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RESUMO

Cardoso AEO. Estudo clinico e de muta¢des no gene PTCH1 em pacientes
portadores de carcinomas basocelulares multiplos familiares né&o
sindrdmicos [dissertagao]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2010. 90p.

INTRODUCAO: O carcinoma basocelular (CBC) é o tipo de cancer cutaneo
mais comum no ser humano. O aparecimento de CBC na maioria das vezes
se da de forma esporadica em individuos que se expdem cronicamente ao
sol. Eventualmente pode estar associado a sindromes, como: Bazex-Dupré-
Christol, Rombo e Gorlin-Goltz. Diferente do que ocorre nas sindromes, os
casos de CBCs multiplos familiares nao sindrébmicos(CBCMFNS) sdo poucos
estudados, tendo na literatura somente cinco relatos de familias com a
doenca. O fendtipo € de multiplos CBCs superficiais sem presencga de outras
anormalidades. Devido os CBCs esporadicos e os CBCs presentes na
Sindrome de Gorlin-Goltz apresentarem mutacbées no gene PTCHI,
possivelmente os CBCs multiplos também estejam associados a alteragdes
neste gene. Este gene esta localizado na regido 9922.3 possuindo 23 éxons,
tem um papel importante na formagado embrionaria e de supressio tumoral.
OBJETIVO: Analise genética dos éxons 9,11, 16, 17 e 23 do PTCHL1 de oito
componentes da mesma familia, pertencentes a trés diferentes geracoes,
sendo trés portadores de CBCs multiplos, e dentre estes dois suspeitos de
CBCMFNS. METODOS: Extracdo de DNA dos leucdcitos do sangue
periférico; PCR; clonagem dos produtos de amplificacdo (pGEM T Easy
Vector) e sequenciamento (Big Dye Terminator Kit). As mutagdes e
polimorfismos encontrados foram comparados com a literatura e banco de
dados de mutacdo do gene PTCH1 (www.cybergene.se/PATCH).
RESULTADOS: Duas novas mutagcbes foram encontradas nos pacientes
suspeitos de CBCMFNS: uma frameshift nt4130(del C) e uma missense
nt4261(A—G). Nos familiares foram encontradas cinco novas mutagbées: Em
um primeiro individuo 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
individuos, irmaos, uma outra mutagdo missense nt4130(C—T). Foram
encontradas ainda dezoito mutacdes, nao descritas anteriormente, nos
introns 10,15,16 e 17, algumas se repetindo em todos os individuos
analisados. CONCLUSAO: Pela primeira vez estdo sendo descritas
mutagdes em éxons e introns do gene PTCH1 em individuos portadores de
CBCMFNS e em alguns de seus familiares.

Descritores: 1.Carcinoma basocelular 2.Sindrome do nevo basocelular
3.Genes neoplasicos 4.Mutagdo em linhagem germinativa 5.Mutagéo
6.Exons/genética



SUMMARY

Cardoso AEO. Clinical and PTCH1 gene mutations studies in patients
bearing multiple familiar non-syndromic basal cell carcinomas [dissertation].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao 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 9922.3 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



1 INTRODUCAO




Introdugéo 2

O carcinoma basocelular (CBC) é o tipo de cancer cutaneo mais
comum no ser humano. Sua incidéncia vem aumentando muito nas ultimas
décadas. '

A etiologia do CBC é multifatorial, fatores extrinsecos (ambientais) e
intrinsecos (do hospedeiro) influenciam o desenvolvimento do tumor® assim
como seu comportamento biolégico. Dentre os fatores extrinsecos, o de
maior importancia € a radiagéo ultravioleta (UV) responsavel por cerca de
90% dos casos. Menos importantes sdo as radiagdes ionizantes
(principalmente RX) e os carcindgenos quimicos (arsénico).>® Dos fatores
intrinsecos, incluem-se os genéticos (mutagdo dos genes PTCH1 e TP53) e
a imunidade do hospedeiro (imunocomprometidos iatrogénicos, portadores
de tumores ocultos ou de infeccado pelo HIV). 101112

O CBC eventualmente pode estar associado a sindromes, como:
Bazex-Dupré-Christol, Rombo e Gorlin-Goltz.">'1%"617 Diferente do que
ocorrem nas sindromes, os casos de CBCs multiplos familiares nao
sindrémicos (CBCMFNS) sao poucos estudados, tendo na literatura somente
cinco relatos de familias com a doenga. O fendtipo € de multiplos CBCs
superficiais sem presencga de outras anormalidades.®

Devido os CBCs esporadicos e os CBCs presentes na Sindrome de
Gorlin-Goltz apresentarem muta¢cées no gene PTCH1, possivelmente os
CBCs multiplos também estejam associados a alteragbes neste gene. Este
gene esta localizado na regidao 9922.3 possuindo 23 exons, tem um papel
importante na formagdo embrionaria, de supressao tumoral, sendo um dos
integrantes da via de sinalizagdo hedgehog.®?°

A auséncia de estudos relacionando os casos de CBCs multiplos
familiares nao sindrémicos (CBCMFNS) e o gene PTCH1 nos estimulou a

realizar este estudo.



2 OBJETIVOS




Objetivos 4

O objetivo do presente estudo é:

Estudar uma familia com multiplos carcinomas basocelulares nao
sindrémicos tentando identificar mutagcdes que possam existir nos éxons 9,
11, 16, 17 e 23, e parcialmente nos introns 10, 11,15,16,17, 22 e 23 do
gene PTCH1, no DNA da linhagem germinativa, e estabelecer possivel
correlacdo entre as mutacdes presentes em individuos acometidos e seus

familiares.
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3.1 Carcinoma basocelular: aspectos epidemiologicos e

clinicos

O carcinoma basocelular (CBC) é o tipo mais comum de tumor
maligno que o ser humano adquire no curso de sua vida. "' Estima-se
que sao diagnosticados ao ano 1.890.000 novos casos destes tumores em
todo mundo que sao responsaveis por aproximadamente 70% do numero
total dos canceres cutaneos. Fator relevante é o significativo aumento da
incidéncia nas ultimas décadas.’

A incidéncia de CBC no Brasil € desconhecida. Dados isolados
obtidos de registros hospitalares, bases populacionais ou inquéritos
epidemioldgicos de cancer nao refletem a realidade do problema (Instituto
Nacional do Cancer). Mesmo assim, tem-se notado, a semelhanga com o
restante do mundo, aumento no nimero de casos."®

Além da alta incidéncia é considerado hoje de grande importancia
médica, pois, embora com taxas de mortalidade relativamente baixas,
associam-se frequentemente com alta morbidade como perda de funcgao e
desfiguramento.

A etiologia do CBC é multifatorial, fatores extrinsecos (ambientais) e
intrinsecos (do hospedeiro) influenciam o desenvolvimento do tumor, assim
como, seu comportamento biolégico.? Dos fatores extrinsecos, o de maior
importancia € a radiacdo UV responsavel por cerca de 90% dos casos.
Menos importantes sdo as radiagbes ionizantes (principalmente RX) e os
carcinégenos quimicos (arsénico).”® Dentre os fatores intrinsecos, incluem-
se os geneéticos (mutagdo dos genes PTCH1 e TP53) e a imunidade do
hospedeiro (imunocomprometidos iatrogénicos, portadores de tumores

ocultos ou de infecgéo pelo HIV)."%""1°
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O CBC apresenta-se sob varias formas clinicas, todas elas com
predilecdo por areas de exposi¢cao solar, principalmente face. Essas formas
sdo abordadas a seguir.

O CBC nodular ou nddulo-ulcerativo € o tipo clinico mais freqlente,
caracteriza-se por papula ou nodulo perlaceo com telangiectasias e margens
bem definidas. Com o crescimento a lesdo pode ulcerar (CBC ulcerado). A
melanina pode estar presente na lesdo em quantidades variaveis, tornando o
tumor de coloragédo marrom clara a negra (CBC pigmentado). O crescimento
€ lento podendo com o tempo adquirir grandes dimensdes, invadindo
estruturas profundas como osso, cartilagem ou musculo podendo destruir
palpebras, orelhas e nariz. Quando cresce em profundidade é chamado de
CBC terebrante e em superficie, CBC fagedénico nunca perdendo suas
caracteristicas morfoldgicas, principalmente nas bordas do tumor.?'

O CBC superficial multicéntrico € variante comum do CBC, mais
freqliente no tronco, também encontrado na cabeca e pescoco. E lesdo
plana, eritematosa com discreta descamacéo, podendo mostrar nas bordas
aspecto papuloso e perlaceo. O didmetro varia de um a varios centimetros.
No inicio, o crescimento é horizontal e lento podendo infiltrar-se com
ulceracbes e formacgdes de nddulos. O crescimento subclinico lateral é
importante por ser responsavel pelas freqluentes recidivas destes
tumores.?"??

O CBC esclerodermiforme apresenta-se como lesdo endurecida de
cor marfinica, podendo apresentar telangiectasias na superficie. E
importante, por seu crescimento subclinico e pela maior possibilidade de
recidivas apds o tratamento.?"#

O CBC metastatico é extremamente raro, sendo os sitios mais
freqlientes de metastases os linfonodos, pulmdes e ossos.?*?°

O diagnostico destes tumores é realizado através do exame clinico e
histolégico. Os dados de histologia permitem ndo somente o diagndstico
como também avaliar os riscos de possiveis recidivas, assim como, 0

planejamento terapéutico.
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O aparecimento de CBC na maioria das vezes se da de forma
esporadica em individuo predisposto que se expde cronicamente ao sol,
eventualmente pode estar associado a outras doencgas ou sindromes. Dentre
as doencgas, as mais comuns sao o xeroderma pigmentoso e o albinismo, e
dentre as sindromes a de Bazex-Dupré-Christol, Rombo e mais freqlientemente

na sindrome do nevo basocelular.'®

3.1.1 Sindromes Associadas ao Carcinoma Basocelular Multiplo

3.1.1.1 Sindrome de Bazex-Dupreé-Christol

A sindrome de Bazex-Dupré-Christol descrita no comeco da década
de 60 é rara, de heranga ligada a X, se caracteriza pela presenca de
atrofodermia folicular, anidrose, hipotricose e multiplos CBCs. A atrofodermia
folicular € comumente presente e apresenta-se como lesdes do tipo ice piks
no dorso das méos e pés. Os CBCs sao freqlentes e geralmente iniciam-se

no inicio da idade adulta com tendéncia de acometimento facial.?%?"28

3.1.1.2 Sindrome de Rombo

Descrita em 1981 a Sindrome de Rombo aparentemente pode ser uma
variante da sindrome de Bazex-Dupre-Christol. Caracteriza-se por
atrofodermia vermiculatum da face, telangiectasias, eritema acral e propensao

ao desenvolvimento de CBCs."

3.1.1.3 Sindrome do Nevo Basocelular

A sindrome do nevo basocelular (SNBC) ou de sindrome de Gorlin foi
inicialmente descrita em 1894 por Jarisch e White, porém somente delineada
em 1960 por Gorlin e Goltz.?*3%*132 A SNBC ¢ autossdmica dominante de alta
penetrancia e expressividade variavel, afetando principalmente individuos da
ragca branca que apresentam multiplos CBCs em areas fotoexpostas e nao
fotoexpostas.®> A taxa de prevaléncia varia de 1/57.000 até 1/256.000
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nascidos.’’ Essa sindrome estd ligada a mais de 100 anormalidades
diferentes, as mais comuns sdo multiplos CBCs, pits palmo plantares,
ceratocistos mandibulares e calcificacéo da foice do cérebro.>’

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 lesoes.
Clinicamente variam de forma desde papulas eritematosas até placas
ulceradas, sendo as vezes confundidas com nevus ou hemangiomas. S&o
mais comuns em areas fotoexpostas, mas ocorrem também areas nao
fotoexpostas tais como face, dorso e regido peitoral.” A presenca dos pits
palmoplantares € um sinal patognoménico da doenga, geralmente medem
de 1 a 2 mm e tem distribuicdo assimétrica. Os pacientes podem apresentar
ainda espinha bifida, alteragcdes das costelas, cifoescoliose, hipertelorismo
além de outras alteragdes 6sseas.>

Recentemente foram descobertas mutagdes na linhagem germinativa
do gene PTCH1 nos portadores desta sindrome, sendo estas responsaveis

pelo surgimento deste quadro.®

3.1.2 Sindromes associadas a CBC multiplos nao definidas

3.1.2.1 Carcinomas Basocelulares Mdltiplos  Hereditérios
Infudibulocisticos (CBCMHI)

Carcinoma basocelular infudibulocistico € uma variante recentemente
descrita do CBC. Pode ser encontrada como uma lesdo esporadica ou de
forma hereditaria com muiltiplos tumores.*

As lesdes clinicamente se caracterizam por multiplas papulas
perlaceas espalhadas pela face, podendo ocorrer em outras regides . Os
tumores na CBCMHI parecem ser menos agressivos que os outros tipos de
CBC. As lesdes permanecem pequenas, tendem a crescer lentamente e
raramente ulceram. A herancga parece ser autossdmica dominante.*®*” Foi
demonstrado através de analise do DNA que o cromossomo 9 e 0 gene
PTCH1 podem estar envolvidos na origem do quadro, sugerindo uma ligagao
na patogenia da CBCMHI e a SNBC.>®



Revisé&o de Literatura 10

3.1.2.2 Carcinomas Basocelulares Multiplos Familiares Nao
Sindrémicos (CBCMFENS)

Diferente do que ocorre nas sindromes previamente descritas, os
casos de multiplos CBCs familiares ndo associados a sindromes estao ainda
muito pouco estudados. S&o muito raros ou raramente reportados, havendo
na literatura descritos apenas cinco relatos de familias com a doenca, em
trés foi demonstrado pacientes em duas geracdes e em dois em trés. '183°

O fendtipo postulado para esse quadro seria caracterizado por
multiplos CBCs superficiais, de inicio precoce, sem a presenga de outras
anormalidades. A aparéncia clinica desses tumores se diferenciava daqueles
observados nas sindromes de Gorlin, Rombo e Bazex porque eles sdo mais
comumente do tipo superficial e localizados preferencialmente no tronco.®

Entre os relatos ha um onde houve transmisséo entre individuos do
sexo masculino sugerindo origem autossémica dominante.™ Até o momento
nao houve estudos genéticos das familias reportadas na literatura nem a
descricdo destes casos em livros textos de dermatologia. E portando
importante o estudo destas familias para se determinar a existéncia dessa
doenca como identidade separada das demais sindromes e a realizacao de
estudos genéticos destes pacientes para se tentar determinar a mutagéo que

leva ao quadro, o que foi motivo deste estudo.

