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RESUMO




2

A Anemia de Fanconi (AF) € uma doenga que apresenta heranga autossomica recessiva. E
caracterizada por multiplas anomalias congénitas, progressiva falha da medula 6ssea e alto
risco para desenvolvimento de cancer. A mais importante das caracteristicas clinicas € a
manifestacdo hematoldgica, responsdvel pelo grande nimero de morbidade e mortalidade
em portadores de AF. Também é chamada de sindrome da instabilidade cromossdmica por
apresentar hipersensibilidade a agentes clastogénicos como a mitomicina C e
diepoxibutano. A incidéncia da AF em todo o mundo € de aproximadamente, trés por
milhdo e a frequéncia de heterozigotos € estimada em um para 300 na Europa e Estados
Unidos. No Brasil ndo hd dados sobre a prevaléncia da doenca. Foram descobertos até o
momento 13 grupos de complementacao (FANCA, B, C, D1, D2, E,F,G,LJ,L,MeN), e
os 13 genes foram clonados e pelo menos 11 genes estdo relacionados ao disturbio. O
presente estudo teve como objetivo a andlise das principais mutagdes (IVS4+4A>T, Q13X,
W22X, DG322, R185X, L496R, L.554P, e R548X) do gene FANCC em pacientes com
quadro clinico de AF. Foram analisados 121 individuos com clinica compativel a AF e com
DEB teste positivo. Na amostra encontramos 14% de individuos heterozigotos e 4% de
individuos homozigotos para as mutacdes mais freqiientes do gene FANCC. As mutagdes
mais prevalentes foram: IVS4+4A>T com 6,6% dos alelos analisados, com freqiiéncia
similar a encontrada na literatura, W22X com 2.47% dos cromossomos analisados e Q13X
com 1.23% dos cromossomos analisados. Na triagem de mutacdes pela técnica de SSCP,

encontramos alteracdes nos éxons 1, 4 € 6.

Palavras chave: 1. Fanconi, Anemia de, 2. Fancc, 3. Instabilidade cromossdmica

Resumo
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ABSTRACT




Fanconi anaemia (FA) is an autosomal recessive disease characterized by congenital
abnormalities, progressive bone marrow failure and high risk of developing cancer. The
most important of the clinic feature is hematologic, and too the most important cause of
morbidity and mortality in FA. It's also called Chromosomal Instability Syndrome to the
fact of cells presents hipersensibility to DNA cross-linking agents like mitomycin C and
diepoxybutane. The incidence of FA is approximately three per million and the
heterozygote frequency is estimated at 1 in 300 in Europe and United States. In Brazil
there’s no data about prevalence of FA. It was discovered at least 13 complementation
groups (FANCA, B, C,D1,D2,E, F, G, 1, J, L, M e N), and 13 genes have been cloned and
there are at least 11 that are related to the disease. The study had as general objective the
analysis of the main mutations (IVS4+4A>T, QI13X, W22X, DG322, R185X, L496R,
L554P, and R548X) of FANCC gene in patients with clinic compatible of FA. We analyzed
121 patients with compatible clinic and positive DEB test. In the sample we found 14% of
individuals heterozygous and homozygous individuals of 4% for the most frequent
mutations of the gene FANCC. Mutations were more prevalent: IVS4 4 A> T with 6.6% of
alleles tested, often similar to that found in the literature, W22X with 2.47% of
chromosomes analyzed and Q13X with 1.23% of chromosomes analyzed. In screening for
mutations by the technique of SSCP, we found changes in exons 1, 4 and 6.

Keywords: 1. Fanconi, Anemia, 2. FANCC, 3. Chromosomal instability

Abstract
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1- INTRODUCAO




1.1- Aspectos Gerais

A Anemia de Fanconi (AF) foi descrita primeiramente pelo pediatra suico
Guido Fanconi em 1927 como uma forma familial de anemia aplastica observada em trés
irmaos, com idades entre cinco e sete anos, que apresentavam estatura baixa, malformagdes
esqueléticas, hipogonadismo, hipopigmentacdo na pele e pancitopenia. Desde entdo, mais
de 1300 casos foram relatados (Alter, 1996; Alter, 2003; Fanconi, 1927;
Giampietro et al., 1997).

A incidéncia mundial da AF em todo o mundo ¢ de aproximadamente trés por
milhdo e a freqiiéncia de heterozigotos ¢ estimada em um para 300 na Europa e Estados
Unidos. Essa doenca tem sido relatada em varios grupos étnicos, € mutagdes tém sido
descritas em judeus Ashkenazi, com freqiiéncia de 1 para 89, e em africanos da Africa do
Sul em 1 para 83. No Brasil, ndo hd dados sobre a prevaléncia da AF

(Rosendorff et al., 1987; Tischkowitz e Dokal, 2004; Verlander et al., 1995).

A expectativa de vida dos pacientes deste disturbio ¢ em média 23 anos

(0-38 anos) (Alter, 1996).

Entre as doencas associadas a aberragdes cromossdmicas estruturais e que
possuem um espectro de caracteristicas semelhantes a AF estdo: ataxia-telangiectasia, o
xeroderma pigmentoso, a sindrome de Cockayne, o cancer hereditario sem polipose, a
sindrome de Bloom, a neoplasia enddcrina multipla tipo 1 e a sindrome de Nijmegen

(Jorde et al., 2004 ¢ Tischkowitz, 2004).

1.2- Caracteristicas Clinicas

A AF ¢ um distarbio clinicamente heterogéneo, caracterizado por multiplas
anomalias congénitas, progressiva falha da medula dssea e alto risco de desenvolvimento

de cancer (Wang e D" Andrea, 2004).

Introdugdo
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1.2.1- Manifestagoes Fisicas

As anomalias congénitas mais comuns em pacientes com AF sdo as
malformagdes do esqueleto como as observadas nos polegares que ocorrem em 39-55% dos
casos. Entre elas temos: hipoplasia, auséncia dos polegares ou ainda polegares
supranumerarios. Auséncia ou hipoplasia radial estdo envolvidas em 13-16% dos casos.
Menos comumente afetados estdo a espinha (espinha bifida), costelas (hipoplasia) e quadris
(deslocamento e displasia) (Kerviler et al, 2000; Giampietro et al., 1993; Glanz e
Fraser, 1982).

A AF ¢ também associada ao retardo de crescimento pré e pds-natal, em
54-77% dos casos, e baixo peso ao nascimento. Isso pode estar relacionado a deficiéncia de
horménio de crescimento ou hipotireoidismo, pois em estudo prospectivo com 54
individuos, 44% destes tiveram uma resposta subnormal a estimulagdo com hormoénio de
crescimento e 36% apresentavam hipotireoidismo (Auerbach, 1999; de Kerviler et al.,

2000; Wajnrajch et al., 2001).

Outra caracteristica muito comum da AF ¢ a presenca de anomalias cutaneas
que se devem a deposicdo de melanina em determinados locais da pele. Consistem
principalmente de manchas café-au-lait encontradas em 63-79% dos pacientes. Esse
aumento da pigmentagao ocorre principalmente na regido do tronco, ao redor do pescogo,
na virilha e axilas como mosqueado ou manchas largas de bordas difusas. Além disso, outra
anomalia cutanea freqiiente ¢ a hipopigmentacao, encontrada em 31% dos individuos que
consiste de manchas bem pequenas proximas umas das outras (Kerviler et al., 2000;

Smith et al., 1989) (Figuras 1A e 1B).

A baixa estatura aparece como uma das principais caracteristicas fisicas
observadas nessa doenga, com mais de 60% dos individuos segundo Giampietro et al.

(1993).

As malformagdes faciais observadas nos pacientes sdo principalmente: face
dismorfica, micrognatia e microcefalia, base nasal ampla, fendas palpebrais estreitas e

pregas epicantais (Tischkowitz e Hodgson, 2003) (Figura 2).

Introdugdo
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Figura 1- Paciente portador com alteragdo na implantag¢do dos polegares, hipoplasia radial
(A) e regides hiper e hipopigmentadas no tronco (B).

Fonte: http://www.emedicine.com/ped/topic3022.htm ou Alter, 1993.

Figura 2- Individuo com AF apresentando dismorfismos faciais (A) e Individuo com
alteragoes fisicas classicas de AF, como baixa estatura, microcefalia,

microftalmia e hipoplasia de radio (B). Fonte: Auerbach et al. (2002).

Introdugdo
21



1.2.2- Manifestagdes ndo-Hematoldgicas

Na AF mais de um ter¢o dos casos ndo apresentam anormalidades congénitas
obvias, somente sendo diagnosticados quando outro individuo da familia ¢ afetado ou
quando desenvolvem alteragcdes hematoldgicas. O diagnostico estabelecido previamente ao
desenvolvimento de aplasia medular, antes dos oito anos de idade, ocorre em menos de
50% dos casos. Em estudo realizado por Giampietro et al. (1997), 144 dos 419 pacientes
analisados (34%) ndo apresentaram anomalias congénitas principais, sendo diagnosticados

somente via analise citogenética e/ou molecular (Berger et al., 1993).

Anomalias renais estdo presentes em aproximadamente um terco dos pacientes
e incluem aplasia renal unilateral, hipoplasia, rins em forma de ferradura ou ureteres
duplos. Em homens ha uma alta incidéncia de anomalias genitais como hipogenitalia, que
afeta mais de 51% dos casos, hipospadia, sendo a infertilidade muito frequente

(Liu et al.,, 1991).

Alteragdes nos niveis de glicose/insulina sdo comuns e os autores concluiram
que somado a baixa estatura, uma caracteristica observada na maioria dos individuos
portadores, as endocrinopatias adquiridas devem prejudicar ainda mais o crescimento

(Tischkowitz e Dokal, 2004).

Surdez condutiva ¢ relativamente comum, em geral moderada, podendo ou nao

estar associada a malformagdes do ouvido externo (Kerviler ef al., 2000).

Anomalias menos comuns sdo as gastrintestinais, cardiacas e do sistema

nervoso e central (Kaplan et al., 1985).

Apesar dos pacientes apresentarem caracteristicas em comum, existe um amplo
grau de variabilidade fenotipica entre familias, como exemplificado por Koc et al. (1999)
que descreveram quatro individuos afetados, de duas familias consangiiineas nao
relacionadas, que apresentavam uma grande variagdo no peso ao nascimento, pigmentagao
da pele e gravidade das anomalias esqueléticas, renais e genitais. De acordo com Lo Ten
Foe et al. (1997), é provavel que mosaicismo somatico seja a principal explicagdo para a

variagdo fenotipica nas familias na AF. O mosaicismo ¢ caracterizado pela presencga, em
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um mesmo individuo, de duas ou mais linhagens celulares, sendo a causa comum de

mosaicismo, a nao-disjun¢do dos cromossomos em uma mitose pds-zigética inicial

(Nussbaum et al., 2002).

Como ¢ de se esperar 0s mosaicos somaticos apresentam fenoétipo hematologico

leve (Lo Ten Foe et al., 1997).

