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RESUMO 
 
 
Cardoso AEO. Estudo clínico e de mutações no gene PTCH1 em pacientes 
portadores de carcinomas basocelulares múltiplos familiares não 
sindrômicos [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade 
de São Paulo; 2010. 90p. 
 
INTRODUÇÃO: O carcinoma basocelular (CBC) é o tipo de câncer cutâneo 
mais comum no ser humano. O aparecimento de CBC na maioria das vezes 
se dá de forma esporádica em indivíduos que se expõem cronicamente ao 
sol. Eventualmente pode estar associado a síndromes, como: Bazex-Dupré-
Christol, Rombo e Gorlin-Goltz. Diferente do que ocorre nas síndromes, os 
casos de CBCs múltiplos familiares não sindrômicos(CBCMFNS) são poucos 
estudados, tendo na literatura somente cinco relatos de famílias com a 
doença. O fenótipo é de múltiplos CBCs superficiais sem presença de outras 
anormalidades. Devido os CBCs esporádicos e os CBCs presentes na 
Síndrome de Gorlin-Goltz apresentarem mutações no gene PTCH1, 
possivelmente os CBCs múltiplos também estejam associados a alterações 
neste gene. Este gene esta localizado na região 9q22.3 possuindo 23 éxons, 
tem um papel importante na formação embrionária e de supressão tumoral. 
OBJETIVO: Análise genética dos éxons 9,11, 16, 17 e 23 do PTCH1 de oito 
componentes da mesma família, pertencentes a três diferentes gerações, 
sendo três portadores de CBCs múltiplos, e dentre estes dois suspeitos de 
CBCMFNS. MÉTODOS: Extração de DNA dos leucócitos do sangue 
periférico; PCR; clonagem dos  produtos de amplificação (pGEM T Easy 
Vector) e seqüenciamento (Big Dye Terminator Kit). As mutações e 
polimorfismos encontrados foram comparados com a literatura e banco de 
dados de mutação do gene PTCH1 (www.cybergene.se/PATCH). 
RESULTADOS: Duas novas mutações foram encontradas nos pacientes 
suspeitos de CBCMFNS: uma frameshift nt4130(del C) e uma missense 
nt4261(A→G). Nos familiares foram encontradas cinco novas mutações:  Em 
um primeiro indivíduo uma missense nt1420(G→T); em um segundo a 
mesma missense nt1420(G→T) e mais uma missense nt2873(C→T); em um 
terceiro duas frameshift  nt1443 (ins T) e nt1468 (ins T),  em dois outros 
indivíduos, irmãos, uma outra mutação missense nt4130(C→T). Foram 
encontradas ainda dezoito mutações, não descritas anteriormente, nos 
íntrons 10,15,16 e 17,  algumas se repetindo em todos os indivíduos 
analisados. CONCLUSÃO: Pela primeira vez estão sendo descritas 
mutações em éxons e íntrons do gene PTCH1 em indivíduos portadores de 
CBCMFNS e em alguns de seus familiares.  
 
Descritores: 1.Carcinoma basocelular  2.Síndrome do nevo basocelular  
3.Genes neoplásicos  4.Mutação em linhagem germinativa  5.Mutação  
6.Éxons/genética  
 
 



   

  

SUMMARY 
 
 
Cardoso AEO. Clinical and PTCH1 gene mutations studies in patients 
bearing multiple familiar non-syndromic basal cell carcinomas [dissertation]. 
São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2010. 90p. 
 
INTRODUCTION: Basal cell carcinomas (BCC) are the most usual skin 
cancer that affects human beings. Sporadic BCCs are prevalent, often arising 
in people chronically exposed to UV radiation from the sun. Eventually BCCs 
may be associated to different syndroms like Bazex-Dupré-Christol, Rambo 
and Gorlin. Contrarily to syndromic BCCs, the cases of multiple familiar 
nonsydromic BCCs(MFNSBCC) have only few studies found in the literature. 
Only five families have been described to date with the disease. Since 
sporadic and Gorlin BCCs are associated to many mutations in the PTCH1 
gene, we hypothesized that the multiple BCCs phenotype is also associated 
with mutations in this same gene. The PTCH1 tumor suppressor gene is 
located in the 9q22.3 chromosomal region, contains 23 exons, and has an 
important role in embryogenesis. OBJETIVE: To perform genetic analysis of 
PTCH1 exons 9, 11, 16, 17 e 23. METHODS: Eight individuals belonging to 
different generations from the same family were studied. Three of them bore 
multiple BCCs, and two of those were suspect to have MFNSBCC.  DNA was 
extracted from blood leukocytes, submitted to PCR, and the PCR products 
were cloned (pGEM T Easy Vector, Promega) and sequenced (Big Dye 
Terminator Kit; ABI Prism 3100 sequencer; Applied Biosystems). The 
polymorphisms and mutations found were analyzed and compared to 
literature and  PTCH1database (www.cybergene.se/PTCH/). RESULTS: In 
the patients suspect of MFNSBCC were found two new mutation: one 
frameshift nt4130(del C) and one missense nt4261(A→G). In the relatives 
were found five new mutation: Three missense nt1420(G→T); nt2873(C→T); 
nt4130(C→T); and two frameshift nt1443 (ins T) and nt1468 (ins T). In the 
introns 10,15,16 and 17 were found eighteen new mutations that were not 
previously reported. CONCLUSION: For the first time mutation in exons and 
introns of PTCH1 gene have been described in patients bore MFNSBCC and 
some of their relatives. 
 
 
Descriptors: 1.Carcinoma basal cell  2.Basal cell nevus syndrome  3.Genes 
neoplasm  4.Germ-line mutation  5.Mutation  6.Exons/Genetics 
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O carcinoma basocelular (CBC) é o tipo de câncer cutâneo mais 

comum no ser humano. Sua incidência vem aumentando muito nas últimas 

décadas. 1 

A etiologia do CBC é multifatorial, fatores extrínsecos (ambientais) e 

intrínsecos (do hospedeiro) influenciam o desenvolvimento do tumor2 assim 

como seu comportamento biológico. Dentre os fatores extrínsecos, o de 

maior importância é a radiação ultravioleta (UV) responsável por cerca de 

90% dos casos. Menos importantes são as radiações ionizantes 

(principalmente RX) e os carcinógenos químicos (arsênico).3-9 Dos fatores 

intrínsecos, incluem-se os genéticos (mutação dos genes PTCH1 e TP53) e 

a imunidade do hospedeiro (imunocomprometidos iatrogênicos, portadores 

de tumores ocultos ou de infecção pelo HIV). 10,11,12   

O CBC eventualmente pode estar associado a síndromes, como: 

Bazex-Dupré-Christol, Rombo e Gorlin-Goltz.13,14,15,16,17 Diferente do que 

ocorrem nas síndromes, os casos de CBCs múltiplos familiares não 

sindrômicos (CBCMFNS) são poucos estudados, tendo na literatura somente 

cinco relatos de famílias com a doença. O fenótipo é de múltiplos CBCs 

superficiais sem presença de outras anormalidades.18 

Devido os CBCs esporádicos e os CBCs presentes na Síndrome de 

Gorlin-Goltz apresentarem mutações no gene PTCH1,  possivelmente os 

CBCs múltiplos também estejam associados a alterações neste gene. Este 

gene esta localizado na região 9q22.3 possuindo 23 exons, tem um papel 

importante na formação embrionária, de supressão tumoral, sendo um dos 

integrantes da via de sinalização hedgehog.19,20 

A ausência de estudos relacionando os casos de CBCs múltiplos 

familiares não sindrômicos (CBCMFNS)  e o gene PTCH1 nos estimulou a 

realizar este estudo. 



 

 

2  OBJETIVOS 
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O objetivo do presente estudo é: 

Estudar uma família com múltiplos carcinomas basocelulares não 

sindrômicos tentando identificar mutações que possam existir  nos éxons 9, 

11, 16, 17 e 23, e parcialmente nos íntrons 10, 11,15,16,17, 22 e 23  do 

gene PTCH1, no DNA da linhagem germinativa, e estabelecer possível 

correlação entre as mutações presentes em indivíduos acometidos e seus 

familiares. 

 

 

 



 

 

 3  REVISÃO DE LITERATURA 
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3.1  Carcinoma basocelular: aspectos epidemiológicos e 

clínicos 

 

 O carcinoma basocelular (CBC) é o tipo mais comum de tumor 

maligno que o ser humano adquire no curso de sua vida. 2,10,15 Estima-se 

que são diagnosticados ao ano 1.890.000 novos casos destes tumores em 

todo mundo que são responsáveis por aproximadamente 70% do número 

total dos cânceres cutâneos. Fator relevante é o significativo aumento da 

incidência nas últimas décadas.1 

A incidência de CBC no Brasil é desconhecida. Dados isolados 

obtidos de registros hospitalares, bases populacionais ou inquéritos 

epidemiológicos de câncer não refletem a realidade do problema (Instituto 

Nacional do Câncer). Mesmo assim, tem-se notado, à semelhança com o 

restante do mundo, aumento no número de casos.15 

 Além da alta incidência é considerado hoje de grande importância 

médica, pois, embora com taxas de mortalidade relativamente baixas, 

associam-se freqüentemente com alta morbidade como perda de função e 

desfiguramento.  

A etiologia do CBC é multifatorial, fatores extrínsecos (ambientais) e 

intrínsecos (do hospedeiro) influenciam o desenvolvimento do tumor, assim 

como, seu comportamento biológico.2 Dos fatores extrínsecos, o de maior 

importância é a radiação UV responsável por cerca de 90% dos casos. 

Menos importantes são as radiações ionizantes (principalmente RX) e os 

carcinógenos químicos (arsênico).3-9 Dentre os fatores intrínsecos, incluem-

se os genéticos (mutação dos genes PTCH1 e TP53) e a imunidade do 

hospedeiro (imunocomprometidos iatrogênicos, portadores de tumores 

ocultos ou de infecção pelo HIV).10,11,15 
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O CBC apresenta-se sob várias formas clínicas, todas elas com 

predileção por áreas de exposição solar, principalmente face. Essas formas 

são abordadas a seguir. 

O CBC nodular ou nódulo-ulcerativo é o tipo clínico mais freqüente, 

caracteriza-se por pápula ou nódulo perláceo com telangiectasias e margens 

bem definidas. Com o crescimento a lesão pode ulcerar (CBC ulcerado). A 

melanina pode estar presente na lesão em quantidades variáveis, tornando o 

tumor de coloração marrom clara a negra (CBC pigmentado). O crescimento 

é lento podendo com o tempo adquirir grandes dimensões, invadindo 

estruturas profundas como osso, cartilagem ou músculo podendo destruir 

pálpebras, orelhas e nariz. Quando cresce em profundidade é chamado de 

CBC terebrante e em superfície, CBC fagedênico nunca perdendo suas 

características morfológicas, principalmente nas bordas do tumor.21 

O CBC superficial multicêntrico é variante comum do CBC, mais 

freqüente no tronco, também encontrado na cabeça e pescoço. É lesão 

plana, eritematosa com discreta descamação, podendo mostrar nas bordas 

aspecto papuloso e perláceo. O diâmetro varia de um a vários centímetros. 