3.2 Carcinogénese do CBC

Carcinogénese 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 ira subsequentemente gerar o tumor.

Os fundamentos da carcinogénese compreendem eventos multiplos
que levam a alteragdes génicas irreversiveis das células:

1. autonomia das células, desencadeada por fatores de estimulo a

proliferacao;
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insensibilidade das células a fatores antiproliferativos ;

3. evasdo da apoptose — TP53 e producdo de fatores de
sobrevivéncia potencial ilimitado da proliferacao;

4. angiogénese sustentada;

5. capacidade de invasao tissular — metastases;

6. escape da vigilancia imunolégica (perda ou ganho de reguladores

imunes).*%4!

A autonomia nas respostas celulares aos estimulos proliferativos
ocorre pela ativagdo de oncogenes. A proliferagao descontrolada das células
tumorais ocorre por inativagao de genes supressores.*?

A evasao da apoptose decorre da inativagcdo do gene TP53,
supressor de tumor e pela producido de fatores de sobrevivéncia. Também
contribui para a proliferagcado celular desordenada a acdo de telomerases
ativas. *®

Algumas destas caracteristicas sdo adquiridas pela célula apés uma
Unica mutacdo, enquanto outras requerem multiplas mutacdes.*®

A ordem que ocorrem esses fendmenos essenciais a carcinogénese &
variavel nos diferentes tumores. Portanto o fenbmeno da transformagao de
uma célula normal a neoplasica reside em alteragbes génicas e pode-se
afirmar que o cancer € uma doenca génica caracterizada por instabilidade
gendmica. *®

Os carcindgenos ambientais atuam através de alteragdes génicas que
podem ser de varios tipos, substituicoes de bases, insercdes, delecdes e

anormalidades cromossomicas. +*

3.2.1 Oncogenes e Genes Supressores Tumorais

Existem, basicamente, duas categorias de genes envolvidos nas

formagdes neoplasicas: 0s oncogenes e 0s 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 sao proto-oncogenes
que sofreram mutag¢des ativadoras, ou seja, que passaram a ter ganho de
funcdo ou hiperexpressdo. Uma caracteristica importante dos oncogenes é
que eles tém efeito dominante na célula, ou seja, um unico alelo mutado é
suficiente para alterar o fenétipo de uma célula normal para maligna. Esses
genes sao responsaveis por aumentar a proliferagcdo celular, ao mesmo
tempo em que inibem a apoptose, eventos que podem dar inicio a uma
neoplasia. As mutagdes formadoras de oncogenes s&o adquiridas, uma vez
que, se ocorrerem na linhagem germinativa (mutacdes herdadas), séo letais
para o embrido. Sdo varios os tipos de mutagdes que formam oncogenes:
mutacdes génicas, mutagdes cromossémicas, amplificacdo génica e
superexpressdo génica.*>*4*°

Os oncogenes conhecidos parecem ter um pequeno papel no
desenvolvimento de CBCs, estdo relacionados ao desenvolvimento dos

CBCs os listados abaixo:

3.2.1.1.1 Gene SMO

Este gene codifica uma proteina chamada smoothened. Essa proteina
tem papel importante na via de sinalizacdo hedgehog, essa via participa do
desenvolvimento embrionario e quando alterada pode levar ao aparecimento
de tumores e malformacgdes. Normalmente essa proteina esta acoplada a
proteina patched, regulando a proliferagdo celular. Esse mecanismo sera
explicado em detalhes adiante. SMO pode funcionar como um oncogene.
Mutacdes neste gene podem levar uma ativagao irregular da via de

sinalizacdo hedgehog e surgimento de tumores como CBCs.***

3.2.1.1.2 Gene GLI1
E responsavel pela codificacdo de uma proteina Gli, juntamente com
outras proteinas chamadas familia de proteinas Gli, que tém participacao

ativa na via de sinalizacdo hedgehog, esta envolvida na proliferacéo e
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formagdo de diversos o6rgaos durante a embriogénese. Os fatores de
transcrigdo Gli ativam ou inativam a transcrigdo se ligando aos determinados
genes interagindo com o complexo de transcricdo. Mutagdes que levam a
super-expressao de GLI1 podem levar ao surgimento de CBCs, tornando

esse gene um oncogene.*®*"

3.2.1.2 Genes supressores tumorais

Sao genes que expressam produtos que regulam negativamente o
ciclo celular. Quando mutados deixam de exercer seus papéis através de
processos especificos para cada gene, que seréo vistos adiante.

Hoje existem dois modelos para explicar a carcinogénese envolvendo
genes supressores tumorais. O primeiro e mais difundido é a hipotese de
Knundson, em que mutacdes devem provocar perda de fungcdo dos dois
alelos. Essas mutagdes tém carater recessivo, uma vez que um unico alelo
mutado n3o é capaz de induzir uma neoplasia.*?

O segundo é o modelo da haploinsuficiéncia, em que apenas um alelo
mutado, associado a eventos adicionais promotores de tumor, seria capaz
de induzir a carcinogénese, mesmo com o outro alelo expressando-se
normalmente.

Dentre os genes supressores os descritos como tendo relagédo com o

desenvolvimento de CBCs sao:

3.2.1.2.1 Gene CDKN2A

Esta posicionado no cromossomo 9, e gera algumas transcricbes que
se diferem nos seus primeiros éxons. Pelo menos trés variantes de proteinas
codificadas por este gene ja foram encontradas, duas das quais sao isoformas
relacionadas estruturalmente conhecidas por funcionarem como inibidoras da
CDK4 quinase. A codificagado restante contém uma grade de leitura aberta
(ARF) que especifica uma proteina sem relagdo estrutural com as demais.
Esse produto da ARF funciona como um estabilizador da proteina p53, como
se interagisse com ela, e sequestra, MDM1, a proteina responsavel pela

degradacao da p53. Esse gene esta frequentemente mutado ou deletado
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numa grande variedade de tumores, como em melanoma uveal, melanoma
maligno cuténeo, sindrome de Li-Fraumeni, e alguns estudos sugerem que

possa ter uma participacdo no desenvolvimento de CBCs.>*%°

3.2.1.2.2 Gene TP53

Presente no cromossomo 17p.13.1 (Figura1), este gene esta mutado
em cerca de 2/3 dos casos de cancer. Ele é responsavel pela interrupg¢ao do
ciclo celular na fase G1 quando ha qualquer alteragcado na sequéncia de DNA,
a fim de que o dano seja reparado. Se o reparo nao for feito, o gene induzira
a ativagado do mecanismo de apoptose. A disfungcdo desse gene faz com que
o ciclo celular prossiga mesmo que haja uma mutagcdo no DNA, permitindo
sua transmissdo as células descendentes e iniciando um processo
neoplasico. Um exemplo de doencga causada por alteragdes no TP53 é a
Sindrome de Li-Fraumeni, condicdo em que ocorre predisposi¢cdao a
desenvolver cancer em varios locais, como mama, 0ssos, célon, pancreas,

entre outros. °’

17q21.2
17q21.32

17922
17q24.1

17q25.2

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

Mutacdo de inativagdo do gene TP53 €& um dos defeitos mais
frequentes encontrados nos tumores em geral.’® As alteracdes genéticas
mais aberrantes nos tumores cutaneos sdo encontradas associadas a

alteragdes no gene TP53. Este gene codifica a proteina p53, que tem sido
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denominada a “guardia” do genoma, modulando multiplas fungdes celulares
entre elas a transcricdo génica, sintese e reparo de DNA, parada do ciclo
celular e apoptose sendo responsavel pela manutencdo da estabilidade
cromossbmica. Mutacbes no gene TP53 podem causar instabilidade
gendmica e facilitar a progressao carcinogénica.’*%¢’

O gene TP53 ativa seu efeito antiproliferativo em resposta a uma
variedade de estimulos tais como dano ao DNA, por acido de radiacado UV
agentes quimicos, ou ligagao 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.®*® (Figura 2)

Damno ao DNA
Carcinégenos
quimicos, radiagao UV, X
ed

P53

i

Reparo do DNA Parada dociclo  Apeoptose
|

.\ .

Manutenc¢do do DNA Gendmico

Figura 2. Via de acdo esquematica da p53 sobre o ciclo celular, apds agressao ao
DNA.

Uma proteina p53 nao-funcional ou mutada € incapaz de parar o ciclo
celular quando o dano a célula é detectado, pode entao ocorrer replicagao de

erros no DNA, levando a um acumulo de mutagdes ativadoras de oncogenes e
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perda de fungao supressora de tumor. A perda de fungao da p53 também pode
levar a inibicdo da via de apoptose e dessa forma aumentar a sobrevivéncia de
células anormais.*®

Na pele normal a proteina p53 n&o é detectada normalmente, porém
ela ja aparece 2h apos irradiagdo com UV, sendo detectada ainda 24h apos
a exposicao e 36h depois se torna indetectavel novamente.®* A proteina p53
mutante pode se acumular na pele, sendo detectado mutagées no gene
TP53 em aproximadamente 50% dos CBCs.®>®® Ja foi demonstrado que
CBCs histologicamente mais agressivos, estdo associados a aumento na
expressédo do TP53. Porém na sindrome de Li-Fraumeni (multiplos tumores
por mutagdo autossémica do TP53) os pacientes ndo apresentam incidéncia
aumentada de CBC sugerindo que estas mutagcbes sédo provavelmente
eventos secundarios, ocorridos apos o inicio do tumor.®’

Considerando a contribuicdo aparentemente limitada do dano ao DNA
e a instabilidade cromossdmica para o fendtipo dos CBCs, a relevancia das
mutagdes do TP53 para o desenvolvimento dos CBCs permanece ainda a
ser demonstrada. Isso € de se esperar ja que na auséncia de dano geneético
a ativagdo da proteina p53 nado ira ocorrer, mais ainda uma das
caracteristicas principais da disfungdo da proteina p53, mitoses aberrantes
nunca foram observadas em CBCs.”® Hot spots de mutacdo foram
identificados com 2/3 das mutagdes ocorrendo em 9 diferentes sitios.®® A
inativagdo da proteina p53 normalmente ocorre com uma mutagdo pontual
em um dos alelos do gene, seguida por uma posterior perda do alelo
restante.®? O gene TP53 apresenta mutagdes induzidas tipicamente por UV,

predominando a mutagdo C(C)—T(T).**"*""

3.2.1.2.3 Gene PTCH
O gene PTCHL1 foi inicialmente isolado, simultaneamente na Australia
e nos Estados Unidos, como o homdlogo humano do gene PTCH1 da
Drosophila em 1996. Este gene foi mapeado no brago longo do cromossomo
9 (922.3) (Figura 3) , possui 23 éxons , compreendendo 34 Kb de DNA
gendmico, codifica uma glicoproteina, chamada patched, que contém 1447
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aminoacidos,

com 12 dominios transmembrana e 2 grandes

extracelulares.”®?° (Figura 4)

Figura 3. Localizagdo do gene PTCH1 no brago longo do cromossomo 9.
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Figura 4. Proteina transmembrana patched 1. (Adaptado de Lindstrém E,
Shimokawa T, Toftgard 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 diferenciacdo durante a
embriogénese. Esses genes também, como ja citado, sdo considerados
supressores de tumor, ou seja fazem parte do grupo de genes que controlam
o0 crescimento celular por inibirem o ciclo e a divisdo celular, regulando
negativamente os sinais de crescimento ou promovendo a morte celular. A
inativagdo de um dos alelos do gene faz cessar o seu efeito supressor,
permitindo o crescimento e a divisdo celular, levando a malformacbes e
desenvolvimento de tumores. "

A funcéo fisiolégica do PTCHL1 esta diretamente relacionada a via de
sinalizacdo Hedgehog (Hh). Esta via de sinalizacdo Hh € uma das mais
fundamentais vias de sinalizacdo no desenvolvimento embrionario. 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 transcricdo Ci/glioma (GLI) sdo conservados
evolutivamente dos insetos para os mamiferos. Porém ha apenas um ligante
secretado (Hh), um receptor (Ptc) e um fator de transcricdao (Ci) em
Drosophila, enquanto nos mamiferos existem trés ligantes secretados sonic
hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) e a Desert hedgehog (Dhh),
membros da familia Hh, dois receptores patched 1 e 2, e trés fatores de
transcricdo (GLI 1, 2 e 3). Shh é responsavel por realizar muitas funcdes
importantes, as quais incluem desenvolvimento do tubo neural e da simetria
direita e esquerda. E responsavel pela atividade de polarizacdo dos
membros, e participa da morfogénese de diversos o6rgaos, incluindo o
esqueleto axial, membros, pulmdes, pele cabelos e dentes. 7273

Na pele, a via de sinalizagdo Shh é responsavel por regular o
desenvolvimento dos foliculos pilosos e glandulas sebaceas.”” A Ihh
coordena a proliferacdo e maturagdo dos condrdcitos.”® A Dhh, por outro
lado, regula a espermatogénese e ajuda na organizacédo do perineuro.”’