1.2.3- Manifestacdes Hematologicas

A mais importante das caracteristicas clinicas na AF ¢ a hematologica,
responsavel pelo grande nimero de morbidade e mortalidade. A incidéncia de anemia
aplastica (falta de todos os tipos celulares do sangue), da sindrome mieloplasica (SMD) e
da leucemia mieldide aguda (LMA) ¢ alta em portadores de AF. Ao nascimento, a
contagem de células do sangue ¢ geralmente normal e macrocitose ¢ geralmente a primeira
anomalia detectada, seguida de trombocitopenia (diminui¢do no nimero de plaquetas) e
neutropenia (diminui¢do do numero de neutréfilos). Pancitopenia esta presente tipicamente
em crian¢as com idades entre cinco ¢ 10 anos, em média incia-se aos sete anos. A
pancitopenia ¢ um quadro andmalo caracterizado pela alteracdo de duas a trés linhagens
celulares sanguineas. Progressiva, torna-se fatal devido a infecgcdes e hemorragias

(Auerbach e Allen, 1991; Rosenberg et al., 2004).

A sindrome mielodisplésica (termo descrito por Bennet er al, (1982) ou
mielodisplasia sao desordens hematoldgicas de cronicidade varidvel e pouco definidas que
evoluem para leucemias agudas. Pré-leucemia, termo introduzido por Block et al. (1953)
para também caracterizar mielodisplasia, foi descrito por Linman et al. (1970) que
encontrou pacientes com anemia que ndo tinham evidéncia de deficiéncia nutricional e que

se apresentavam refratarios ao tratamento com ferro.

De acordo com Butturini et al. (1994), os individuos que apresentam
mielodisplasia sdo caracterizados pela presenca de 5% a 30% de blastos mieldides na
medula 6ssea e de 5% a 10% de blastos no sangue, enquanto individuos com LMA

apresentam mais de 30% dos blastos na medula e mais de 20% no sangue.
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Em estudo realizado por Alter et al. (2000), em pacientes com AF, 32% dos
individuos analisados apresentavam SMD com quadro clinico caracterizado por

pancitopenia e aumento no nimero de células da medula 6ssea.

De acordo com Stites et al. (2000) o termo leucemia ¢ descrito como sendo uma
neoplasia hematologica caracterizada pela presenca de células malignas na medula 6ssea e
no sangue. As leucemias mielogénicas iniciam-se pela producdo cancerosa de células
mielogénicas jovens na medula dssea as quais sdo disseminadas por todo o corpo
(Guyton e Hall, 1998). Em pacientes com AF. a incidéncia cumulativa de leucemia estd em
torno de 10% em individuos portadores com até 25 anos de idade, de acordo com dados de

Alter (2003) e de mais dois estudos (Kutler et al., 2003 e Rosenberg et al., 2003).

Schaison et al. (1983) acompanharam a evolugdo de 44 pacientes com AF entre
1962 e 1980, na Franga. A idade média de diagndstico para AF foi de oito anos
(mas podendo ser diagnosticada dos sete meses aos 29 anos) e a incidéncia de leucemia foi

de 30% durante o periodo de acompanhamento dos pacientes (Rodriguez, 2003).

Auerbach e Allen (1991) analisaram todos os pacientes com AF do Registro
Internacional da Anemia de Fanconi (IFAR) e constataram uma incidéncia de leucemia
15.000 vezes maior que a observada em criangas da populagcdo em geral. Um outro estudo
com 388 pacientes com AF realizado por Butturini ef al. (1994), permitiu calcular o
verdadeiro risco para o desenvolvimento de anormalidades hematopoiéticas e morte devido
a causas hematologicas até a idade de 40, sendo de 98% e 81%, respectivamente. Dos 388
pacientes, 85% desenvolveram anomalias hematoldgicas, sendo que as mais comuns foram
a trombocitopenia isolada e a pancitopenia, as quais estavam associadas a diminui¢do no
numero de células da medula 6ssea em 75% dos casos estudados. O risco para pancitopenia
foi de 84% até os 20 anos, seguido de anomalias citogenéticas clonais (risco de 67% até os

30 anos) (Rodriguez, 2003).

1.2.4- Desenvolvimento de canceres

Para os pacientes que atingem a idade adulta, existe um alto risco para o

desenvolvimento de tumores sélidos, principalmente tumores hepaticos e carcinomas de
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células escamosas de esofago, orofaringeo e da wvulva (Alter, 1993; Alter, 1996;

Lustig et al., 1995).

Outros tipos de tumores menos encontrados sao os adenocarcinomas do
estomago, os tumores de mama, os meduloblastomas, os tumores de Wilms, os linfomas, os
retinoblastomas ¢ os osteossarcomas (Chadarévian et al., 1985; Gibbons et al., 1995;
Hill et al., 1981; Jacobs e Karabus, 1984; Levinson e Vicente, 1977; Van Niekerk
et al., 1987).

Um estudo com individuos do IFAR sugere a ocorréncia de anemia aplastica
precocemente em individuos portadores de anemia de fanconi (risco de 84% até 20 anos),
seguido de anomalias citogenéticas clonais (risco de 67% até 30 anos) e mais tarde
leucemia (risco de 52% para SMD e LMA até 40 anos de idade). Desenvolvimento de
tumores hepaticos ocorre em 5% dos pacientes descritos na literatura (Rosenberg et al.,

2003; Alter, 1996).

Alguns estudos tiveram como objetivo a analise do risco de desenvolvimento de
canceres em parentes de pacientes com AF. Um desses trabalhos foi realizado por
Swift et al. (1971), que analisaram 102 6bitos de parentes de casos de AF de oito familias e
encontraram uma alta proporcao de leucemia e canceres de lingua e estdmago. Entretanto,
isto ndo foi estatisticamente significativo quando o estudo, realizado pelo mesmo grupo, foi
ampliado para 25 familias. Ndo encontraram um aumento significativo de canceres, como

também, casos de leucemia como esperado (Swift et al., 1980).

Da mesma forma, Potter et al. (1983) estudaram 125 individuos de nove
familias e também apresentaram dados que comprova ser estatisticamente insignificante o

risco de cancer para os parentes de individuos com AF.

1.3- Fenétipo Celular

A AF também ¢ denominada de sindrome da instabilidade cromossdmica. As
células de pacientes com AF sdo caracterizadas por hipersensibilidade a agentes

clastogénicos, como mitomicina C (MMC), diepoxibutano (DEB), ciclofosfamida e
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cisplatina, dando origem a quebras cromossomicas. Essas quebras cromossomicas, descritas
por Schroeder et al. (1964), sdo visiveis microscopicamente através da analise citogenética
de metafases, tornando, esta caracteristica, base para um teste diagndstico eficaz (Figura 3).
Esse dano espontaneo do cromossomo esta relacionado ao atraso no término da fase S ou
G2 (pos-replicagdo) do ciclo celular. Quando as cé¢lulas desses pacientes sdo expostas, in
vitro, a uma baixa dose de um agente clastogénico, como MMC, elas respondem
notadamente por meio de quebras cromatidicas e intercimbios cromatidicos, como
quadrirradial, o que as diferenciam de células controles que respondem a este tratamento,

mas em uma porcentagem muito menor (Magdalena, 1999) (Figura 4).

Figura 3- Alteracdes cromossdmicas estruturais em individuos portadores. As setas
indicam cromossomos quadrirradiais e trirradiais formados apds as quebras

cromossomicas. Fonte: Adaptado de Lyakhovich A, and Surrallés J (2007).
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Figura 4- Esquema representando as quebras cromatidicas entre cromossomos nao

homologos.

No entanto, na AF, o intercambio cromatidico parece envolver pontos de
ruptura entre cromossomos ndao homologos. J4, na Sindrome de Bloom, o intercambio
envolve preferencialmente cromossomos homologos (Joenje e Patel, 2001;
Tischkowitz, 2004). At¢ 50% das células de portadores de AF, quando estimuladas,
apresentam de uma a trés aberracdes por célula. A instabilidade cromossdmica espontanea,
observada em células de individuos com AF, é diferente da observada em outras sindromes,
embora se assemelhe aquelas presentes em células de portadores da Sindrome de Bloom

(Joenje e Patel, 2001; Rodriguez, 2003).
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1.4- Testes Diagnosticos e Teste de Complementacao

Nao somente o teste molecular ¢ realizado para diagnosticar AF.
Auerbach et al., (1981) desenvolveram um método citogenético para o diagndstico dos
pacientes com AF, o qual utiliza preparagdes de metafases obtidas a partir de cultura de
linfécitos de sangue periférico estimulados com fitohemaglutinina e tratados com DEB.

Esta técnica foi utilizada pela primeira vez em 1977.

Em 1984 foi fundado um laboratorio de referéncia para a realizagdao do teste
citogenético com o DEB teste na Universidade Rockfeller, Nova York, EUA. De acordo
com o IFAR, os homozigotos mutantes apresentam, em média, 8,96% de quebras
cromossomicas por células (variacdo de 1,3 a 23,9%) apos cultura dos linfocitos do sangue
periférico com DEB, comparados com uma média de 0,06% (varia¢do de 0 a 0,36%) em

controles normais (Auerbach ef al., 1989; Auerbach, 1995; Rodriguez, 2003).

Os portadores heterozigotos sao assintomaticos e suas células nao apresentam
sensibilidade a fatores clastogénicos, dificultando assim o diagnoéstico (Kutler et al., 2003;

Magdalena, 1999).

Apesar do DEB teste ndo detectar heterozigotos e de gerar resultados
falso-negativos, ele ainda permanece como o principal método utilizado no diagnoéstico da

AF (Shimamura et al., 2002).

Ainda em diagnostico citogenético, para distingdo entre portadores de AF e o
grupo de doencas classificadas como anemia apléstica idiopatica (caracteristicas muito
semelhantes a AF), Cervenka er al. (1981) utilizaram a MMC como substancia
clastogénica. Na concentragao de 80 ng/mL de MMC no meio de cultura dos linfocitos, foi
observado um aumento de 50 vezes nas quebras cromossomicas e de 200 vezes nas figuras
radiais dos linfocitos de pacientes com AF, quando comparado com os valores médios para
as células de pacientes com anemia aplastica ou células de individuos saudaveis do grupo

controle.

Um segundo teste relacionado a AF € o teste para analise do fendtipo celular

denominado Teste de Complementacao.
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Complementagdo ¢ definida como a habilidade das células de pacientes com
fenotipos similares, devido a mutagdes em genes diferentes, de restabelecerem o fenotipo
selvagem quando hibridizadas (Thompson et al., 2002). No caso da avaliagdo da AF, o

fenotipo celular avaliado e o da instabilidade a cultura com substancias como DEB e MMC.

Yoshida (1980) fusionou fibroblastos de individuos normais e de pacientes
afetados com AF e observou uma taxa elevada na correcdo das aberragdes cromossomicas,
tanto espontaneas quanto induzidas por MMC, ocorrendo, portanto, a corre¢do do defeito

celular.