No início, o crescimento é horizontal e lento podendo infiltrar-se com 

ulcerações e formações de nódulos. O crescimento subclínico lateral é 

importante por ser responsável pelas freqüentes recidivas destes 

tumores.21,22 

O CBC esclerodermiforme apresenta-se como lesão endurecida de 

cor marfínica, podendo apresentar telangiectasias na superfície. É 

importante, por seu crescimento subclínico e pela maior possibilidade de 

recidivas após o tratamento.21,23 

O CBC metastático é extremamente raro, sendo os sítios mais 

freqüentes de metástases os linfonodos, pulmões e ossos.24,25 

O diagnóstico destes tumores é realizado através do exame clínico e 

histológico. Os dados de histologia permitem não somente o diagnóstico 

como também avaliar os riscos de possíveis recidivas, assim como, o 

planejamento terapêutico. 
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O aparecimento de CBC na maioria das vezes se dá de forma 

esporádica em indivíduo predisposto que se expõe cronicamente ao sol, 

eventualmente pode estar associado a outras doenças ou síndromes. Dentre 

as doenças, as mais comuns são o xeroderma pigmentoso e o albinismo, e 

dentre as síndromes a de Bazex-Dupré-Christol, Rombo e mais freqüentemente 

na síndrome do nevo basocelular.18 

 

3.1.1  Síndromes Associadas ao Carcinoma Basocelular Múltiplo 

 

 3.1.1.1  Síndrome de Bazex-Dupré-Christol 

A síndrome de Bazex-Dupré-Christol descrita no começo da década 

de 60 é rara, de herança ligada a X, se caracteriza pela presença de 

atrofodermia folicular, anidrose, hipotricose e múltiplos CBCs. A atrofodermia 

folicular é comumente presente e apresenta-se como lesões do tipo ice piks 

no dorso das mãos e pés. Os CBCs são freqüentes e geralmente iniciam-se 

no início da idade adulta com tendência de acometimento facial.26,27,28 

 

3.1.1.2  Síndrome de Rombo 

Descrita em 1981 a Síndrome de Rombo aparentemente pode ser uma 

variante da síndrome de Bazex-Dupre-Christol. Caracteriza-se por 

atrofodermia vermiculatum da face, telangiectasias, eritema acral e propensão 

ao desenvolvimento de CBCs.14 

 

3.1.1.3  Síndrome do Nevo Basocelular  

A síndrome do nevo basocelular (SNBC) ou de síndrome de Gorlin foi 

inicialmente descrita em 1894 por Jarisch e White, porém somente delineada 

em 1960 por Gorlin e Goltz.29,30,31,32 A SNBC é autossômica dominante de alta 

penetrância e expressividade variável, afetando principalmente indivíduos da 

raça branca que apresentam múltiplos CBCs em áreas fotoexpostas e não 

fotoexpostas.32 A taxa de prevalência varia de 1/57.000 até 1/256.000 
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nascidos.31 Essa síndrome está ligada a mais de 100 anormalidades 

diferentes, as mais comuns são múltiplos CBCs, pits palmo plantares, 

ceratocistos mandibulares e calcificação da foice do cérebro.30,33  

Os CBCs normalmente se desenvolvem entre a puberdade e os 35 

anos de idade, apesar de existirem relatos de casos a partir dos 3 anos de 

idade. Podem variar em numero de poucas até centenas de lesões. 

Clinicamente variam de forma desde pápulas eritematosas até placas 

ulceradas, sendo as vezes confundidas com nevus ou hemangiomas. São 

mais comuns em áreas fotoexpostas, mas ocorrem também áreas não 

fotoexpostas tais como face, dorso e região peitoral.7 A presença dos pits 

palmoplantares é um sinal patognomônico da doença, geralmente medem 

de 1 a 2 mm e tem distribuição assimétrica. Os pacientes podem apresentar 

ainda espinha bífida, alterações das costelas, cifoescoliose, hipertelorismo 

além de outras alterações ósseas.30 

Recentemente foram descobertas mutações na linhagem germinativa 

do gene PTCH1 nos portadores desta síndrome, sendo estas responsáveis 

pelo surgimento deste quadro.34 

 

3.1.2  Síndromes associadas a CBC múltiplos não definidas 

 

3.1.2.1 Carcinomas Basocelulares Múltiplos Hereditários 

Infudibulocísticos (CBCMHI) 

 Carcinoma basocelular infudibulocístico é uma variante recentemente 

descrita do CBC. Pode ser encontrada como uma lesão esporádica ou de 

forma hereditária com múltiplos tumores.35 

As lesões clinicamente se caracterizam por múltiplas pápulas 

perláceas espalhadas  pela face, podendo ocorrer em outras regiões . Os 

tumores na CBCMHI parecem ser menos agressivos que os outros tipos de 

CBC. As lesões permanecem pequenas, tendem a crescer lentamente e 

raramente ulceram. A herança parece ser autossômica dominante.36,37 Foi 

demonstrado através de análise do DNA que o cromossomo 9 e o gene 

PTCH1 podem estar envolvidos na origem do quadro, sugerindo uma ligação 

na patogenia da CBCMHI e a SNBC.38 
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3.1.2.2 Carcinomas Basocelulares Múltiplos Familiares Não 

Sindrômicos (CBCMFNS) 

Diferente do que ocorre nas síndromes previamente descritas, os 

casos de múltiplos CBCs familiares não associados a síndromes estão ainda 

muito pouco estudados. São muito raros ou raramente reportados, havendo 

na literatura descritos apenas cinco relatos de famílias com a doença, em 

três foi demonstrado pacientes em duas gerações e em dois em três. 14,18,39 

O fenótipo postulado para esse quadro seria caracterizado por 

múltiplos CBCs superficiais, de início precoce, sem a presença de outras 

anormalidades. A aparência clínica desses tumores se diferenciava daqueles 

observados nas síndromes de Gorlin, Rombo e Bazex porque eles são mais 

comumente do tipo superficial e localizados preferencialmente no tronco.18  

Entre os relatos há um onde houve transmissão entre indivíduos do 

sexo masculino sugerindo origem autossômica dominante.14 Até o momento 

não houve estudos genéticos das famílias reportadas na literatura nem a 

descrição destes casos em livros textos de dermatologia.  É portando 

importante o estudo destas famílias para se determinar a existência dessa 

doença como identidade separada das demais síndromes e a realização de 

estudos genéticos destes pacientes para se tentar determinar a mutação que 

leva ao quadro, o que foi motivo deste estudo. 

 

 

3.2  Carcinogênese do CBC 

 

Carcinogênese é o processo através do qual uma célula normal 

transforma-se em tumoral e a partir desta forma-se um clone de células 

alteradas que irá subseqüentemente gerar o tumor. 

Os fundamentos da carcinogênese compreendem eventos múltiplos 

que levam a alterações gênicas irreversíveis das células: 

1.  autonomia das células, desencadeada por fatores de estímulo à 

proliferação; 
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2.  insensibilidade das células a fatores antiproliferativos ; 

3.  evasão da apoptose – TP53 e produção de fatores de 

sobrevivência potencial ilimitado da proliferação; 

4.  angiogênese sustentada; 

5.  capacidade de invasão tissular – metástases;  

6.  escape da vigilância imunológica  (perda ou ganho de reguladores 

imunes).40,41 

 

A autonomia nas respostas celulares aos estímulos proliferativos 

ocorre pela ativação de oncogenes. A proliferação descontrolada das células 

tumorais ocorre por inativação de genes supressores.42 

A evasão da apoptose decorre da inativação do gene TP53, 

supressor de tumor e pela produção de fatores de sobrevivência. Também 

contribui para a proliferação celular desordenada a ação de telomerases 

ativas. 43 

Algumas destas características são adquiridas pela célula após uma 

única mutação, enquanto outras requerem múltiplas mutações.43 

A ordem que ocorrem esses fenômenos essenciais à carcinogênese é 

variável nos diferentes tumores. Portanto o fenômeno da transformação de 

uma célula normal a neoplásica reside em alterações gênicas e pode-se 

afirmar que o câncer é uma doença gênica caracterizada por instabilidade 

genômica. 43 

Os carcinógenos ambientais atuam através de alterações gênicas que 

podem ser de vários tipos, substituições de bases, inserções, deleções e 

anormalidades cromossômicas. 43 

 

3.2.1  Oncogenes e Genes Supressores Tumorais 

Existem, basicamente, duas categorias de genes envolvidos nas 

formações neoplásicas: os oncogenes e os genes supressores tumorais.  
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3.2.1.1  Proto-oncogenes:  

O controle das atividades celulares normais é feito por muitos tipos de 

genes, entre eles os proto-oncogenes. Os oncogenes são proto-oncogenes 

que sofreram mutações ativadoras, ou seja, que passaram a ter ganho de 

função ou hiperexpressão. Uma característica importante dos oncogenes é 

que eles têm efeito dominante na célula, ou seja, um único alelo mutado é 

suficiente para alterar o fenótipo de uma célula normal para maligna. Esses 

genes são responsáveis por aumentar a proliferação celular, ao mesmo 

tempo em que inibem a apoptose, eventos que podem dar início a uma 

neoplasia. As mutações formadoras de oncogenes são adquiridas, uma vez 

que, se ocorrerem na linhagem germinativa (mutações herdadas), são letais 

para o embrião. São vários os tipos de mutações que formam oncogenes: 

mutações gênicas, mutações cromossômicas, amplificação gênica e 

superexpressão gênica.43,44,45 

Os oncogenes conhecidos parecem ter um pequeno papel no 

desenvolvimento de CBCs, estão relacionados ao desenvolvimento dos 

CBCs os listados abaixo:  

 

3.2.1.1.1 Gene SMO 

Este gene codifica uma proteína chamada smoothened. Essa proteína 

tem papel importante na via de sinalização hedgehog, essa via participa do 

desenvolvimento embrionário e quando alterada pode levar ao aparecimento 

de tumores  e malformações. Normalmente essa proteína está acoplada à 

proteína patched, regulando a proliferação celular.  Esse mecanismo será 

explicado em detalhes adiante. SMO pode funcionar como um oncogene. 

Mutações neste gene podem levar uma ativação irregular  da via de 

sinalização hedgehog e surgimento de tumores como CBCs.46,47 

 

3.2.1.1.2 Gene GLI1 

É responsável pela codificação de uma proteína Gli, juntamente com 

outras proteínas chamadas família de proteínas Gli, que têm participação 

ativa na via de sinalização hedgehog, está envolvida na proliferação e 
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formação de diversos órgãos durante a embriogênese. Os fatores de 

transcrição Gli ativam ou inativam a transcrição se ligando aos determinados 

genes interagindo com o complexo de transcrição. Mutações que levam a 

super-expressão de GLI1 podem levar ao surgimento de CBCs, tornando 

esse gene um oncogene.48-51 

 

3.2.1.2  Genes supressores tumorais  

São genes que expressam produtos que regulam negativamente o 

ciclo celular. Quando mutados deixam de exercer seus papéis através de 

processos específicos para cada gene, que serão vistos adiante. 

 Hoje existem dois modelos para explicar a carcinogênese envolvendo 

genes supressores tumorais. O primeiro e mais difundido é a hipótese de 

Knundson, em que mutações devem provocar perda de função dos dois 

alelos. Essas mutações têm caráter recessivo, uma vez que um único alelo 

mutado não é capaz de induzir uma neoplasia.52 

O segundo é o modelo da haploinsuficiência, em que apenas um alelo 

mutado, associado a eventos adicionais promotores de tumor, seria capaz 

de induzir a carcinogênese, mesmo com o outro alelo expressando-se 

normalmente.  

Dentre os genes supressores os descritos como tendo relação com o 

desenvolvimento de CBCs são: 

 

3.2.1.2.1 Gene CDKN2A 

Está posicionado no cromossomo 9, e gera algumas transcrições que 

se diferem nos seus primeiros éxons. Pelo menos três variantes de proteínas 

codificadas por este gene já foram encontradas, duas das quais são isoformas 

relacionadas estruturalmente conhecidas por funcionarem como inibidoras da 

CDK4 quinase. A codificação restante contém uma grade de leitura aberta 

(ARF) que especifica uma proteína sem relação estrutural com as demais. 