Dentre as trés proteinas Hh, a Shh é a mais bem definida. Essa
proteina é sintetizada como uma proteina precursora de 45 kDa, que através

de um processo de auto-clivagem gera um fragmento de 20 kDa N-terminal, o



Revisé&o de Literatura 19

qual é responsavel por toda atividade biolégica da Hh. O fragmento N-
terminal, com 2 tetralipidios, um acido palmitico e um colesterol, permanece
associado a membrana plasmatica. O receptor para Shh é produto do gene
supressor de tumor PTCH1. A proteina patched age como um regulador
negativo de Shh e na sua auséncia, patched reprime a ativagdo de Smo, que
por sua vez bloqueia a expresssdo dos genes alvos dentre os quais GLI,
PTCH1 e membros da familia do fator de transformacao do crescimento
beta(TGF-B). Smo é uma proteina de 115 kDa com uma estrutura semelhante
a uma serpentina.”®’® Existe um gene conhecido como gene humano
smoothened (SMO), enquanto seu homologo da Drosophila, pertence a
familia frizzled (receptor WNT). Na auséncia da proteina 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 transdugao do sinal &

Estudos sugerem que Hh libera fisicamente Smo de patched e que a
liberacdo dessa inibicdo reflete uma modificacdo ou mudanga na
conformagao de Smo. A liberagao de patched a fosforilizagao e estabilidade
de Smo. O ultimo membro da via de sinalizagdo na Drosophila, como ja
citado, é Cl um fator de transcricdo de 155 kDa homologo a familia GLI em
vertebrados. Em células ndo expostas a Hh, ClI forma um complexo
tetr@mico com costal-2, fused e o supressor fused nos microtibulos. Nessa
forma, CI pode ser clivado em um fragmento N-terminal de 75 kDa que pode
translocar-se para o nucleo e reprimir os genes alvos. Na presenga de Hh, o
complexo € dissociado e CI é transformado em um ativador transcricional de
vida curta, o qual é translocado para o nlcleo e ativa os genes alvos.”>818283
Acredita-se que fused € ativado pela sinalizagdo de Hh levando a liberacéo
de CI. A fosfatoquinase (PKA) independentemente inibe a via Hh e acredita-
se que aja diretamente sobre CI contribuindo para sua degrada(;é\o.84 Por
fim sdo ativados dentre outros os genes WTN, membros da familia TGF-g e
o proprio PTCHL1. Levando a multiplicagao celular (Figura 5). A ativagéao do
gene PTCHL1 leva a célula a apresentar grandes quantidades de patched em
sua membrana celular sequestrando Hh e limitando a sua difusdo ao local

onde é produzido.®®
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a) b)
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Figura 5. Via de sinalizagao hedgehog. a) Patched (PTCH) esta ligada a smo e os
genes alvos estao inativos b) Ocorre a ligacdo de hedgehog(Hh) ao PTCH, smo é
liberada ocorre a transmissdo do sinal e gli ativa a transcricdo 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 brago curto do cromossomo 1 (1p32.1-
32.3).86 Possui 23 éxons e compreende aproximadamente 15 Kb de DNA
gendmico. O PTCH2 codifica uma proteina transmembrana de1203
aminoacidos. Esse gene €& 57 % idéntico ao PTCH1, diferindo deste
principalmente numa regido hidrofilica entre os dominios transmembrana 6 e
7.8788 A fungao fisioldgica do PTCH2 ainda é desconhecida. Sabe-se que as
proteinas patched 1 e 2 sao diferentemente expressadas durante o
desenvolvimento epidérmico.®® Patched2 ¢ mais expressa na pele e nos
testiculos. Tanto o PTCH1 quanto o PTCH2 podem interagir com os
membros da familia Hh com afinidade similar e formar um complexo com a
proteina smoothened.* Foi demonstrado que o promotor do gene PATCH2

esta sob o controle da via de sinalizagdo Hh, o que da suporte a um papel
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funcional deste nesta via.®’ Porém as mutacdes no PTCH2 s3o raras em
CBCs e meduloblastomas.® Além disso, o fato do PTCH1 mutado ndo poder
se substituido por uma expressao do PTCH2, implica que este tem relacéo
porém funcéao distinta quando comparado com o PTCHL1. Isso provavelmente
se deve a uma a capacidade menor do PTCH2 de influenciar a via de

sinalizacdo Hh. '

3.2.2 Carcinogénese e gene PTCH1

Muitas das vias de sinalizagdo que tem um papel importante na
embriogénese sdo desligadas na idade adulta. A ativacdo aberrante destas
vias no tecido adulto € muitas vezes carcinogénica, como a via de sinalizagao
Hh que tem pouca fungdo nos tecidos adultos, e esta ativada em muitas
neoplasias. Os exemplos incluem CBCs, meduloblastomas, rabdomiosarcomas
entre outros tumores associados a anormalidades na via Hh, incluindo
mutagbes com ativagcao do protooncogene SMO ou com inativagao do gene
supressor PTCH1. Dentre as mutagdes sado descritas as pontuais (troca de
uma unica base de nucleotidio), missense onde ha a troca de um aminoacido
por outro alterando a proteina, a nonsense quando a troca de base leva ao
surgimento de um stop-codon resultando no truncamento da proteina, a
frameshift quando ha inserg¢ao ou dele¢cao de uma base, fazendo com que a
proteina fique alterada ou truncada a partir deste ponto, por conta de erro no
quadro de leitura. Pode também levar a mutagdes no sitio de splice com a
possibilidade do intron n&o ser eliminado durante a transcrigio do DNA,
causando alteracdo na estrutura da proteina. Delecbes cromossOmicas
impedindo a producéo da proteina tem sido descritas.%%4%

As mutagdes aumentam a atividade da via Hh. Os componentes
chaves da via de sinalizagdo Hh estdo implicados tanto no desenvolvimento
de anormalidades embrionarias, quanto nos CBCs. Os individuos com
SNBC possuem uma cépia mutada do gene PTCHL, e essa heterigozidade é
responsavel pelo desenvolvimento de anormalidades vistas nessa sindrome.

Acredita-se que a grande maioria das mutagdes na linhagem germinativa na
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SNBC causa um anulamento de um dos alelos do PTCH1 o que leva a
proteina patched a se truncar.®® A maior parte dos efeitos da mutacdo no
PTCH1 é causada por haploinsuficiéncia. Os tumores nos portadores de
SNBC provavelmente, por sua vez, aparecem quando ha inativacido do
segundo alelo em determinada célula, e a perda da sua fungao de supressor
de tumor. Ja nos individuos que apresentam tumores esporadicos é
necessaria a inativacdo dos dois alelos em uma mesma célula em seu
periodo de vida, um evento bem menos comum que geralmente ocorre em
idades bem mais avangadas, dependendo de outros fatores genéticos e
ambientais.*®

Diferentes tipos de mutagdes no gene PTCHL1 ja foram descritas em
pacientes portadores da SNBC, em CBCs esporadicos, em meningoblastomas
e meningeomas.¥" '’

Em individuos portadores da SNBC foram encontradas varias
muta¢des ao longo do gene PTCHL1. Wicking em 1997 descreveu vinte e oito
mutagdes, a maioria causando o truncamento da proteina. Em novo estudo

0s mesmos autores descreveram mais quatro novas mutagdes neste

N- ///////IIH-///// H -C
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Figura 7. Diagrama esquematico da proteina patched e localizagdo das mutacgdes
na linhagem germinativa. TM= dominios transmembrana; sombreado = loops
extracelulares; * mutacdo missense; -« mutacdo nonsense ou frameshift; &
supostas variantes de splicing. (adaptado de Wicking C, Shanley S, Smyth [, 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
multiplas lesdes e/ou o primeiro CBC antes dos 40 anos e/ou casos
familiares de CBCs demonstrou que 12 dos 17 pacientes com SNBC
apresentaram mutagcées no PTCH1. Em contraste, no grupo com CBCs sem
caracteristicas da SNBC, somente uma mutacdo missense foi encontrada
(G774R) em paciente com CBCs miuiltiplos.""

Em 1999 foi criado por Zaphiropoulos e cols. um banco de dados do
gene PTCH1 que contém todas as mutagdes 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 mutagdes (264 exbdnicas e 20 de sitio
de splice) e 48 polimorfismos (31 exdnicos e 17 intrbnicos) que foram
incluidos no banco de dados de mutagdes do PTCH1 até junho de 2005.
Nesse estudo as mutagdes foram analisadas sobre a molécula prevista da
proteina patched com 12 dominios transmembrana e 2 grandes loops
extracelulares. Mostrando que a grande maioria das mutagdes (67 %)
encontra-se nos loops extracelulares. Quando se separa por grupos, as
mutagdes da linhagem germinativa (N=132), 73 % sdo nonsense ou
frameshift, 17 % missense e 10 % em sitios de splice, concentradas nos 2
grandes loops extracelulares (Figura 8). Muitas mutagdes sao ainda
encontradas na regido N-terminal e no grande loop intracelular. As
mutagdes missense s&0 na maioria encontradas nos dominios
transmembrana, especialmente no quarto.'®

Nos casos analisados de mutagbes em CBCs esporadicos (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 mutagbes 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) mutagdes missense se concentram no
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grande loop intracelular (Figura 9c). Apesar do pequeno numero de casos
de meduloblastomas (23 casos) um numero significativo de mutagdes foi
encontrado nos dominios transmembrana (46%) quando se compara com
as formas da linhagem germinativa (21 %) CBCs esporadicos(11 %) e XP-
CBCs 13% (Figura 9d). '®

COOH 49—

Figura 8. Distribuicdo das muta¢des da linhagem germinativa dos pacientes
portadores de SNBC em relagcdo ao dominio estrutural da proteina patched. Os
circulos pretos indicam uma mutagdo no sitio de splice do éxon adjacente, os
tridngulos azuis indicam uma mutacdo nonsense ou frameshift, os tridngulos
vermelhos indicam uma mutagcdo missense de novo, os quadrados vermelhos
indicam mutagdo missense familiar, os losangulos vermelhos indicam uma mutagao
missense conservada na linhagem germinativa, e a linha grossa indica o dominio
pontual esterdide-sensivel. (Adaptado de Lindstrdm E, Shimokawa T, Toftgard R,
Zaphiropoulos PG. PTCH mutations: distribution and analyses. Hum Mutat.
2006;27(3):215-9)
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Figura 9. Distribuicdo de mutagdes em diferentes tumores esporadicos em relagéo
ao dominio estrutural da proteina patched. a) CBCs esporadicos b) CBCs em
xeroderma pigmentosos. ¢) Meduloblastomas esporadicos d) Outros tumores
esporadicos. Os circulos pretos indicam uma mutagéo no sitio de splice do exon
adjacente, os tridngulos azuis indicam uma mutagdo nonsense ou frameshift, os
triangulos vermelhos indicam mutagdo somatica missesne, os quadrados vermelhos
indicam uma mutagdo missense familiar, os losdngulos vermelho indica uma
mutacdo missense conservada na linhagem, o tridngulo amarelos indicam uma
mutacgao silenciosa e a linha grossa indica o dominio pontual esteréide-sensivel.
(Adaptado de Lindstrom E, Shimokawa T, Toftgard R, Zaphiropoulos PG. PTCH
mutations: distribution and analyses. Hum Mutat. 2006;27(3):215-9)

Em trabalho prévio de dissertagcdo de mestrado realizado pelo grupo
cooperativo (Ambulatério de Oncologia Cutdnea do Hospital das Clinicas
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e o Laboratério de
Genética do Instituto Butantan) foram estudados os genes PTCH1, PTCH2 e
microssatélites em pacientes portadores de CBC esporadico e sindrome do
nevo basocelular, e encontradas uma mutacdo missense em um CBC
esporadico e uma mutagdo 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.'*?
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Em recentes publicacbes foi sugerido que a variagdo dos alelos
(polimorfismo) poderia influenciar a susceptibilidade ao CBC. Em particular
alguns haplotipos de PTCHL, incluindo polimorfismos no éxon 23, intron 15
(G 2°%%*9) ou éxon 12, aparentemente tem um efeito potencial efeito protetor
contra o surgimento de CBCs."*>%3

A auséncia de estudos relacionando os casos de CBCs multiplos
familiares ndo sindrémicos(CBCMFNS) e o gene PTCH1 nos estimulou a

realizar este estudo.



4 METODOS
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4.1 Casuistica

O trabalho se inicia do acompanhamento de duas pacientes (mée e
filha) portadoras de CBCs multiplos ndo sindrémicos no Ambulatério de
Oncologia Cutanea na Divisdo de Dermatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Utilizamos em nosso
trabalho o conceito de CBC multiplo, mais que 5 lesbes em um mesmo
individuo e CBC precoce o de inicio antes dos 30 anos de idade.

A mée (caso II-2 Figura 10), com 81 anos, tinha histéria de CBCs
multiplos de inicio aos 26 anos e era acompanhada no ambulatério desde
novembro de 2005. Apresentava inumeros CBCs de tipos clinicos e
histolégicos variaveis (superficial, nodular e micronodular), embora a maioria
deles do tipo superficial distribuidos na face e tronco (Fig. 1a-c). Quanto aos
antecedentes, os pais ja falecidos, ndo apresentavam consanguinidade e
ambos tinham historia de cancer de pele. A paciente ndo cursava com
comorbidade clinica ou dermatolégica e os exames de Raio-X e
ultrassonografia ndo demonstraram nenhuma alteragdo compativel com as

sindromes descritas acima.

a) b) c)

Figura 10. a-c .Caso ll-2. Placas eritemato-infiltradas com hipercromia, note a
multiplicidade das les6es acometendo face , dorso e regiao cervical.



