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O impacto do cancer de mama nas sociedades ocidentais tem sido significativo,

Por ser uma das doengas mais comuns e assustadora para as mulheres e, a principal

Causa de mortalidade por cancer neste grupo. Estima-se que na idade de 95 anos uma

em oito mulheres americanas tera cancer de mama (Miki et al., 1994).

No Brasil, segundo estimativa do INCA para o ano 2000, o cancer de mama

atingira 28.340 mulheres, resultando em 8.245 mortes.

Na regi&o sul é a principal causa de morte por neoplasia maligna em mulheres,

sendo estimados 2270 casos novos e 900 mortes para o ano de 2000 (Dados do Instituto

Nacional do Cancer — INCA - 2000) (Tabelas 1e 2)

Tabela 1 - Estimativas para o ano 2000 das taxas brutas de incidéncia e mortalidade
por 100.000 e de numero de casos novos e de Obitos por cancer, em mulheres,
segundo localizagdao primaria, no Brasil.

Fonte: Dados do Instituto Nacional do Cancer-INCA-2000.

_Localizagiio primaria

Estimativas dos casos novos

Estimativa dos Obitos

Neoplasia maligna da pele ndo melanoma
Neoplasia maligna da mama feminina
Neoplasia maligna da traquéia, bronquios e
pulméo

Neoplasia maligna do estomago

Neoplasia maligna do colo do Utero
Neoplasia maligna do colon e reto
Neoplasia maligna do eséfago

Leucemias

Boca

Outras localizagoes
Total

n° de Casos

20.410
28.340
5.622

6.180
17.251
6.074
2.333
3.000
2.608
53.632
145.450

Taxa bruta

24,17
33,58
6,66

7,30
20,48
7,19
2,74
3,52
3.05
63.55
172,36

n° de 6bitos

267
8.245
4.232

3.610
3.563
3.563
1.194
1.880
600
25215
52.437

Taxa bruta

0,31
9,78
4,97

4,24
4.5
4,24
1.40
2,19
0,73
29.88
62,14
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Tabela 2 - Estimativas para o ano 2000 das taxas brutas de incidéncia e mortalidade
por 100.000 e de nimero de casos novos e de 6bitos por cancer, em mulheres,
segundo localizagdo primaria, na Regido Sul do Brasil.

Fonte: Dados do Instituto Nacional do Cancer-INCA-2000.

Localizagdo Primaria Estimativa dos Casos Novos Estimativa dos Obitos

n° de Casos Taxa Bruta n° de Obitos Taxa Bruta
Neoplasia maligna da pele no melanoma 4510 36,00 50 0,41
Neoplasia maligna da mama feminina 4.140 3311  1.640 13,09
Neoplasia maligna da traquéia, bronquios e 1.340 10,73 1.090 8,66
pulmao
Neoplasia maligna do estomago 1.020 8,12 730 5,76
Neoplasia maligna do colo do Utero 2.560 20,35 760 6,04
Neoplasia maligna do colon e reto 1.380 11,05 750 6,01
Neoplasia maligna do eséfago 560 4,47 380 3,02
Leucemias 575 459 370 2,96
Boca 350 2,75 110 0,93
Outras localizagdes 12.005 9588 5.250 41,93
Total 28.440 227,15 11.130 88,90

Nos ultimos anos, um trabalho intenso vem sendo feito para identificar e definir os
genes envolvidos na suscetibilidade ao cancer de mama.

As primeiras demonstragdes convincentes de localizagdo de um gene associado
ao cancer de mama foram produzidas através de estudos genéticos de ligagdo por Hall et
al. (1990), que localizaram no brago longo do cromossomo 17 (17 q 12-21), o provavel
locus do gene BRCA1 (breast cancer gene 1). Informagées de estudos com perda de
heterozigosidade em tecido tumoral de casos esporadicos forneceram evidéncias de que
0 BRCA1 parece ser um gene supressor tumoral envolvido tanto em casos de cancer
esporadico quanto familiar. Estudos subsequentes de Hall et al. (1990), Miki et al. (1994)
, Weitzel (1994) e Easton (1995) estabeleceram a relagdo do BRCA1 com o céncer de
mama e de ovario.

As duas mutagdes mais freqlentes do gene BRCA1 sdo as 185delAG e
9382insC, localizadas nos exons 2 e 20, respectivamente, e correspondem a

aproximadamente 19% de todas as mutagdes neste gene (Shattuck-Eidens et al., 1995).
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Posteriormente foi identificado um segundo gene, denominado BRCA2, localizado
No cromossoma 13g12-13 (Cohen, 1994).

A observacdo epidemiolégica de que mulheres judias parecem ser mais
vulneraveis ao cancer de mama esta sendo agora explicada através de estudos
moleculares dos genes BRCA1 e BRCA2.

Dentre as diferentes mutagdes identificadas no gene BRCA1 foi observado que
1% das mulheres judias de origem Ashkenazi possuem uma mutacdo especifica
denominada 185delAG. Outra mutagdo freqiente neste gene, nesta populagdo, é
denominada 5382insC. No gene BRCA2 foi identificada a mutacéo 6174delT (Roa, 1996 e
Struewing, 1997). A presenca dessas mutagdes poderia estar relacionada com a
frequiéncia elevada do cancer de mama nesta populagéo.

