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RESUMO

Anemia de Fanconi (AF) é uma doenca autossémica recessiva ou ligada ao X, cuja
heterogeneidade clinica e genética resulta de diferentes mutagdes em genes cujos produtos
estao envolvidos nas vias de reparo do DNA. A variabilidade fenotipica desta doenga dificulta o
diagnéstico com base nas caracteristicas clinicas, sendo necessarios testes laboratoriais
para sua confirmagdo. Avangos no conhecimento da patogénese molecular da AF levaram
ao desenvolvimento do Western Blot para FANCD2 para auxilio diagndstico. O objetivo
deste estudo foi analisar a via de interagdo das proteinas AF/BRCA por meio da deteccao
da proteina FANCD2, por Western Blot e investigar a contribuicdo dada por esta analise na
elucidacdo do diagnostico da AF. Foram incluidos 84 pacientes AF e 98 individuos saudaveis,
no periodo de setembro de 2004 a novembro de 2006. O método de Western Blot permite
detectar a forma monoubiquitinada da proteina FANCD2 em linfécitos do sangue periférico
estimulados com fitohemaglutinina. Individuos saudaveis apresentam uma banda S (Short)
correspondente a isoforma n&o ubiquitinada da FANCD2 e uma segunda banda L (Long)
referente a isoforma monoubiquitinada desta proteina (FANCD2S+ /FANCD2L+). Pacientes com
AF mostram auséncia da FANCD2 monoubiquitinada (FANCD2S+/FANCD2L-) ou de ambas
isoformas (FANCD2S-/FANCD2L-), porém também expressam o fendtipo FANCD2S+
/FANCD2L+ quando pertencentes aos subtipos com atuacdo a jusante da FANCD2 ou
devido a presenca do mosaicismo somatico. Dentre os 84 pacientes analisados, 77 (91,7%)
foram positivos no teste do DEB e apresentaram o fendtipo FANCD2S+/FANCD2L- no
Western Blot; 2 (2,4%) foram DEB+ e no Western Blot o fenétipo FANCD2S-/FANCD2L-; 5
(5,9%) positivos no DEB porém Western Blot com fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+. Quanto
aos individuos controle, todos apresentaram resultados negativos, concordantes entre as
duas metodologias. Com base nestes resultados, o Western Blot para FANCD2 apresentou
94% (79/84) de sensibilidade e 100% (98/98) de especificidade. Foi realizada uma analise
comparativa entre a porcentagem de reversao observada no DEB e os fenétipos observados
no Western Blot. Houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,006) entre o grupo de
pacientes que expressam ambas as isoformas da FANCD2 que mostraram um ndmero mais
elevado de células revertidas (M=68%) quando comparados ao grupo com auséncia da
FANCD2 monoubiquitinada (M=6%), o que sugere a presenga de mosaicismo somatico de
células hematopoéticas. A monoubiquitinacdo do FANCD2 detectada pelo Western Blot
associada ao teste de quebras cromossOmicas (DEB) e aos parametros clinicos possibilitou
a corroboracgdo do diagnéstico da AF. A analise direta do mecanismo molecular que leva a
monoubiquitinagdo da FANCD2 permitiu classificar os pacientes de acordo com a etapa da via
AF/BRCA que se encontra comprometida. Entretanto, estudos adicionais s&o necessarios
para confirmar o mosaicismo nos pacientes FANCD2L+ /FANCD2S+ com DEB+, bem como
a pesquisa de subtipos genéticos uma vez que este fendtipo também sugere subtipos
envolvendo mutagdes em genes que codificam proteinas com agéo a jusante da FANCD2.

Palavras-chave: Anemia de Fanconi, Western blotting para FANCD2, Teste de quebras
cromossomicas.
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ABSTRACT