Alguns pesquisadores utilizaram esta linha de raciocinio na realizacao da fusdo
de células de dois pacientes com AF e observaram que, quando linhagens celulares de
linfoblastos de individuos ndo-consanguineos sao fundidas, sdo obtidas células hibridas que
apresentam resisténcia ou ndo a substancias clastogénicas, tais como MMC. Ocorrendo
complementacao do fenotipo, ou seja, surgimento de um hibrido 4n resistente a MMC, os
individuos sdo pertencentes a grupos de complementacdo distintos. As células de
individuos portadores que ndo se complementarem pertencem a um mesmo grupo de
complementacdo. (Duckworth-rysiecki et al., 1985; Joenje et al., 1995; Joenje et al., 1997;
Zakrzewski e Sperling, 1980) (Figura 5).

Por meio do teste de complementacdo e conseqiiente correcao da
hipersensibilidade aos agentes clastogénicos utilizados, foram descobertos 13 grupos de
complementacao distintos (A, MIM 607139; B, MIM 300515; C, MIM 227645; D1, MIM
605724; D2, MIM 227646; E, MIM 600901; F, MIM 603467; G, MIM 602956; 1, MIM
609053; J, MIM 605882; L, MIM 608111; M, MIM 609644; ¢ N, MIM 610355)
(Levitus et al., 2005; Meetei et al., 2005).
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Fusio de
Células

Sem Complementacio
complementacido [
'5 GRUPOS
MESMO DIFERENTES
GRUPO
S - MMC R - MMC

Figura 5- Teste de Complementacao utilizando células de trés individuos com AF (P1, P2

e P3).

A fusdo de P1 com P2 nio corrigiu o fenotipo celular (sensibilidade a MMC),
portanto sdo pertencentes a0 mesmo grupo de complementagdo. Ja no segundo caso (entre
P2 e P3) ocorre correcdo, o produto protéico de uma célula substitui o ausente na outra apds
a formagao do hibrido e vice-versa, indicando que os individuos sdo pertencentes a0 mesmo
grupo. S - sensivel; R — resistente; MMC — Mitomicina C. Fonte: Adaptado de Joenje e
Patel, 2001.

Em se tratando ainda de pesquisas relacionadas aos genes de AF., o IFAR,
localizado na Universidade Rockefeller - Nova York - Estados Unidos, surgiu hé vinte anos
atras com a finalidade de reunir informagdes genéticas e clinicas de pacientes com AF,
permitindo o estudo amplo da histéria natural desta rara doenga em um grande nimero de
pacientes. Um total de 754 individuos apresentando DEB teste positivo foram registrados
entre 1982 e 2004, ndo somente da América do Norte como também de paises como Brasil,
india e Turquia. Resultados de estudos a respeito das mutagdes no FANCC ¢ FANCA
foram anteriormente relatados em pacientes do IFAR. (Auerbach et al, 2003;

Gillio et al., 1997; Kutler et al., 2003; Verlander et al., 1995).
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De acordo com o IFAR, 65% dos pacientes no mundo pertencem ao grupo de
complementacdo A, 15% ao grupo C e 8-10% ao grupo G (Meetei et al., 2003a;
Rutler et al., 2003). A anélise de 241 familias classificadas pelo EFARP (European Fanconi
Anaemia Research Programme), mostrou que a maioria de pacientes, cerca de 66%,
pertenciam ao grupo de complementagao A, seguidos por 9,5% e 8,7% dos grupos C e G,

respectivamente (Figura 6).

Figura 6- Prevaléncia relativa dos onze grupos de complementacdo da AF.

Fonte: Adaptado de Levitus et al., 2004.

Mutagdes nos genes FANCA, FANCC e FANCG acometem cerca de 85% dos

casos diagnosticados, por isso a grande importancia em estuda-los (Kutler ef al., 2003).

1.5- Genética e Anemia de Fanconi

Schroeder et al. (1976), analisando a segregacdo da AF em 90 familias com
membros portadores do disturbio, estabeleceram o padrido de heranga autossdmico

recessivo para esta doenga e sugeriram a existéncia de uma heterogeneidade genética.
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Com a descoberta de grupos de complementagao distintos a proxima etapa seria

a procura pelos genes envolvidos na doenca.

Foram identificados, até o momento, 13 genes (FANCA, B, C, DI, D2, E, F, G,
I, J, L, M e N) nos grupos de complementacdo existentes, comprovando a grande

heterogeneidade genética na AF (Savino et al., 2003; Soulier et al., 2005) (Tabela 1).

Tabela 1- Os 13 genes envolvidos na AF e identificados até o momento. (Adaptado de

Wang e D’ Andrea, 2004)
F4 genes Prevalence in FA Chromosomal  Protein  Protein features Requirement  Conservation
{synonyms)  patients (estimated  location size for D2
percentage) {kDaj ubiquitination

FANCA B6% 16g24.3 163 Fhosphongdated following DA + Vertebrate
damage

FANCE =% Xpdisl 95 Contains nuclear localization sequence  + Vertebrate

FANCC 1% gl 63 = + Vertebrate

FANCDY ~1% 13q12-13 80 Contains BRC repeats and an OB-fold - Vertebrate, warm

{BRCAZ) DA binding domain; regulates RADS1

FANCDZ ~1% q25.3 155,162 Monoubiquitylzted and + ertebrate, warm,
phosphondated following DNA insect, slime
damage muould

FANCE ~1% apZl-21 a0 Binds FANCDZ; phosphorylated by * Vertebrate
CHE following DMA damage

FANCF ~1% 11p15 41 . * Vertebrate

FANCG 0% Opli of Conitains TPR repeats; phosphosylated  + Vertebrate

RCC) following DMA damage

FANCH -i% 15q25-26 140, 147 A partner for FANCDZ; + Vertebrate, worm,
monoubiguitylated and insect, slime
phesphorylated following DMA mold
damage

FANC) BRIFLS  ~E% 17g2-24 14 5-to-3' DNA helicase; binds BRCAL; - Vertebrate,

BACHI) phospharylated following DNA invertehrate,
damage yeast

FANCLIPHFS) <0.2% plgd 43 FHIring-finger ubdquitin-ligase + Vertebrate, insect,
activity: contains WD40 repeats slime mould

FANCMIH2f)  <0.2% 14213 250 Contalns helicase and endonuclzase + Vertebrate,
domains; phosphorylated following imvertebrate,
DMNA damage yeast, archaea

FANCH ~1% 16n12.1 140 An essential partner for BRCAZ stabiliny - Vertebrata

|PALEZ) and nuclear localization

O gene FANCA apresenta mais de 100 mutagdes descritas e foi clonado por
dois grupos de pesquisadores independentes (Apostolou et al., 1996 e Lo Ten Foe et al.,

1996). Localiza-se no braco longo do cromossomo 19 regido 24.3.

Introdugdo
32



O transcrito FANCA tem 5.5 Kb e codifica uma proteina com 1455
aminoacidos, com uma massa molecular de 163 kD, que também ndo tem homologia

significativa com outras proteinas. Consiste de 43 éxons que variam de 34 a 188 pb

(Rodriguez, 2003) (Figura 7).

A mutacdo brasileira, “the common Brazilian mutation”, para FANCA ¢ a
A3788-3790. Em um estudo com 350 individuos, realizado por Levran et al. (1997), 10%

deles apresentaram essa mutacgao.

No Brasil a mutacdo 3788-3790del foi encontrada em 30% dos pacientes
analisados, ou seja, vinte de quatro em uma amostra de 80 pacientes ndo consangiiineos de
todas as regides do Brasil. O trabalho confirmou que dos 24 pacientes, treze (16,25%) eram
homozigotos mutante e 11(13,75%) eram heterozigotos composto. Assim confirmando uma
alta freqiiéncia da mutagdo 3788-3790del do gene FANCA em brasileiros
(Magdalena et al., 2005).

O estudo de correlacdo entre mutagdo e etnia foi feito com a populacao
Africana, onde hd uma alta incidéncia dessa doenca. Quase todos os pacientes
apresentavam a mesma mutacdo no gene FANCA, e esta alta freqiiéncia foi atribuida a um
casal que imigrou para o sul da Africa no final do século XVII (efeito fundador) (Demuth ez

al., 2000; Joenje e Patel, 2001; Tipping et al., 2001).

A3788_3790

[

123 4 567 8910 111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Figura 7- Representagdo do gene FANCA.
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O gene FANCE, mapeado por Waisfisz et al. (1999), esta localizado no braco
curto do cromossomo 6, regido 21.22. Esta regido contém genes classe I do Complexo
Principal de Histocompatibilidade, portanto ¢ pouco provavel que individuos pertencentes
ao grupo E da AF tenha um parente ndo afetado compativel para um possivel transplante
medular. E constituido de 10 éxons e codifica uma proteina de 536 aminoacidos

(de Winter et al., 2000a) (Figura 8).

Foram relatadas sete mutagdes nesse gene.

355C>T 1111C>T
421C>T 1094G>A IVS5-8G> A

1504G> A

éexons 1 2 34 5 678 9 10

Figura 8- Representag¢ao do gene FANCE.

O gene FANCF foi descoberto por de Winter et al. (2000) e esta localizado no
braco curto do cromossomo 11, regido 15. Codifica uma proteina de 374 aminoacidos a

qual ¢ homologa a proteina procariotica de ligagdo a RNA denominada ROM (Figura 9).
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16C>T327C> G 230-252del 4, 4ocqq

s

exons 1

Figura 9- Representagao do gene FANCF.

Mutacdes nos genes FANCE e FANCF acometem menos de 10% dos
individuos portadores (Tischkowitz e Dokal, 2004).

O gene FANCD? foi mapeado por Whitney et al. (1995) e clonado por Timmers
et al. (2001) e apresenta um papel chave na no reparo de DNA. O gene est4 localizado no

brago curto do cromossomo 3 trés na regido 25.3. Apresenta 44 éxons (Figura 10).

376A>G
904C>T 958C>T gy 00| 3707G>A

-p

12 3 45 678 9 101112 13 14 15161718 192021 222324 2526272829 30 31 32 333435 3637 38 39

Figura 10- Representacdo do gene FANCD?2.
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Estudo recente de Howlett er al. (2002) demonstrou ser o gene FANCDI
idéntico ao BRCA2. A seqiiéncia do BRCA2 foi determinada em um paciente pertencente ao
grupo D1 de complementacdo e mostrou a presenca de duas mutacdes que levaram a
formacgao de proteinas truncadas. O interessante ¢ que homozigotos do gene BRCA2 nunca
foram descritos, com isso acredita-se que esta combinagdo seria letal. A confirmagdo de
que o FANCD] ¢ realmente o BRCA2 foi realizada pela anélise de complementacao das
células FANCDI com cDNA do gene BRCA2. O gene, de 27 éxons, estd localizado em
13q12-13 e produz uma proteina de 384kD (Meetei et al., 2003; Rodriguez, 2003; Stewart e
Elledge, 2002; Van der Heijden et al., 2003; Wang e D’ Andrea, 2004) (Figura 11).

=R - H R HHRHH H AR =

éxons 12345678910 111213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figura 11- Representagdo do gene FANCD.

FANCI foi o décimo terceiro gene a ser clonado e mapeado no cromossomo 15
na regido 15925-q26. O gene apresenta 38 éxons com a tradu¢do se iniciando no segundo

éxon. O transcrito do gene contém 1328 aminoéacidos e massa molecular de 146kD.