Esse produto da ARF funciona como um estabilizador da proteína p53, como 

se interagisse com ela, e sequestra, MDM1, a proteína responsável pela 

degradação da p53. Esse gene está freqüentemente mutado ou deletado 
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numa grande variedade de tumores, como em melanoma uveal, melanoma 

maligno cutâneo, síndrome de Li-Fraumeni, e alguns estudos sugerem que 

possa ter uma participação no desenvolvimento de CBCs.53-56 

 

3.2.1.2.2 Gene TP53  

Presente no cromossomo 17p.13.1 (Figura1), este gene está mutado 

em cerca de 2/3 dos casos de câncer. Ele é responsável pela interrupção do 

ciclo celular na fase G1 quando há qualquer alteração na sequência de DNA, 

a fim de que o dano seja reparado. Se o reparo não for feito, o gene induzirá 

a ativação do mecanismo de apoptose. A disfunção desse gene faz com que 

o ciclo celular prossiga mesmo que haja uma mutação no DNA, permitindo 

sua transmissão às células descendentes e iniciando um processo 

neoplásico. Um exemplo de doença causada por alterações no TP53 é a 

Síndrome de Li-Fraumeni, condição em que ocorre predisposição a 

desenvolver câncer em vários locais, como mama, ossos, cólon, pâncreas, 

entre outros. 57 

 

 
Figura 1. Localização do TP53 no cromossomo 17. 17p.13.1 
(Adaptado de http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicImages/chromomap/tp53.jpeg) 

 

 

Mutação de inativação do gene TP53 é um dos defeitos mais 

frequentes encontrados nos tumores em geral.58 As alterações genéticas 

mais aberrantes nos tumores cutâneos são encontradas associadas a 

alterações no gene TP53. Este gene codifica a proteína p53, que tem sido 



Revisão de Literatura 

  

15

denominada a “guardiã” do genoma, modulando múltiplas funções celulares 

entre elas a transcrição gênica, síntese e reparo de DNA, parada do ciclo 

celular e apoptose sendo responsável pela manutenção da estabilidade 

cromossômica. Mutações no gene TP53 podem causar instabilidade 

genômica e facilitar a progressão carcinogênica.59,60,61 

 O gene TP53 ativa seu efeito antiproliferativo em resposta a uma 

variedade de estímulos tais como dano ao DNA, por ação de radiação UV 

agentes químicos, ou ligação ativa do ligante CD95. A resposta ao dano no 

DNA pode ser tanto parada do ciclo celular ou apoptose. Quando o dano é 

pequeno ou moderado, as células permanecem em parada do ciclo celular 

para permitir o reparo no DNA, porém se os danos forem muito grandes a 

célula vai entrar em apoptose.62,63 (Figura 2) 

 

 

Figura 2. Via de ação esquemática da p53 sobre o ciclo celular, após agressão ao 
DNA.  

 

 

Uma proteína p53 não-funcional ou mutada é incapaz de parar o ciclo 

celular quando o dano a célula é detectado, pode então ocorrer replicação de 

erros no DNA, levando a um acúmulo de mutações ativadoras de oncogenes e 
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perda de função supressora de tumor. A perda de função da p53 também pode 

levar a inibição da via de apoptose e dessa forma aumentar a sobrevivência de 

células anormais.58    

Na pele normal a proteína p53 não é detectada normalmente, porém 

ela já aparece 2h apos irradiação com UV, sendo detectada ainda 24h após 

a exposição e 36h depois se torna indetectável novamente.64 A proteína p53 

mutante pode se acumular na pele, sendo detectado mutações no  gene 

TP53 em aproximadamente 50% dos CBCs.65,66 Já foi demonstrado que 

CBCs histologicamente mais agressivos, estão associados a aumento na 

expressão do TP53. Porém na síndrome de Li-Fraumeni (múltiplos tumores 

por mutação autossômica do TP53) os pacientes não apresentam incidência 

aumentada de CBC sugerindo que estas mutações são provavelmente 

eventos secundários, ocorridos após o início do tumor.67 

Considerando a contribuição aparentemente limitada do dano ao DNA 

e a instabilidade cromossômica para o fenótipo dos CBCs, a relevância das 

mutações do TP53 para o desenvolvimento dos CBCs permanece ainda a 

ser demonstrada.  Isso é de se esperar já que na ausência de dano genético 

a ativação da proteína p53 não irá ocorrer, mais ainda uma das 

características principais da disfunção da proteína p53, mitoses aberrantes 

nunca foram observadas em CBCs.68 Hot spots de mutação foram 

identificados  com 2/3 das mutações ocorrendo em 9 diferentes sítios.69 A 

inativação da proteína p53 normalmente ocorre com uma mutação pontual 

em um dos alelos do gene, seguida por uma posterior perda do alelo 

restante.52 O gene TP53 apresenta mutações induzidas tipicamente por UV, 

predominando a mutação C(C)T(T).69,70,71  

 

3.2.1.2.3 Gene PTCH 

O gene PTCH1 foi inicialmente isolado, simultaneamente na Austrália 

e nos Estados Unidos, como o homólogo humano do gene PTCH1 da 

Drosophila em 1996. Este gene foi mapeado no braço longo do cromossomo 

9 (q22.3) (Figura 3) , possui 23 éxons , compreendendo 34 Kb de DNA 

genômico, codifica uma glicoproteína,  chamada patched, que contém 1447 
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aminoácidos, com 12 domínios transmembrana e 2 grandes loops 

extracelulares.19,20  (Figura 4) 

 

 

Figura 3. Localização do gene PTCH1 no braço longo do cromossomo 9.  

 

 

 

 

Figura 4.  Proteína transmembrana patched 1. (Adaptado de Lindström E, 
Shimokawa T, Toftgård R, Zaphiropoulos PG. PTCH mutations: distribution and 
analyses. Hum Mutat. 2006; 27(3):215-9) 
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Os estudos com Drosophilas mostraram que o gene PTCH1, tem 

papel importante no desenvolvimento celular e na diferenciação durante a 

embriogênese. Esses genes também, como já citado, são considerados 

supressores de tumor, ou seja fazem parte do grupo de genes que controlam 

o crescimento celular por inibirem o ciclo e a divisão celular, regulando 

negativamente os sinais de crescimento ou promovendo a morte celular. A 

inativação de um dos alelos do gene faz cessar o seu efeito supressor, 

permitindo o crescimento e a divisão celular, levando a malformações e 

desenvolvimento de tumores. 72 

A função fisiológica do PTCH1 está diretamente relacionada à via de 

sinalização Hedgehog (Hh). Esta via de sinalização Hh é uma das mais 

fundamentais vias de sinalização no desenvolvimento embrionário. Entre os 

componentes centrais da via, o ligante secretado hedgehog (Hh), o receptor 

de membrana patched (Ptc), o transdutor de sinal de membrana smoothened 

(Smo) e o fator de transcrição Ci/glioma (GLI) são conservados 

evolutivamente dos insetos para os mamíferos. Porém há apenas um ligante 

secretado (Hh), um receptor (Ptc) e um fator de transcrição (Ci) em 

Drosophila, enquanto nos mamíferos existem três ligantes secretados sonic 

hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) e a Desert hedgehog (Dhh), 

membros da família Hh, dois receptores patched 1 e 2, e três fatores de 

transcrição (GLI 1 , 2 e 3). Shh é responsável por realizar muitas funções 

importantes, as quais incluem desenvolvimento  do tubo neural e da simetria 

direita e esquerda. É responsável pela atividade de polarização dos 

membros, e participa da morfogênese de diversos órgãos, incluindo o 

esqueleto axial, membros, pulmões, pele cabelos e dentes. 72,73,74 

Na pele, a via de sinalização Shh é responsável por regular o 

desenvolvimento dos folículos pilosos e glândulas sebáceas.75 A Ihh 

coordena a proliferação e maturação dos condrócitos.76 A Dhh, por outro 

lado, regula a espermatogênese e ajuda na organização do perineuro.77  

Dentre as três proteínas Hh, a Shh é a mais bem definida. Essa 

proteína é sintetizada como uma proteína precursora de 45 kDa, que através 

de um processo de auto-clivagem gera um fragmento de 20 kDa N-terminal, o 
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qual é responsável por toda atividade biológica da Hh. O fragmento N-

terminal, com 2 tetralipídios, um acido palmítico e um colesterol, permanece 

associado à membrana plasmática. O receptor para Shh é produto do gene 

supressor de tumor PTCH1. A proteína patched age como um regulador 

negativo de Shh e na sua ausência, patched reprime a ativação de Smo, que 

por sua vez bloqueia a expresssão dos genes alvos dentre os quais GLI, 

PTCH1 e membros da família do fator de transformação do crescimento 

beta(TGF-). Smo é uma proteína de 115 kDa com uma estrutura semelhante 

a uma serpentina.78,79 Existe um gene conhecido como gene humano 

smoothened (SMO),  enquanto seu homologo da Drosophila, pertence à 

família frizzled (receptor WNT). Na ausência da proteína Hh, Smo e patched 

formam um complexo inativo. Quando Hh se liga ao patched, o complexo é 

alterado e  Smo se torna livre para promover a transdução do sinal 80 

Estudos sugerem que Hh libera fisicamente Smo de patched e que a 

liberação dessa inibição reflete uma modificação ou mudança na 

conformação de Smo. A liberação de patched a fosforilização e estabilidade 

de Smo.  O ultimo membro da via de sinalização na Drosophila, como já 

citado, é CI um fator de transcrição de 155 kDa homologo a família GLI em 

vertebrados. Em células não expostas a Hh, CI forma um complexo 

tetrâmico com costal-2, fused e o supressor fused nos microtúbulos. Nessa 

forma, CI pode ser clivado em um fragmento N-terminal de 75 kDa que pode 

translocar-se para o núcleo e reprimir os genes alvos.  Na presença de Hh, o 

complexo é dissociado e CI é transformado em um ativador transcricional de 

vida curta, o qual é translocado para o núcleo e ativa os genes alvos.73,81,82,83  

Acredita-se que fused é ativado pela sinalização  de Hh levando a liberação 

de CI. A fosfatoquinase (PKA) independentemente inibe a via Hh e acredita-

se que  aja diretamente sobre CI contribuindo para sua degradação.84 Por 

fim são ativados dentre outros os genes WTN, membros da família TGF- e 

o próprio PTCH1. Levando à multiplicação celular (Figura 5). A ativação do 

gene PTCH1 leva a célula a apresentar grandes quantidades de patched em 

sua membrana celular sequestrando Hh e limitando a sua difusão ao local 

onde é produzido.85  
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a)                                                         b) 

 

Figura 5. Via de sinalização hedgehog. a) Patched (PTCH) está ligada a smo e os 
genes alvos estão inativos b) Ocorre a ligação de hedgehog(Hh) ao PTCH, smo é 
liberada ocorre a transmissão  do sinal e gli  ativa a transcrição dos genes alvos. 
(adaptado de Marina Pasca di Magliano & Matthias Hebrok. Nature Reviews 
Cancer. 2003; 3, 903-911) 

 
 

O gene PTCH2, considerado um gene similar ao PTCH1, foi 

identificado em 1999, localizado no braço curto do cromossomo 1 (1p32.1-

32.3).86 Possui 23 éxons e compreende aproximadamente 15 Kb de DNA 

genômico. O PTCH2 codifica uma proteína transmembrana de1203 

aminoácidos. Esse gene é 57 % idêntico ao PTCH1, diferindo deste 

principalmente numa região hidrofílica entre os domínios transmembrana 6 e 

7.87,88 A função fisiológica do PTCH2 ainda é desconhecida. Sabe-se que as 

proteínas patched 1 e 2 são diferentemente expressadas durante o 

desenvolvimento epidérmico.89 Patched2 é mais expressa na pele e nos 

testículos. Tanto o PTCH1 quanto o PTCH2 podem interagir com os 

membros da família Hh com afinidade similar e formar um complexo com a 

proteína smoothened.90 Foi demonstrado que o promotor do gene PATCH2 

está sob o controle da via de sinalização Hh, o que dá suporte a um papel 

Inativo Ativo 

Genes alvo Genes alvo 
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funcional deste nesta via.91 Porém as mutações no PTCH2 são raras em 

CBCs e meduloblastomas.92 Além disso, o fato do PTCH1 mutado não poder 

se substituído por uma expressão  do PTCH2, implica que este tem relação 

porém função distinta quando comparado com o PTCH1. Isso provavelmente 

se deve a uma a capacidade menor do PTCH2 de influenciar a via de 

sinalização Hh. 91 

 

3.2.2  Carcinogênese e gene PTCH1 

 

Muitas das vias de sinalização que tem um papel importante na 

embriogênese são desligadas na idade adulta. A ativação aberrante destas 

vias no tecido adulto é muitas vezes carcinogênica, como a via de sinalização 

Hh que tem pouca função nos tecidos adultos, e está ativada em muitas 

neoplasias. Os exemplos incluem CBCs, meduloblastomas, rabdomiosarcomas 

entre outros tumores associados a anormalidades na via Hh, incluindo 

mutações com ativação do protooncogene SMO ou com inativação do gene 

supressor PTCH1. Dentre as mutações são descritas as pontuais (troca de 

uma única base de nucleotídio), missense onde há a troca de um aminoácido 

por outro alterando a proteína, a nonsense quando a troca de base leva ao 

surgimento de um stop-codon resultando no truncamento da proteína, a 

frameshift quando há inserção ou deleção de uma base, fazendo com que a 

proteína fique alterada ou truncada a partir deste ponto, por conta de erro no 

quadro de leitura. Pode também levar a mutações no sítio de splice  com a 

possibilidade do íntron não ser eliminado durante a transcrição do DNA, 

causando alteração na estrutura da proteína. Deleções cromossômicas 

impedindo a produção da proteína tem sido descritas.93,94,95 

As mutações aumentam a atividade da via Hh. Os componentes 

chaves da via de sinalização Hh estão implicados tanto no desenvolvimento 

de anormalidades embrionárias, quanto nos CBCs.  Os indivíduos com 

SNBC possuem uma cópia mutada do gene PTCH1, e essa heterigozidade é 

responsável pelo desenvolvimento de anormalidades vistas nessa síndrome.  

