1735/03 67 N N N 0 4 N/N
1734/03 69 N N N 0 4 N/N
1732/03 32 N N N 0 4 N/N
1802/03 50 N N N 0 4 N/N
1803/03 42 N N N 0 4 N/N
1548/03 61 N N N 0 4 N/N
1934/03 29 N N N 0 4 N/N
0881/04 55 N N N 0 4 N/N
0002/04 27 N N N 0 4 N/N
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Legenda das tabelas
NUMGENET = Namero do individuo;
IDADE = Idade Do Individuo;
IDADIAG = Idade do diagnéstico do carcinoma da mama;
CARCIN = Carcinoma: Sim (Presente) ; Ndo (Ausente);
CARCIBI = Carcinoma bilateral;
OUTRCA = Outro carcinoma;
CAFAMIL = Carcinoma na familia;
OVARIO = Carcinoma de ovirio;
PARENPRI = Parente de primeiro grau com carcinoma (mae, irma, filha);
PARENSEG = Parente de segundo grau com carcinoma (V6, tia, prima, neta);
TIPOHIST = Tipo histolégico do carcinoma de mama;
SUBINTRA = Subtipo histolégico do carcinoma intraductal;
GRADAC =Gradagio (do carcinoma invasivo);
RE = Receptor de estrégeno;
RP = Receptor de progesterona;
CERB = Expressdo da proteina c-erb-B2;
ATM = Presenca de alelos mutados para S707P.

M= Presente N=Ausente (0=N3ao avaliado SD= Sem dados

Grau de parentesco (primeiro, segundo e terceiro grau)

(0) Nenhum familiar com carcinoma; (1) 1 familiar com carcinoma; (2) 2 familiares com
com carcinoma; (3) 3 ou mais familiares com carcinoma; (4) ca de mama masculino na

familia.
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Tipo histologico:

(0) Sem carcinoma; (1) Ca ductal in situ; ( 2) Ca lobular in situ; ( 3) Doenca de Paget do
mamilo sem tumor associado; (4) Ca ductal invasivo; ( 5) Ca ductal invasivo com
componente intraductal predominante; (6 ) Ca lobular invasivo; (7 ) Ca tubular; (8 ) Ca

mucoso(coléide); (9) Ca medular; (10 ) Ca papilifero; ( 11) Ca inflamatério; ( 12) Outro.

Subtipo histolégico do carcinoma intraductal:

(1) Comedo; (2) Cribiforme; (3) Intracistico; (4) Micropapilifero; (5) Sélido; (6) Papilifero;
(7) Aderente clinging; (8) Nao avalidvel. (9) Outro.

Gradacao (do carcinoma invasivo e in situ):

(1) Grau 1; (2) Grau 2; (3) Grau 3; (4) Nao aplicédvel.

Receptores estrogénicos:

(1) Positivo; (2) Negativo; (3) ca bilateral mais em uma mama que na outra.

Expressao da proteina c-erb-B2:

(1) Positivo; (2) Negativo.
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