Este gene apresenta similaridade de seqiiéncia com o gene FANCD?2, parecendo
terem evoluido de um gene ancestral comum. Os transcritos de FANCI interagem com
FANCD?2, e juntos, como um complexo FANCI-FANCD?2, se direcionam-se a cromatina em
resposta a danos ao DNA. Do mesmo modo que FANCD2, o FANCI ¢ monoubiquitinado, e
a ubiquitinacdo de ambas as proteinas ¢ essencial para a manuten¢do do complexo. Entdo

uma mutag¢do em FANCI ¢é responsavel pela perda de funcionalidade do ciclo da AF.

FANCJ, denominado também de BRIPI e¢ BACHI, foi descoberto por
Levran et al. (2005) e localiza-se em 17q22.24 e apresenta 20 éxons. A proteina FANCJ
liga-se diretamente a BRCAI que atua no reparo de DNA por recombinagdo homologa

(Levitus et al., 2005).
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O gene FANCL (ou PHF9), clonado por Meetei et al. (2003a), codifica a
proteina FAAP43, que possui atividade E3 ubiquitina ligase in vitro e ¢ essencial para a
monoubiquinagdo de FANCD?2 in vivo. Esta localizado no brago curto do cromossomo 2,

regido 16.1 (Figura 12).

éxonlldel

éxons 123 4 5 6 78 910 11 1213 14

Figura 12- Representacdo do gene FANCL.

Descoberto em 2004 por Meetei et al., o gene que codifica a proteina FAAP9S,
o gene FANCB, inesperadamente foi localizado no brago curto do cromossomo X, regiao
22.31 e esta sujeito a inativagdo do cromossomo X. A heranga ligada ao X tem importantes
implicagcdes no diagndstico e aconselhamento genético para familias nas quais somente

homens sdo afetados com AF. Possui 10 éxons e apenas quatro mutagdes foram descritas

(Figura 13).

811insT _
1838ins 10693del33

1650delT

éxons 1 2 34 5 678 9 10

Figura 13- Representacao do gene FANCB.
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O gene FANCM, esta localizado em 14g21.3 e ¢ constituido de 11 éxons
codificantes. Produz uma proteina, a FAAP250, de 142 KD e ¢ raramente encontrado

(Meetei et al., 2005).

O gene responsavel pelo grupo G, FANCG foi o terceiro a ser clonado por
Saar et al. (1998) e foi descoberto, por de Winter et al. (1998), ser idéntico a seqiliéncia
cDNA no GenBank (AJOO7669) para XRCC9 humano. O gene estd localizado no brago

curto do cromossomo nove, regidao 13 (9p13).

O gene tem 5,42Kb sendo 1869 bp codificantes que estdo divididos em 14
¢xons (Figura 14). A proteina codificada possui 622 aminodcidos, a qual ndo apresenta
similaridade em sua seqiiéncia com nenhuma outra proteina conhecida que pudesse revelar
uma possivel fungdo molecular para FANCG/XRCC9 (Auerbach et al., 2003; National

Center For Biotechnology Information)

IVS8-2A>G
IVS3+1G>C 1794 1803del10

éxons 123 4 5 6 78 910 11 1213 14

Figura 14- Representagdo da estrutura do gene FANCG. Fonte: Adaptado de
Yagasaki et al., 2003.

1.5- FANCC

O gene FANCC foi o primeiro gene a ser clonado no ano de 1992 por Strathdee
et al. e esta localizado no brago curto do cromossomo 9, regido 22.3. Apresenta 1.674 pb
codificadores divididos em 14 éxons que apresentam de 53 a 201 pb de tamanho

(Figura 15).
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Esse gene codifica uma proteina de 63kD. Sua funcdo nao estd totalmente
estabelecida, mas acredita-se que esteja envolvida no reparo de DNA. Evidéncias
demonstram que essa proteina localiza-se no citoplasma celular, mas que exerce importante
funcdo no nucleo, fato que esta relacionado as teorias existentes de sua fun¢do em nivel de

reparo (Hoatlin, 1998; Rodriguez, 2003).

A mutagdo mais freqiiente ¢ a IVS4+4A>T a qual leva a uma alterag@o do sitio
de splicing e conseqiiente delecdo do éxon 4. Essa mutacgdo ¢ particularmente prevalente em
judeus Ashkenazi com uma freqii€ncia de portadores de um em 89 e ¢ caracterizada por um
fenotipo grave com multiplas anomalias congénitas e inicio precoce de disturbios da

medula ossea (Gillio et al.,1997).

A segunda mutac¢do mais prevalente ¢ a AG322 que resulta em fenotipo leve.
Essas duas mutacdes acometem cerca de 90% dos casos de AF do grupo C. Dentre as

menos comuns estdo W22X, e L554P (Verlander et al., 1994; Yamashita et al., 1996).

Yates et al. (2006), usando andlise de complementacao identificaram trés novas
mutagdes no gene FANCC em dois paciente brasileiros; uma inser¢do no éxon 4
(c.455_456dupA), uma mutagdo de ponto no éxon 13 (c.1390C>T), e uma dele¢do no éxon
9. O estudo confirmou que os pacientes eram heterozigotos composto ¢ que duas dessas

mutagoes inativam a fun¢do da proteina FANCC.

Q13X IVS4+4A>T

AG322
w2

éxon 1 23 4 5 6 7 8 910 11 1213 14

Figura 15- Representagao do gene FANCC.
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A AF tem grande relevancia médica em vista de suas graves conseqiiéncias
anatomo-funcionais. Por isso o reconhecimento de mutagdes no gene FANCC, ¢ de grande
utilidade para alcangar um diagnoéstico detalhado e preciso ajudando no esclarecimento das
possiveis e variadas etiologias da AF, colaborar com dados a respeito da incidéncia da
doencga no Brasil e auxiliar no aconselhamento a pacientes e familiares sobre prognostico e

possiveis intervengdes terapéuticas. (As mutagdes identificadas estdo na tabela 2).

Tabela 2- Mutagdes no gene FANCC.

Tipo de
Mutacio Local Nomenclatura Fonte
Mutacio
Verlander et al. Am J Hun Gen 54:595-601
292 C>T éxon 1 stop codon Q13X (1994) Murer-Orlando et al. Lancet 342:686
(1993)
Gibson et alHum Mol Gen 2:797-799
808C>T éxon 6 stop codon R185X
(1993)
1742T>G éxon 13 AA substitution L496R Gibson et al. Hum Mut 8:140-148
1897C>T éxon 14 Stop codon R548X Murer-Orlando et al. Lancet 342:686 (1993)
322delG éxon 1 Frameshift 322delG Strathdee et al. Nature 356:763-767 (1992)

IVS4+4A>T intron 4 RNA splicing IVS4+4A>T  Whitney et al. Nature Gen 4:202-205 (1993)

Strathdee et al. Nature Gen 1:196-198
(1992)

1916C>T éxon 14  AA substitution L554P

320G>A Exon 1 Stop Codon W22X Gibson et al. Hum Mut 8:140-148 (1996)

Anadlises de mutagdes em genes responsaveis pela AF tém sido realizadas por
paises ocidentais, de acordo com The Rockefeller University - Fanconi Anemia Database,
sendo que a prevaléncia por um subgrupo, o tipo de mutagdo e até mesmo a gravidade do
fenotipo dependem do grupo étnico a que os pacientes pertencem. Como citado
anteriormente, a mutagdo IVS4+4A>T no gene FANCC, por exemplo, ¢ altamente
prevalente em judeus da populacdo Ashkenazi. Interessantemente, essa mutacdo ¢ a mais

prevalente na popula¢do japonesa, mas o fendtipo ¢ menos grave comparado aos
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Ashkenazis, sugerindo que genes modificadores de uma raca especifica ou fatores

ambientais influem na gravidade do fenotipo (Tischkowitz e Hodgson, 2003).

No Brasil, em trabalho recente intitulado: “Estudo Molecular da Anemia de
Fanconi” (RODRIGUEZ, 2003), pacientes foram triados através da analise clinica e
posteriormente triados para a presenca de mutagdes nos genes FANCA ¢ FANCC. No
entanto, a maioria dos pacientes (64%), apesar da clinica compativel, ndo apresentou
mutagdes nestes genes. Considerando que mutac¢des no gene FANCC acometem 15% dos
portadores de AF no mundo e levando em considera¢do as conseqiiéncias hematologicas

prematuras, torna-se relevante a analise deste gene na populacdo brasileira.

1.6- Funcao das Proteinas

Em relagdo as proteinas codificadas pelos genes relatados, a ampla similaridade
fenotipica entre os individuos dos diferentes grupos de complementacdo da AF leva a crer
que, provavelmente, os seus produtos protéicos interajam em uma funcdo comum

(D’ Andrea e Grompe, 2003).

Segundo Van de Vrugt (2002), a AF ¢ classificada como um distarbio de gene
de housekeeping por causa de duas caracteristicas da doenga: as células em cultura de
individuos com AF apresentam um aumento de aberragdes cromossdmicas espontaneas e
sdo hipersensiveis a agentes clastogénicos como MMC. Os genes de manutengdo estdo

envolvidos em reparar danos ao DNA e manter a integridade gendmica.

De acordo com Reuter (2003), a hipotese funcional que surgiu por meio da
analise do fendtipo clinico dos pacientes sugere que esses produtos protéicos estejam
associados a cinco classes funcionais de proteinas: 1) responsdveis pela regulacdo da
transcri¢do, 2) sinalizacdo, 3) metabolismo oxidativo, 4) transporte intracelular e
5) apoptose. Por meio de um recente estudo realizado pelo mesmo grupo, cada uma das

proteinas codificadas pelos respectivos genes interage com, no minimo, uma classe.
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Evidéncias recentes indicam que um complexo central e nuclear, composto por
FANCA, B, C, E, F, G, I, M e, juntamente com FANCL, convertam FANCD2-S em
FANCD2-L monoubiquitinizado. Isso ¢ desencadeado pelo dano ao DNA. Recentes
evidéncias sugerem que FANCL seja a principal E3 ubiquitina ligase que monoubiquitina

FANCD?2 antes de BRCA1/BARDI1, como se acreditava anteriormente (Meetei, 2003a).

Embora as proteinas da AF formem um complexo, a sua fun¢do permanece
desconhecida. Pesquisas sdo necessdrias para determinar se o complexo atua diretamente
detectando o dano do DNA, na reparacdo do mesmo ou na estabilizacdo de estruturas

cromossomicas (Tischkowitz e Dokal, 2004).

Nenhuma das proteinas do complexo apresenta um dominio catalitico dbvio,

como também nenhuma atividade enzimatica associada com o complexo estd totalmente

definida (D’ Andrea e Grompe, 2003; van de Vrugt et al., 2002).