Fanconi anemia (FA) is an autosomal recessive or X-linked disease, in which the clinical and
genetic heterogeneity comes from different genetic mutations in genes involved on DNA
repair pathway. Diagnosis based on clinical manifestations can be difficult because of the
phenotypic variability and laboratory tests may be necessary to confirm it. These necessities
and the new advances into the molecular pathogenesis of FA led to the development of the
Western Blot for FANCD2 to complement the diagnosis of FA. The objective of this study
was to analyze the FA/BRCA pathway by the detection of FANCD2 protein, by Western Blot
and identify the contribution of this analysis to the diagnosis of FA. In this study samples from
84 patients with diagnosis of FA and 98 healthy controls were included all of them collected
within September 2004 to November 2006. The Western Blot allows detection of
monoubiquitinated form of FANCD2 protein from peripheral blood lymphocytes stimulated
with phytohemagglutinin on primary culture. Healthy people show one band S (short)
corresponding to the unmodified form of FANCD2 and a second band L (long) referent to the
monoubiquitinated isoform of this protein (FANCD2S+/FANCD2L+). Patients with FA show
absence of FANCD2 monoubiquitinated isoform (FANCDS+/FANCD2L-) or the absence of
both isoforms (FANCD2S-/FANCD2L-) but they may also show FANCD2S+/FANCD2L+
phenotype when a downstream group is involved or on situations of somatic mosaicism.
Seventy seven (91,6%) out of the 84 patients analyzed were positive on DEB and had
phenotype FANCD2S+/FANCD2L- on Western Blot; 2(2,4%) were DEB positive and had
phenotype FANCD2S-/FANCD2L- on Western Blot; 5 (5,95%) were DEB+ but had
phenotype FANCD2S+/FANCD2L+ on Western Blot. All of the normal controls showed
agreeable negative results with both methods. According to these results the Western Blot
for FANCD2 showed 94% (79/84) sensitivity and 100% (98/98) specificity. From a
comparative analysis between the percent of somatic revertion observed on DEB and the
phenotypes observed on the Western Blot a significant statistic difference were detected
(p=0,006) between the percent of revertion observed on patients with the phenotype
FANCD2S+ /FANCD2L+ (M=68%) and patients with the phenotype FANCD2S+ /FANCD2L-
e FANCD2S-/FANCD2L- (M=16%). The specific analysis of the FA/BRCA pathway that
results in monoubiquitination of the FANCD2 protein (Western Blot) combined with clinical
and chromosome breakage data allowed a comprehensive diagnosis of FA patients. It was
possible to previously classify patients according to the level at which the FA/BRCA pathway
is disrupted. However further studies are necessary to confirm some of these findings such
as the study of the mosaicism on patients FANCD2S+/FANCD2L+, as well as the subtyping
and mutation screening of this patients once this phenotype also suggest a possible subtype
with mutations on genes that encodes a protein that functions downstream of FANCD?2.

Keywords: Fanconi anemia; FANCD2 Western Blotting; chromosomal breakage test.
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1 INTRODUGAO

A Anemia de Fanconi (AF) é uma doenga genética rara, porém uma das
anemias aplasticas constitucionais mais frequentes. O padrao de heranga é autossémico
recessivo na maioria dos casos, sendo raramente ligado ao X. E caracterizada clini-
camente por malformagdes congénitas, faléncia progressiva da medula éssea, fragilidade
cromossoémica e suscetibilidade aumentada ao cancer (SHIMAMURA, 2006).

Pacientes com AF apresentam uma grande heterogeneidade clinica; alguns
pacientes tém manifestacdes fenotipicas mais expressivas, com anormalidades
esqueléticas graves, aparecimento precoce das disfungdes da medula Ossea e
cancer, entretanto cerca de 20 % dos individuos doentes possuem aparéncia normal
ao exame clinico (JOENJE e PATEL, 2001; PASQUINI e ZANIS-NETO, 2004).

Uma grande heterogeneidade genética também €& observada na AF, treze
grupos de complementagao ou subtipos genéticos ja foram identificados, sendo que
a maioria dos genes correspondentes ja € conhecida.

A variabilidade fenotipica da AF dificulta o diagnéstico clinico dessa doenga,
sendo necessaria a complementacéo diagnoéstica por métodos laboratoriais (FAIVRE
et al., 2000).

Ao longo dos anos varias descobertas contribuiram para a caracterizagao
da AF. Entre as mais importantes estdo a instabilidade cromossémica espontanea e a
hipersensibilidade das células da pacientes AF ao efeito indutor de quebras cromos-
sémicas dos agentes clastogénicos, tais como mitomicina C (MMC) e diepoxibutano
(DEB). Com base nestas caracteristicas marcantes foram desenvolvidos testes de
quebras cromossémicas, como o Teste de Sensibilidade ao DEB que € um método
citogenético, ainda hoje utilizado como método de referéncia para diagnostico da AF
(AUERBACH, 1993).

Investigacdes a respeito da patogénese molecular subjacente a AF apontam
na sua maioria para o defeito que estas células apresentam nos processos de reparo do

DNA. Esses processos ocorrem normalmente durante o ciclo celular ou em resposta



aos danos causados ao DNA. Mutagbes deletérias ocorridas nos genes que
codificam as proteinas da AF geram disfungdes nos mecanismo de reparo e resultam
em muitas das caracteristicas clinicas e celulares observadas na AF (MONTES DE
OCA et al., 2005).