Acredita-se que a grande maioria das mutações na linhagem germinativa na 
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SNBC causa um anulamento de um dos alelos do PTCH1 o que leva a 

proteína patched a se truncar.96 A maior parte dos efeitos da mutação no 

PTCH1 é causada por haploinsuficiência. Os tumores nos portadores de 

SNBC provavelmente, por sua vez, aparecem quando há inativação do 

segundo alelo em determinada célula, e a perda da sua função de supressor 

de tumor. Já nos indivíduos que apresentam tumores esporádicos é 

necessária a inativação dos dois alelos em uma mesma célula em seu 

período de vida, um evento bem menos comum que geralmente ocorre em 

idades bem mais avançadas, dependendo de outros fatores genéticos e 

ambientais.96    

Diferentes tipos de mutações no gene PTCH1 já foram descritas em 

pacientes portadores da SNBC, em CBCs esporádicos, em meningoblastomas 

e meningeomas.97-141  

Em indivíduos portadores da SNBC foram encontradas várias 

mutações ao longo do gene PTCH1. Wicking em 1997 descreveu vinte e oito 

mutações, a maioria causando o truncamento da proteína. Em novo estudo 

os mesmos autores descreveram mais quatro novas mutações neste 

gene.140,141 (Figura 7) 

 

 

 
Figura 7. Diagrama esquemático da proteína patched e localização das mutações 
na linhagem germinativa. TM= domínios transmembrana; sombreado = loops 
extracelulares; * mutação missense;  mutação nonsense ou frameshift;  
supostas variantes de splicing. (adaptado de Wicking C, Shanley S, Smyth I, Gillies 
S, Negus K, Graham S, Suthers G, Haites N, Edwards M, Wainwright B, Chenevix-
Trench G. Most germ-line mutations in the nevoid basal cell carcinoma syndrome 
lead to a premature termination of the PATCHED protein, and no genotype-
phenotype correlations are evident. Am J Hum Genet. 1997;60(1):21-6) 
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O estudo de 65 pacientes, 17 eram portadores de SNBC e  48  

supostamente predispostos a desenvolver CBCs ou por apresentarem 

múltiplas lesões e/ou o primeiro CBC antes dos 40 anos e/ou casos 

familiares de CBCs demonstrou que  12 dos 17 pacientes com SNBC 

apresentaram mutações no PTCH1. Em contraste, no grupo com CBCs sem 

características da SNBC, somente uma mutação missense foi encontrada 

(G774R) em paciente com CBCs múltiplos.113 

Em 1999 foi criado por Zaphiropoulos e cols. um banco de dados do 

gene PTCH1 que contém todas as mutações e polimorfismos conhecidos 

até o momento, através de dados da literatura ou submetidas diretamente 

ao curador do banco de dados (www.cybergene.se/PTCH/). Em 2006 foi 

publicado um artigo analisando 284 mutações (264 exônicas e 20 de sitio 

de splice) e 48 polimorfismos (31 exônicos e 17 intrônicos) que foram 

incluídos no banco de dados de mutações do PTCH1 até junho de 2005. 

Nesse estudo as mutações foram analisadas sobre a molécula prevista da 

proteína patched com 12 domínios transmembrana e 2 grandes loops 

extracelulares. Mostrando que a grande maioria das mutações (67 %) 

encontra-se nos loops extracelulares. Quando se separa por grupos, as 

mutações da linhagem germinativa (N=132), 73 % são nonsense ou 

frameshift, 17 % missense e 10 % em sítios de splice, concentradas nos 2 

grandes loops extracelulares (Figura 8). Muitas mutações são ainda 

encontradas na região N-terminal e no grande loop intracelular.  As 

mutações missense são na maioria encontradas nos domínios 

transmembrana, especialmente no quarto.118 

Nos casos analisados de mutações em CBCs esporádicos (86 

casos), a maioria (58 %) era do tipo nonsense ou frameshift, 35 % 

missense, 5 % em sitio de splice e em 2% silent, encontradas nos dois 

grandes loops extracelulares (Figura 9a). Essas mutações quando 

comparadas com as da linhagem germinativa tendem a se distribuir de 

forma diferente, com a grande maioria no primeiro loop extracelular (39 % 

vs 23 %) (Figura 9b). Nos casos de CBCs relacionados ao xeroderma 

pigmentoso (XP-CBC) (31 casos) mutações missense se concentram no 
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grande loop intracelular (Figura 9c). Apesar do pequeno número de casos 

de meduloblastomas (23 casos) um numero significativo de mutações foi 

encontrado nos domínios transmembrana (46%) quando se compara com 

as formas da linhagem germinativa (21 %) CBCs esporádicos(11 %)  e XP-

CBCs 13% (Figura 9d). 118 

 

  

 

Figura 8. Distribuição das mutações da linhagem germinativa dos pacientes 
portadores de SNBC em relação ao domínio estrutural da proteína patched.  Os 
círculos pretos indicam uma mutação no sítio de splice do éxon adjacente, os 
triângulos azuis indicam uma mutação nonsense ou frameshift, os triângulos 
vermelhos indicam uma mutação missense de novo, os quadrados vermelhos 
indicam mutação missense familiar, os losângulos vermelhos indicam uma mutação 
missense conservada na linhagem germinativa, e a linha grossa indica o domínio 
pontual esteróide-sensível. (Adaptado de Lindström E, Shimokawa T, Toftgård R, 
Zaphiropoulos PG. PTCH mutations: distribution and analyses. Hum Mutat. 
2006;27(3):215-9) 
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Figura 9. Distribuição de mutações em diferentes tumores esporádicos em relação 
ao domínio estrutural da proteína patched. a) CBCs esporádicos b) CBCs em 
xeroderma pigmentosos. c) Meduloblastomas esporádicos d) Outros tumores 
esporádicos. Os círculos pretos indicam uma mutação no sitio de splice do exon 
adjacente, os triângulos azuis indicam uma mutação nonsense ou frameshift, os 
triângulos vermelhos indicam mutação somática missesne, os quadrados vermelhos 
indicam uma mutação missense familiar, os losângulos vermelho indica uma 
mutação missense conservada na linhagem, o triângulo amarelos indicam uma 
mutação silenciosa e a linha grossa indica o domínio pontual esteróide-sensível. 
(Adaptado de Lindström E, Shimokawa T, Toftgård R, Zaphiropoulos PG. PTCH 
mutations: distribution and analyses. Hum Mutat. 2006;27(3):215-9) 

 

 

Em trabalho prévio de dissertação de mestrado realizado pelo grupo 

cooperativo (Ambulatório de Oncologia Cutânea do Hospital das Clínicas 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo  e o Laboratório de 

Genética do Instituto Butantan) foram estudados os genes PTCH1, PTCH2 e 

microssatélites em pacientes portadores de CBC esporádico e síndrome do 

nevo basocelular, e encontradas uma mutação missense em um CBC 

esporádico e uma mutação nonsense em amostras de sangue e de tumor de 

um paciente com SNBC no éxon 16 do gene PATCH1, sendo as primeiras 

descritas em pacientes brasileiros.142 
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Em recentes publicações foi sugerido que a variação dos alelos 

(polimorfismo) poderia influenciar a susceptibilidade ao CBC. Em particular 

alguns haplotipos de PTCH1, incluindo polimorfismos no éxon 23, íntron 15 

(G 2560+9 ), ou éxon 12, aparentemente tem um efeito potencial efeito protetor 

contra o surgimento de CBCs.142,143 

A ausência de estudos relacionando os casos de CBCs múltiplos 

familiares não sindrômicos(CBCMFNS)  e o gene PTCH1 nos estimulou a 

realizar este estudo. 

 

 

 



 

 

4  MÉTODOS 
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4.1  Casuística 

 

O trabalho se inicia do acompanhamento de duas pacientes (mãe e 

filha) portadoras de CBCs múltiplos não sindrômicos no Ambulatório de 

Oncologia Cutânea na Divisão de Dermatologia do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Utilizamos em nosso 

trabalho o conceito de CBC múltiplo, mais que 5 lesões em um mesmo 

indivíduo e CBC precoce o de início antes dos 30 anos de idade.  

A mãe (caso II-2 Figura 10), com 81 anos, tinha história de CBCs 

múltiplos de início aos 26 anos e era acompanhada no ambulatório desde 

novembro de 2005. Apresentava inúmeros CBCs de tipos clínicos e 

histológicos variáveis (superficial, nodular e micronodular), embora a maioria 

deles do tipo superficial distribuídos na face e tronco (Fig. 1a-c). Quanto aos 

antecedentes, os pais já falecidos, não apresentavam consangüinidade e 

ambos tinham  historia de câncer de pele. A paciente não cursava com 

comorbidade clínica ou dermatológica e os exames de Raio-X e 

ultrassonografia não demonstraram nenhuma alteração compatível com as 

síndromes descritas acima. 

 

a) b)  c) 

    

Figura 10. a-c .Caso II-2. Placas eritemato-infiltradas com hipercromia, note a 
multiplicidade das lesões acometendo face , dorso e região cervical. 
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A filha (caso III-2), com 56 anos, relata aparecimento das lesões de 

CBC aos 20 anos sendo a exérese do primeiro tumor aos 23 anos. As lesões 

cutâneas eram muito semelhantes às da mãe e localizavam-se 

preferencialmente na face e dorso (Figura 11). Ao exame clínico e 

dermatológico não foram detectadas comorbidades e os exames  de raio X e 

ultrassonografia não apresentaram alterações sugestivas das outras 

síndromes que se acompanham de CBCs múltiplos. 

 

a)  b)   

Figura 11. Caso III-2. a) Duas placas eritemato-infiltradas na face. b) Multiplas 
cicatrizes de exérese de tumores no dorso. 

 

 

A análise clínica das pacientes fez com que se pensasse na 

possibilidade de casos de CBCFMNS sendo então, convocados os familiares 

e realizado  heredograma (Figura 12), e exame clínico.   

Dentre os indivíduos examinados somente o caso de número  II-4, 

com 65 anos, apresentava  queratoses actínicas (QAs), CBCs múltiplos, 

carcinomas espinocelulares e esquizofrenia. O padrão clínico das lesões 

dos múltiplos CBCs diferia daqueles da irmã (caso II-2) e da sobrinha 

(caso III-2) (apresentação clínica com predomínio nodular, mais em áreas 
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expostas, acompanhado de fotodano importante e início após os 40 anos 

de idade). 

Dentre os familiares foram ainda avaliados, os indivíduos II- 5 de 

63  anos,  II- 7 de 61 anos, IV- 1 de 28 anos, IV- 2 de 26 anos e o IV-3 de 

22 anos. O exame físico e dermatológico destes indivíduos não mostrava 

alterações    

 

 

 

Figura 12. Heredograma da família estudada. Pacientes portadores de CBCs 
múltiplos estão assinalados em azul. Os pacientes I-1 e I-2 têm história de CBCs 
esporádicos. Os pacientes II- 2, 4, 5,7 ;III-2; IV-1,2 e 3 foram estudados clinica e 
geneticamente.  