A proteina FANCD2 ¢ pega chave na ligacdo entre o complexo e as proteinas
diretamente relacionadas ao reparo de DNA. Estudos iniciais indicam que FANCD?2 existe
em duas isoformas: FANCD2-S (produto primario de tradugdo) e FANCD2-L
(isoforma monoubiquilada). Importante dizer que a isoforma FANCD2-L ¢ observada
somente em células de individuos normais ou células de individuos com AF que sdo
resistentes a MMC. Este achado indica que o complexo nuclear e as outras subunidades
protéicas sdo necessarios para a conversao de FANCD2-S para FANCD2-L (D’Andrea e
Grompe, 2003; Timmers et al., 2001).

Andlise de espectrometria de massa mostrou que a monoubiquinagdo de
FANCD?2 dé-se na lisina 561 (lis561) (K61). Esta lisina ¢ conservada em muitas proteinas
FANCD?2 eucarioticas, por exemplo, em A. thaliana, C. elegans e Drosophila, o que indica
que este aminodcido apresenta funcao crucial para o funcionamento apropriado da proteina

(Timmers et al., 2001).

Mutagdes de lisina para arginina neste residuo abalam a monoubiquitinizagao,
indicando que outros residuos de lisina na proteina ndo podem servir como substitutos para

ligagdo da ubiquitina (DAndrea e Grompe, 2003; Timmers ez al., 2001).
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A proteina FANCD?2 est4 presente em trés vias: na primeira delas, o complexo
nuclear, juntamente com FANCL, provoca a conversao de FANCD2S em FANCD?2L. Essa,
por sua vez, ativa as proteinas que diretamente atuam no reparo de DNA por recombinagdo
homologa. Sao elas: BRCA1, com FANCJ, BRCA2/FANCDI1 e RAD51. Na segunda via, a
proteina FANCD?2 interage independentemente com ATM/ATR. Mutagdes na proteina
ATM, codificada pelo gene Ataxia Telangiectasia Mutated, causa o distirbio autossdmico
recessivo denominado Ataxia Telangiectasia que, como na AF resulta em quebras
cromossomicas espontaneas e canceres hematologicos. Diferentemente da AF, os pacientes
AT apresentam imunodeficiéncia e degeneragdo neural cerebelar. A proteina ATM ¢
responsavel pela fosforilacdo de FANCD2S, a qual atua diretamente no ponto de checagem
da fase S do ciclo celular. Na terceira e tltima via, a proteina ATM, ativada em resposta ao
dano do DNA induzido por radia¢do ionizante, ativa a proteina NBS responsavel pela
fosforilagdo de FANCD2S, a qual atua sobre o complexo MRE11 e RADS0, proteinas
responsaveis pelo ponto de checagem da fase S do ciclo celular (Couzin, 2003; DAndrea e
Grompe, 2003; Meetei et al., 2004; Nakanish et al., 2002; Taniguch et al., 2002; Wang e
DAndrea, 2004; Zhang et al., 2004).

A sindrome de Nijmegen (NBS) ¢ outro disturbio autossdmico recessivo.
Similar a AT ¢ caracterizada por imunodeficiéncia e predisposicdo a linfoma. Uma
quantidade significativa de pacientes apresenta fenotipo semelhante a AF, como exemplo,

progressiva falha da medula 6ssea (MO) e LMA (D’Andrea e Grompe, 2003).

Em resumo, FANCD2 esta relacionada a trés vias: 1) as proteinas da AF
formadoras do complexo nuclear sao responsaveis pela monoubiquitinizagdo de FANCD2
que atuam sobre proteinas do reparo; 2) em resposta a radiacdo ionizante, ATM/ATR
fosforila NBS1 levando a fosforilagdo de FANCD2 que por sua vez promove a ativagao do
ponto de checagem da fase S do ciclo celular, enquanto 3) em resposta a MMC, a NSBI1
reine-se em um mesmo foci nuclear com MREII/RAD5S0 e FANCD2
(Venkitaraman, 2003).

A descoberta de que FANCDI ¢, de fato, BRCA2 indica que o0s passos
envolvidos na susceptibilidade ao cancer de mama e AF sdo interconectados em mais de

um nivel (D’Andrea e Grompe, 2003; Witt e Ashworth, 2002).
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Estudos mostraram que o complexo AF interage também com o complexo
BLM/BRAFT; o gene BLM ¢ mutado na sindrome de Bloom, a qual apresenta
similaridades com AF e ¢ possivel que estes complexos atuem em conjunto no processo de

correcao do dano do DNA (Meetei et al., 2003b).

Embora existam varias hipdteses em relagdo aos passos bioquimicos nos quais
atuam as proteinas envolvidas com AF, provavelmente estes modelos sdo muito
simplificados. Novas hipoteses alternativas tém sido propostas, onde AF e as proteinas
relacionadas trabalham em uma rede de processos € ndo como simplesmente uma seqiiéncia
linear de eventos na protegdo contra aberragdes cromossdOmicas ~estruturais

(Venkitaraman, 2004).

Dano ao DNA

| 14

FAMEDZ-5 FAMCDE-L

Figura 16- Representacdo das trés (1, 2 e 3) vias relacionadas as proteinas da AF. A
proteina FANCD2 ¢ fundamental no processo de reparo do DNA. Fonte:
Nakanishi et al., 2004; Tischkowitz, 2004
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1.7- Terapéutica e Perspectivas para o Futuro

A conduta médica a ser tomada depende da idade de apresentagcdo dos primeiros

sintomas e presenca ou auséncia de anomalias hematologicas.

Inicialmente os individuos devem realizar ultrassom do trato renal, testes
auditivos e avaliagio hematolégica que deve incluir avaliagio da MO. E importante a
tipagem de imunohistocompatibilidade (HLA) em antecipagdo a um possivel transplante de

medula.

Avaliagdo endocrinologica deve ser realizada, principalmente, se existir
evidéncia de retardo de crescimento, como também, avaliagdo oftalmolodgica. Cirurgias
corretivas realizadas para defeitos nos polegares e radiais com o intuito de aumentar a

funcao e melhorar a estética.

Caso ndo existam distirbios hematologicos no momento do diagnodstico, um
monitoramento deve ser exigido uma vez por ano, pois a medida que individuos tornam-se

mais velhos, complicagdes hematoldgicas surgem.

Muitos pacientes que desenvolvem inicialmente falhas na medula oOssea
respondem a medidas de suportes como transfusdes sanguineas, androgénios e citocinas. Os
androgénios sdo usados terapeuticamente, pois eles aumentam a producdo e secrecao

urinaria de eritropoietina acarretando em aumento da producao celular pela medula 6ssea.

Eventualmente muitos pacientes recorrem a transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCH) (Tischkowitz e Hodgson, 2003). Este ¢ o tnico tratamento curativo
para restaurar a hematopoiese e prevenir a ocorréncia de leucemia. Gluckman et al. (1989)

foram os pioneiros na realizagao do TCH em uma crianga com AF.

Em trabalho recente, Bielorai et al. (2004) realizaram um diagnéstico pré-
implantacdo para identificacio da mutagdo e escolha do embrido saudavel. Este seria
histocompativel para realizacdo de um transplante de células de corddo umbilical para um

individuo portador. Por isso a importancia do estudo das mutagdes no gene FANCC.
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A AF ¢ uma doenca candidata a terapia génica em vista das sérias complicacdes
hematologicas. Existem tentativas com sucesso utilizando transferéncia génica mediada por
retrovirus em camundongo knockout FANCC levando a corregdo do fenotipo celular

(Gush et al., 2000; Tischkowitz e Hodgson, 2003, Liu et al., 1999, Galimi et al., 2002).
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo Geral

- Estudar as mutagdes do gene FANCC em pacientes com quadro clinico de

AF na regido de Campinas.

2.2- Objetivos Especificos

- Investigar a ocorréncia das mutagdes IVS4+4A>T, AG322, Q13X, W22X,
R185X, L496R, L554P, e R548X no gene FANCC em pacientes com

suspeita clinica de AF.

- Triar mutagdes no gene FANCC, por meio da técnica SSCP, em pacientes

que apresentarem mutagdes em apenas um alelo.
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3.1- Casuistica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — Unicamp,

parecer sob nimero 364/2005 (anexo 4 ).

Foram analisados 121 individuos com suspeita clinica de AF, escolhidos
através de uma triagem realizada nos Ambulatérios de Genética Médica do Hospital das
Clinicas/UNICAMP, nos ambulatérios de Hematologia e casos que foram enviados por
diversos hematologistas da regido de Campinas. A anélise citogenética por meio da cultura
de linfécitos com o agente clastogénico DEB, foi realizada pelo Laboratério de

Citogenética do Hemocentro, coordenado pela Prof*. Dr*. Carmen Silvia Passos Lima.

3.2- Critérios de Inclusao

Os individuos que compuseram a amostra apresentaram quadro clinico
compativel com o distirbio e DEB teste positivo, bem como concordaram em participar da
pesquisa via assinatura de um termo de consentimento. Os sujeitos que apresentaram DEB

teste negativo e/ou se recusaram a participar foram excluidos da pesquisa.

3.3- Métodos
Os métodos utilizados para a realizacdo do trabalho foram:

1- cultura de linfécitos com agente clastogénico (DEB), realizado pelo

Laboratério do Citogenética do Hemocentro e;

2 - andlise molecular por PCR (SAIKI et al., 1989) associada a digestdo

enzimatica.

3 - nos casos nos quais foi encontrado apenas um alelo mutante, realizamos

uma triagem por meio das técnicas de SSCP.
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3.3.1- Extracio de DNA de Leucdcitos Periféricos utilizando-se LICL
(CLORETO DE LITIO) e Proteinase K

Foram retirados assepticamente 5mL de sangue venoso de cada um dos
pacientes, preparadas as aliquotas e a extracdo de DNA realizada de acordo com protocolo

descrito por WOODHEAD et al., 1986 (ANEXO 2).

3.3.2- Amplificacdo Génica (PCR) e Digestao Enzimatica

A técnica de reagdo em cadeia da polimerase (denominada de PCR, abreviatura
do nome em inglés, “Polymerase Chain Reaction” descrita por SAIKI ef al., 1989),
possibilita a amplificacdo de uma pequena seqii€éncia de DNA através do uso de dois
iniciadores (“primer”) que flanqueiam a regido do DNA a ser amplificada, onde se
hibridizam devido a complementaridade de bases de suas seqiiéncias. A amostra de DNA ¢é
misturada em uma solugdo com os iniciadores e, logo em seguida, sdo realizados, em um
aparelho termociclador, repetidos ciclos de desnaturacao térmica do DNA, anelamento dos
iniciadores em temperaturas adequadas e a extensao dos iniciadores promovida pela enzima

Tagq DNA polimerase, levando ao acimulo exponencial da seqiiéncia de DNA alvo.

A reacdo da PCR para andlise das mutagdes foi realizada em volume total de
50 pL, com a seguinte composi¢ao de reagentes: 36,5 ul. dgua de injecdo; 5,0 uL tampao
10x; 2,0 u. MgCl, 50 mM; 2,5 pL ANTP 1,25 mM; 1,0 uL. primer forward 5 pmol e
1,0 pL  primer reverse 5 pmol, 3,0 uL. de Tag DNA polimerase e 1,0 pL de DNA
gendmico. A reacdo de amplificacdo para as mutacdes foi realizada em aparelho
termociclador e consistiu em uma desnaturagdo inicial de 94°C por 5 min, seguida de
30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56-61°C por 1 minuto, dependendo do primer utilizado,

72°C durante 1 minuto e, no final, 72°C por 5 minutos de extenséo.