Metodos 29

A filha (caso llI-2), com 56 anos, relata aparecimento das lesdes de
CBC aos 20 anos sendo a exérese do primeiro tumor aos 23 anos. As lesdes
cutdneas eram muito semelhantes as da mé&e e localizavam-se
preferencialmente na face e dorso (Figura 11). Ao exame clinico e
dermatoldgico nao foram detectadas comorbidades e os exames de raio X e
ultrassonografia ndo apresentaram alteragdes sugestivas das outras

sindromes que se acompanham de CBCs multiplos.

a)

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

A anadlise clinica das pacientes fez com que se pensasse na
possibilidade de casos de CBCFMNS sendo entdo, convocados os familiares
e realizado heredograma (Figura 12), e exame clinico.

Dentre os individuos examinados somente o caso de numero |I-4,
com 65 anos, apresentava queratoses actinicas (QAs), CBCs multiplos,
carcinomas espinocelulares e esquizofrenia. O padrio clinico das lesdes
dos multiplos CBCs diferia daqueles da irma (caso 1l-2) e da sobrinha

(caso IlI-2) (apresentacgao clinica com predominio nodular, mais em areas
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expostas, acompanhado de fotodano importante e inicio apés os 40 anos
de idade).

Dentre os familiares foram ainda avaliados, os individuos II- 5 de
63 anos, llI-7 de 61 anos, IV- 1 de 28 anos, IV- 2 de 26 anos e o IV-3 de
22 anos. O exame fisico e dermatoldgico destes individuos ndo mostrava

alteracoes

Figura 12. Heredograma da familia estudada. Pacientes portadores de CBCs
multiplos estao assinalados em azul. Os pacientes I-1 e |-2 tém histéria de CBCs
esporadicos. Os pacientes Il- 2, 4, 5,7 ;llI-2; IV-1,2 e 3 foram estudados clinica e
geneticamente.

Os individuos analisados clinicamente foram submetidos a estudo
genético apds aprovacéo pela Comissao de Etica do Hospital (nimero 0220/09)

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

4.2.1 Extragéo do sangue total

Dentre os pacientes e familiares convocados foram colhidas, apos
consentimento prévio, amostras de 8 ml de sangue periférico realizado por
puncao venosa para realizacao de exames genéticos. O sangue dos doentes
foi coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA, e processado no

Laboratorio de Genética do Instituto Butantan.

4.2.2 Extracdo do DNA gendmico dos leucécitos de sangue total

A extracdo do DNA foi feita a partir dos leucdcitos de sangue total.
Utilizou-se uma solugédo para lise das hemacias (NH,CL 1550 mM, KHCO3
100mM 10X , EDTA 10 mM), mais H20 mili-Q estéril, mais sangue total
na proporgao 1:4:2 respectivamente, sendo acondicionado em gelo por
2h, para remover as células sem nucleo. Posteriormente o sangue total
foi centrifugado a 1000 rpm (centrifuga Sorvall RC5B, rotor AS 600)
durante 10 minutos, 4° C. O soro foi desprezado. Ao pellet foram
adicionados 10 ml de solugédo digestiva (NaCl 0,4 M; EDTA 0,1 M pH 8,0;
proteinase K 100 uyg/ml e SDS 1 %), e a suspensao foi incubada a 50° C
por 3 h; em seguida a concentragdo de NaCl foi corrigida para 1M. Esta
solucéo foi transferida para um tubo Corex e extraida com igual volume
da solugao fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (50:48:2). Em seguida, a
solucédo ficou sob suave agitacdo por 30 min e foi centrifugada a 10.000
rom, 4° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Corex e
precipitado durante 12 horas a —20° C com dois volumes de etanol 100 %.
Apos este periodo, a solucédo foi novamente centrifugada a 10.000 rpm a
4° C por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 10

ml de etanol 70 %, centrifugado a 10.000 rpm a 4° C por 15 min e seco
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em um sistema a vacuo. O pellet foi ressuspendido em 2 ml de TE (Tris
10 mM, EDTA 1 mM), 1 ul de RNase 10 mg/ml e incubado a 37° C por 1
h. Em seguida foi adicionado NaCl para concentragéao final 1 M. A solugao
foi novamente extraida com igual volume de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico, e submetida a suave agitagdo manual por 30 min. Apods isto,
foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 min a 4° C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo Corex, precipitado com 2 volumes de
etanol 100 % e mantido a —20° C overnight, centrifugado a 10.000 rpm por
15 min a 4° C, e desprezado o sobrenadante. O pellet foi finalmente
lavado em etanol 70 %, centrifugado, seco nas mesmas condi¢des acima,
ressuspendido em TE, quantificado em espectrofotdbmetro e gel de

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

4.2.3 Estratégia de amplificacéo

Os éxons 9, 10, 11, 16, 17 e 23 dentre os 23 éxons do gene
PTCHL1, além de porg¢des parciais dos introns 10, 11, 15, 16, 17, 22, e
23, dos individuos estudados (Figura 13), foram amplificados pela
técnica de PCR a partir de DNA genbmico, utilizando primers
desenhados conforme as regides que codificam os, tendo por base as
sequéncias publicadas do gene PTCH1 do GenBank (Quadro 1). Apesar
do éxon 10 ter sido amplificado junto com éxon 9, por dificuldades
técnicas na confirmacdo 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

condicdes do PCR estao descritas no quadro 2.
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Intron 8 & - Intron 10
65 ob Exon 9-132pb Intron 8 - 352 pb Exon 10-156 pb é%npb

Exon 11- 99 ph
Intron 10-95 pb Intron 11- 59 pb

Intran 15 Exon16 143pp  Intron 16

53 pb 23 pb

Intron 16 Exon 17 184 pb Intron 17

41 pb 43 pb

Exon 23 (340 ph)
Intran 22 Intron 23
(105 ph) (87 phj

Figura 13. Esquema representando éxons e introns, demonstrando o total de pares
de base(pb) de cada éxon, e as porgbdes dos introns proxima 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 intron 10. Os primers do gene PTCH 1
dos éxons 9, 11, 16 e 17 foram desenhados por Hahn et al 1996'° e do éxon 23 por
Soulfir 2006."" As seqiiéncias desses primers correspondem a regido 5'e 3’dos
introns adjacentes aos respectivos éxons

NUMERO DOS SEQUENCIA DOS PRIMERS

EXONS DO PTCH1

9¢ 10 D5 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 D5 GGTTGACTGAGTCTTTGGTG 3
D 5 AGCCAGGCAAAGAGGAGGAC 3
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Quadro 2. Condi¢des da PCR
PTCH1 Hot start | Desnaturacao | Anelamento | Extensdo | Extensao
Final
Exon 9 e | 95°C — 2 | 94°C — 2 min 58°C -1 68°C—-1| 68°C-5
10 min min min e 30 min
seg
Exon11 | 95°C -2 | 94°C—-1min | 60°C-45 | 68°C-1| 68°C-5
min seg min e 30 min
seg
Exon16 | 95°C -2 | 94°C—1min | 60°C—-45 | 68°C-1| 68°C-5
min seg min min
Exon 17 | 95°C -2 | 94°C—-1min | 60°C—-45 | 68°C-2 | 68°C-5
min seg min min
Exon 23 | 95°C -2 | 94°C — 1min 62°C - 1 68°C—-1| 68°C-5
min min min e 30 min
seg
Ciclos 1X 35X 1X

4.2.4 Eletroforese e eluicao

A técnica de eletroforese foi usada tanto para quantificagcdo de DNA

quanto para resolver os fragmentos amplificados por PCR. O gel de
agarose 1,5 % em tampéo TEB (Tris 0,9 M; EDTA 0,02 M; acido bdrico 0,9
M) foi utilizado para a migracao dos produtos sob tensao 10 V/cm, corado
com brometo de etideo (EtBr) e fotografado utilizando camara fotografica
Kodak EI Logic 100

amplificados foram eluidos do gel conforme instrugcbes do Kit Biotools

Imaging System sob luz UV. Os fragmentos

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

para clonagem.
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4.2.5 Clonagem molecular

Para confirmacdo 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-5a conforme instrugdes do
fabricante. Os insertos foram ligados aos plasmideos abertos em presenca
de ligase e usados para transformacdo das bactérias competentes. Os
clones recombinantes selecionados em placas contendo ampicilina. (Figuras
14 e 15).

T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3. . ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promoter | I | | |

Apa Aat Il Sph | BstZ Neo |

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA

cloned nserl)S, ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

Il L I |
FooR Spel  EcoRl IBN—:’Z" st Sall
Sl St

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA . .. 5"

‘ | “ " | SPE Promoter
Nde Sac | BstX | Nsil

Figura 14. Sequéncia do Plsmideo pGEM T-easy Vector (Promega).

Xmn | 2009
7l
1 start
Seal 1830 Nael 2707/ | Apal | 14
Aat ll 20
f1 orl Sphl | 26
BstZ 1| 3
Neol | 37
Ampr BstZ | 42
Not 3
DGEME-TEasy  lac7 oAt It
Vector T EcoR || 52
(3015bp)
Spe | 64
FcoR 1| 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst | 88
or Sall 20
Nde | a7
Sac| |109
BstX 1 |118 &
Nsi | 127 g
141
T spe 2

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

Um pré-indculo de E. coli (uma colénia) 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 37° C overnight. A seguir 1,0 ml desta cultura foi
inoculado em 50 ml de meio LB e mantida sob agitacdo até atingir
D.0.=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 CaCl, 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 CaCl; 50 mM, e mantidas na geladeira até o uso, no maximo uma

semana.

4.2.5.2 Transformacgdo de bactérias competentes

Os plasmideos recombinantes (5 ul) mais 95 upl de TE foram
adicionados a 100 ul de bactérias competentes. A mistura foi mantida por 20
min a 0° C, e depois submetida a choque térmico por 5 min a 42° C. Em
seguida, foram adicionados 800 ul de meio LB (pré-aquecido a 37° C), e a

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

4.2.5.3 Plagueamento

Foram utilizadas para o plaqueamento placas de petri com meio
LB-agar 1,5 % contendo ampicilina (100 yg/ml). Foram aplicadas sobre
as placas LB/amp 100 ul de bactérias transformadas pelos plasmideos
recombinantes. Apds o plaqueamento, as placas foram mantidas em
estufa a 37° C overnight. Como controles foram usadas bactérias
transformadas com plasmideos integros (controle da transformacéao),
plasmideos né&o ligados (controle da ligacdo), e apenas bactérias

(controle da ampicilina).
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4.2.5.4 Obtencdo de DNA de plasmideo recombinante (Miniprep)

Uma colbnia de bactérias selecionada em placa com ampicilina foi
inoculada em 3 ml de meio LB contendo 50 ug/ml de ampicilina e mantida
overnight sob agitagao. Desta cultura, foram coletados 1,5 ml, centrifugados
por 1 min, e desprezado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 300
Ml de solugao de lise (Triton X-100 2,5 %, sucrose 4 %, Tris-HCI 25 mM pH
8, EDTA 25 mM, 4 pg lisozima 10 ml/ml). Apds fazer um orificio na tampa do
tubo eppendorf para evitar perda de material, a solugéo foi fervida a 100° 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 pyl de DEP (dietil
pirocarbonato) para eliminar as nucleases; a solugao foi incubada por 15 min
a 65° C e centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Os plasmideos foram precipitados com NacCl,
concentragdo final 100 mM, e um volume de isopropanol. A seguir
centrifugados por 15 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
adicionado alcool 70 % ao pellet para retirar o excesso de NaCl, centrifugado
por 10 min a 10.000 rpm e desprezado o sobrenadante. ApOos secagem o
DNA plasmidial foi ressuspendido com TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) e 1 pl
RNAase (concentracgao final 10 ug/ml). Os plasmideos foram analisados em

gel de agarose 1,2 %.

4.25.5 PCR dos clones para sequenciamento

Os clones foram amplificados por PCR utilizando os primers que fazem

parte das sequéncias do plasmideo que flanqueiam o inserto (SP6 e T7).

SP6 direto: 5’ - ATT TAG GTAACACTATAG -3
T7 reverso: 5 - TAA TAC GAC TCACTATAG GG -3’
Condigoes: 94° C/ 1 min; 54° C/ 1 min; 72° C/ 1 min; 72° C/5 min (35 ciclos).
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4.3 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento dos fragmentos eluidos 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 plasmideo e
flanqueando o inserto, e kit para amplificagao Big Dye Terminator, versao 3.1
(Applied Biosystems). Condigdes: 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 Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram comparadas entre si e com os cDNAs
de referéncia (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 Quantificacao do dna

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

Quantificacdo do DNA
—~ —_ —_ —_ - o
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4 2 2 2 o D o = 2 £
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Figura 16. Quantificagdo do DNA por fago lambda em gel de agarose a 1 %.

5.2 Amplificacdo dos éxons analisados do gene PTCH1

Os éxons analisados foram amplificados por PCR e evidenciados pela

técnica de eletroforese (Figura 17 ).



Resultados 41
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, evidenciando os fragmentos
amplificados usando-se a técnica de PCR. a) Exon 9 e 10; b) Exon 11; c)Exon 16;

d) Exon 17; ) Exon 23.
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5.3 Obtencéo de DNA de plasmideo recombinante (Miniprep)

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

z

agarose 1% de cada éxon do PTCHL1. a) Exon 11; b) Exon 16; ¢) Exon 17 d) Exon 23.