Em decorréncia dos avangos no conhecimento da patogénese molecular
da AF foi desenvolvido um método complementar ao diagndstico, descrito por
Shimamura et al. (2002). Neste método séo feitos ensaios para a detec¢ao da forma
monoubiquitinada da proteina FANCD2 por técnicas de Western blot a partir de
linfécitos do sangue periférico.

O Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas da UFPR
tem uma casuistica importante de pacientes com anemia de Fanconi e uma experiéncia
de mais de 25 anos no atendimento clinico e laboratorial destes pacientes, tendo
realizado mais de 180 transplantes em pacientes AF ao longo destes anos. Sendo
assim foi considerada de importancia a realizagdo de estudos que possibilitem uma
melhor caracterizagao destes pacientes. O presente estudo apresenta uma analise
da via de interacdo das proteinas da AF no processo de reparo do DNA por meio da
deteccdo da proteina FANCD2 e de sua forma monoubiquitinada, utilizando-se o
método de Western Blot. O objetivo principal foi investigar a contribuicdo dada por
esta analise na elucidac&o do diagndstico da AF.

O diagndstico rapido e preciso desta doencga € de extrema importancia uma vez
que afeta significativamente o monitoramento do paciente, as decisdes no tratamento
bem como o aconselhamento genético as familias. Pacientes com fenétipos mais graves,
que desenvolvem aplasia medular e cancer, devem ser rapidamente diagnosticados
para que sejam frequentemente monitorados e recebam intervencdes terapéuticas

precoces (SHIMAMURA et al., 2002; WAGNER et al., 2004).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1

HISTORICO DA ANEMIA DE FANCONI

QUADRO 1 - MARCOS HISTORICOS DA ANEMIA DE FANCONI

ANO MARCOS HISTORICOS

1927 A Anemia de Fanconi foi descrita pelo pediatra suico GUIDO FANCONI. Em 1967, este mesmo autor apresentou
seus aspectos clinicos.

1964 Schroeder et al. descreveram a presenga de quebras cromossdmicas espontaneas nas culturas de linfécitos de
pacientes com AF.

1976 Schroeder et al. estabeleceram o padrao autossémico recessivo de heranga e ainda sugeriram a existéncia da
heterogeneidade genética na AF.
Dosik et al. demonstraram que as alteragdes mais freqlentes em células de pacientes AF sdo as quebras de

1979 cromatides e figuras radiais
Realizagdo do 1.° Transplante de Medula Ossea (TMO) no Brasil, pela equipe do Dr. Ricardo Pasquini, HC-UFPR.
Zakrzewski e Sperling demonstraram a existéncia de pelo menos dois grupos de complementagéo na AF.

1980 Gluckman et al. relataram casos de TMO em pacientes AF e constataram a necessidade de regimes de
condicionamento especificos para estes pacientes.

1981 Auerbach et al. descreveram o teste padrao para diagnéstico laboratorial da AF, o teste do diepoxibutano (DEB).
Foi realizado o primeiro TMO em pacientes AF no Brasil pela equipe do Dr. Ricardo Pasquini, HC-UFPR.

1992 Strathdee et al. identificaram o primeiro gene da AF, o FANCC

1996 Lo Ten Foe et al. e Apostolou et al. realizaram a clonagem do gene FANCA.

1998 Winter et al. identificaram o gene FANCG.

2000 Winter et al. (2000a) identificaram o gene FANCE. Nesse mesmo ano, Winter et al. (2000c) isolaram o DNA
complementar do gene FANCF.

2001 Timmers et al. realizaram a clonagem posicional do gene FANCD?2.

2002 Shimamura et al. desenvolveram um método complementar ao diagnéstico da AF, baseado na detecgéo da
forma monoubiquitinada da proteina FANCD2.

2003 Meetei et al. detectaram um novo grupo de complementacéo, o FA-L.

2004 Meetei et al. identificaram que o gene FANCB que esta localizado no cromossomo X, o que trouxe a
caracteristica da heranca ligada ao X a AF.

2005 Meetei et al. identificaram o grupo de complementagao FA-M. Nesse mesmo ano, Levitus et al. identificaram o
gene FANCJ (BRIP1).
Xia et al. e Reid et al. identificaram um novo grupo de complementagao, denominado FA-N, cujo gene candidato
& 0 PALB2.

2007 e

Smogorzewska et al. concluiram que a proteina FANCI corresponde a uma variante da proteina KIAA1794 e que
0 gene correspondente a esta proteina esta localizado no cromossomo 15q25-26.