As mutagdes e temperaturas de anelamento utilizadas para andlise estdo

descritas na tabela 3:
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Tabela 3- Relacdo de mutacdes com respectivas enzimas utilizadas para a digestao

enzimadtica e fragmento para andlise.

Genes de Mutacoes Enzima de T(°C) Fragmentos Fragmentos
AF Estudadas Restricao Incubacio Normais (pb) Mutantes (pb)
FANCC Q13X Bel 1 50 227 +23 250
FANCC Ww22X Fok 1 37 204 + 17 187+ 17+ 17
FANCC AG322 Bsp1286 1 37 128 +22 151
FANCC IVS4+4 A>T Sca 1 37 108 + 23 131
FANCC R185X Nla III 37 105+ 17 74 +31 +17
FANCC L496R Hha I 37 303 218 + 85
FANCC R548X Ava 1 37 231 +133 364
FANCC L554P Bbv I 37 260 + 104 364

Fonte: Adaptado de GIBSON et al., 1996.

Para deteccado da mutagdo IVS4+4A>T utilizamos anédlise dos fragmentos de
restricdo, em gel, obtidos pela enzima Scal (Tabela 3). Houve a amplificacdo de um
fragmento de 131 pb. A enzima Sca I reconhece o sitio (AGTACT) no intron quatro. A
mutacio cria um sitio de restricdo. Depois da digestdao, um individuo normal apresentara
uma banda visivel de 108 pb e outra de 23pb. Um homozigoto mutante terd uma unica
banda de 131 pb e, um heterozigoto, o qual apresenta um alelo normal e o outro mutante, as

trés bandas.

A reacgdo de digestdo consistiu em adicionar 1 uL. de enzima Sca I, diretamente
ao tubo de PCR. Apés incubagdo a 37°C por 16 horas o resultado da digestdo foi avaliado

em eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio.

Para andlise da mutacdo AG322 utilizamos somente a enzima Bsp1286 I que
reconhece um sitio de restricdo na seqiiéncia normal. O amplificado apds a PCR apresenta
151 pb. Apéds a digestdao um individuo normal apresentard bandas de 128 e 22 pb visiveis
no gel. Um individuo afetado apresenta uma banda tnica de 151pb e um heterozigoto as
bandas de 22, 128 e 151 pb. Importante ressaltar que o fragmento de 22 pb, por ser muito
pequeno, ndo aparece no gel apds a eletroforese. A reacdo de digestdo consistiu em
adicionar 1 pL. de enzima Bsp1286 I, diretamente ao tubo de PCR. Apds incubacdo a 37°C
por 16 horas o resultado da digestao foi avaliado em eletroforese em gel de poliacrilamida

12% corado com brometo de etidio.
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Para andlise da mutacdo QI3X utilizamos a mesma técnica descrita
anteriormente, porém utilizando a enzima Bcl I para clivagem do DNA (Tabela 3). A
enzima reconhece um sitio de restricdo na seqiiéncia normal. O amplificado apds a PCR
apresenta 250 pb. Apéds a digestdo um individuo normal apresentard bandas de 227 e 23 pb
visiveis no gel. Um individuo afetado apresenta uma banda unica de 250 pb e um
heterozigoto as bandas de 23, 227 e 250 pb. Importante ressaltar que o fragmento de 23 pb,

por ser muito pequeno, ndo aparece no gel apos a eletroforese.

Na reacao de digestao foi adicionado 1puL da enzima Bcl I diretamente ao tubo
de PCR. Apoés incubagdo por 16 horas a 37°C o resultado foi avaliado em gel de

poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio.

Utilizamos a enzima Fok I para deteccio da mutacdo W22X (Tabela3). A
reacdo de digestdo consistiu em adicionar 1 pL. de enzima Fok I, diretamente ao tubo de
PCR. Apés incubagdo a 37°C por 16 horas o resultado da digestdo foi avaliado em
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio. Houve a
amplificacdo de um fragmento de 221 pb. O individuo que apresenta os dois alelos com a
mutacdo apresentard duas bandas visiveis no gel, 187, 17 el7 pb. O heterozigoto trés

bandas, 204, 187 e 17. O individuo normal uma banda de 204 e outra 17 p

Utilizamos a enzima Fok I para detec¢do da mutacdo R548X (Tabela3). A
reacdo de digestdo consistiu em adicionar 1 ul. de enzima Ava I, diretamente ao tubo de
PCR. Apés incubacido a 37°C por 16 horas o resultado da digestdo foi avaliado em
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio. Houve a
amplificacdo de um fragmento de 364 pb. O individuo que apresenta os dois alelos com a
mutacdo apresentard uma banda visivel no gel, 364pb. O heterozigoto trés bandas, 364, 231

e 133. O individuo normal duas bandas de 231 e outra 133 pb.

Para andlise da mutacdo L554P utilizamos a mesma técnica descrita
anteriormente, porém utilizando a enzima Bbv I para clivagem do DNA (Tabela 3). A
enzima reconhece um sitio de restricdo na seqiiéncia normal. O amplificado apds a PCR
apresenta 364 pb. Apds a digestdo um individuo normal apresentard bandas de 260pb e
104pb visiveis no gel. Um individuo afetado apresenta uma banda tnica de 364 pb e um

heterozigoto as bandas de364, 260 e 104 pb.
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Para andlise da mutacdo L496R utilizamos somente a enzima Hha I que
adiciona um sitio de restri¢cdo na seqiiéncia normal. O amplificado apés a PCR apresenta
303 pb. Apds a digestdo um individuo normal apresentard uma banda de 303pb visivel no
gel. Um individuo afetado apresenta duas bandas uma de 218 e 85 pb e um heterozigoto as
bandas de 303, 218 e 85 pb. A reacao de digestdo consistiu em adicionar 1 ul. de enzima
Bsp1286 I, diretamente ao tubo de PCR. Apds incubagdo a 37°C por 16 horas o resultado
da digestao foi avaliado em eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com brometo

de etidio.

Para deteccdo da mutacdo R185X utilizamos andlise dos fragmentos de
restri¢do, em gel, obtidos pela enzima Nla III (Tabela 3). Houve a amplificacio de um
fragmento de 122 pb.. A mutacdo elimina o sitio de restricdo. Depois da digestdo, um
individuo normal apresentard duas bandas uma de 105 e outra de 17pb mas apenas uma ¢é
visivel de 105 pb. Um homozigoto para a mutagdo apresentard trés bandas uma de 74, uma
de 31 e outra de 17pb e, um heterozigoto, o qual apresenta um alelo normal e o outro

mutante, quatro bandas.

A reacdo de digestdo consistiu em adicionar 1 pl. de enzima Nla I, diretamente
ao tubo de PCR. Apés incubagdo a 37°C por 16 horas o resultado da digestdo foi avaliado

em eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio.

3.3.3- Single Strand Conformation Polymosphism (SSCP)

Ap6s andlise das principais mutagdes por digestao enzimadtica, os pacientes que
apresentaram alteracdo em um alelo foram triados por Single-Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) que permite a deteccao de mutagdes por andlise do polimorfismo de
conformacgdo da fita simples. Esta técnica baseia-se no fato de que moléculas de DNA de
fita simples quando submetidas a eletroforese em gel ndo-desnaturante t€ém seu padrdo de
migra¢do influenciado pela sua seqiiéncia de bases e por interagdes intramoleculares entre
as mesmas. Desta forma, qualquer diferenca na seqiiéncia de nucleotideos resultard em uma

alteracdo de mobilidade da banda no gel.

Casuistica e Métodos

54



Os fragmentos de DNA amplificados por PCR (Tabela 4) foram desnaturados

por aquecimento a 95°C durante um periodo de 5 minutos, em seguida sd@o imediatamente

transferidos para o gelo e submetidos a eletroforese em gel nao desnaturante de

poliacrilamida 6% acrescido de 5% de glicerol. A eletroforese foi realizada em temperatura

ambiente. O padrdo das bandas foi detectado por coloracao com prata.

Tabela 4- Primers dos 14 éxons do gene FANCC utilizados na amplificagcdo dos

fragmentos para SSCP e tamanhos em pb.

EXON Segiiéncia dos Primers (5"=> 3") Produto da PCR (pb)

1 F: ACCATTTCCTTCAGTGCTGG 326
R: ACCACAAGTCCCGATTCTGGG

2 F: CCCTCAATCTATAATGTCAG 232
R: GTAAGCCTCTGTGAAACAATG

3 F: TAGTAGTTTGAGATTTTCC 254
R: GCAGCACTTTTAAATAATC

4 F: GTAGGCATGTACATAAAAG 234
R: TGGCACATTCAGCATTAAAC

5 F: CTGATGTAATCCTGTTTGCAG 184
R: CCTCTCATAACCAAACTGATAC

6 F: GTCCTTAATTATGCATGGCTC 289
R: CAACACACCACAGCCTTCTAAG

7 F: TTTTCAGTGAGCCATTTCTG 265
R: AAATGAGTCCAAGCATGTCC

8 F: CTCCTTTGGCTGATAATAGC 232
R: CCCATGATACAGCCAGAGAC

9 F: TTTCCCTTATACAGTGCCAGG 253
R: GTGCTCTTGTCCAAAATACTC

10 F: TTCCTGACCCCGTTTCAATC 193
R: TTGACAATGCTCTTCCCAGG

11 F: GTGAACCAGAAGTAAAGGGC 255
R: AGGATCTAGGGAAACCATG

12 F: CCCAAAGGAAGAAGAATTTAG 297
R: CCTCTCCTTGCTCCTCTCAG

13 F: CCTAGAAGTATGTCTGTCCTG 303
R: CTCTCCTTGACTAGGATGCTG

14 F: GGATAGGGCTTCTTTCAGGG 392
R: TCCCAAGATGTGTACAGCTC

Fonte: Adaptado de GIBSON, et al., 1996 e MAGDALENA, 1999.
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3.3.4- Coloracao de Prata

A coloracdo com prata para detec¢ao das bandas apos eletroforese na técnica de
SSCP apresenta quatro etapas. Na primeira sao utilizados acido acético e alcool etilico cuja
funcdo € impedir a difusdo das amostras no gel. Na segunda utilizamos 4cido nitrico para
eliminacdo dos dlcalis, tornando o meio 4cido. Na terceira etapa nitrato de prata, tiossulfato
de sodio e formaldeido sdo adicionados sobre a placa. Os fons prata interagem com o0s
grupos fosfatos do DNA, promovendo deposi¢do da prata metalica que confere a amostra
uma coloragdo negra. Pelo fato da reacdo ocorrer em meio bdsico, na quarta etapa
utilizamos carbonato de sédio que possui a func¢do de eliminar os fons H" do meio

(anexo 3).
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4- RESULTADOS
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Na amostra de 121 pacientes analisados com quadro clinico de AF na regido de
Campinas no gene FANCC, encontramos 14% de individuos heterozigotos e 4% de
individuos homozigotos para as mutacdes mais freqiientes do gene FANCC. As mutagdes
mais prevalentes foram a mutagdo IVS4+4A>T com 6,6% dos alelos analisados, a mutagao
delG322 com 2.47% dos cromossomos analisados e a mutacdo Q13X com 1.23% dos
cromossomos analisados. Na triagem de mutacdes pela técnica de SSCP, encontramos

alteracdes nos éxons um, quatro, e seis.
4.1- Mutacao IVS4+4A>T

Dos 121 individuos analisados trés apresentaram homozigose e dez

heterozigose para esta mutagdo (Figuras 17 e 18).