 

 

Os indivíduos analisados clinicamente foram submetidos a estudo 

genético após aprovação pela Comissão de Ética do Hospital (número 0220/09) 

e assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. (Anexo A) 
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4.2  Métodos 

 

4.2.1  Extração do sangue total 

 

Dentre os pacientes e familiares convocados foram colhidas, após 

consentimento prévio, amostras  de  8 ml de sangue periférico realizado por 

punção venosa para realização de exames genéticos. O sangue dos doentes 

foi coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA, e processado  no 

Laboratório de Genética do Instituto Butantan.  

 

4.2.2  Extração do DNA genômico dos leucócitos de sangue total 

 

A extração do DNA foi feita a partir dos leucócitos de sangue total. 

Utilizou-se uma solução para lise das hemácias (NH4CL 1550 mM, KHCO3 

100mM 10X , EDTA 10 mM),  mais H2O mili-Q estéril, mais sangue total 

na proporção 1:4:2 respectivamente, sendo acondicionado em gelo por 

2h,  para remover as células sem núcleo. Posteriormente o sangue total 

foi centrifugado a 1000 rpm (centrífuga Sorvall RC5B, rotor AS 600) 

durante 10 minutos, 4° C. O soro foi desprezado. Ao pellet foram 

adicionados 10 ml de solução digestiva (NaCl 0,4 M; EDTA 0,1 M pH 8,0; 

proteinase K 100 μg/ml e SDS 1 %), e a suspensão foi incubada a 50o C 

por 3 h; em seguida a concentração de NaCl foi corrigida para 1M. Esta 

solução foi transferida para um tubo Corex e extraída com igual volume 

da solução fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (50:48:2). Em seguida, a 

solução ficou sob suave agitação por 30 min e foi centrifugada a 10.000 

rpm, 4o C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Corex e 

precipitado durante 12 horas a –20o C com dois volumes de etanol 100 %. 

Após este período, a solução foi novamente centrifugada a 10.000 rpm a 

4o C por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 10 

ml de etanol 70 %, centrifugado a 10.000 rpm a 4o C por 15 min e seco 
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em um sistema a vácuo. O pellet foi ressuspendido em 2 ml de TE (Tris 

10 mM, EDTA 1 mM), 1 μl de RNase 10 mg/ml e incubado a 37o C por 1 

h. Em seguida foi adicionado NaCl para concentração final 1 M. A solução 

foi novamente extraída com igual volume de fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico, e submetida a suave agitação manual por 30 min. Após isto, 

foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 min a 4o C. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo Corex, precipitado com 2 volumes de 

etanol 100 % e mantido a –20o C overnight, centrifugado a 10.000 rpm por 

15 min a 4o C, e desprezado o sobrenadante. O pellet foi finalmente 

lavado em etanol 70 %, centrifugado, seco nas mesmas condições acima, 

ressuspendido em TE, quantificado em espectrofotômetro e gel de 

agarose 1 %, aliquotado e mantido a 4o C.  

 

4.2.3  Estratégia de amplificação  

 

Os éxons 9, 10, 11, 16, 17 e 23 dentre os 23 éxons do gene 

PTCH1, além de porções parciais dos íntrons 10, 11, 15, 16, 17, 22, e 

23, dos indivíduos estudados (Figura 13), foram amplificados pela 

técnica de PCR a partir de DNA genômico, utilizando primers 

desenhados conforme as regiões que codificam os, tendo por base as 

sequências publicadas do gene PTCH1 do GenBank (Quadro 1). Apesar 

do éxon 10 ter sido amplificado junto com éxon 9, por dificuldades 

técnicas na confirmação dos resultados somente o éxon 9 foi 

considerado para o estudo. Foram utilizados os termocicladores Gene e 

PCR Sprint Thermal Cycler (Thermo Eletronic Corporation). As 

condições do PCR estão descritas no quadro 2. 
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Figura 13. Esquema representando éxons e íntrons, demonstrando o total de pares 
de base(pb) de cada éxon, e as porções dos íntrons próxima a eles que foram 
analisadas no estudo. 

 

Quadro 1. Os éxons 9 e 10 foram amplificados juntos pois o primer direto fica no 
intron 8 e o primer reverso localiza-se no íntron 10. Os primers do gene PTCH 1 
dos éxons 9, 11, 16 e 17 foram desenhados por Hahn et al 199619 e do éxon 23 por 
Soulfir 2006.113 As seqüências desses primers correspondem à região 5’e 3’dos 
íntrons adjacentes aos respectivos éxons 
 
NÚMERO DOS 
ÉXONS DO PTCH1 

SEQUÊNCIA DOS PRIMERS 

 9 e 10 D 5’  GTGCTGTCGAGGCTTGTG                          3’ 

R  5’  ACGGACAGCATAAATGGC                         3’   

11 D  5’  GTGTTAGGTGCTGGTGGCA                      3’ 

R   5’ CTTAGGA ACAGAGGAAGCTG                  3’ 

16 D   5’  AGGGTCCTTCTGGCTGCGAG                  3’ 

R   5’   TCAGTGCCCAGCAGCTGGAGTA            3’ 

17 D   5’  AACCCCATTCTCAAAGGCCTCTGTTC     3’ 

R   5’  CACCTCTGTAAGTTCCCAGACCT            3’ 

23 D 5’ GGTTGACTGAGTCTTTGGTG                      3’ 

D  5’ AGCCAGGCAAAGAGGAGGAC                   3’ 
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Quadro 2. Condições da PCR 
 

PTCH1 Hot start Desnaturação Anelamento Extensão Extensão 
Final 

Exon 9 e 
10 

95C – 2 
min 

94C – 2 min 58C – 1 
min 

68C – 1 
min e 30 

seg 

68C – 5 
min 

Exon 11 95C – 2 
min 

94C – 1 min 60C – 45 
seg 

68C – 1 
min e 30 

seg 

68C – 5 
min 

Exon 16 95C – 2 
min 

94C – 1 min 60C – 45 
seg 

68C – 1 
min 

68C – 5 
min 

Exon 17 95C – 2 
min 

94C – 1min 60C – 45 
seg 

68C – 2 
min 

68C – 5 
min 

Exon 23 95C – 2 
min 

94C – 1min 62C – 1 
min 

68C – 1 
min e 30 

seg 

68C – 5 
min 

Ciclos 1 X 35 X 1 X 

 
 

 

4.2.4  Eletroforese e eluição 

 

A técnica de eletroforese foi usada tanto para quantificação de DNA 

quanto para resolver os fragmentos amplificados por PCR. O gel de 

agarose 1,5 % em tampão TEB (Tris 0,9 M; EDTA 0,02 M; ácido bórico 0,9 

M) foi utilizado para a migração dos produtos sob tensão 10 V/cm, corado 

com brometo de etídeo (EtBr) e fotografado utilizando câmara fotográfica 

Kodak El Logic 100 Imaging System sob luz UV. Os fragmentos 

amplificados foram eluídos do gel conforme instruções do Kit Biotools 

Bioclean (Biotools do Brasil) e utilizados para seqüenciamento e uma parte 

para clonagem. 
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4.2.5  Clonagem molecular 

 

Para confirmação de parte dos resultados, foi realizada clonagem 

molecular. Os fragmentos amplificados foram clonados em vetor pGEM T-

easy (Promega) em  E. coli XL1-Blue e DH-5α conforme instruções do 

fabricante. Os insertos foram ligados aos plasmídeos abertos em presença 

de ligase e usados para transformação das bactérias competentes. Os 

clones recombinantes selecionados em placas contendo ampicilina. (Figuras 

14 e 15). 

 

 
 

Figura 14. Sequência do Plsmídeo pGEM T-easy Vector (Promega). 

 

 

 
 

Figura 15. Esquema de pGem T Easy Vector. 
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4.2.5.1  Preparação de bactérias competentes 

 

Um pré-inóculo de E. coli (uma colônia) foi feito em 5 ml de meio 

LB (triptona 1 %, extrato de levedura 0,5% , NaCl 170 mM). A cultura foi 

mantida em shaker a 37o C overnight. A seguir 1,0 ml desta cultura foi 

inoculado em 50 ml de meio LB e mantida sob agitação até atingir 

D.O.=0,3 a 600 nm. As bactérias foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 

min (rotor Sorvall AS 600). O pellet contendo bactérias foi ressuspendido 

em 50 ml CaCl2 50 mM. As bactérias foram incubadas no gelo por 30 

min, centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min,  ressuspendidas em 1,25 ml 

de CaCl2  50 mM, e mantidas na geladeira até o uso, no máximo uma 

semana. 

 

4.2.5.2  Transformação de bactérias competentes 

Os plasmídeos recombinantes (5 ul) mais 95 μl de TE foram 

adicionados a 100 μl de bactérias competentes. A mistura foi mantida por 20 

min a 0o C, e depois submetida a choque térmico por 5 min a 42o C. Em 

seguida, foram adicionados 800 μl de meio LB (pré-aquecido a 37º C), e a 

cultura foi mantida no shaker a 37o C por 45 min a 22 rpm. 

 

4.2.5.3  Plaqueamento 

Foram utilizadas para o plaqueamento placas de petri com meio 

LB-agar 1,5 % contendo ampicilina (100 μg/ml). Foram aplicadas sobre 

as placas LB/amp 100 μl de bactérias transformadas pelos plasmídeos 

recombinantes. Após o plaqueamento, as placas foram mantidas em 

estufa a 37o C overnight. Como controles foram usadas bactérias 

transformadas com plasmídeos íntegros (controle da transformação), 

plasmídeos não ligados (controle da ligação), e apenas bactérias 

(controle da ampicilina). 
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4.2.5.4  Obtenção de DNA de plasmídeo recombinante (Miniprep) 

Uma colônia de bactérias selecionada em placa com ampicilina foi 

inoculada em 3 ml de meio LB contendo 50 μg/ml de ampicilina e mantida 

overnight sob agitação. Desta cultura, foram coletados 1,5 ml, centrifugados 

por 1 min, e desprezado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 300 

μl de solução de lise (Triton X-100 2,5 %, sucrose 4 %, Tris-HCl 25 mM pH 

8, EDTA 25 mM, 4 μg lisozima 10 ml/ml). Após fazer um orifício na tampa do 

tubo eppendorf para evitar perda de material, a solução foi fervida a 100o C 

por 1 min, e centrifugada 10 min a 10.000 rpm. O DNA bacteriano foi retirado 

com um palito. Ao sobrenadante foram acrescentados 10 μl de DEP (dietil 

pirocarbonato) para eliminar as nucleases; a solução foi incubada por 15 min 

a 65o C e centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo. Os plasmídeos foram precipitados com NaCl, 

concentração final 100 mM, e um volume de isopropanol. A seguir 

centrifugados por 15 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 

adicionado álcool 70 % ao pellet para retirar o excesso de NaCl, centrifugado 

por 10 min a 10.000 rpm e desprezado o sobrenadante. Após secagem o 

DNA plasmidial foi ressuspendido com TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) e 1 μl 

RNAase (concentração final 10 μg/ml). Os plasmídeos foram analisados em 

gel de agarose 1,2 %.  

 

4.2.5.5  PCR dos clones para sequenciamento  

 

Os clones foram amplificados por PCR utilizando os primers que fazem 

parte das sequências do plasmídeo que flanqueiam o inserto (SP6 e T7).  

 

SP6 direto: 5’ - ATT TAG GTA ACA CTA TAG - 3’ 

T7 reverso: 5’ - TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG - 3’ 

Condições: 94o C/ 1 min; 54o C/ 1 min; 72o C/ 1 min; 72o C/5 min (35 ciclos). 
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4.3  Sequenciamento de DNA 

 

O sequenciamento dos fragmentos eluídos de PCR (exon 9) e/ou das 

minipreps (exons 11,16,17 e 23) de clones selecionados, foi feito utilizando 

individualmente os primers SP6 ou T7 presentes no plasmídeo e 

flanqueando o inserto, e kit para amplificação Big Dye Terminator, versão 3.1 

(Applied Biosystems). Condições: 96°C, 10 seg; 52°C, 20 seg; 60°C, 4 min 

(40 ciclos).  O sequenciamento foi feito em sequenciador ABI Prism 3100.  