Em estudo realizado por Neuhausen et al., 1996 foi observado que a mutacéo
6174delT, do tipo frameshift no gene BRCA2, aparece na mesma freqiiéncia do que a
185delAG. Em outro estudo, realizado com cerca de 3000 mulheres a freqiéncia

encontrada foi de 1.09% para 185delAG, 0.13% para 5382insC e 1,52% para a 6174delT

BRCA2 (Roa, 1996).



16

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ETIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

Evidéncias epidemiolégicas e genéticas sugerem ser o cancer de mama uma
doenca heterogénea (Lindblom, 1993) e que varios fatores etiolégicos ambientais e
genéticos estariam envolvidos (Andersen, 1996). Os dois principais fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama sdo a idade e a histéria familiar (Lerman,1995:
Hoskins,1995; Castilla et al., 1994). Sdo também fatores de risco: o alto nivel soécio
econdmico (Mackillop et al., 2000), a menarca precoce (abaixo dos 12 anos), a
Menopausa tardia (apos os 55 anos), a gestagdo a termo em idade avangada (apos os
30 anos) e 0 pequeno numero de filhos. A obesidade p6s-menopausica aumenta o risco,
assim como a histéria prévia de atipias mamarias. Evidéncias da relagdo dos horménios
com cancer datam de mais de um século, sendo que, 0s mesmos participam da
carcinogénese como um fator promotor e iniciador através da indugdo de enzimas e
proteinas envolvidas na sintese de acido nucleico assim como ativagdo de oncogenes
(Clemons e Goss , 2001). E sabido que a ooforectomia antes dos 40 anos diminui o risco

de desenvolver cancer de mama para menos de 10% , mesmo em mulheres com histéria

familiar importante (Bilimoria, 1995).

Sabe-se que antigamente as mulheres tinham em média 50 ciclos owvulatérios,
durante sua vida, pois passavam a maior parte do tempo de sua vida reprodutiva
gravidas, ou amamentando. Elas menstruavam tarde e com 40 a 45 anos paravam de
menstruar naturaimente. Hoje em dia, o perfil da vida reprodutiva de uma menina, em um
Pais desenvolvido, é menstruar pela primeira vez com 11 ou 12 anos, ter o primeiro filho

Com 27 a 30 anos e ter 1 ou 2 filhos, podendo-se prever que terd, aproximadamente, 500
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ciclos owulatérios durante a menacme, ficando exposta aos estimulos e variagées

hormonais por periodos longos, de até 20 anos. Esse estimulo permanente de células

Mamarias ainda imaturas (ndo diferenciadas), que sdo mais suscetiveis para se

modificarem e, entrarem num processo de carcinogénese, somente diminuird com a

primeira gestagdo, quando tornam-se diferenciadas. Esse perfil seria uma explicacdo para

0 aumento da incidéncia de cancer de mama (Clemons e Goss , 2001).

Tabela 3 : Fatores de riscos para cancer de mama (adaptada de Clemons e Goss g

2001)

_Fatores de risco Baixo risco  Alto risco Risco relativo *
§e—xo Masculino  Feminino 150.0
ldade 30-34 70-74 17.0
ldade da menarca >14 <12 15
Uso de anticoncepcionais Nunca Previamente 1.07-1.2

ou atual
Idade do primeiro parto <20 > 30 1.9-3.5

Aleitamento (meses) >16 0 1.37
Paridade >5 0 1.4
ldade de Qoforectomia < 35 — 3.0
ldade da menopausa natural <45 = 85 2.0
Terapia Estrogénica nunca Corrente 1.2-1.4
Terapia Combinada de Estrogénio e nunca Corrente 1.4
progesterona
Indice de massa Corporal pés- <229 >30.7 16
menopausica
Histéria familiar de cancer de mama Negativa Positiva 26
Concentragdo de estradiol sérico <8.6pg/ml  >11.5pg/ml 1.8-5.0
Densidade da mama na mamografia (%) 0 >75 6.0

Densidade 6ssea Baixa Alta 2.7-3.5

*0 risco relativo foi calculado com o grupo de baixo risco como o grupo de referéncia
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Estudos epidemiolégicos indicam que fatores ambientais sdo responsaveis por
pelo menos 80% da incidéncia do cancer de mama, significando que a hereditariedade
provavelmente tenha um papel menor no cancer de mama do que em outras doencas.