<131 bp

Figura 17- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% da mutacdo IVS4+4A>T.

Coluna 1 Marcador de 50pb. Coluna 2 amplificado ndo digerido e de 3 a 6 individuos

homozigotos normais para a mutagao.
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<131 bp
S8 108 bp

Figura 18- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% da mutac@o IVS4+4A>T.

Coluna -1: Marcador de 100 pb. Coluna 2 amplificado ndo digerido, 3, 4 e 5 heterozigoto

4.2- Mutacao Q13X

Na mutacdo Q13X, o fragmento amplificado por meio da PCR apresenta 250pb.
Ap6s digestdio com a enzima Bcl I, o fragmento normal é clivado, formando dois
fragmentos, um de 227 pb e outro de 23pb. Dos 121 individuos analisados, apenas trés

apresentaram a mutacio em heterozigose. (figuras: 19 e 20).

«250bp

«227 bp

Figura 19- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% para a mutacao Q13X.

Coluna 1 Marcador de 50pb. Coluna 2 amplificado ndo digerido. Coluna-3 heterozigoto.

Coluna 4 e 5 Individuos homozigotos normais para a mutagao.
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Figura 20- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%da mutagdo Q13X.

Coluna 1 Marcador de 50 pb. Coluna 2 amplificado ndo digerido e de 3 a 6 ¢ 9 e 10

individuos homozigotos normais e na coluna 7 e 8 individuos heterozigotos.

4.3- Mutacao L554P

Nessa mutagdo o fragmento amplificado apresenta 364 pb e apds digestao com
a enzima Bbvl, o fragmento normal € clivado, formando dois fragmentos, um de 260 pb e

outro de 104 pb. Dos 121 individuos analisados, apenas um paciente apresentou a mutagao

em heterozigose.
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<364 bp

N <260 bp

<104 bp

Figura 21- Eletroforese gel de Poliacrilamida 12% da mutac¢do L554P.

Coluna 1 — Marcador de 100 pb. Coluna 2 - controle ndo digerido, coluna 3, 4 e 6

individuos sem a muta¢do Coluna 5 — heterozigoto para a L554P.

4.4- Mutacao W22X

Ap6s a amplificacdo de um fragmento de 221 pb foi realizada a digestio
enzimdtica para a mutacdo W22X utilizando a enzima Fokl. Na digestdo os individuos
normais sdo caracterizados pela presenca dos fragmentos 204 e 17pb enquanto os
individuos mutados pelos fragmentos de 187, 17 e 17 pb. Dos 121 individuos analisados,

nenhum apresentou a mutacao W22X.
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Figura 22- Digestao da mutacio W22X.
Coluna 1 e 2 - individuos sem a mutagdo. Coluna 3 - controle nio digerido.

Coluna 4 — Marcador de 50pb
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4.5- Mutacio R548X

Na mutagdo R548X o amplificado apresenta 364 pb, ap0s a digestdo enzimatica
com a enzima Aval, ocorre a clivagem e resulta em dois fragmentos, um com 231 pb e

outro de 133 pb. Para esta mutacdo também ndo encontramos nenhum individuo portador.

2 3
<364 bp
. s <231bp
«133bp

4 -

Figura 23- Digestdao da muta¢do R548X.

Coluna 1 marcador de 50 pb. Coluna 3 — Individuo sem a mutagcdo. Nao foi colocado o

controle nao digerido.

4.6- Mutacao L496R

Outra alteracdo analisada foi a mutacdo L496R que adiciona um sitio de
restricao na posicdo 218 de um fragmento de 303pb. Portanto apos digestdo enzimdtica os
individuos negativos para a mutacdo apresentam um fragmento de 303 pb e individuos

mutantes fragmentos de 218 e 85 pb. Nessa andlise encontramos um paciente heterozigoto.
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Figura 24- Gel de acrilamida 12% com digestao da Mutagdo L496R.

Coluna 1 e 2- Individuo sem a mutacdo. Coluna 3 - marcador de 50pb.

4.7- Mutacao delG322

Em relacdo a mutacido delG322, o tamanho do fragmento da PCR € de 151 pb,
que é mostrado no controle ndo digerido do gel abaixo. A foto de um gel de Poliacrilamida
12% mostra fragmentos de PCR apds sofrerem digestdo enzimdtica com a enzima Bsp1286
I. Os fragmentos clivados apresentam tamanho de 128pb como mostrado. Encontramos

dois pacientes homozigotos para essa mutacao e dois pacientes com heterozigose.

— — e —

v =

; & «151 bp
- . «128 bp

Figura 25- Digestdo da PCR de individuo normal para a mutag¢do delG322.

Coluna 1 2 e 3 - Individuos normais, coluna 4 amplificado ndo digerido e coluna

5- marcador de 100pb.
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<151 bp
«128 bp

Figura 26- Digestdo da PCR de individuos normais e heterozigotos para a mutacdo

delG322.

Coluna 1 homozigoto normal para a mutacdo 2 e 3 individuos heterozigotos.

4.8- SSCP

Foram analisados os 14 éxons do gene FANCC nos 17 individuos heterozigotos
para uma das 8 mutacdes previamente encontradas na triagem mutacional. Somente seis

alteracdes foram detectadas.

Figura 27- Foto de gel ndo-desnaturante SSCP do éxon 2.

Os individuos ndo apresentaram nenhuma alteracao na migragao.
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Figura 28- Foto de gel SSCP do éxon 1. A flecha indica uma alteracdo de migracdo de um

individuo na analise do éxon 1.

Figura 29- Foto de gel SSCP do éxon 4. A flecha indica uma alteracdo de migracdo de um

individuo na analise do éxon 4.
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Figura 30- Foto de gel SSCP do éxon 6. A flecha indica uma alteracdo de migracdo de um

individuo na analise do éxon 6.

Tabela 5- Resultado das muta¢des estudadas no gene FANCC.

Genes de AF Mutagies Heterozigotos Homozigoto Homozigoto Total
Estudadas (+/-) normal mutante
(-/-) (+/+)
FANCC Q13X 3 118 0 121
FANCC W22X 0 121 0 121
FANCC DG322 2 117 2 121
FANCC IVS4+4 A>T 10 108 3 121
FANCC RI185X 0 121 0 121
FANCC R548X 0 121 0 121
FANCC L496R 1 120 0 121
FANCC L554P 1 120 0 121
FANCC Total 17 99 5 121
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Tabela 6- Resultados parciais da triagem de mutagdes, pelo método SSCP, dos 14 éxons do

gene FANCC.
Genes de AF Exons SSCpP SSCP Total Heterozigoto
ALTERADO NORMAL FANCC
FANCC 1 3 14 17
FANCC 2 0 17 17
FANCC 3 0 17 17
FANCC 4 2 15 17
FANCC 5 0 17 17
FANCC 6 1 16 17
FANCC 7 0 17 17
FANCC 8 0 17 17
FANCC 9 0 17 17
FANCC 10 0 10 10
FANCC 11 0 17 17
FANCC 12 0 17 17
FANCC 13 0 17 17
FANCC 14 0 17 17
FANCC Total 6 11 17
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5- DISCUSSAO
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Foram realizadas as andlises das oito mutacdes mais prevalentes do gene
FANCC, IVS4+4A>T, QI13X, W22X, AG322, R185X, L496R, L554P, e R548X em uma
amostra de 121 pacientes com quadro clinico de Anemia de Fanconi na regidao de

Campinas.

A mutagdo mais freqiiente € a IVS4+4A>T que leva a uma alteracdo do sitio de
splicing e conseqiiente delecdo do éxon quatro. Essa mutagdo € particularmente prevalente
em judeus Ashkenazi (conseqiiéncia de um provavel efeito fundador) com freqii€ncia de
portadores de um em 89 e € caracterizada por um fendtipo grave com multiplas anomalias
congeénitas e inicio precoce de distirbios da medula éssea (Gillio et al.,1997). Em nossa
amostra essa alteracdo se mostrou a mais frequente, presente em 6,6% dos cromossomos
analisados, ou seja, 14% de individuos heterozigotos e 4% homozigotos para a mutagao

IVS4+4A>T.

Na literatura e também na nossa amostra a segunda mutac¢do mais prevalente foi
a delG322 a qual resulta em fendtipo leve com 2,47% dos cromossomos analisados, sendo
assim esta informacdo concorda com resultados encontrados por Strathdee et al. 1992.
Essas duas mutacdes acometem cerca de 90% dos casos de AF do grupo C. Dentre as
menos comuns estdo W22X, QI3X e L554P (Verlander et al, 1994,
Yamashita et al., 1996).

Mutacdes nos genes FANCA e FANCC acometem cerca de 85% dos casos de
AF no mundo e muta¢des em FANCG de 8-10%, segundo dados de Tischkowitz e Hodgson
(2003).

Em relacdo a etnia dos individuos analisados e as mutagdes relacionadas a
grupos étnicos podemos afirmar que, em se tratando de um trabalho com portadores
brasileiros, € importante ressaltar que a origem étnica da populacao brasileira é altamente
heterogénea, consistindo de indigenas e imigrantes da Europa, Asia e Africa (Alves-Silva,
2000; Carvalho-silva, 2001; Rodriguez, 2003). Além disso, em vdrios casos, determinadas
mutacdes nao aparecem unicamente em um dado grupo de uma determinada etnia. Um

exemplo disso € a mutacdo IVS4+4A>T que € prevalente ndo somente em judeus

Ashkenazi como também, interessantemente, é a mais prevalente na populagdo japonesa
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(acredita-se ser o resultado de efeito fundador) (Futaki et al., 2000). Devido a isso ndo nos
baseamos na etnia para a escolha das mutacdes a serem analisadas e sim nos dados sobre a

prevaléncia de acordo com Auerbach et al. 2003.

Outro fator importante a ser levado em consideracdo € o inicio precoce dos
distirbios hematolégicos e leucemia em individuos portadores de mutagdes no gene
FANCC, com a necessidade de terapéutica urgente. Sao razoes estimulantes para pesquisas

e defini¢do de diagnéstico de individuos com a doenca (Levitus et al., 2004).

A AF € um distirbio raro, com uma incidéncia, no mundo, de trés por milh3o.
H4 a necessidade de um tempo maior para coleta de material de individuos afetados e
posterior estudo. No Brasil existem dois grupos somente que trabalham com AF mas ainda

nao temos resultados suficientes para afirmar a prevaléncia da AF.