Figura 18. analise do plasmideo recombinante pela técnica de minipreps em gel de

<)
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Resultados

5.4 PCR dos clones para sequenciamento

Os clones foram amplificados por PCR e evidenciados pela técnica

de eletroforese (Figura 19 ).
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Figura 19. PCR dos clones com confirmagéo do inserto em gel de agarose 1% de
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z

cada éxon do PTCH1. a) Exon 11; b) Exon 16; c) Exon 17 d) Exon 23.

z

z



Resultados

44

5.5 Seqlenciamento automatico dos éxons e introns

O resultado das analises dos éxons e introns do PTCH1 apds o

sequenciamento e pareamento das bases, mostrou :

5.5.1 Exon9

No individuo 1I-7 foram encontradas duas mutag¢des frameshift com

duas

insergdes da base timina (T) nas posigcbes 1443 e 1468. Nos

individuos |I-5 e IV-1 foi encontrada uma mutagdo missense no éxon 9 na
posicao 1420 de G—T (Figuras 20 e 21).

PTCH1-%

Pacilente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Pacilente
Pacilente
Paciente

PTCH1-%

Paciente
Pacilente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Pacilente

PTCH1-8

Paciente
Paciente
Paciente
Pacilente
Paciente
Pacilente
Paciente
Paciente

IV-2
IV-3

I1-4

o Gl
41 Gl

[y}
[y}

(n N
01 G}

]
]

o Q
Q1 Gl

[ I A e T e T O T I I e o

G Gy Q) gy 4} ooy GQ) Oy 4

GroGroGr o0y G o4y o4 Gl oGy
]

al

TTCACCACCACGACCCTGG-ACGACATCCTGARAATCCTTCTCTGACGTCA
TTCRACCACCACGRCCCTGG-ACGRACATCCTGRARTCCTTCTCTGRCGTCR
TTCACCACCACGACCCTGG-ACGACATCCTGARAATCCTTCTCTGACGTCA
TTCRACCRCCRACGACCCTGG-ACGACATCCTGRAARTCCTTCTCTGRCGTCA
TTCACCACCACGACCCTGGTACGACATCCTGARAATCCTTCTCTGACGTCA
TTCRACCACCACGRCCCTGG-ACGRACATCCTGRARTCCTTCTCTGRCGTCR
TTCACCACCACGACCCTGG-ACGACATCCTGARAATCCTTCTCTGACGTCA
TTCRACCACCACGRCCCTGG-ACGRACATCCTGRARTCCTTCTCTGRCGTCR
TTCACCACCACGACCCTGG-ACGACATCCTGARAATCCTTCTCTGACGTCA

TCATCC

&
I
G
GTCATCCGC

TCATC

e
Iz
GTE
Iz
=

GTCATCCGCGETGGC

GT
GT
ET
GT
GT
GT
GT
ET
ET

TTCATCAGAGTGTCGCACAGRAACTCCACTCARRAL
TTCATCAGAGTGTCGCACAGAACTCCACTCARARAGGTG-CTTTCC
TTCATCAGAGTGTCGCACAGAACTCCACTCARAAGGTG-CTTTCC
TTCATCAGRAGTGTCTCACRAGRACTCCRCTCRARRAR
TTCATCAGAGTGTCGCACAGRACTCC
TTCATCAGRAGTGTCGCACRGRL
TTCATCAGAGTGTCT CACAGAA CTCAARD
TTCATCAGAGTGTCGCACAGAR
TTCATCAGAGTGTCGCACAGRAACTC

TCATCCGCGTGGCCAGCGGCTACTTACTCATG
TCATCCGCETGGCCAGCGGUTACTTACTCRATG
GTCATCCGCGTGGCCAGCGGCTACTTACTCATG
GCGETEGCCAGCGGCTACTTRACTCATG
CGTGGCCAGCGGCTACGTACTCATG
GTGECCAGCGECTACTTACTCATG
TGTCATCCGCGTGECCAGCGGCTACTTACTCATG
AGCGGCTACGTACTCATG
GTCATCCGCGTGGECCAGCGGCTACTTACTCATG

CTCAAAAGGTGTCTTTCC
LACTCRRRLGGETG
CTCARAAGGTG-CTTTCC
CACTCRARRAL

GGTG-CTTTCC

M T

G G I G ol 1 iy Il Il 02108

T e e

T — CTTT O

UG L R Sl S Rl ALY

GGTG-CTTTCC

Figura 20.

9 do gene

Sequenciamento dos nucleotideos com pareamento das bases do éxon
PTCH1 analisado. Em letra maiuscula esta o éxon. Em vermelho estao
as bases onde houve mutagdes. No inicio das sequéncias na primeira linha a
sequéncia normal do éxon e abaixo a encontrada em cada individuo.
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AG TG TCID AC A G
T AG TG TC (IR AC A

b) c)

Figura 21. a) Eletroferograma individuo(Ind) II-7: duas inser¢des de T éxon 9; b)
ind [I-5 mutagdo G— T éxon 9, ¢) Ind IV-1 mutagcdo G— T éxon 9.

5.5.2 Intron 10

A analise do intron 10 na porgao proxima ao éxon 11 (5’), mostrou em
todos os individuos analisados uma mutagdo na posigdo 595 de c—g
(Figuras 22 e 23).
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PTCH1-11
I1-2
I1-4
IT->
I1-7
ITT-2
v_l
Iv-3
?_2
PTCH1-11
I1-2
I1-4
I1-5
I1-7
III-2
_'.J.f_ 1
Iv-3
v_z
PTCH1-11
I11-2
I11-4
II-5
I1-7
ITT-2
v_l
Iv-32
".“7_ 2
PTCH1-11
I1-2
I1-4
IT-5
I1-7
IT1I-2
?_1
Iv-3
_-.J'.' - 2
PTCH1-11
I1-2
I1-4
II->
I1-7
I11-2
v_l
Iv-2
Iv-2

P11d —
agtcctaactagctttagaatcatctgaattgcatctcecge
agtcctaactagetttagaatcatectgaattgecatetege
agtcctaactagetttagaatcatectgaattgecatetege
agtcctaactagctttagaatcatectgaattgecatectege
agtcctaactagctttagaatcatotgaattgcatctcge
agtcctaactagetttagaatcatotgaattgecatetege
agtcctaactagetttagaatcatectgaattgecatetege
agtcctaactagctttagaatcatctgaattgcatctcge
agtcctaactagctttagaatcatctgaattgcatctcge
EEE AT AW AT AW AT AT AT R AN TN O WWMA NTTWR AN MWW W
atgtctaatgccaccatcCtoctgtttitgctgtagGTTITTGC CATTTCTCGCTCTTGGT G
atgtctaatgccaccatcctctgtttitgctgtagGTTITTGCCATTTCTCGCTCTTGGT G
atgtctaatgccaccatcctoctgtttttgetgtagGTTTTGCCATTTCTCGCTCTTGETG
atgtctaatgccaccatecctoctgtttttgctgtagGTITTGCCATTTCTC GGTG
atgtctaatgccaccatocCctoctgtttttgetgtagGTTTTGCCATTTCTCGL TTGGETG
atgtctaatgccaccatcctoctgtttttgectgtagGTTTTGCCATITCTC GETG
atgtctaatgccaccatoctoctgtttttgoctgtagGTTITTGCCATTTCTCGCTCTTGGT G
atgtctaatgccaccatoctoctgttttocgetgtagGTTITTGCCATTTCTCGCTCTTGGT G
atgtctaatgccaccatcctoctgttticgetgtagGTTITTGCCATTTCTCGETCTTGGT G

EHAXAAAAA XA AAAAAAAAAA AT AARNT A AN A A A A A N A AN A AN AR A AR ANAT AR AN ARA T

TTGETETGEATGATGTITTITCTTCTGGCCCACGCCTTCAGTGARACAGGACAGRATARRAL

TTGETETGGATGATGTTTTTCTTCTGGCCCACGCCTTCAGTGAARACAGGACAGAATARRD

TTGGETETGGATGATGTITTTCTTCTGGCCCACGCCTTCAGTGARAACAGGACAGAATARAD

TTGEETETGEATGATGTITITCTTCTGGCCCACGCCTTCAGTGARACAGGACAGRATARAD
TTGETETGEATGATGTITTITCTTCTGGCCCACGCCTTCAGTGARACAGGACAGRATARRAL
TTGETETGGATGA
TTGGTETGGATGATGTITTTCTTCTGGC CCACGCCTTCAGTGARACAGGACAGRAATARRL

TTGEETETGEATGATGTTITTTCTTCTGRCCCACGCCTTCAG

TTGGTG
TTGETETGEATGATGTITTITCTTCTGGCCCACGCCTTCAGTGARACAGGACAGRATARRAL

A AR A R A R A R A A A A A A A A A R A R A A A AR AN AN R AR A A A AR AT A AR AR A AT AXAARARANA N

GRATCCCITTTGAGOItaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacate
GRATCCCTITTTGAGItaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacate
GRAATCCCTITTTGAGYLaatgcaaaaacaaaagaagagagectttggggacate
GRAATCCCTTTTGAGgtaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacate
GRATCCCITTTGAGgtaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacate
GRATCCCTITTTGAGItaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacate
GRAATCCCTITTTGAGYLaatgcaaaaacaaaagaagagagectttggggacate
GRAATCCCITTTGAGgtaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacate
GRATCCCITTTGAGgtaatgcaaaaacaaaagaagagagctttggggacatcacagctt
W AR R W A M A N A RN AN AN AN A A NA N T AN AN NN RN AT AT AN AN AR WA NT AN NR NN WA W

Figura 22. Sequenciamento dos nucleotideos com pareamento das bases do éxon
11, intron 10(parcial) e intron 11(parcial)
mailscula estdao os éxons, em minuscula os intron, em vermelho e sublinhados
estdo os nucleotideos nos quais os primers direto (5') e reverso (3') se
complementam na reagdo do PCR. Em azul estdo as bases onde houve mutagdes.
No inicio das seqléncias, na primeira linha, a sequéncia normal do éxon e abaixo a
encontrada em cada individuo.

do gene PTCH1 analisado. Em letra
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g)

C
TTIGIGTTAGG T TETG TTA ATT[Er6TTA
] TGEGTEL G orTa
b) c) MM
C
TCGATTEHTGTT ATTRTGT ATTET GTTA GO
M&iﬁgﬂﬂﬂhqg | )
e) f)
GATT[GIGT T ATTIGTGTT
C C
h) MMM
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Figura 23. Confirmacao das mutagbes no eletroferograma. a) Ind 1l-2 mutagdo c—
g, b) Ind lI-4 mutagédo c— g, c) Ind 1I-5 mutacédo c— g, d) Ind II-7 mutagédo c— g, €)
Ind 1lI-2 mutacédo c— g, f) Ind IV-1 mutacédo c— g, g) Ind IV-2 mutagdo c— g, h) Ind
IV-3 mutagédo c— g.

Os paciente II-7 e llI-2 apresentaram uma segunda mutagdo no

intron 10 na posicao 639 de c—g (Figuras 22 e 24).

a)

T CAT(GT Ga &
C

b)

C
TCATEHTGAAT

Figura 24. Confirmacao das mutagdes no eletroferograma. a) Ind 1I-7 mutacdo c—
ge b) Ind lll-2 mutacdo c— g.
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Os pacientes IV-2 e IV-3 apresentaram uma segunda mutagdo no

intron 10 na posicéo 682 de t—c (Figuras 22 e 25).

GITITCGCIG| |GITTTEGCT
T T

a) b)

Figura 25. Confirmacgao das mutagdes no eletroferograma. a) Ind 1V-2 mutagao c—
ge b)Ind IV-3 mutagédo c— g.

5.5.3 Exon 11

Nao foram identificadas mutagdes no éxon 11

5.5.4 intron 15

A analise do intron 15 na porgéo proxima ao éxon 16 (3’), mostrou

no paciente IV-3 uma mutagdo na posi¢cdo 312 do intron 15 de t—a
(Figuras 26 e 27).
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PTCH 1-16
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