Fatores genéticos contribuem com 5 a 7% da etiologia do cancer de mama (Miki,
1994; Ganguly et al., 1997); podendo chegar a 10% (Biesecker et al., 1994 ; Cohen, 1994
Friedman et al., 1994; King, et al., 1995; Struewing et al. ,1995; Szabo,1995; Serova O et
al.,, 1996). Porém, quando a doenga apresenta-se antes dos 35 anos, o papel dos fatores
geneticos chega aos 25%. (Miki, 1994). O cancer de mama hereditario comumente
aparece mais cedo, com frequéncia é bilateral, tem tendéncia familiar e esta relacionado
com outros tipos de canceres, como por exemplo, de ovario. Parentes em primeiro
grau tém um risco aumentado de duas a trés vezes. Algumas observagdes clinicas tém
sugerido que 5 a 10% dos canceres de mama tém comportamento de doenca
autossdmica dominante em certas familias (Lindblom, 1993)

A partir de descobertas de suscetibilidade para o cancer de mama e ovario foi
possivel desenvolver testes geneéticos para a identificagdo de alteragcbes em genes
relacionados ao aumento do risco de cancer. O desenvolvimento da genética molecular
tem auxiliado no entendimento do cancer de mama de componente familiar, sendo que
cada vez mais se esclarece a base genética do cancer de mama. Estes estudos deverdo
contribuir para a compreensdo do comportamento bioldgico da doenga e o

desenvolvimento de estratégias preventivas.
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2.2 GENETICA E CANCER DE MAMA

Em 1990 o primeiro gene de susceptibilidade para cancer de mama, o BRCA1 foi
localizado usando andlise de ligagdo (Hall 1990, Narod 1991, Neuhausen 1994, Andersen
1996), em familias com diagnéstico de cancer de mama abaixo dos 46 anos.

A analise genética de cromossomos recombinantes, em familias com histéria de
cancer de mama, permitiu a localizagdo, inicialmente do BRCA1 em uma regigo de 1 a 2
megabases no cromossomo 17q (Simard et al., 1994). Subseqiientemente esta
localizagdo foi estreitada para uma regido de 600Kb (Neuhausen et al., 1994).

Portanto, as primeiras demonstragées convincentes na localizagéo do gene do
cancer de mama BRCA1 foram produzidas através de estudos genéticos de ligagcdo, por
Hall et al. em 1990 que localizaram o gene a banda 21 no brago longo do cromossomo 17
(17 9 12-21). Informacdes de estudos com perda de heterozigosidade, em tecido tumoral
de casos esporadicos, forneceram evidéncias que o BRCA1 poderia ser um gene
Supressor tumoral envolvido tanto, em casos de céncer esporadico, quanto familiar.
Estudos de Hall et al., 1990; Miki et al., 1994, Weitzel, 1994 e Easton,1995, estabeleceram
a relagdo do BRCA1 com o cancer de mama, e ovario.

Em 1994, Miki et al. isolaram o gene, usando clonagem posicional no brago longo
do cromossomo 17.

Através do sequenciamento do gene BRCA1, identificou-se uma regido
Codificadora de 22 exons, com extensdo de 100kb de DNA gendmico e tendo um
transcrito unico de 7,8kb que codifica uma proteina de 1863 pares de bases ( Miki 1994:
Neuhausen,1994; Weber, 1994; Boyd,1995; Coughlin et al., 1999: Gayther et al.,1996).

Além do gene BRCA1, foi identificado em 1995 por Wooster et al. 0 BRCA2

(Marks, 1996) que é também um gene extenso, localizado no cromossoma 13
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(13912-13), com 27 exons distribuidos em 70kb, formando uma proteina de 3418
aminoacidos. O BRCA2 parece estar relacionado ao cancer de mama em mulheres
jovens e em homens (Szabo, 1995; Wooster, 1995; Andersen, 1996 ), além de conferir
um risco menor para cancer de ovario em comparagéo ao BRCA1 (Mann et al., 1998)

assim como nos tumores do trato digestivo (Berman et al., 1996).
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2.3 FREQUENCIA DAS MUTACOES NO GENE BRCA1

Pesquisas em familias com mutagées no BRCA1 demonstram que pelo menos
285 diferentes mutagdes podem alterar esse gene, segundo The Human Gene Mutation
Database, Cardiff, sendo que s&o poucas as mutagdes que se repetem em varias familias
(Friedman, 1995). Isto faz com que poucos individuos da populagdo sejam portadores de
Uma mesma mutagdo. Este fato, aliado ao fato do gene BRCA1 ser muito extenso,
impede que o diagnostico destas mutagdes possa se realizar de maneira sistematica e
rotineira, na pratica clinica laboratorial com a atual tecnologia disponivel. Talvez o teste de
DNA para rastreamento da populagdo em geral possa até se tornar viavel, num futuro
proximo, através do sequenciamento automatico ou com o surgimento de novos métodos
que possibilitem testar varias mutagdes concomitantemente.

Estima-se que entre 1:200 e 1:833 mulheres americanas apresentem uma
mutagdo no gene BRCA1( Ford et al, 1995; Weber,1994; Clauss, 1994), e que portadoras
de mutagdo no gene BRCA1 tém risco para cancer de mama aos 70 anos de 80-90% e
de 40-50% de risco para cancer de ovario (Ford, 1994). Mutagbes no gene BRCA1
também estdo envolvidas no risco maior para cancer de célon e de prostata (Woostter et

al., 1994; Struewing et al., 1995, Radford el al, 1996).
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2.4 POPULAGAO JUDAICA

A observacdo epidemiolégica de que mulheres judias podem ser mais vulneraveis
ao cancer de mama (Comelis et al. 1995; Egan et al., 1996; Berman et al., 1996) esta
sendo agora comprovada e explicada pela analise do DNA dos genes BRCA1 e BRCA2.