Atualmente o Instituto Rockfeller em Nova York € o principal centro de coleta
e andlise de individuos com AF (Tischkowitz e Hodgson, 2003). Apenas dois outros
centros localizados na Europa realizam essa andlise. Devido a complexidade fenotipica e
genética na AF hd a necessidade da realizacdo de pesquisas minuciosas. S30, no minimo,

13 genes relacionados a AF e diversos graus de expressividade fenotipica.

Anteriormente ao teste molecular, o Teste de Complementacdo, nos mostra o
grupo de complementacdo ao qual o individuo pertence (Joenje e Patel, 2001). Proximo
passo seria a anélise do(s) gene(s) pertencente(s) ao grupo de complementagdo encontrado.
Isso seria essencial para se evitar perda de tempo e dinheiro em fazer a anédlise de todas as
mutacdes conhecidas.Uma solucgdo € fazer a andlise de acordo com a ordem de prevaléncia

das mutagdes: FA-A, FA-C, FA-G e assim por diante.

E necessdrio levar em consideracio a possivel perda de resultados importantes,
pela técnica de SSCP. Apesar de considerada mais barata e mais salubre que a utilizacao de
isétopos radioativos, apresenta 80% de sensibilidade e 85 a 90% quando em duplicata. Isso

pode ter sido um dos principais motivos da presenga de pacientes sem alteracdo no DNA.
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6- CONCLUSAO
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Concluimos que a mutacdao IVS4+4A >T € a mais frequente na amostra

estudada estando presente em 6,6% dos cromossomos analisados.

Existe a necessidade da realizacdo de teste de complementacao, tendo em vista
a grande complexidade genética e fenotipica da doenca. Isso possibilitaria uma melhor
classificagdo do grupo ao qual pertence o paciente, pois sao, no minimo, 13 genes

relacionados a AF e diversos graus de expressividade da doencga.

A classificagdo dos pacientes pelo DEB teste positivo € dificil pelo fato de
existirem vdrias doencas que também apresentam instabilidade cromossdmica e cujos

aspectos clinicos se confundem com a AF.

E necessdrio levar em consideragio a possivel perda de resultados importantes,
pela técnica de SSCP. Apesar de considerada mais barata e mais salubre que a utilizacao de
is6topos radioativos, apresenta 80% de sensibilidade e 85 a 90% quando em duplicata. Isso

pode ter sido um dos principais motivos da presenca de pacientes sem alteracdo no DNA.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento

2N

N\

()
UNICAMP

Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISAS
COM SERES HUMANOS

Titulo do projeto: Estudo das mutacoes do gene FANCC em pacientes com quadro clinico

de Anemia de Fanconi na regido de Campinas.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
individuos com Anemia de Fanconi. O objetivo geral do estudo € o de identificar alteragcdes
no gene FANCC para um diagnoéstico preciso de pacientes que apresentaram quadro
clinico de Anemia de Fanconi. O sigilo serd mantido em todo o estudo através da utilizacdo

de um ndmero de cédigo para a identificagdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Serd
coletada uma amostra de sangue venoso (5 ml, o equivalente a 1 colher de sopa) sendo

necessario a coleta de sangue também dos pais. Hospitalizacdo ndo serd necessdria.
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RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 5 ml de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor € manchas roxas (equimoses) no local da
coleta do sangue. O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado e devidamente

habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo hi expectativa de que os resultados deste trabalho tragam
beneficio imediato a mim e a meus familiares e que a Unica vantagem que poderei obter é
saber quais alteracdes no gene FANCC que eu possuo. Além de que, esse método pode nio
detectd-las. Fui informado que se for detectada alguma alteracdo gé€nica, serei
imediatamente comunicado, sendo que todas as conseqiiéncias serdo devidamente
explicadas a meus parentes proximos, se assim desejarem, poderdo realizar o exame.
Qualquer duvida ou informagdo poderei contatar a UNICAMP no tel. (19) 3521 8902
(Claudia Estela Gongalves).

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do
HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informacao médica. Se os resultados ou informagdes
fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum nome serd utilizado.
Fui informado que esse material genético serd guardado e que qualquer outro projeto que
pretenda utilizd-lo, deverd ser aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa da FCM e a

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:
Em caso de recurso, dividas ou reclamagdes contatar a secretaria do Comité de

Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3521-8936.
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RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

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

cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) explicou-
me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos ou
desconforto advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como
compreendi esse formulédrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse

estudo.

Nome e RG participante (ou responsavel)

Assinatura do participante (ou responsdvel) Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a 0 objetivo

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

formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA
CLORETO DE LITIO E PROTEINASE K

Mexa a amostra de sangue para ressuspender as células.

Cada eppendorf deve conter 500uL de sangue (sem plasma).

Adicione 800uL de tampao lise®.

Vortex 10 a 15 segundos.

Centrifugar (6000rpm) 5 minutos para formag¢ao de um pellet de células.

Entornar (uma vez) o sobrenadante.
Repetir (2 vezes) de 3 a 6 (aumentar para 1000uL de tampao de lise).

8. Colocar 395uL. de tampao de digestao por amostra e 20ul. de Proteinase K por
amostra, homogeneizar com pipeta para quebrar o pellet e vortex por 15 segundos.

9. Levar a amostra a 55°C por 2 horas vortex cada tubo depois de 1 hora por 15
segundos.

10. Adicionar 200uL de LiCl*7,5N em cada amostra. Deixar no freezer por 15
minutos ou na geladeira over night.

11. Microcentrifugar por 10 minutos a 13000rpm. Formara pellet de proteinas e
outros contaminantes.

12. Coloque cuidadosamente o sobrenadante em novos eppendorfs evitando
transferir qualquer precipitado.

13. Adicione 1mL de etanol 100% gelado e inverter o eppendorf aproximadamente
50 vezes ou até o DNA precipitar visivelmente.

14. Microcentrifugar a 13000rpm por 5 minutos.

15. Verter o dlcool com cuidado para ndo mover o pellet.

16. Adicionar 1mL de etanol 70% e agitar com a ponta dos dedos.

17. Spin a 13000rpm por 5 minutos.

18. Entornar os tubos para secar o DNA naturalmente.

19. Adicionar 60uL de H,O injecao.

20. Agitar e incubar a 55°C por 10 minutos.

21. Agitar (delicadamente).

22. Spin 1000rpm por 1 minuto

N kv

23. Quantificar o DNA em gel de agarose 0,8%.
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SOLUCOES UTILIZADAS NA EXTRACAO
Tampao de Lise (Extracao LiCL e Proteinase K)*

Sacarose 320 mM 2,19¢

Tris HCL pH7,5 10 mM 500,0 uL (2N)
MgCL, 5 mM 500,0pL (1N)

(V/V tritonX100) 1% 1000,0pL

H,0 deionizada qgsp  100,0 mL

Armazenar em geladeira.

Tampao de Digestao® (Extracdo LiCL e Proteinase K)

Tris HCL pH7,5 10 mM 100,0 pL (2M)
EDTA 10 mM400,0 pL (0,5M)

NaCL 10 mM 40,0 uL (5M)

SDS 0,5M  500,0 pL. 20%

H,0 deionizada qsp 20,0 mL

Armazenar a temperatura ambiente

Cloreto de Litio (LiCl) 7,5 N (20,0 mL)*

PM =42,39
N=175
N= m
PMxV(L)
m = 0,02x42,39x7,5
m = 6,36 g diluidos em 20,0 mL de H,O.

LiCL 6,3585¢g
H,O0 deionizada gsp 20,0 mL

Gel de Poliacrilamida 12 %
H,O 12,45 mL
TBE 10X 2,10 mL
Acrilamida 40% 6,30 mL
Persufato de amonio 10%  147,0 uL
Temed 24,5 uL.
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SOLUCOES RELACIONADAS AO GEL DE POLIACRILAMIDA 12%
TBE 10X (1000,0mL)

Trizima 108,0 g

Acido bérico 54.8 g

EDTA 0,2 M(0,5M) 100,0 mL (40mL)
H,0 deionizada qgsp  1000,0 mL
Agitar para dissolver e autoclavar

Acrilamida (100,0 mL) 40%
Acrilamida 38,6 g
Bisacrilamida 1,34 g
H,0 p/ completar 100,0 mL

Persulfato de Amonio 10% (5,0 mL)
persulfato de amonio 0,5 g
H,0 p/ completar 5,0 mL

Gel de Agarose 1,5 % (100,0 mL)
agarose 15¢
TBE 1X 100,0 mL

Gel ndo desnaturante para SSCP com glicerol 30%
Com Glicerol 30 %:
Acrilamida 30 % 9,96 mL
H,O 43,64 mL
Glicerol 2,979 mL
TBE 20X 3,0 mL
PSA 25 % 110 uL

Temed 40 pL
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ANEXO 3

PROTOCOLO COLORACAO POR PRATA

1? parte:

150mL de alcool etilico

150mL de 4cido acético

Completar para 1,5 litros com dgua miliq

Colocar a placa dentro de uma bandeja com essas solugdes e deixar por 20 minutos

2° parte:

21mL de 4cido nitrico
Completar para 1,5 litros com dgua miliq
Colocar a placa dentro de uma bandeja e deixar 3 minutos

3? parte:

1,5¢g de nitrato de prata

Completar para 1,5 litros com dgua miliq

Adicionar 2,0 ml de formaldeido no momento da colocagdo da solugdo sobre a placa
Deixar por 30 minutos

4° parte:

11,13 g de carbonato de sodio

7,5mL de tiossulfato de sédio

Completar para 1,5 litros com dgua miliq

Adicionar 2,0 mL de formaldeido no momento da colocagdo da solugdo sobre a placa
Deixar por alguns segundos até aparecimento das bandas
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ANEXO 4

FACULDADE DE ,Ci ENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

=) Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
&= (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

® www.fem unicamp.br/pesquisa/etica/index.itml

B ceplafem.unicamp.br
CEP, 23/08/05.
(Grupo I)
PARECER PROJETO: N° 364/2005
CAAE: 0164.0.146.000-05
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DAS MUTACOES DO GENE FANCC EM PACIENTES CcOM
QUADRO CLINICO DE ANEMIA DA FANCONI NA REGIAO DE CAMPINAS”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Claudia Estela Gongalves

INSTITUICAO: Departamento de Genética Humana/F CM/UNICAMP

APRESENTACAO AOQ CEP: 08/07/2005

APRESENTAR RELATORIQ EM: 23/02/06 e 23/08/06

I1- OBJETIVOS

Estudar as mutagdes do gene FANCC em pacientes com quadro clinico de Anemia de
Fanconi na regido de Campinas.

1 - SUMARIO

Serdo estudadas mutacdes em SOpacientes com clinica de Anemia de Fanconi que foram
triadas nos ambulatérios de Genética Clinica do Departamento de Genética Medica, nos
ambulatérios d Hematologia do Hemocentro e outros casos enviados por hematologistas da
regido de Campinas. Os pacientes deverdo ter teste com diepoxibutano positivo. Sera realizada
extragio do DNA em sangue periférico, amplificagio génica, single strand conformation
polimorphism e sequenciamento.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Cronograma, aspectos éticos e Termo de Consentimento Livre Esclarecido adequados.
H4 um orcamento de R$50.000,00.

V - PARECER DO CEP

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