PTCH 1-16
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

PTCH 1-16

Paciente
Paciente
Paciente

FTCH 1-1&
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

II
II-

I7—
I7—
I7—

II
II-

-2

4

Paciente II-2
Paciente II-4
Paciente II-S
Paciente II-7
Paciente III-2

1

2
3

-2

4

Primer 1léd —

~~~~~~ tgcogagttataatgtgttacaatcatttgoccatttctagGRCTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgccatttctagGRCTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgccatttctagGRCTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgccatttctagGRCTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgccatttctagGRACTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgcocatttctagGRCTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgocattitctagGRCTTCR
ttataatgtgttacaatcatttgccatttctagGACTTCR
a gttataatgtgttacaatcatttgoccatttctagGRCTTCR

HFHEHEHXAHAAT A A A AN A A AT AT A AT AN AT A A A A A AAAAA AT AAA AN AT AAA AN AT T AT HA

GGATGCATTT GACAGTGACT GGGARAACCGGEARAATCATGC CARACALATTACAAGARAT GG
GGATGCATTT GACAGTGACT GGGARAACCGGEARAATCATGC CARACALATTACAAGARAT GG
GGATGCATTT GACAGTGACT GGGARACCGGEARAATCATGC CARACAATTACRAAGARLT GG
GGATGCATTT GACAGTGACT GGGARAACCGGEARAATCATGC CARACALATTACAAGARAT GG
GEATGCATTT GACAGTGACT GEGARACCGGEARRAT CATGCCARACARTTACRRAGAAT G
GEATGCATTTGACAGTGACTGEGARACCGGEARAATCATGCCARACARATTACRRAGRAAT 53
GEATGCATTT GACAGTGACT GGGARACCGGGARAATCATG c :
GGATGCATTT GACAGTGACT GGGARAACCGGEARAATCATGC CARACALATTACAAGARAT GG
GGATGCATTT GACAGTGACT GGGARAACCGGEARAATCATGC CARACALATTACAAGARAT GG

A A A AT A A AT AT AT A A A AT A AT AN AA A A AAAAAAAAAAAAAA AR AT AN ATAN AT HH

ATCAGACGATGGAGTCCTTGCCTACARACTCCTGGTGCARRCCGGCAGCCGCGATAAGC

ATCAGACGATGGAGTCCTTGCCTACARACTCCTGGTGCARRCCGGCAGCCGCGATAAGC
ATCRGRCGATGGAGTCCTTGCCTACRRACTCCTGGTGCARRCCGGCAGCCGCGATRARAGT

E EUELUBTUURUT \CARE TGU UFELECCGGFEu"”CGETBEuL
TGGETGCARRCCGGCAGCCGCGATARGT
ATCAGACGATGGAGT TGETGCARACCGGCAG GATARGC
ATCAGACGATGGAGT GGETGCARACCGECAGCI GATARGC
ATCAGACGATGGAGTCCTTGCCTACARACTCCTGGTGCARRCCGGCAGCCGCGATAAGC

GACGATGGAGT

A A A AT AT AT AT AT AT AT NN TAN AT AT XA A ANTAAATAA N XA AAANAATATNT AT WA N
«~ Primer 1lér
CCATCGACATCAGCCAGgTacCT
CCATCGACATCAGCCAG
CCATCGACATCAGCCAG
CCATCGACATCAGCCAG
CCATCGACATCAGCCAG
CCATCGACATCAGCCAG

i
I CGACATCAGCCAGJITL
L i e S A S A o L e R
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Figura 26. Sequenciamento dos nucleotideos com pareamento das bases do éxon
16, intron 15 (parcial) e intron 16 (parcial) do gene PTCH1 analisado. Em letra
maiuscula estdo os éxons, em minuscula os intron, em vermelho e sublinhados
estdo os nucleotideos nos quais os primers direto (5') e reverso (3') se
complementam na reacdo do PCR. Em azul estdo as bases onde houve mutagdes
No inicio das sequéncias, na primeira linha, a sequéncia normal do éxon e abaixo a
encontrada em cada individuo.

Prirmer 16 d
CTOCTACTOOOT

T

Figura 27. Confirmagao da mutagao t—a no eletroferograma. Ind 1V-3.
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5.5.5 Exon 16

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

mutacao missense na posi¢cao 2873 de C—T (Figuras 26 e 28).

C
GaTasG T CAT CG

Figura 28. Confirmagao da mutacao no eletroferograma. Ind 1V-1.

5.5.6 intron 16

A analise do intron 16 na porg¢ao proxima ao éxon 16 (5’), mostrou:

Mutagcao de a—t na posicao 8, nos individuos II-2, 1I-4, 1I-5 e IV-3.

Mutacao de a—t na posigao 19, os individuos II-2, 11-4, 1I-5, 1lI-2, IV-1, IV-2 e IV-3.
Mutacdo de a—t na posicdo 23, os individuos II-2, [I-4, 1I-7, IlI-2 e IV-1.
(Figuras 26 e 29).
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TCCMGC T TO oo TG T} CTCOCMGC TGS TG OQCTIC
A A

b)
TGO CA C THI
A
d)
TGGC CLJCTON)| | TooG oCTEn TTEaE C{?}CTGH
A A A A

e) f) : g)
Prirmer 16
TCCGCIGLIGOGOLCT G4
A A
h)

Figura 29. Confirmacéo dos resultados no eletroferograma. a) Ind 1I-2 mutag¢des de
a—t ,b) Ind lI-4 mutagdes de a—t, c) Ind II-5 mutagdes de a—t, d) Ind 1I-7 mutagao
de a—t, e) Ind llI-2 mutagdes de a—t, f) Ind IV-1 mutagbes de a—t, g) Ind IV-2
mutacdo de a—t, h) Ind IV-3 mutagdes de a—t.

A analise do intron 16 na porg¢ao proxima ao éxon 17 (3’), mostrou:
Polimorfismo a/t na posigao 637, nos individuos IlI-2, IV-1 e IV-2.
Mutac&o de t—a na posigédo 638, nos individuos II-2, II-7, IlI-2, IV-2 e IV-3.
Mutacéo de t—a na posig¢do 639 nos individuos II-2, lI-4, 1I-5, 11I-2, IV-1 e IV-2.
Mutagao de t—a na posig¢ao 641 nos individuos 1I-2, 1I-4, IlI-2, IV-1 e IV-2.
Mutacao de t—a na posigao 650 nos individuos II-2, II-4, 1I-5, 1I-7, 11I-2, IV-1 e IV-3.
Mutacao de t—a na posig¢ao 652 nos individuos II-2, 1I-4, II-5, 11I-2 e IV-2.
(Figuras 30 e 31)
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FTCH1-17
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

PTCH1-17
Paciente
Paciente
Paclente
Paclente
Paclente
Paciente
Paciente
Paciente

PTCH1-17
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

PTCH1-17
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

PTCH1-17
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Exon 17
CttoccgtttttgtagTTGACTARACAGCGTCTG
II-2 gLttttgtagTTGACTRARACAGCGTCTG
I1-4 gLLLttgtagTTGACTRARACAGCGTCTG
II-3 gLLLttgtagTTGACTRARACAGCGTCTG
I1-7 o gLLLttgtagTTGACTRARACAGCGTICTG
ITI-2 o gLLLttgtagTTGACTRARACAGCGTICTG
V-1 o o CCOLLtttgtagTTGRACTRARRCAGCGTCTG
Iv-2 o o 3 gLLLttgtagTTGRACTRARACAGCGTCTG
Iv-3 aac caaa SLCcttcccgtttttgtagTTGACTRRRCAGCGTCTG
GGCTTGGEGET
II-2 TTGGEET
I1-4 TGACGECTTGEET
I1-2 CAGCGCTTIT e GACGGCTTGGET
II-7 CCAGCGCTTTCTACATCTA CGGECTTGGEET
III-2 GTGGATGCAGATGECATCATTAAT CCCAGCGCTTTCTACATCTACCT GACGECTTGGEET
Iv- GTGGRTGCAGATGGCATCATTAATCCCAGCGCTTTCTACATCTACCT GRCGECTTGGEET
V-2 CGGCTTGEGEGET
Iv-3 GTGGATGCAGATGGCATCATTAAT CCCAGCGCTTTCTACATCTACCT GACGECTTGGEET
WA R N A N N N N N N N N N N N N N A A N A A A A N N A A A A A A A A A AAANTANRTNRANRATXTTW
CRGCRRACGRCCCCGTCGCGTATGCTGCCTCCCAGGCCRRCATCCGGL CACACCGACCRG
II-2 CRGCRRACGRCCCCGTCGCGTATGCTGCCTCCCAGGCCRRCATCCGGL CACACCGACCRG
II-5 CRGCRACGRACCCCGTCGCGTATGCTGCCTCCCAGGCCARCATCCGGC CACACCGACCRAG
II-4 CRGCRACGRACCCCGTCGCGTATGCTGCCTCCCAGGCCARCATCCGGC CACACCGACCRAG
IT-7 CRGCRACGACCCCGTCGCGTATGCTGCCTCCCAGGUCARCATCCGGC CACACCGACCRAG
ITI-2 CRGCRACGACCCCGETCGCGTATGCTGCCTCCC
V-1 CRGCRACGACCCCGETCGCGTATGCTGCCT
V-2 CRGCRACGRC
Iv-3 CRGCRACGACCCCGTCGCGTATGCTGCCTCCCAGGUCARCATCCGGC CACACCGACCRG
AN N A N N N N N A N N N N N N N N N N N N N N A A A N NN N N N N W N N A A A A N N A AN AN AN NNNNANNANNN
LATGGETCCACGACARLGCCGRACTRACATGCCTGRRACRRAGGCTGAGRRAgtaagtagegt
II-2 LATGGETCCACGACARLGCCGRACTRECATGCCTGRRACARGGCTGAGRRAgtaagtagcgt
II-4 LATGGETCCACGACARLGCCGRACTRCATGCCTGRRACARGGCTGAGRRAgtaagtagcgt
II-> LCGRCRRAGCCGACTACATGCCTGRRAACRALGGITGAGRARgTaagtagegt
IT-7 LATGGETCCACGACARAGCCGRACTRCATGCCTGRRACARGGCTGAGRAgtaagtagcgt
ITI-Z LATGGE \GECTGAGRAgtaagtagegt
Iv- Lo \GECTGAGRRgtaagtagegt
Iv-2 BAT CGRCRRL CTACRT GRRACRRLGGCTGAGRRgTaagtagcgt
Iv-3 AATGGETCCACGACARAGCCGACTACATGCCTGARACARAGGCTGAGAAgtaagtagcgt
L B A e B S e S S S S S S S B S B R R e e e S S S T S S S
tttatcggga
II-=Z tttatcggga
I1-4 tttatcggga
II-> tttatcggga
II- tttatcggga
ITI-Z2 tttatcggga
Iv- tttatcggga
Iv-2 tttatcggga
Iv-3 tttatcgggag
LA

Figura 30
17, intron
maiuscula
estdo os

Sequenciamento dos nucleotideos com pareamento das bases do éxon
16 (parcial) e intron 17 (parcial) do gene PTCH1 analisado. Em letra
estdo os éxons, em minuscula os introns, em vermelho e sublinhados
nucleotideos nos quais os primers direto (5') e reverso (3') se

complementam na reacdo do PCR. Em azul estdo as bases onde houve mutagdes.
No inicio das sequéncias, na primeira linha, a sequéncia normal do éxon e abaixo a
encontrada em cada individuo.
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g)

C oA DT AA MGG T Clsig )T O QEI@CIQQQEGGQQ@G@G@IQ
TT T T 17 T T T T
b)
T CCAM TCT CAAAGGCCAC TGAT
CATEHCTCAAAGGC CEC EBGHTC
T T T

cocCClAE clcasac aC clicloe TE

CCCHEE CACAA AT GCC TOEGET

ATT T
s

o TOT CAAAG G COWC TG
T T

h)

Figura 31. Confirmagéo dos resultados no eletroferograma. a) Ind 1I-2 mutag¢des de
t—a, b) Ind II-4 mutagdes de t—a, c) Ind II-5 mutagdes de t—a, d) Ind 1I-7 mutagdes
de t—a, €) Ind llI-2 mutagdes de t—a e polimorfismo al/t, f) Ind IV-1 mutagbes de
t—a e polimorfismo a/t, g) Ind IV-2 mutacdes de t—a e polimorfismo al/t, h) Ind IV-3
mutacgdes de t—a.
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5.5.7 Exon 17

Nao foram encontradas mutacdes no éxon 17

5.5.8 intron 17

A analise da porgao do intron 17 proxima ao éxon 17(5’) mostrou:
Mutagcao de a—t na posi¢ao 18 do intron 17, nos individuos 1I-4, II-7, 1ll-2, IV-2 e IV-3.
Mutacéo de a—t na posigao 19, nos individuos II-2, 11-5, IlI-2 e IV-1.

Mutacao de a—t na posigao 23, os individuos II-2, 1I-4, II-5,11-7, 1lI-2, IV-1, IV-2 e IV-3.
Mutagcao de a—t na posi¢ao 25, os individuos II-5, 1I-7, 11l-2, IV-1, V-2 e IV-3.
Mutagcao de a—t na posigao 27, os individuos I1-2, 11-4, 1I-5, 1lI-2 e IV-1.

(Figuras 30 e 32)

GGATNCTTTCAGHGGT TGGGATC TTTCTGTGG
i A A AA
a) b)
& GOGmMACTTTOL3AG S
AMCTTT CMGITGGET
A A A
TOOG T TTTCTO GG T TCTOOG ATCT TITCMGTGG TGO
AR A A A A A A
e)
TOOQMACTTTOMGAG TG GOGIACTTTCIIGA
A A A A
9) h)

Figura 32. Confirmacgéo dos resultados no eletroferograma. a) Ind 11-2 mutag¢des de
t—a, b) Ind lI-4 mutagdes de t—a, c) Ind II-5 mutagbes de t—a, d) Ind 1I-7 mutacdes
de t—a, e) Ind llI-2 mutacdes de t—a, f) Ind IV-1 mutagdes de t—a,g) Ind 1V-2,h) Ind
IV-3 mutagdes de t—a.
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5.5.9 Exon 23

A paciente II-2 foi apresentou uma mutagcdo frameshift com uma
delecao da base C na posicéo 4130.

Na paciente IlI-2 foi detectada uma mutacdo missense de A—G na
posicao 4261. Nos irmaos IV-2 e IV-3 foi observada uma mutacdo missense
de C—T na posicédo 4130. (Figuras 33 e 34)
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pl2d -
PTCH_1-23 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatge
I1-2 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgecggggaccatge
II1-4 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgecggggaccatge
II-5 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatge
I1-7 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgecggggaccatge
III-2 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatge
Iv-1 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgecggggaccatge
Iv-2 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgcggggaccatge
Iv-3 ggttgactgagtctttggtgaaacccaaggagggaagtgtgggagctgecggggaccatge

Kk hkhkhkhkhhkkhkhkhhhkhhhkk Ak khhhhkk kA Ak hhhhkk kA kA hhhhkhk kXA Ak hkkkhkkk*k*kx Kk *

PTCH 1-23 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctctgecagGTGGTCCATCCCGAA

I1-2 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgcagGTGGTCCATCCCGAA
II-4 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgecagGTGGTCCATCCCGAA
II-5 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgcagGTGGTCCATCCCGAA
I1-7 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgecagGTGGTCCATCCCGAA
III-2 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgecagGTGGTCCATCCCGAA
Iv-1 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgecagGTGGTCCATCCCGAA
Iv-2 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgecagGTGGTCCATCCCGAA
Iv-3 ccagcctgggataccacccttctaacccaccctcaccctectgecagGTGGTCCATCCCGAA

Kk hkhkhkhkhkkhkhkhhhhhhkk Ak khhhhkk kA Ak hhhhkk kA kA hhhhkhk kA Ak hkkkkkk*k*kxk*

PTCH 1-23 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG

II-2 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
I1-4 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
II-5 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
I1-7 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
III-2 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
Iv-1 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
Iv-2 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG
IV-3 TCCAGGCATCACCCACCCTCGAACCCGAGACAGCAGCCCCACCTGGACTCAGGGTCCCTG

E R o R R R R S

PTCH 1-23 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA

I1-2 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
I1-4 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
II-5 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
I1-7 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
ITII-2 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
Iv-1 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
Iv-2 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA
IV-3 CCTCCCGGACGGCAAGGCCAGCAGCCCCGCAGGGACCCCCCCAGAGAAGGCTTGTGGCCA

E R R R R R S