Dentre as diferentes mutagdes identificadas nos genes BRCA1 e BRCA2, até o
momento, foi observado que mulheres judias de origem Ashkenazi possuem mutacdes
especificas recorrentes, o que poderia ser uma das causas da freqiéncia significativa
desta doenga, nesta populagéo. (Coughlin et al.,1999; Hart, 1999)

A primeira pesquisa realizada foi com 858 judeus de origem Ashkenazi, os quais
se referem os de origem européia (Moddan et al., 1996; Mansukhani et al., 1997), tendo
demostrado que uma Unica mutagdo era responsavel pela maioria dos casos em que
havia alteracdo no BRCA1. Uma em cada 100 mulheres judias Ashkenazi é portadora
da mutacdo denominada 185delAG no BRCA1. E estimado que a mutagdo 185delAG
seja encontrada em cerca de 16% dos canceres de mama e em 39% dos canceres de
ovario em mulheres judias Ashkenazi (Struewing,1995; Muto,1996; Modan et al., 1996).
Além disto, aproximadamente 20% das mulheres Ashkenazi com cancer de mama,
diagnosticado abaixo dos 42 anos também apresentam esta mutacao. (Struewing,1995,
Muto, 1996 FitzGerald et al., 1996; Richards et al., 1997; Claus et al. 1998)

Isto significa que, para este subgrupo de mulheres, o rastreamento para cancer de
mama por analise de DNA, pode ser viavel (Tonin et al., 1995; Offit et al., 1996 Lalloo et

al., 1998).
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A mutagdo 185delAG consiste numa dele¢do (perda) de dois pares de bases
nitrogenadas, Adenina e Guanina nas posicbes 185 e 186, no codon 23 do exon 2 do
gene BRCA1, desviando o quadro de leitura do cédigo genético e provocando uma
terminacdo precoce no codon 39. (Struewing,1995. Tonin ,1995. Shattuck-Eidens, 1995:
Muto,1996; Lagston et al., 1996 ; Ozcelik et al., 1996) .

Outras mutagdes, denominadas 5382insC no gene BRCA1e 6174delT no gene
BRCA2 foram observadas com uma prevaléncia relativamente alta na populacio judaica
(Roa, 1996; Struewing, 1997; Oddoux , 1996) . Em estudo realizado por Neuhausen
(1996), foi observado que a mutagdo 6174delT, do tipo frameshift no gene BRCA2,
aparece na mesma frequéncia do que a 185delAG. Em outro estudo, realizado com cerca
de 3000, mulheres a frequéncia encontrada foi de 1.09% para 185delAG, 0.13% para
5382insC e 1,52% para a 6174delT BRCA2. (Roa, 1996) (tabela 4).

Em comparagdo, a porcentagem estimada da populagéo de mulheres em geral,

nos EUA, de ser portadora de mutagdo em BRCA1 é de 0.1 a2 0.6%.
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FIGURA 1: Representagio esquematica dos genes BRCA1 e BRCA2, indicando a
localizagio das 3 mutagodes freqilientes na populagido de Judeus Ashkenazi.

TABELA 4: Freqiiéncias de mutagées na populagao judaica Ashkenazi (Roa, 1996)

Freqiiéncia em
" R Judeus Ashkenazi
185delAG 1.0%
ok 5382insC 0.1%
BRCA2 6174delT 1.5%
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3. JUSTIFICATIVA

A possivel identificagdo de perfis genéticos relacionados com a maior
Susceptibilidade a determinadas doencas permite que as pacientes com risco sejam
alertadas e colocadas em programas preventivos apropriados com o objetive de reduzir a
morbidade e mortalidade, observadas a doenca em questdo. Uma vez identificado um
individuo em risco, a extensdo do estudo a familia amplifica os beneficios envolvidos.

A associacdo entre uma mutagdo especifica no gene BRCA1, mais frequiente em
judeus Ashkenazi e, a susceptibilidade do cancer de mama, ao lado da existéncia de uma
Ccomunidade deste grupo, em nosso meio, torna possivel e importante a realizagio deste

estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Principal:
Verificar a freqiiéncia de uma mutagdo especifica Unica (185delAG) no gene

BRCA1 em mulheres judias Ashkenazi de Porto Alegre.

4.2 Objetivo Secundario:

Delinear, em relagédo a diversas variaveis, o perfil epidemiologico das mulheres da

populagdo judaica Ashkenazi, de Porto Alegre.
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5. POPULAGAO E METODOS

3.1. PROTEGAO DOS DIREITOS HUMANOS

O trabalho se enquadra, de acordo com as normas de pesquisa em saude, como
pesquisa com risco minimo.

Fica garantida a confidencialidade e sigilo das informagdes fornecidas pelas
Participantes da pesquisa.

Todas as mulheres que participaram do projeto preencheram um termo de
consentimento pés-informagéo (em anexo).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagdo do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre, estando cadastrada sob o nimero 96253.