 

 

4.4 Análise das sequências  

 

As seqüências obtidas foram comparadas entre si e com os cDNAs 

de referência (GenBank  numero: NC_000009.11) utilizando programas 

como BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), Clustal W e outros  para 

pesquisa em banco de dados. Posteriormente os resultados foram 

confirmados diretamente no eletroferograma.  

 

 



 

 

5  Resultados 
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5.1 Quantificação do dna 

 

O DNA extraído foi quantificado em gel de agarose conforme figura 16. 

 

 

 

Figura 16. Quantificação do DNA por fago lambda em gel de agarose a 1 %. 

 

 

 

5.2 Amplificação dos éxons analisados do gene PTCH1 

 

Os éxons analisados foram amplificados por PCR e evidenciados pela  

técnica de eletroforese (Figura 17 ). 
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a)   b)  

 

c)  d)  

e)  

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, evidenciando os fragmentos 
amplificados usando-se a técnica de PCR. a) Éxon 9 e 10; b) Éxon 11;  c)Éxon 16; 
d) Éxon 17; e) Éxon 23.  
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5.3  Obtenção de DNA de plasmídeo recombinante (Miniprep) 

 

Após a obtenção os plasmídeos recombinantes dos exons 11,16, 17 e 

23 foram analisados em gel de agarose a 1%. (Figura 18) 

a)  

b)  

c) d)  
Figura 18. análise do plasmídeo recombinante pela técnica de minipreps em gel de 
agarose 1% de cada éxon do PTCH1. a) Éxon 11; b) Éxon 16; c) Éxon 17 d) Éxon 23. 
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5.4  PCR dos clones para sequenciamento  

 

Os clones foram amplificados por PCR e evidenciados pela  técnica 

de eletroforese (Figura 19 ). 

 

a)   

b)     

c)  d)  

 

Figura 19. PCR dos clones com confirmação do inserto em gel de agarose 1% de 
cada éxon do PTCH1. a) Éxon 11; b) Éxon 16; c) Éxon 17 d) Éxon 23.  
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5.5  Seqüenciamento automático dos  éxons e íntrons  

 

O resultado das análises dos éxons e íntrons do PTCH1 após o 

seqüenciamento e pareamento das bases, mostrou : 

 

5.5.1  Éxon 9  

 

No individuo II-7 foram encontradas duas mutações frameshift  com 

duas  inserções da base timina (T) nas posições 1443 e 1468. Nos 

indivíduos II-5 e IV-1 foi encontrada uma mutação missense no éxon 9 na 

posição 1420 de  G→T (Figuras 20 e 21).  

 

 

Figura 20. Sequenciamento dos nucleotídeos com pareamento das bases do éxon 
9 do gene PTCH1 analisado. Em letra maiúscula esta o éxon. Em vermelho estão 
as bases onde houve mutações. No início das seqüências na primeira linha a 
sequência normal do éxon  e abaixo a encontrada em cada indivíduo. 
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a)  

b) c)  

 

Figura 21.  a) Eletroferograma indivíduo(Ind) II-7: duas inserções de T éxon 9; b) 

ind II-5 mutação G T éxon 9, c) Ind IV-1 mutação G T éxon 9. 

 

 

5.5.2  Íntron 10  

 

A análise do íntron 10 na porção próxima ao éxon 11 (5’), mostrou em  

todos os indivíduos analisados uma mutação na posição 595 de c→g 

(Figuras 22 e 23).  
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Figura 22. Sequenciamento dos nucleotídeos com pareamento das bases do éxon 
11, íntron 10(parcial) e íntron 11(parcial)  do gene PTCH1 analisado. Em letra 
maiúscula estão os éxons, em minúscula os íntron, em vermelho e sublinhados 
estão os nucleotídeos nos quais os primers direto (5’) e reverso (3’) se 
complementam na reação do PCR. Em azul estão as bases onde houve mutações. 
No início das seqüências, na primeira linha, a sequência normal do éxon e abaixo a 
encontrada em cada indivíduo. 
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a) b) c)   

d)  e) f)  

g) h)  

Figura 23. Confirmação das mutações no eletroferograma. a) Ind II-2 mutação c 

g, b) Ind II-4 mutação c g, c) Ind II-5 mutação c g, d) Ind II-7 mutação c g, e) 

Ind III-2 mutação c g, f) Ind IV-1 mutação c g, g) Ind IV-2 mutação c g, h) Ind 

IV-3 mutação c g. 

  

 

Os paciente II-7 e III-2  apresentaram uma segunda mutação no 

íntron 10 na posição 639 de c→g (Figuras 22 e 24).  

 

a) b)  

Figura 24. Confirmação das mutações no eletroferograma. a) Ind II-7 mutação c 

g e  b) Ind III-2 mutação c g. 
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Os pacientes IV-2 e IV-3 apresentaram uma segunda mutação no 

íntron 10 na posição 682 de t→c (Figuras 22 e 25).  

 

a) b)  

Figura 25. Confirmação das mutações no eletroferograma. a) Ind IV-2 mutação c 

g e  b) Ind IV-3 mutação c g. 

 

 

5.5.3 Éxon 11 

 

 Não foram identificadas mutações no éxon 11 

 

5.5.4 Íntron 15 

 

A análise do íntron 15 na porção próxima ao éxon 16 (3’), mostrou 

no  paciente IV-3 uma mutação na posição 312 do íntron 15 de t→a 

(Figuras 26 e 27).  
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Figura 26. Sequenciamento dos nucleotídeos com pareamento das bases do éxon 
16, íntron 15 (parcial) e íntron 16 (parcial)  do gene PTCH1 analisado. Em letra 
maiúscula estão os éxons, em minúscula os íntron, em vermelho e sublinhados 
estão os nucleotídeos nos quais os primers direto (5’) e reverso (3’) se 
complementam na reação do PCR. Em azul estão as bases onde houve mutações 
No início das seqüências, na primeira linha, a sequência normal do éxon e abaixo a 
encontrada em cada indivíduo. 

 

 

Figura 27. Confirmação da mutação ta no eletroferograma. Ind IV-3. 
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5.5.5 Éxon 16 

 

Como resultados no éxon 16, o paciente IV-1 apresentou uma 

mutação missense na posição 2873 de C→T (Figuras 26 e 28).  

 

 

Figura 28. Confirmação da mutação no eletroferograma. Ind IV-1. 

 

 

5.5.6 Íntron 16 

 

A análise do íntron 16 na porção próxima ao éxon 16 (5’), mostrou:  

 

Mutação de a→t na posição 8, nos indivíduos II-2, II-4, II-5  e IV-3. 

Mutação de a→t na posição 19, os indivíduos II-2, II-4, II-5, III-2, IV-1, IV-2 e IV-3. 

Mutação de a→t na posição 23, os indivíduos II-2, II-4, II-7, III-2 e IV-1. 

(Figuras 26 e 29).  

. 
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a)        b) 

c)  d)  

e) f) g)  

h)  
Figura 29. Confirmação dos resultados no eletroferograma. a) Ind II-2 mutações de 
a→t ,b) Ind II-4 mutações de a→t, c) Ind II-5 mutações de a→t, d) Ind II-7 mutação 
de a→t, e) Ind III-2 mutações de a→t, f) Ind IV-1 mutações de a→t, g) Ind IV-2 
mutação de a→t, h) Ind IV-3 mutações de a→t. 

 

A análise do íntron 16 na porção próxima ao éxon 17 (3’), mostrou:  

Polimorfismo a/t na posição 637, nos indivíduos III-2, IV-1 e IV-2.  

Mutação de t→a  na posição 638, nos indivíduos II-2, II-7, III-2, IV-2 e IV-3.  

Mutação de t→a na posição 639 nos indivíduos II-2, II-4, II-5, III-2, IV-1 e IV-2. 

Mutação de t→a na posição 641 nos indivíduos II-2, II-4, III-2, IV-1 e IV-2. 

Mutação de t→a na posição 650 nos indivíduos II-2, II-4, II-5, II-7, III-2, IV-1 e IV-3. 

Mutação de t→a na posição 652 nos indivíduos II-2, II-4, II-5, III-2 e IV-2. 

(Figuras 30 e 31) 
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Figura 30  Sequenciamento dos nucleotídeos com pareamento das bases do éxon 
17, íntron 16 (parcial) e intron 17 (parcial)  do gene PTCH1 analisado. Em letra 
maiúscula estão os éxons, em minúscula os íntrons, em vermelho e sublinhados 
estão os nucleotídeos nos quais os primers direto (5’) e reverso (3’) se 
complementam na reação do PCR. Em azul estão as bases onde houve mutações. 
No início das seqüências, na primeira linha, a sequência normal do éxon e abaixo a 
encontrada em cada indivíduo. 
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a)  b)  

c) d)  

e)  f)  

g) h)  

Figura 31. Confirmação dos resultados no eletroferograma. a) Ind II-2 mutações de 
t→a, b) Ind II-4 mutações de t→a, c) Ind II-5 mutações de t→a, d) Ind II-7 mutações 
de t→a, e) Ind III-2 mutações de t→a e polimorfismo a/t, f) Ind IV-1 mutações de 
t→a e polimorfismo a/t, g) Ind IV-2 mutações de t→a e polimorfismo a/t, h) Ind IV-3 
mutações de t→a. 
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5.5.7 Éxon 17 

   

Não foram encontradas mutações no éxon 17 

 

5.5.8 Íntron 17 

 

A análise da porção do íntron 17 próxima ao éxon 17(5’) mostrou: 

Mutação de a→t na posição 18 do íntron 17, nos indivíduos II-4, II-7, III-2, IV-2 e IV-3. 

Mutação de a→t na posição 19, nos indivíduos II-2, II-5, III-2 e IV-1. 

Mutação de a→t na posição 23, os indivíduos II-2, II-4, II-5,II-7,  III-2, IV-1, IV-2 e IV-3. 

Mutação de a→t na posição 25, os indivíduos II-5, II-7, III-2, IV-1, IV-2 e IV-3. 

Mutação de a→t na posição 27, os indivíduos II-2, II-4, II-5, III-2 e IV-1. 

(Figuras 30 e 32)   

a) b)  

c) d)  

e) f)  

g) h)  
Figura 32. Confirmação dos resultados no eletroferograma. a) Ind II-2 mutações de 
t→a, b) Ind II-4 mutações de t→a, c) Ind II-5 mutações de t→a, d) Ind II-7 mutações 
de t→a, e) Ind III-2 mutações de t→a, f) Ind IV-1 mutações de t→a,g) Ind IV-2,h) Ind 
IV-3 mutações de t→a. 
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5.5.9 Éxon 23 

 

A paciente II-2 foi apresentou uma mutação frameshift com uma 

deleção da base C  na posição 4130.  