PTCH 1-23 CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT

I1-2 CCCCC-TACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
I1-4 CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
II-5 CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
I1-7 CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
ITII-2 CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
Iv-1 CCCCCCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
Iv-2 CCCCTCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT
IV-3 CCCCTCTACAGACCGCGCAGAGACGCTTTTGAAATTTCTACTGAAGGGCATTCTGGCCCT

I R R R R

PTCH 1-23 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG

II-2 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
I1-4 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
II-5 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
I1-7 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
III-2 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
Iv-1 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
Iv-2 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG
IV-3 AGCAATAGGGCCCGCTGGGGCCCTCGCGGGGCCCGTTCTCACAACCCTCGGAACCCAGCG

Kk hkhkhkhkhkkhkhkhhhhhhkk Ak khhhkhkk kA Ak hhhhkk kA kA hhhhkk kXA Ak hkhkkhkkkkxkx Kk *
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PTCH_1-23
II1-2

I1-4

I1-5

11-7
III-2
Iv-1

V-2

Iv-3

PTCH_1-23
II1-2

II1-4

II-5

I1-7
III-2
Iv-1

V-2

Iv-3

PTCH 1-23
I1-2
11-4
11-5
11-7
I1I-2
V-1
V-2
Iv-3

PTCH 1-23
I1-2
I1-4
11-5
11-7
I11-2
V-1
V-3
V-2

PTCH_1-23
II-2

II-4

II-5

II1-7
III-2
Iv-1

Iv-2

Iv-3

PTCH_1-23
II-2

II-4

II-5

II1-7
III-2
Iv-1

Iv-2

Iv-3

TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCGGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT
TCCACTGCCATGGGCAGCTCCGTGCCCGGCTACTGCCAGCCCATCACCACTGTGACGGCT

R R R

TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC
TCTGCCTCCGTGACTGTCGCCGTGCACCCGCCGCCTGTCCCTGGGCCTGGGCGGAACCCC

Kk ok ok kK Kk ok ke ok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko

CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC
CGAGGGGGACTCTGCCCAGGCTACCCTGAGACTGACCACGGCCTGTTTGAGGACCCCCAC

Kk ok ok kK ok kK ok ok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG
GTGCCTTTCCACGTCCGGTGTGAGAGGAGGGATTCGAAGGTGGAAGTCATTGAGCTGCAG

Kk ok ok K kK kK ok ok ok kK ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok

GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga
GACGTGGAATGCGAGGAGAGGCCCCGGGGAAGCAGCTCCAACTGAggtgagtgccactga

B R L S R R R R

~ Pl2r
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac

caagggcagccaagggacctagagccaggcaaagaggaggac
ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k k ok ok
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Figura 33. Sequenciamento dos nucleotideos com pareamento das bases do éxon 23,
intron 22 (parcial) e intron 23( parcial) do gene PTCH1 analisado. Em letra maiuscula
estdo os éxons, em minuscula os introns, em vermelho e sublinhados estdo os
nucleotideos nos quais os primers direto (5’) e reverso (3') se complementam na
reacdo do PCR. Em azul estdo as bases onde houve mutagcdes e em verde
representados pela letra P os polimorfismos. No inicio das seqiéncias, na primeira
linha, a sequéncia normal do éxon e abaixo a encontrada em cada individuo.
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ACCCCClTﬁ

C

CETGGGC'@GC TCCG
A

b)

c)

COCOD CTACA G
c

d)

ACCCCIC TACAG A

58

Figura 34. Confirmacao dos resultados no eletroferograma. a) Ind 1l-2 delegédo de
C, b) Ind 1lI-2 mutagdo A—G, c) Ind IV-2 mutagdo C—T e d) Ind IV-3 mutacao

C-T.

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

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

Paciente Exon Intron Exon Intron Intron Exon | Exon Intron Exon
9 103 11 15 (39 16 (partial) 16 17 175 23
8,19,22 (a>t)
1-2* | normal 595(¢»g) | mormal | mormal (638,639, 641, 650,652 654 |[normal [normal |19, 23,27 nt4130({del C)
(t->a) [a->t)
. 8,19 (a>t)
-4 normal 595(c->g) | normal | normal |gag 641 650,652 6 654 normal normal (18, 23, 27 [a=3t) |normal
(t=>a)
595(¢>g) | normal normal |8, 19 [a=>t) normal \[normal |19, 23, 25 27  |normal
11-5 t1420(G-=2T, roTrEm
" (6>T) 639, 850, 652 ¢ 654 (t-a) (a>t)
(17 |nti4s(insT) 595, 632 23 (a>1) 18,23,25
- nt1468(insT] {c=>g) normal normal 638, 650, 654 (t->a) normal nermal|(a-3t) normal
18,22 (a>1)
. 595, 639 637 (3/t)
HI-2* 1 hormal {c>g) | normal | normal 638,639, 641, 650,652, 654 normal |18, 1%, 23,25, |nt4261{A->G)
(t—>a) normal 27 ([a—>t)
19,23 (a—>t)
IV-1 | nt1420(6=T) 637 (a/t)
normal normal 639,641, 650, 654 {t=>a) nt2873 [normal |19, 23, 25,27 [normal
595(c>g) (C=»T) (a=>t)
19 (a-3t)
V-2 normal 585(c>g) | normal | normal 637 (3/1) narmal [normal (18, 23, 25 ntd130(C>T)
638,639, 641,652,654
682 (t->c) (a->t)
{t=>a)
8,19 (a>t)
V-3 nermal 595(c=*g) | normal normal |normal 18, 23, 25 (a=t) nt4130(C-3T)
5 682 (i-c) 312 (t->a} (638, 650, 654 (t-¥a)
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Figura 35. Heredograma da familia estudada.

nt1420{G»T
nt1443{ins
1 14130 (C
EXON A 4 ’[ v T nt4261 (A —G)
1 2 3 4I5 6 §7 Q8 9 ho Jirj 1z 13 14 15 j16 17 J1sj19jz0Q 21 22 23
A A | A 19,2327 (asp)
fntron 595(c—g) 18,19, 23, 25, 27 {a.0)
595, 629 {c_.g) M2 (t—+a)
662 [t»c)
A

8,19,23 (a »f)

838, 639, 541, 650, 652 ¢ 654 {t_, a)

637 ialf)
Figura 36. Distribuicdo dos tipos de mutagdes encontradas em cada éxon e intron
encontradas. X representa os éxons onde nio foram encontradas mutagoes.
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Figura 37. Distribuicdo das mutacbes exdnicas encontradas, em relagdo aos
dominios estruturais da proteina patched. O tridngulo vermelho indica mutacéo
missense e os circulos vermelhos insergao e delecdo no éxon 9, o tridngulo azul
indica mutagdo missense no éxon 16, Os tridngulos amarelos indicam mutagdes
missense e o circulo amarelo indica delegéo no éxon 23.
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Os carcinomas basocelulares familiares multiplos ndo sindrémicos
sao raramente reportados e muito pouco estudados. Caracterizam-se por
multiplos CBCs superficiais, acometendo preferencialmente tronco, de inicio
precoce, sem a ocorréncia de outras anormalidades presentes na SNBC,
Rombo e Bazex.>10:13:31:32.33

Até o momento sdo descritos na literatura apenas cinco relatos de
familias com a doenga. Em trés foi demonstrado pacientes em duas
geracdes e em dois em trés.'*'®%° Estes trabalhos sdo simplesmente
clinicos e ndo houve estudos genéticos reportados. E portando importante o
estudo destas familias para se determinar a existéncia dessa doenga como
identidade separada das demais sindromes e a realizacdo de estudos
genéticos para se tentar determinar as possiveis mutagdes implicadas neste
quadro.

Os casos da familia estudada neste trabalho, ndo apresentavam
nenhuma outra alteracdo fenotipica, somente trés deles apresentavam
tumores. Dois deles (lI-2,111-3) ndo tinham historia prévia de exposigcdo a
carcinégenos e a doenga se repetia em 2 geracgoes, fato similar descrito por
Happle em 2000."® Os CBCs destes desenvolveram-se em idade bem
precoce e as areas expostas e cobertas eram afetadas igualmente a
semelhanga das sindromes associadas a multiplos CBCs, questionando a
influéncia solar nestes casos. A semelhanga entre estas doencas
(CBCFMNS e SNBC) nos leva a crer que exista um espectro genético que
determine as alteragbes fenotipicas nestes individuos, hora cursando com
multiplos tumores sem qualquer outra alteracdo, hora com alteracdes
importantes como as encontradas na SNBC (cisto mandibulares, calcificagéo
da foice do cérebro costela bifida, entre outras).

Estudos prévios de literatura e do nosso grupo (Laboratério de

Genética do Instituto Butantan e Ambulatério de Oncologia Cutanea do
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo) mostraram que o gene ligado ao desenvolvimento de CBC
esporadico e SNBC é o PATCH1.9""*? |nimeras mutacdes ja foram descritas
alterando principalmente a regido dos loops extracelulares da proteina
patchedl, fato que motivou o estudo genético nos individuos desta familia.

Este estudo do gene PTCH1 mostrou mutagdes nos éxons e/ou nos
introns em todos os familiares analisados. Algumas, na mesma posi¢cao e
outras em diferentes.

Nao existem relatos na literatura demonstrando a associagao de
CBCs multiplos ndo sindrémicos e mutagdes do gene PTCH1.'183997141
que existe é uma grande quantidade de mutagdes relatadas na SNBC e nos
CBCs esporadicos. Até 2006 no banco de dados de mutagdes do gene
PTCH1 (www.cybergene.se/PTCH/) foram descritas 284 pontos de
mutagdes.'’® Quando comparamos nossos resultados a este banco de
dados e aos casos descritos na literatura, supreendentemente nenhuma das
mutagdes encontradas em nossa casuistica estdo descritas. Este fato talvez
se deva a caracteristica do gene PTCH1 de n&o apresentar hot spots bem
definidos, podendo sofrer mutagdes causadoras de defeitos em sua proteina
ao longo de todo o gene. Importante também é o fato de que a localizagao
da mutacdo no gene, no individuo com SNBC, nao interferir
necessariamente no fenodtipo. Pacientes com as mesmas mutagées podem
apresentar fendtipos diferentes, e com mutagcbes diferentes podem
apresentar fenétipos semelhantes. 014!

Nesse estudo, identificamos mutacdes exdbnicas em 7 de 8 dos
individuos analisados (87 %) (Quadro 3), enquanto que doentes portadores de
SNBC apresentam taxas de mutacdes detectadas entre 40 e 80 % .'2"140141
Em relatos anteriores a maioria dos doentes com SNBC apresentavam
mutac¢des nonsense e frameshift em comparagdo com missense (85 % vs 15
%). A presenca de mutagdes frameshift leva ao truncamento da proteina por
alterarem o quadro de leitura, através de insercao ou dele¢cao de bases no
gene, ou ainda pelo surgimento de um stop codon, parando a transcricdo

protéica precocemente. Isso teoricamente promove o aparecimento de uma
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proteina ndo funcional fazendo com que os individuos desenvolvam
caracteristicas fenotipicas da SNBC. 3121122123, 140, 141.

Em nossa pesquisa, diferente da literatura, a maioria das mutagdes foi
missense (6 em 9) representando 66 %. Essas mutagbes mudam apenas um
aminoacido na proteina, alterando parcialmente sua molécula, talvez por
isso, apesar de possuirem mutagbes, alguns dos individuos por nos
estudados, nao apresentavam quadro clinico nem de SNBC nem de
CBCMFNS.

O estudo da linhagem germinativa de 48 pacientes portadores de
CBC néao sindrémicos, unicos, multiplos, esporadicos e familiares, encontrou
apenas um caso de mutacdo do gene PTCH1, localizada no éxon 15. "3
Foi  sugerido que nos casos de CBCs multiplos, familiares e precoces
quando outros critérios para SNBC estao ausentes, as mutagdes no PTCH1
raramente estdo envolvidas, fato ndo corroborado em nosso estudo. Nos
individuos da familia estudada portadores de CBCMFNS foram encontradas
mutagdes no éxon 23.

A analise genética dos individuos desta familia , mostrou que muitas
das mutagdes exdnicas ocorreram no éxon 9, em diferentes posi¢cbes. O
éxon 9 codifica uma porg¢ao final do primeiro loop extracelular da proteina
patchedl (Figura 37). Se uma mutagao alterar a conformagéo do loop isso
pode modificar a ligagdo com a proteina Hh, alterando a transdugao do sinal
levando ao desenvolvimento ou predisposigdo de tumores.

No individuo Il-7, embora ndo apresentasse nenhuma caracteristica
da SNBC e nenhum CBC, foram encontradas duas mutagdes do tipo
frameshift no éxon 9 no final do primeiro loop (Figura 37), que altera o
quadro de leitura podendo promover o truncamento da proteina. Isso se
assemelha aos resultados encontrados por Lindstréom et al em 2006,'®
onde em portadores de SNBC o éxon 9 € um sitio frequente de mutagdes e
a grande maioria do tipo frameshift e nonsense.

Os individuos 1I-5 e V-1 apresentaram mutacédo na posi¢cao 1420 de
G—T. Esta alteracado leva a troca do aminoacido Alanina (GCA) para Serina

(TCA) [A475S], o que pode vir a alterar a estrutura da proteina. Apesar disso



Discusséo 65

o individuo 1I-5 , mesmo com idade avangada 63 anos, nao apresentava
tumores até o momento. Trata-se de uma mutagcédo conservada na familia e
ainda nao descrita na literatura.®" "

O individuo IV-1 apresentou uma segunda mutagdo missense no
exon 16 na posicao 2873 de C—T, o que leva a troca do aminoacido de
Prolina (CCC) por Leucina(CTC) [P958L], podendo facilitar assim no futuro
o desenvolvimento de CBCs.