5.2 DELINEAMENTO

Consiste em estudo de prevaléncia ( estudo transversal ndo controlado), cujo fator
em estudo € a populagéo feminina judaica Ashkenazi de Porto Alegre, com idade acima

de 18 anos. O desfecho deste é a presenga da mutagdo genética especifica 185 delAG

no gene BRCA1.
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5.3 AMOSTRA ESTUDADA

O presente estudo foi desenvolvido em Porto Alegre, onde a grande maioria das
mulheres judias sdo de origem Ashkenazi (73,4%). ( Brumer, 1994).

Participaram voluntariamente desta pesquisa 330 mulheres, da comunidade
judaica de Porto Alegre, independente de serem portadoras ou ndo de cancer mamario.

Apos responderem ao questionario com informagao epidemiolégica, 287assinaram
termo de consentimento pés-informacgéo para coleta de sangue, para analise da mutagao
185 delAG, no gene BRCA1.

O projeto contou com o apoio da Federag&o Israelita do Rio Grande do Sul e do

Instituto da Mama do Rio Grande do Sul.

A coleta dos dados epidemiologicos, bem como, a coleta de sangue, apés
consentimento, foram realizadas em diversos eventos promovidos pela Federagéo
Israelita no periodo de margo de 1996 a setembro de 1997, tais como reunido para

eleicdo de diretoria e festas populares da comunidade judaica.

Foram excluidas do trabalho aquelas que eram menores de 18 anos, ou que ndo
tinham origem Ashkenazi (adotivas ou Sepharadi) e ainda, aquelas que n&o responderam

complemente ao questionario epidemiologico.

Realizada a exclusdo, pelos critérios acima, 306 questionarios foram incluidos na
analise epidemioldgica e, em 275 amostras sanguineas foi realizada a pesquisa da

mutagdo 185delAG por biologia molecular.

Os resultados, portanto, foram divididos em duas analises principais: a analise

epidemiolégica e a analise molecular.
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5.4 METODOS
5.4.1 ISOLAMENTO DO DNA

O DNA gendmico foi isolado dos leucécitos do sangue periférico por um processo
que promove a destruicdo das proteinas celulares por desidratacdo e precipitacdo com
acetato de amonio saturado.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos com EDTA, retirados de 5 a 15
ml de sangue total que foram congelados a -20°C para posterior extracdo do DNA,
conforme técnica de precipitagéo com sais (salting-out), adaptado de Miller e cols (1988)
e descrita abaixo:

As hemacias foram lisadas pela adigdo de agua estéril gelada pelo processo de
osmose. Descongelou-se de 5 a 10ml de sangue total. Transferiu-se o sangue para
frascos plasticos estéreis de 50ml (tubos Falcon) devidamente etiquetados, logo apds o
descongelamento. Adicionou-se agua destilada esterilizada gelada até completar 50ml.
Agitou-se bem ou homogeneizou-se no vortex.

Apds, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 4000 rpm, em temperatura
ambiente. Descartou-se o sobrenadante e o “pellet’ ficou sedimentado.

Adicionou-se ao “pellet’ nuclear 25ml de solugéo 0,1% de TRITON X-100 (Sigma
Chemical Co) (25ul de TRITON + 25ML AGUA) para lavar e romper a membrana celular
nuclear. Apds agitagdo no vortex por alguns segundos até o “pellet” ressuspender
completamente, a amostra foi novamente centrifugada por 20 minutos a 4000 rpm.

O sobrenadante foi descartado, adicionou-se ao “pellet’ nuclear intacto 3 ml de
tampao de lise nuclear (NUCLEOLYSIS 1X) e agitou-se no vortex.

Foram adicionados 120ul de Proteinase K (Sigma Chemical Co.) (10mg/ml em
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tampao) e 200ul de SDS (Sigma Chemical Co.) 10%, agitou-se no vortex e incubou-se
a 60°C por 1 a 2 horas ou a 37°C overnight, para que ocorra por um processo enzimatico
a digestao de proteinas.

Apbs adicdo de 1 ml de solugdo de acetato de amédnio 9,6M as amostras
digeridas para precipitar as proteinas, os tubos foram agitados no vortex por 15 segundos
e depois repousaram & temperatura ambiente por 10 a 15 minutos.

Apos centrifugagdo por 20 minutos a 4000 rpm em temperatura ambiente, o
sobrenadante foi removido e colocado em frascos de vidro de 30 ml estéreis.

10 ml de etanol absoluto gelado (Merck) foram adicionados ao sobrenadante a fim
de precipitar o DNA. O frasco foi vedado com “parafilm” e misturado levemente por
inversao.

O DNA foi retirado com microcapilar de vidro e ressuspendido em 150 a 200ul de
TE (ou mais, dependendo da quantidade de DNA extraida) em um tubo “eppendorf’ de
1,5ml.