Na paciente III-2 foi detectada uma mutação missense de A→G na 

posição 4261. Nos irmãos IV-2 e IV-3 foi observada uma mutação missense 

de C→T na posição 4130. (Figuras 33 e 34) 
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           P12d → 
PTCH_1-23   ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
II-2        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
II-4        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
II-5        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
II-7        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
III-2       ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
IV-1        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
IV-2        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
IV-3        ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatgc 
            ************************************************************ 
 
PTCH_1-23   ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
II-2        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
II-4        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
II-5        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
II-7        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
III-2       ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
IV-1        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
IV-2        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
IV-3        ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgcagGTGGTCCATCCCGAA 
            ************************************************************ 
 
PTCH_1-23   TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
II-2        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
II-4        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
II-5        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
II-7        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
III-2       TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
IV-1        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
IV-2        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
IV-3        TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG 
            ************************************************************ 
 
PTCH_1-23   CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
II-2        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
II-4        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
II-5        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
II-7        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
III-2       CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
IV-1        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
IV-2        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
IV-3        CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA 
            ************************************************************ 
 
PTCH_1-23   CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
II-2        CCCCC-TACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
II-4        CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
II-5        CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
II-7        CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
III-2       CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
IV-1        CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
IV-2        CCCCTCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
IV-3        CCCCTCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT 
            **** ***************************************************** 
 
 
PTCH_1-23   AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
II-2        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
II-4        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
II-5        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
II-7        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
III-2       AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
IV-1        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
IV-2        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
IV-3        AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG 
            ************************************************************ 
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PTCH_1-23   TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
II-2        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
II-4        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
II-5        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
II-7        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
III-2       TCCACTGCCATGGGCGGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
IV-1        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
IV-2        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT 
IV-3        TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT  
            *************** ******************************************** 
 
PTCH_1-23   TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
II-2        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
II-4        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
II-5        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
II-7        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
III-2       TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
IV-1        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
IV-2        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
IV-3        TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC 
            ************************************************************ 
 
PTCH_1-23   CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
II-2        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
II-4        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
II-5        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
II-7        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
III-2       CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
IV-1        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
IV-2        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
IV-3        CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC 
            ************************************************************ 
 
 
PTCH_1-23   GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
II-2        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
II-4        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
II-5        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
II-7        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
III-2       GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
IV-1        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
IV-3        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
IV-2        GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG 
            ************************************************************ 
 
PTCH_1-23   GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
II-2        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
II-4        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
II-5        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
II-7        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
III-2       GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
IV-1        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
IV-2        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
IV-3        GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga 
            ************************************************************ 
  
                                        ← P12r 
PTCH_1-23   caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
II-2        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
II-4        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
II-5        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
II-7        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
III-2       caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
IV-1        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
IV-2        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
IV-3        caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac 
            ****************************************** 

 

Figura 33. Sequenciamento dos nucleotídeos com pareamento das bases do éxon 23, 
íntron 22 (parcial) e íntron 23( parcial)  do gene PTCH1 analisado. Em letra maiúscula 
estão os éxons, em minúscula os íntrons, em vermelho e sublinhados estão os 
nucleotídeos nos quais os primers direto (5’) e reverso (3’) se complementam na 
reação do PCR. Em azul estão as bases onde houve mutações e em verde 
representados pela letra P os polimorfismos. No início das seqüências, na primeira 
linha, a sequência normal do éxon  e abaixo a encontrada em cada indivíduo. 
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a)  b)  

c) d)  

Figura 34. Confirmação dos resultados no eletroferograma. a) Ind II-2 deleção de 
C, b) Ind III-2 mutação A→G, c) Ind IV-2 mutação C→T e d) Ind IV-3 mutação 
C→T. 

 

 

Todos os resultados foram sumarizados no quadro 3,  figuras 35, 36 e 37. 

 

Quadro 3. Na primeira linha estão os descritos todos os éxons e introns estudados, 
e na primeira coluna os pacientes identificdos de acordo com o heredograma 
 

 

 

 

 

 



Resultados 

  

59

 

Figura 35. Heredograma da família estudada.  

 

 

 

 

Figura 36. Distribuição dos tipos de mutações encontradas em cada éxon e íntron 
encontradas. X representa os éxons onde não foram encontradas mutações.  

 



Resultados 

  

60

 

Figura 37. Distribuição das mutações exônicas encontradas, em relação aos 
domínios estruturais da proteína patched. O triângulo vermelho indica mutação 
missense e os círculos vermelhos inserção e deleção no éxon 9, o triângulo azul 
indica mutação missense no éxon 16, Os triângulos amarelos indicam mutações 
missense e o circulo amarelo indica deleção no éxon 23.  
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Os carcinomas basocelulares familiares múltiplos não sindrômicos 

são raramente reportados e muito pouco estudados. Caracterizam-se por 

múltiplos CBCs superficiais, acometendo preferencialmente tronco, de início 

precoce, sem a ocorrência de outras anormalidades presentes na SNBC, 

Rombo e Bazex.2,10,13,31,32,33  

Até o momento são descritos na literatura apenas cinco relatos de 

famílias com a doença. Em três foi demonstrado pacientes em duas 

gerações e em dois em três.14,18,39 Estes trabalhos são simplesmente 

clínicos e não houve estudos genéticos  reportados. É portando importante o 

estudo destas famílias para se determinar a existência dessa doença como 

identidade separada das demais síndromes e a realização de estudos 

genéticos para se tentar determinar as possíveis  mutações implicadas neste 

quadro. 

  Os casos da família estudada neste trabalho, não apresentavam 

nenhuma outra alteração fenotípica, somente três deles apresentavam 

tumores. Dois deles (II-2,III-3) não tinham historia prévia de exposição a 

carcinógenos e a doença se repetia em 2 gerações, fato similar descrito por 

Happle em 2000.18 Os CBCs destes desenvolveram-se em idade bem 

precoce e as áreas expostas e cobertas eram afetadas igualmente a 

semelhança das síndromes associadas a múltiplos CBCs, questionando a 

influência solar nestes casos. A semelhança entre estas doenças 

(CBCFMNS e SNBC) nos leva a crer que exista um espectro genético que 

determine as alterações fenotípicas nestes indivíduos, hora cursando com 

múltiplos tumores sem qualquer outra alteração, hora com alterações 

importantes como as encontradas na SNBC (cisto mandibulares, calcificação 

da foice do cérebro costela bífida, entre outras). 

Estudos prévios de literatura e do nosso grupo (Laboratório de 

Genética do Instituto Butantan e Ambulatório de Oncologia Cutânea do 
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Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo) mostraram que o gene ligado ao desenvolvimento de CBC 

esporádico e SNBC é o PATCH1.97-142 Inúmeras mutações já foram descritas 

alterando principalmente a região dos loops extracelulares da proteína 

patched1, fato  que motivou o estudo genético nos indivíduos desta família. 

 Este estudo do gene PTCH1 mostrou mutações nos éxons e/ou nos 

íntrons em todos os familiares analisados. Algumas, na mesma posição e 

outras em diferentes.   

Não existem  relatos na literatura demonstrando a associação de 

CBCs múltiplos não sindrômicos e mutações do gene PTCH1.14,18,39,97-141  O 

que existe é uma grande quantidade de mutações relatadas na SNBC e nos 

CBCs esporádicos. Até 2006 no banco de dados de mutações do gene 

PTCH1 (www.cybergene.se/PTCH/) foram descritas 284 pontos de 

mutações.118 Quando comparamos nossos resultados a este banco de 

dados e aos casos descritos na literatura, supreendentemente nenhuma das 

mutações encontradas em nossa casuística estão descritas. Este fato talvez 

se deva a característica do gene PTCH1 de não apresentar hot spots bem 

definidos, podendo sofrer mutações causadoras de defeitos em sua proteína 

ao longo de todo o gene. Importante também é o fato de que a localização 

da mutação no gene, no individuo com SNBC, não interferir 

necessariamente no fenótipo. Pacientes com as mesmas mutações podem 

apresentar fenótipos diferentes, e com mutações diferentes podem 

apresentar fenótipos semelhantes.140,141 

Nesse estudo, identificamos mutações exônicas em 7 de 8 dos 

indivíduos analisados (87 %) (Quadro 3), enquanto que doentes portadores de 

SNBC apresentam taxas de mutações detectadas entre 40 e 80 % .127,140,141 

Em relatos anteriores a maioria dos doentes com SNBC apresentavam 

mutações nonsense e frameshift em comparação com missense (85 % vs 15 

%). A presença de mutações frameshift leva  ao truncamento da proteína por 

alterarem o quadro de leitura, através de inserção ou deleção de bases no 

gene, ou ainda pelo surgimento de um stop codon, parando a transcrição 

protéica precocemente. Isso teoricamente promove o aparecimento de uma 
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proteína não funcional fazendo com que os indivíduos desenvolvam 

características fenotípicas da SNBC.113,121,122,123, 140, 141. 

 Em nossa pesquisa, diferente da literatura, a maioria das mutações foi 

missense (6 em 9) representando 66 %. Essas mutações mudam apenas um 

aminoácido na proteína, alterando parcialmente sua molécula,  talvez por 

isso, apesar de possuírem mutações, alguns dos indivíduos por nós 

estudados, não apresentavam quadro clínico nem de SNBC nem de 

CBCMFNS.   

O estudo da linhagem germinativa de 48 pacientes portadores de  

CBC não sindrômicos, únicos, múltiplos, esporádicos e familiares, encontrou  

apenas um caso de  mutação do gene PTCH1,  localizada no éxon 15. 113  

Foi   sugerido que nos casos de CBCs múltiplos, familiares e precoces 

quando outros critérios para SNBC estão ausentes,  as mutações no PTCH1  

raramente estão envolvidas, fato não corroborado em nosso estudo. Nos  

indivíduos da família estudada portadores de CBCMFNS foram encontradas 

mutações no éxon 23. 

A análise genética dos indivíduos desta  família , mostrou que  muitas 

das mutações exônicas ocorreram no éxon 9, em diferentes posições. O 

éxon 9 codifica uma porção final do primeiro loop extracelular da proteína 

patched1 (Figura 37). Se uma mutação alterar a conformação do loop isso 

pode modificar a ligação com a proteína Hh, alterando a transdução do sinal 

levando ao desenvolvimento ou predisposição de tumores.    

No indivíduo II-7, embora não apresentasse nenhuma característica 

da SNBC e nenhum CBC, foram encontradas duas mutações do  tipo 

frameshift no éxon 9 no final do primeiro loop (Figura 37), que altera o 

quadro de leitura podendo promover o truncamento da proteína. Isso se 

assemelha  aos resultados encontrados  por Lindström et al em 2006,118 

onde em portadores de SNBC o éxon 9 é um sítio freqüente de mutações e 

a grande maioria do tipo frameshift   e nonsense.   

 Os indivíduos II-5 e IV-1 apresentaram mutação na posição 1420 de 

G→T. Esta alteração leva a troca do aminoácido Alanina (GCA) para Serina 

(TCA) [A475S], o que pode vir a alterar a estrutura da proteína. Apesar disso 
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o indivíduo II-5 , mesmo com  idade avançada  63 anos,  não apresentava 

tumores até o momento. Trata-se de uma mutação conservada na família e 

ainda não descrita na literatura.97-144 

O  indivíduo IV-1 apresentou uma segunda mutação missense no 

exon 16 na posição 2873 de C→T, o que leva a troca do aminoácido  de 

Prolina (CCC) por Leucina(CTC) [P958L], podendo facilitar  assim  no futuro 

o desenvolvimento de CBCs.  

O éxon 16 codifica a porção final do segundo loop extra-celular da 

proteína patched. Segundo Lindström et al118 esse é um sitio de mutação 

importante com a ocorrência de muitas mutações nonsense e frameshift 

nessa região. Nós encontramos uma mutação do tipo missense nessa 

posição ainda não reportada na literatura. (Figura 37) 

  As pacientes II-2 e III-2 com múltiplos CBCs, apresentaram mutações 

no éxon 23. Na primeira  (II-2)  foi encontrada uma deleção nt 4130 (del C),  

ainda não descrita, podendo  levar  ao truncamento da proteína. A filha (III-2) 

apresentou uma mutação missense com a troca do aminoácido Serina 

(AGC) por Glicina(GGC) [S1421G].  

A localização das mutações pode ser importante nos casos de 

CBCFMNS, já que em  duas das nossas pacientes com tumores, foram 

encontradas mutações que se relacionavam ao domínio terminal COOH da 

proteína patched (Figura 37), codificada pelo éxon 23, e mutações nesse 

éxon são raramente descritas em pacientes com SNBC.118 

Os indivíduos IV-2 e IV-3, irmãos, apresentaram uma mutação missense 

no mesmo nucleotídeo da posição 4130 de C→T do éxon 23. Esta alteração 

leva a troca do aminoácido Prolina(CCC) por Leucina(CTC) [P1377L]. Nesse 

mesmo nucleotídeo a avó paciente II-2, apresentou uma deleção de base, o 

que leva a possibilidade  dessa posição ser um sitio de mutações nessa família. 

Nenhum dos dois indivíduos apresentou até o momento qualquer tipo de tumor. 

Teremos de acompanhá-los, verificando se existe a susceptibilidade para o 

aparecimento das lesões, e assim confirmar ou não a importância dessa 

mutação  no surgimento de CBCs ao longo do tempo. 
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 Mutações observadas nos íntrons são pouco discutidas na literatura, 

permanecendo ainda controverso seu papel no desenvolvimento tumoral. 