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

proteina patched. Segundo Lindstrém et al*'®

esse € um sitio de mutagao
importante com a ocorréncia de muitas mutagdes nonsense e frameshift
nessa regido. Nés encontramos uma mutagdo do tipo missense nessa
posi¢cao ainda nao reportada na literatura. (Figura 37)

As pacientes 11-2 e IlI-2 com multiplos CBCs, apresentaram mutagdes
no éxon 23. Na primeira (lI-2) foi encontrada uma delegédo nt 4130 (del C),
ainda n&o descrita, podendo levar ao truncamento da proteina. A filha (l11-2)
apresentou uma mutagdo missense com a troca do aminoacido Serina
(AGC) por Glicina(GGC) [S1421G].

A localizagdo das mutagdes pode ser importante nos casos de
CBCFMNS, ja que em duas das nossas pacientes com tumores, foram
encontradas mutagdes que se relacionavam ao dominio terminal COOH da
proteina patched (Figura 37), codificada pelo éxon 23, e mutagdes nesse
éxon s&o raramente descritas em pacientes com SNBC.""®

Os individuos V-2 e V-3, irmaos, apresentaram uma mutagao missense
no mesmo nucleotideo da posicao 4130 de C—T do éxon 23. Esta alteracéo
leva a troca do aminoacido Prolina(CCC) por Leucina(CTC) [P1377L]. Nesse
mesmo nucleotideo a avo paciente -2, apresentou uma delecéo de base, o
que leva a possibilidade dessa posicéo ser um sitio de mutagcdes nessa familia.
Nenhum dos dois individuos apresentou até o momento qualquer tipo de tumor.
Teremos de acompanha-los, verificando se existe a susceptibilidade para o
aparecimento das lesbes, e assim confirmar ou ndo a importancia dessa

mutagdo no surgimento de CBCs ao longo do tempo.
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Mutagdes observadas nos introns sdo pouco discutidas na literatura,
permanecendo ainda controverso seu papel no desenvolvimento tumoral.
Estudos anteriores'®' demonstram uma taxa de detecgdo de mutacgdes
exbnicas no gene PTCH1 de 33% nos portadores da SNBC, porém em
artigos mais recentes onde foi feita a analise também dos introns, essa taxa

aumenta''®1%3

sugerindo que estes devam ter importancia no aparecimento
da sindrome. Se esta analise for verdadeira, talvez as alteracdes intrénicas
dos casos estudados possam influenciar o surgimento de CBCMFNS.

Todos os individuos estudados apresentaram mutagdes e/ou
polimorfismos nos introns do gene PTCH1. Nos introns 10, 16 e 17 foram
encontradas diversas mutacdes e polimorfismos muitas delas se repetindo
em mais de um membro da familia. (Figura 36) (Tabela 3)

No intron 10 e intron 17 uma mesma mutagdo na mesma posi¢ao se
repetiu em todos individuos da familia sugerindo se tratar de uma
caracteristica hereditaria. No intron 16 foi onde se encontrou o maior numero
de mutagdes (nove no total).

Mutagbes nos introns podem causar alteracdo de splice do RNAm
levando a possibilidade do intron n&o ser eliminado durante a transcri¢ao,
comprometendo a estrutura da proteina.'*® Alteragdo da proteina patched
causado por erro de splice ja foi descrito nos portadores da SNBC.'" Isso
talvez possa predispor ao desenvolvimento de CBC. Esta afirmagao
entretanto s sera possivel em estudos futuros.

Os individuos II-2, 1lI-2 e 1I-4 que apresentavam CBCs, mostraram 8
mutacdes idénticas distribuidas pelos introns 10,16 e 17. Mesmo
apresentando as mesmas mutacdes, o individuo 1l-4 diferia clinicamente,
mostrando quadro de CBCs multiplos esporadicos, associados QAs e a
CECs, provavelmente desencadeados por RUV e eventuais alteracbes em
outros genes.

Em estudos recentes'*'* foi demonstrado que a presenca de
polimorfismos no gene PTCH1, localizados nos éxons e introns esta
associada a um o risco aumentado de desenvolvimento de CBCs esporadico

e multiplos. O polimorfismo intrénico encontrado nos individuos IlI-2 (méae) e
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V-1, IV-2 (filhos) ndo havia sido reportado na literatura. Ndo sabemos como
esse polimorfismo pode interferir no surgimento de CBCs.

De forma resumida demonstramos mutagcées em todos os membros
da familia avaliada. Em determinados introns como o 10 e 17 foram
encontradas mutagdes em todos individuos na mesma posi¢cédo. No intron 16
todos individuos apresentavam mutagao e muitas delas na mesma posicéao.
Nas pacientes com suspeita de CBCMFNS encontramos mutagdes iguais
nos introns 10, 16 e 17 e diferentes no éxon 23, podendo ser as
responsaveis pelo surgimento dos tumores.

Pela primeira vez estdo sendo descritas mutagdes em éxons e introns
do gene PTCH1 em individuos portadores de CBCMFNS e em seus
familiares. A analise destes dados genéticos podem comprovar a possivel
origem espectral do CBC que vai desde lesdo esporadica em um pélo e a
SNBC em outro, passando pelo CBCMFNS.

Este trabalho abre caminho para outros estudos com um numero
maior de casos de CBC multiplos nao-sindrébmicos familiares e nao
familiares, necessarios para corroborar os dados encontrados neste estudo

e se entender melhor esse mecanismo.
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. Pela primeira vez estdao sendo descritas mutacbes em éxons e introns
do gene PTCH1 em individuos portadores de CBCMFNS e nos

familiares estudados.

. Todos os individuos estudados com ou sem a presenca de CBCs

apresentaram algum tipo de mutagao.
. Mae e filha ambas com CBCMFNS apresentaram mutacdes no éxon 23.

. Mutacdo na mesma posic¢ao ocorreu em todos os individuos analisados
no intron 10 [595 (c—g)] e no intron 17 [23 (a—t)] mostrando serem

caracteres hereditarios.

. Os trés individuos com tumores apresentaram mutagdes no intron 16
nas mesmas posigdes 19 (a—t) e em 639, 641, 650, 652 e 654 (t—a), e

no intron 17 posigdes 23, 27 (a—t).

. Os individuos irmaos, V-1 e V-2, apresentaram o mesmo polimorfismo

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

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L N OME: Lot e e e e —————eeaee —eeiaeaeabee————eeetaaaaaeeaaaan—————raaaaaeeaaaaaans
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ T -
ENDEREGO ....ooiiiiiieiiiie ettt NO e, APTO: ..o
BAIRRO: ..ot CIDADE ....ooiieie et
CEP:.eoeeeee e TELEFONE: DDD (............ ) S STRR
2.RESPONSAVEL LEGAL .....ooouiuiiiieteiicieie ettt sttt nsenes
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.) ........cccueeiieeeeeeiiiiiiiiiiiieeee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ T -
ENDEREGO ....ooiiiiiie ittt NO e, APTO: ..o
BAIRRO: ...t CIDADE ..o
CEP:.eee e TELEFONE: DDD (............ R SRR

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA ........ ESTUDO CLINICO E MUTAGCOES NOS GENES
PATCHED EM PACIENTES PORTADORES DE CARCINOMAS BASOCELULARES MULTIPLOS
FAMILIARES NAO SINDROMICOS

PESQUISADOR...CYRO...FESTA...INETO ... .ottt

CARGO/FUNCAO: POS GRADUACAO PROF ASSOCIADO.................... INSCRICAO...CONSELHO
REGIONAL N°27716 .....ccocoeiiiiiiices

UNIDADE....... DO....... HCFMUSP:......DERMATOLOGIA. ...
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4. DURAGCAO DA PESQUISA : .8 MESES.......c.coiiiiiieieiiieeeecteieieete et
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Essas informacdes estio sendo fornecido para sua participacio voluntaria neste
estudo, que visa estudar pessoas portador(a) de multiplos canceres de pele chamados de
carcinomas basocelulares, ou familiar de algum portador. Este tipo de cancer de pele é o
mais freqliente e seu aparecimento vem crescendo muito nos ultimos anos devido
principalmente a exposicdo intensa da pele ao sol durante a vida. O principal objetivo
desta pesquisa é verificar se existe alguma MUTACAO GENETICA NAS PESSOAS QUE TEM
ESTE TIPO TUMOR, com isto, esta pesquisa podera ajudar médicos e pesquisadores
compreender melhor esta doenca. E preciso que vocé entenda a natureza da sua
participacdo na pesquisa e dar o seu consentimento livre e esclarecido por escrito

2 - Caso concorde e participar desta pesquisa, vocé sera submetido(a) a alguns
procedimentos médicos que serdo explicados agora. Caso apresente tumores, o
tratamento proposto a vocé é a cirurgia de remocdo do cincer da pele isto independente
de estar ou ndo fazendo parte da pesquisa. Esta cirurgia serd realizada no Hospital das
Clinicas por médicos habilitados. Sera preciso que vocé consinta que parte do material
retirado na cirurgia, seja fornecido para a pesquisa, o restante vai ser enviado para
realizacdo do exame anatomo-patolégico. Seu papel na pesquisa sera o de consentir o
fornecimento do material para a sua realizagio, o que nao prejudicara seu tratamento.

3 - Sera realizada coleta de sangue rotineira por puncao periférica da veia do antebrago
e o material enviado para estudo.

4 - Caso concordar em participar desta pesquisa cientifica, poucos riscos estdo envolvidos.
Os fragmentos do tumor que irdo ser estudados serao retirados na cirurgia e o sangue no
laboratoério, sendo a manipulacdo deste feita pelo pesquisador o que ndo acarretara
nenhum desconforto ou risco para voce.

5 - Nao ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental
testando a hipotese de que se encontre alguma mutacido relacionada ao tumor, e se
compreenda melhor seu comportamento. Somente no final do estudo poderemos
concluir a presenca de algum beneficio que viriam a partir de outros estudos.

6 - Os procedimentos ao os quais vocé sera submetido sdo os ja utilizados
rotineiramente para o seu tratamento, ndo havendo outros que lhe trariam mais
vantagens para se optar.

7 -Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. O principal investigador é o Dr
Cyro Festa Neto . que pode ser encontrado no Departamento/Divisdo de Clinica de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP Av Dr Enéas
de Carvalho Aguiar, 255 32 andar salas 3069/3070 Cerqueira César — Sdo Paulo- SP
Telefone(s) 30884894 /30882515....Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - Rua
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Ovidio Pires de Campos, 225 - 52 andar - tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX:
3069-6442 ramal 26 - E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 -E importante que vocé esteja consciente de que a participacdo neste estudo de
pesquisa é completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou sair do
estudo a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
tenha direito de outra forma. Em caso de vocé decidir retirar-se do estudo, devera
notificar ao profissional e/ou pesquisador que esteja atendendo-o. A recusa em
participar ou a saida do estudo nao influenciarao seus cuidados nesta instituicdo. Sua
participacdo ndo é obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o
pesquisador ou com o Hospital das Clinicas da FMUSP

09 - Algumas informacdes obtidas a partir de sua participacao neste estudo nao poderdo
ser mantidas estritamente confidenciais. Os profissionais de saide que estardo cuidando
de vocé , o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo
Paulo e os pesquisadores podem precisar consultar seus registros. Vocé ndo sera
identificado quando o material de seu registro for utilizado, seja para propdsitos de
publicacdo cientifica ou educativa. Ao assinar este consentimento informado, vocé
autoriza as inspec¢des em seus registros.

10 - Em caso de duvidas relacionada a sua participacdo na pesquisa, vocé podera a
qualquer momento entrar em contato com o pesquisador e tirar suas duvidas. Com relacdo
as informacdes sobre os procedimentos aos quais foi ou serd submetido, os médicos do
setor de Dermatologia do Hospital das Clinicas poderio esclarecer todas as suas davidas e
dar maiores explicacdes sobre os procedimentos e tratamento.

11 - Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo
or¢amento da pesquisa.

12 - Os materiais e dados obtidos durante esta pesquisa serdo utilizados apenas na
mesma, outros pesquisadores ndo poderao utiliza-los para outros fins.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou

que foram lidas para mim, descrevendo o estudo” ESTUDO CLINICO E MUTAGCOES NOS
GENES PATCHED EM PACIENTES PORTADORES DE CARCINOMAS BASOCELULARES
MULTIPLOS FAMILIARES NAO SINDROMICOS”

Eu discuti com o Dr.CYRO FESTA NETO sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.
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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 deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

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

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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