Depois de ficar 10 a 15 minutos a temperatura ambiente para completa

homogeneizagdo o material foi armazenado a - 20°C para posterior analise.
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5.4.2 AMPLIFICACAO DO DNA PELA TECNICA DA REAGAO EM CADEIA DA

POLIMERASE (PCR)

O DNA extraido foi submetido a amplificagédo do exon 2 do gene BRCA1, a partir

dos primers (iniciadores da reagéo) descritos abaixo. (Simard, 1994)

Primer 1 -5 GAA GTTGTCATT TTATAAACCTTT 3 -exon2F

Primer2-5 TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT 3 -exon2R

5.4.2.1 Diluigao dos primers (iniciadores da reagao) e medida da concentragio do
DNA gendémico:

Foram adicionados aos primers liofilizados 300ul agua estéril. A solucéo anterior
foi diluida 100 vezes e a concentragdo de DNA € medida em espectofotdmetro Gene
Quant (Pharmacia), especifico para dosagens de DNA/RNA. Considerou-se a pureza do

DNA pela determinagdo de absorbancia a 260nm. Os primers foram diluidos para

obtengdo de uma solugdo de uso de 20pmol/pl.
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Tabela 5: CONCENTRAGOES DOS REAGENTES UTILIZADOS PARA A PCR

Reagentes

Concentracao final

TAMPAO 10X (Biotools), para a enzima contendo 750Mm de
Tris-HCI(pH9,0), 20mM de MgCl, 500Mm de KCI, 200mM de
(NH4) 2SO, e 0,01% de Albumina Bovina (BSA)
DNTPs: deoxinucleotideos trifosfatos dATP, dCTP, dGTP, dTTP
com concentragdo de 2mM (gibco-BRL)

DMSO (Sigma Chemical Co)

PRIMER 1
PRIMER 2
Taq DNA polimerase (Biotools)

DNA
AGUA bidestilada

1x

0.2mM

10%
20pMoles
20pMoles

1U
Tul
até volume total 50uL

As reacbes foram realizadas em Termociclador PTC-100 (MJResearch), as

amostras foram inicialmente desnaturadas por 5 minutos a 94°C, e processadas por 35

ciclos constituidos de 3 estagios, de 40 segundos cada: o de desnaturagio de dupla fita

do DNA a 94°C, o de anelamento dos iniciadores ao DNA de fita simples a 44°C e o

estagio de extensdo de 5’ para 3’ a 72°C. Um estagio final de 10 minutos também a 72°C

é feito para se obter uma extensdo completa.

O tamanho esperado do produto de amplificagdo do exon 2 do gene BRCA1 é de

257 pb.

Tabela 6: Condigdes de PCR para o exon 2 do gene BRCA1

_Etapas nome do ciclo | temperatura tempo
A - 194 o 5 minutos
B:35 ciclos | DESNATURAGAO |94 °C 40 segundos

ANELAMENTO 44 °C 40 segundos
EXTENSAO | T2 0 40 segundos

¢ EXTENSAOFNAL 72°C. _ 10minuos
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5.4.3 ANALISE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS POR PCR EM GEL DE AGAROSE

A confirmagdo da amplificagdo do fragmento desejado foi conferida pela
eletroforese de 5ul de amostra em um gel agarose a 2%. As bandas foram comparadas
ao padrdo de peso molecular de 100pb (DNA ladder, Gibco BRL). Os géis de agarose
foram corados com brometo de etidio, permitindo sua observagdo em luz ultra-violeta.
Este procedimento & utilizado também para conferir se ndo houve contaminag&o, através
de um controle negativo (tubo de reagdo com agua ao invés de DNA).

O gel foi obtido pelo aquecimento em forno microondas de 2.0g de agarose em
100ml de TBE1X, até a dissolugdo completa. A esta mistura adicionou-se 2,5ul de
brometo de etidio com homogeneizagdo. O gel foi colocado em um molde e um pente foi
inserido para que se formem 0s po¢os para a colocagao das amostras. O gel permaneceu
em temperatura ambiente até a solidificagdo (aproximadamente 40min). Transcorrido
esse tempo o gel foi colocado na cuba de eletroforese contendo TBE1X. Aos 5ul de
produto de PCR foram adicionados 2,5ul de corante e pipetou-se a amostra nos pogos do
gel. O gel foi submetido a uma eletroforese de 100V por 30 minutos. O gel é visualizado
em um transiluminador ultravioleta e fotografado, utilizando uma maquina fotografica

“polaroid” ou registrado em sistema de video documentacdo acoplado a um

transiluminador ultravioleta.
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Figura 2 — Amplificagdo do exon 2 do gene BRCA1

B= controle negativo, para comprovagéo de que n&o houve contaminagéo no processo de
amplificagéo

M= marcador de peso molecular de 100pb (Gibco)

Colunas 1-10= individuos que participaram do estudo

5.4.3.1- Solugdes Utilizadas:

5.4.3.1.1- Tampéao TBE 5X (Tris-Borato-EDTA)
Constituido de 45mM Tris-HCL e 45mM de Acido Bérico e 10nM de Na,EDTA (pH

8.0)

5.4.3.1.2- Corante utilizado para a observagao da migragio
Azul de bromofenol 0.05% (m/v), Cianol-xileno 0.05% (m/v), 0.1M EDTA pH 80 e

Glicerol 50% (v/v)

5.4.3.1.3- Corante utilizado para a visualizagao do DNA sob luz ultravioleta

Brometo de etidio (1mg/ml).
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5.4.4 IDENTIFICACAO DA MUTAGAO POR SSCP ( Anilise de Polimorfismo de
Conformacdo de Cadeia Simples — “Single Strand Conformation Polymorphism”)