Estudos anteriores16,19 demonstram uma taxa de detecção de mutações 

exônicas no gene PTCH1 de 33% nos portadores da SNBC, porém em 

artigos mais recentes onde foi feita a análise também dos íntrons, essa taxa 

aumenta113,123 sugerindo que estes devam ter importância no aparecimento 

da síndrome. Se esta análise for verdadeira, talvez as alterações intrônicas 

dos casos estudados possam influenciar o surgimento de CBCMFNS.   

Todos os indivíduos estudados apresentaram mutações e/ou 

polimorfismos nos íntrons do gene PTCH1.  Nos íntrons 10, 16 e 17 foram 

encontradas diversas mutações e polimorfismos muitas delas se repetindo 

em mais de um membro da família. (Figura 36) (Tabela 3) 

No íntron 10 e íntron 17 uma mesma mutação na mesma posição se 

repetiu em todos indivíduos da família sugerindo se tratar de uma 

característica hereditária. No íntron 16 foi onde se encontrou o maior número 

de mutações (nove no total).  

Mutações nos íntrons podem causar alteração de splice do RNAm 

levando a possibilidade do íntron não ser eliminado durante a transcrição, 

comprometendo a estrutura da proteína.145 Alteração da proteína patched 

causado por erro de splice  já foi descrito nos portadores da SNBC.145  Isso 

talvez possa predispor ao desenvolvimento de CBC. Esta afirmação 

entretanto só será possível em estudos futuros.  

Os indivíduos II-2, III-2 e II-4 que apresentavam CBCs, mostraram 8 

mutações idênticas distribuídas pelos íntrons 10,16 e 17.  Mesmo 

apresentando as mesmas mutações, o indivíduo II-4 diferia clinicamente, 

mostrando quadro de  CBCs múltiplos esporádicos, associados QAs e a 

CECs, provavelmente desencadeados por RUV e eventuais alterações em 

outros genes. 

Em estudos recentes143,144 foi demonstrado que a presença de 

polimorfismos no gene PTCH1, localizados nos éxons e íntrons  está 

associada a um o risco aumentado de desenvolvimento de CBCs esporádico 

e múltiplos. O polimorfismo intrônico encontrado nos indivíduos III-2 (mãe) e 
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V-1, IV-2 (filhos) não havia sido reportado na literatura. Não sabemos como 

esse polimorfismo pode interferir no surgimento de CBCs. 

De forma resumida demonstramos mutações em todos os membros 

da família avaliada. Em determinados íntrons como o 10 e 17 foram 

encontradas mutações em todos indivíduos na mesma posição. No íntron 16 

todos indivíduos apresentavam mutação e muitas delas na mesma posição. 

Nas pacientes com suspeita de CBCMFNS encontramos mutações iguais 

nos íntrons 10, 16 e 17 e diferentes no éxon 23, podendo ser as 

responsáveis pelo surgimento dos tumores.  

  Pela primeira vez estão sendo descritas mutações em éxons e íntrons 

do gene PTCH1 em indivíduos portadores de CBCMFNS e em seus 

familiares. A análise destes dados genéticos podem comprovar a possível 

origem espectral do CBC que vai desde lesão esporádica em um pólo e a 

SNBC em outro, passando pelo CBCMFNS.  

  Este trabalho abre caminho para outros estudos com um numero 

maior  de casos de CBC múltiplos não-sindrômicos familiares e não 

familiares, necessários para corroborar os dados encontrados neste estudo 

e se entender melhor esse mecanismo. 
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1. Pela primeira vez estão sendo descritas mutações em éxons e íntrons 

do gene PTCH1 em indivíduos portadores de CBCMFNS e nos 

familiares estudados. 

2. Todos os indivíduos estudados com ou sem a presença de CBCs 

apresentaram algum tipo de mutação. 

3. Mãe e filha ambas com CBCMFNS apresentaram mutações no éxon 23. 

4. Mutação na mesma posição ocorreu em todos os  indivíduos analisados 

no íntron 10 [595 (c→g)]  e no íntron 17 [23 (a→t)]   mostrando serem 

caracteres hereditários. 

5. Os três indivíduos com tumores apresentaram mutações no íntron 16 

nas mesmas posições 19 (a→t) e  em 639, 641, 650, 652 e 654 (t→a), e 

no íntron 17 posições 23, 27 (a→t). 

6. Os indivíduos irmãos, IV-1 e IV-2, apresentaram o mesmo polimorfismo 

no íntron 17.  
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Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

_______________________________________________________________ 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU 
RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME: .:............................................................................. ....................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M □   F  □ 
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO ............................................................................. Nº ................. APTO: ................ 
BAIRRO:  .............................................................. CIDADE  ....................................................... 
CEP:....................................  TELEFONE: DDD (............) .......................................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL ............................................................................................................. 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ................................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M □   F  □ 
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO ............................................................................. Nº ................. APTO: ................ 
BAIRRO:  .............................................................. CIDADE  ....................................................... 
CEP:....................................  TELEFONE: DDD (............) .......................................................... 

____________________________________________________________________________________ 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA  ........ ESTUDO CLÍNICO E MUTAÇÕES NOS GENES 

PATCHED EM PACIENTES PORTADORES DE CARCINOMAS BASOCELULARES MÚLTIPLOS 

FAMILIARES NÃO SINDRÔMICOS 

 

PESQUISADOR...CYRO...FESTA...NETO...................................................................................................... 

CARGO/FUNÇÃO: PÓS GRADUAÇÃO PROF ASSOCIADO.................... INSCRIÇÃO...CONSELHO 
REGIONAL Nº27716 ............................... 

UNIDADE.......DO.......HCFMUSP:......DERMATOLOGIA................................................................................ 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

     RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO □ 

 RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □ 

  

4. DURAÇÃO DA PESQUISA : .6 MESES.................................................................................................. 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 

1 – Essas  informações  estão  sendo  fornecido  para  sua  participação  voluntária  neste 
estudo, que visa estudar pessoas portador(a) de múltiplos cânceres de pele chamados de 
carcinomas basocelulares, ou familiar de algum portador. Este tipo de câncer de pele é o 
mais  freqüente  e  seu  aparecimento  vem  crescendo  muito  nos  últimos  anos  devido 
principalmente  à  exposição  intensa  da  pele  ao  sol  durante  a  vida.  O  principal  objetivo 
desta pesquisa é verificar se existe alguma MUTAÇÃO  GENÉTICA NAS PESSOAS QUE TEM 
ESTE  TIPO  TUMOR,  com  isto,  esta  pesquisa  poderá  ajudar  médicos  e  pesquisadores 
compreender  melhor  esta  doença.  É  preciso  que  você  entenda  a  natureza  da  sua 
participação na pesquisa e dar o seu consentimento livre e esclarecido por escrito 

2  –  Caso  concorde  e  participar  desta  pesquisa,  você  será  submetido(a)  a  alguns 
procedimentos  médicos  que  serão  explicados  agora.  Caso  apresente  tumores,  o 
tratamento proposto a você é a cirurgia de remoção do câncer da pele isto independente 
de  estar  ou  não  fazendo  parte  da  pesquisa.  Esta  cirurgia  será  realizada  no Hospital  das 
Clínicas  por médicos  habilitados.  Será  preciso  que  você  consinta  que  parte  do material 
retirado  na  cirurgia,  seja  fornecido  para  a  pesquisa,  o  restante  vai  ser  enviado  para 
realização  do  exame  anatomo‐patológico.  Seu  papel  na  pesquisa    será  o  de  consentir  o 
fornecimento do material para a sua realização, o que não prejudicará seu tratamento. 

3 – Será realizada coleta de sangue rotineira por punção periférica da veia do antebraço 
e o material enviado para estudo. 

4 – Caso concordar em participar desta pesquisa científica, poucos riscos estão envolvidos. 
Os fragmentos do tumor que irão ser estudados serão retirados na cirurgia e o sangue no 
laboratório,  sendo  a  manipulação  deste  feita  pelo  pesquisador  o  que  não  acarretará 
nenhum desconforto ou risco para você. 

5  –  Não  há  benefício  direto  para  o  participante.  Trata‐se  de  estudo  experimental 
testando  a  hipótese  de  que  se  encontre  alguma mutação  relacionada  ao  tumor,  e  se 
compreenda  melhor  seu  comportamento.  Somente  no  final  do  estudo  poderemos 
concluir a presença de algum benefício  que viriam a partir de outros estudos. 

6  –  Os  procedimentos  ao  os  quais  você  será  submetido  são  os  já  utilizados 
rotineiramente  para    o  seu  tratamento,  não  havendo  outros  que  lhe  trariam  mais 
vantagens para se optar.  

7 –Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 
pesquisa  para  esclarecimento  de  eventuais  dúvidas.  O  principal  investigador  é  o  Dr 
Cyro  Festa  Neto    .  que  pode  ser  encontrado  no  Departamento/Divisão  de  Clínica  de 
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP  Av Dr Enéas 
de  Carvalho  Aguiar,  255  3º  andar  salas  3069/3070  Cerqueira  César  –  São  Paulo‐  SP  
Telefone(s) 30884894/30882515....Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre 
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua 
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Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel: 3069‐6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 
3069‐6442 ramal 26 – E‐mail: cappesq@hcnet.usp.br 

8  –  É  importante  que  você  esteja  consciente  de  que  a  participação  neste  estudo  de 
pesquisa é completamente voluntária e que você pode recusar‐se a participar ou sair do 
estudo  a  qualquer momento  sem  penalidades  ou  perda  de  benefícios  aos  quais  você 
tenha  direito  de  outra  forma.  Em  caso  de  você  decidir  retirar‐se  do  estudo,  deverá 
notificar  ao  profissional  e/ou  pesquisador  que  esteja  atendendo‐o.  A  recusa  em 
participar ou a saída do estudo não  influenciarão seus cuidados nesta  instituição. Sua 
participação não é obrigatória. A qualquer momento você pode desistir de participar e 
retirar seu consentimento. Sua recusa não trará nenhum prejuízo em sua relação com o 
pesquisador ou com o Hospital das Clínicas da FMUSP 

09 – Algumas informações obtidas a partir de sua participação neste estudo não poderão 
ser mantidas estritamente confidenciais. Os profissionais de saúde que estarão cuidando 
de você , o Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de São 
Paulo  e  os  pesquisadores  podem  precisar  consultar  seus  registros.  Você  não  será 
identificado  quando  o  material  de  seu  registro  for  utilizado,  seja  para  propósitos  de 
publicação  científica  ou  educativa.  Ao  assinar  este  consentimento  informado,  você 
autoriza as inspeções em seus registros. 

10  –  Em  caso  de  dúvidas  relacionada  a  sua  participação  na  pesquisa,  você  poderá  a 
qualquer momento entrar em contato com o pesquisador e tirar suas dúvidas. Com relação 
às  informações  sobre os procedimentos  aos quais  foi  ou  será  submetido,  os médicos do 
setor de Dermatologia do Hospital das Clínicas poderão esclarecer todas as suas dúvidas e 
dar maiores explicações sobre os procedimentos e tratamento.  

11  –  Não  há  despesas  pessoais  para  o  participante  em  qualquer  fase  do  estudo, 
incluindo exames  e  consultas. Também não há  compensação  financeira  relacionada à 
sua  participação.  Se  existir  qualquer  despesa  adicional,  ela  será  absorvida  pelo 
orçamento da pesquisa. 

12  –  Os materiais  e  dados  obtidos  durante  esta  pesquisa  serão  utilizados  apenas  na 
mesma, outros pesquisadores não poderão utilizá‐los para outros fins.  

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou 
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo” ESTUDO CLÍNICO E MUTAÇÕES NOS 

GENES PATCHED EM PACIENTES PORTADORES DE CARCINOMAS BASOCELULARES 

MÚLTIPLOS FAMILIARES NÃO SINDRÔMICOS” 

Eu discuti com o Dr.CYRO FESTA NETO sobre a minha decisão em participar 
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 
minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a 
tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar 
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou 
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que 
eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
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__________________________________________  

Assinatura do paciente/representante legal Data         /       /        

__________________________________________ 

Assinatura da testemunha Data         /       /        

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual. 

(Somente para o responsável do projeto) 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

__________________________________________ 

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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