A analise molecular utilizando SSCP € um método rapido de triagem para a
deteccdo de alterages presentes em pequenos fragmentos de DNA. A técnica baseia-se
no fato de que a mobilidade eletroforética de fitas simples de fragmentos de DNA em gel
ndo desnaturante é alterada pela variagdo na seqiéncia de nucleotideos. As mudancas
na migracdo das fitas simples de DNA s&o devidas as alteragdes nas suas conformagoes.
Na analise por SSCP uma simples diferenca de um nucleotideo entre duas sequéncias
similares é suficiente para alterar a estrutura conformacional de uma em relagéo a outra.
A sensibilidade do método requer produtos de até 400pb. Fragmentos maiores
normalmente, ndo apresentam uma resolugao satisfatoria na eletroforese e, para que a
técnica seja utilizada recomenda-se que sejam digeridos, por enzimas de restricdo, antes
do SSCP. Os géis de SSCP apo6s migracao sdo revelados, utilizando coloragdo com

nitrato de prata.

5.4.4.1 Preparagdo das placas de vidro

Duas placas de vidro foram lavadas com detergente diluido, enxaguadas com
agua destilada e secas. Em seguida, estas foram limpas com etanol 70% para eliminar
quaisquer resquicios de detergente e gordura. Apds a preparagdo as placas foram

separadas por espagadores €, foram presas por grampos que as mantém firmes.
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5.4.4.2 Preparagao do gel MDE 0.5X

Reagentes: Polimero MDE 2X (Hydrolink), TBE 5X (descrito anteriormente),
TEMED (Sigma) e APS 10% (persulfato de amonio)

O gel é constituido de 7,5ml de um polimero MDE 2X, 3,5ml de TBE 5X e 19ml de
agua. Para induzir a polimerizagédo € adicionado 200ul de APS 10% (persulfato de
aménio) e 20ul de TEMED. O gel deve ser imediatamente colocado entre as placas de
vidro.

O conjunto (placas e grampos) € colocado horizontaimente sobre uma superficie
reta e o gel, apés homogeneizagao, é colocado no espaco entre as placas. Coloca-se o
pente, que formara os orificios, onde serdo introduzidas as amostras, na parte superior do
gel. A polimerizagdo do gel ocorre em aproximadamente 1 hora. Transcorrido este
processo o gel esta pronto para o uso. Apos a polimerizacdo do gel, os grampos e pente
sdo retirados e as placas contendo o gel s@o colocadas em uma cuba de eletroforese

vertical contendo TBE1X.

5.4.4.3 Preparagio das amostras:

12ul de produto de PCR s&o adicionados a 6ul de tampao de migracdo (95% de
formamida, 20mM de EDTA, 0.05% de azul de bromofenol e 0.05% de cianol xileno). As
amostras sdo desnaturadas a 94°C por 3 minutos e, imediatamente, sdo colocadas em

um recipiente com gelo e, s&o aplicadas nos pogos existentes do gel.
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5.4.4.4 Eletroforese:

A eletroforese foi realizada em voltagem de 250V, por 2horas e 30 minutos.,
utilizando-se um tampéo de corrida de TBE 0.5X (120ml TBE5x com 880ml agua).

Estas condi¢gbes foram otimizadas apds varias outras tentativas que incluiram

concentragdes de poliacrilamida e tempo de corrida diferentes.

5.4.4.5 Revelagdo do gel com Nitrato de Prata:

Apos a eletroforese o gel foi retirado com auxilio de papel Whatman 3MM e,
colocado em um recipiente plastico do tipo ‘tupperware” contendo Etanol 10% ( 20ml
etanol + 180ml agua deionizada e destilada) por 5 minutos a fim de fixar o DNA

A oxidagéo do DNA foi realizada com acido nitrico 1% ( 2 ml acido nitrico + 198m|
agua deionizada e destilada) durante 2 minutos. O gel foi entdo lavado com agua
deionizada e destilada rapidamente e, impregnado com nitrato de prata (AgNQO3) 0,010M (
0,49AgNO; + 200 ml agua deionizada e destilada) durante 20minutos, a fim de corar o
DNA. O gel foi lavado novamente com agua deionizada e destilada por 3 vezes e, foi
adicionado carbonato de sédio 0,28M (6g Na,CO; complementar com 200ml| solugéo),
contendo formaldeido 0.019%, para a revelagdo das bandas (em cerca de 5minutos
inicia o aparecimento e espera-se até 20 minutos).

O processo foi interrompido pela adi¢ao de acido acético 10% (20ml acido acético
+ 180 ml solugdo) durante 2 minutos. O gel € lavado rapidamente com agua deionizada e
destilada e reduzido pela adig@o de etanol 50% (100 ml etanol e 100 ml agua deionizada
e destilada) durante 30 minutos. O gel entdo é removido com papel Whatman 3MM,

coberto com filme plastico e seco a vacuo a 60°C por 30 minutos.
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5.4.4.6 Técnicas também testadas

Até ser encontrada uma técnica adequada e confiavel, foram testadas outras
estratégias para identificagdo da mutag@o 185delAG. Estas incluiram analise do produto
de PCR em:

GEL POLIACRILAMIDA 12%;

GEL SSCP utilizando MDE 1X;

GEL SSCP utilizando o Sistema PHASTA da Amersham Pharmacia.

Apos diversas tentativas nao foi possivel identificar padres de bandas alteradas,
utilizando um controle positivo para a mutagdo, somente apds a modificagcdo da
concentragéo do gel de MDE, tempo de corrida e técnica da coloragdo é que obtivemos

um resultado satisfatorio, cuja descrigcdo detalhada, encontra-se no item 5.4.4
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi elaborado um questionario especifico, digitado em um banco de dados em
Fox- Pro para posterior analise com o auxilio do pacote epidemiolégico EPI-INFO (anexo
1.

Em relagdo aos dados epidemiologicos, foram avaliados os seguintes fatores de
risco: idade, indice de massa corporal, origem judaica, antecedentes gineco-obstétricos,
histéria pessoal e familiar de cancer.

Foram coletados dados referentes ao padrao alimentar, tabagismo, exposicédo a
radiagdo, os quais tiveram que ser excluidos desta analise devido a inimeras respostas
anuladas.

Foram criadas tabelas de frequéncia para todas as variaveis assim como graficos.

Para variaveis continuas foram observadas as médias e medianas. Para as
variaveis categéricas foram analisadas as proporgoes.
Foi realizada uma analise em separado para um subgrupo de participantes com

histéria pessoal para cancer de mama ou ovario.
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6. RESULTADOS

6.1 RESULTADO DA ANALISE EPIDEMIOLOGICA

6.1.1 IDADE

A idade variou entre 19 e 77 anos, com média e mediana na faixa de 41-50 anos,

que foram divididas em grupos diferentes, expostos na tabela 7.

TABELA 7: Faixas etarias das participantes da pesquisa

faixa etaria Freqiiencia  Percentagem (%)
19-30anos 25 8.2
31-40 65 21.2
41-50 86 28.1
51-60 58 19.0
>61 P 235

Total 306 100.0
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6.1.2 INDICE DE MASSA CORPORAL

O indice de massa corporal variou de 16 a 41, considerando-se obesidade

quando maior que 30. A média e mediana foram, respectivamente, 24 e 23 (tabela 8).

TABELA 8: INDICE DE MASSA CORPORAL (IMC)

Faixa IMC Frequéncia Percentagem (%)

" N&o informado 9 3.0
Abaixo peso (<20) 16 5.2
Normal(20-24) 159 52.0
Sobrepeso(25-29) 87 28.4
Obeso(>=30) 35 11.4

Total 306 100.0
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6.1.3 ORIGEM JUDAICA ASHKENAZI

Segundo a origem judaica, 291 eram de origem Ashkenazi de ambos genitores, as

restantes eram de ascendéncia mista. (tabela 9)

Das 291 participantes com ascendéncia Ashkenazi por ambos os genitores, 260
tiveram sua amostra de sangue analisado, as 31 restantes sé participaram da analise

epidemiolégica.

TABELA 9: ORIGEM JUDAICA ASHKENAZI

V*Origem Frequéncia  Percentagem (%)
K genitor 15 49
2 genitores 291 95.1

Total 306 100.0
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6.1.4 ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

6.1.4.1 MENARCA

A menarca, variou de 9 a 18 anos, com idade média de 12.2 anos (tabela 10)

TABELA 10: IDADE DA MENARCA

Menarca FreqUéncia— Percentagem (%)
~ Nao informado 4 13 o
<12 67 219
12-15 232 75.9
>15 3 09
Total 306 100.0

6.1.4.2 USO DE ANTICONCEPCIONAL ORAL (ACO)

Um total de 216 mulheres (70,6%) usam ou usaram anticoncepcional oral, com

inicio em média aos 23 e mediana de 21 anos e tempo médio de uso 7,8 anos.
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6.1.4.3 MENOPAUSA

Encontravam-se na menopausa 126 mulheres, iniciada em média aos 48 6 anos e

mediana de 50 anos, com variagdo de 37 a 58 anos

Tiveram menopausa espontanea 92 participantes e 34 referiam terem tido

menopausa cirurgica (tabela 11).

TABELA 11. MENOPAUSA

‘ Menopausa Frequéncia Percentagem (%)
'Espontanea o 92 73
Cirurgica (Histerectomia/ooforectomia) 34 27

Total 126 100%

6.1.4.4 USO DE TERAPIA DE REPOSIGAO HORMONAL (TRH)

A TRH foi utilizada por 89 mulheres, sendo que 33,7% suspenderam o uso no
primeiro ano de tratamento. 6.74% (6) usaram até 5 anos.
O tempo médio de uso de 4,2 anos e mediana de 2 anos. Apenas oito

participantes (8.98%) fizeram uso continuo por mais de 10 anos.
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6.1.4.5 PARIDADE

Das 306 participantes, que entraram na analise epidemiolégica, 260 gestaram. A
meédia de gestagdes foi de 2.6 gestagdes e a mediana de 3 gestagdes. Dessas, 28
fizeram tratamento para en