2.2 CARACTERISTICAS CLINICAS E HEMATOLOGICAS DA ANEMIA DE FANCONI

A anemia de Fanconi é uma doenca hereditaria de falha progressiva da medula
0ssea, caracterizada por anormalidades congénitas, hematopoese alterada, fragilidade
cromossoémica e suscetibilidade aumentada ao cancer (SHIMAMURA, 2006).

E consensual entre os autores a grande heterogeneidade clinica da AF; alguns
pacientes apresentam um fendtipo relativamente discreto, com desenvolvimento normal
do esqueleto, alteragdes hematoldgicas subclinicas e sobrevida de mais de 30 anos.
Outros pacientes podem apresentar manifestacbes fenotipicas mais expressivas,
com anormalidades esqueléticas graves, aparecimento precoce das disfungdes da
medula éssea e cancer, que, em geral, sdo as causas de Obito na primeira década
de vida (JOENJE e PATEL, 2001).

A idade média do diagnostico para o sexo masculino é de 6,5 anos e para
o feminino € de 8 anos, porém pode chegar a ser feito na idade adulta. Diante dos
avancgos no tratamento, bem como no conhecimento da fisiopatologia desta doenca,
a sobrevida média destes pacientes que era de 20 anos até a década de 1990 subiu
para 30 nos anos 2000 (TANIGUCHI e D'ANDREA, 2006).

A suspeita clinica da AF é sugerida em individuos que apresentam anor-
malidades fisicas incluindo baixa estatura, pigmentagdo anormal da pele (manchas
café-com-leite e hipopigmentagdo), malformagdes dos rins, coragdo e esqueleto
(auséncia e anormalidades de polegar e radio), cabega, olhos pequenos, deficiéncia
auditiva, hipogonadismo, fertilidade reduzida e atraso no desenvolvimento mental.
Alguns pacientes n&do apresentam malformagdes congénitas e segundo Alter (2003),
as anormalidades fisicas ndo sao a causa de mortalidade dos pacientes AF, levando
a concluir que a auséncia destas ndo exclui o diagnostico da AF.

A faléncia progressiva da medula 6ssea € outra caracteristica clinica da AF,
que, em geral, ocorre na primeira década de vida, podendo variar em cada caso.
FreqUentemente este processo tem inicio com a reducéo dos valores hematimétricos

em sangue periférico (trombocitopenia, leucopenia, anemia), sendo a medula 6ssea



inicialmente normocelular e tornando-se progressivamente hipoplastica (GROSS
et al.,, 2002). Para caracterizar melhor o perfil hematoldgico destes pacientes, trés
graus do comprometimento medular podem ser definidos, como apresentado no
quadro 2, grau | = sem falha medular; grau Il = falha medular inicial; grau Ill = falha
medular avangada. Estes dados s&o baseados em informagdes da literatura e sao

aplicaveis a pratica clinica (BUTTURINI et al., 1994; GUARDIOLA et al., 2000).

QUADRO 2 - GRAUS DO COMPROMETIMENTO MEDULAR NA AF

ESTAGIOS CRITERIOS
Grau | Plaquetas > 100.000/uL; neutréfilos > 1000/uL; hemoglobina >10 g/dL
Sem falha medular
Grau Il Pelo menos um dos critérios: plaquetas <100.000/uL mas > 20.000/uL; neutréfilos < 1.000/uL
Falha medular inicial mas > 500/uL; hemoglobina < 10 g/dl; sem necessidade de transfusdes ou até < 20

transfusdes.

Grau Il Pelo menos um dos critérios: plaquetas < 20.000/uL; neutrdéfilos < 500/uL ou necessidade de
Falha medular avangada > de 20 transfusdes de hemacias e (ou) plaquetas.

No estudo feito por Butturini et al. (1994) foram estudados 388 pacientes
registrados no IFAR (International Fanconi Anemia Registry) com uma mediana de
cinco anos de acompanhamento, sendo que 332 desses pacientes apresentaram
anormalidades hematoldgicas. Em 274/332 pacientes as alteragdes hematoldgicas
foram detectadas no momento do diagndstico e em 58 deles essas apareceram em
uma mediana de 3 anos apods o diagndéstico. A mediana de idade dos pacientes ao
inicio das alteragdes hematoldgicas foi de sete anos e o risco estatistico de desenvolver
anormalidades hematoldgicas aos 40 anos de idade foi de 98 % (IC 95% = 93 a
99%). Os dados do estudo de Butturini et al. (1994) estdo apresentados no grafico 1.

A predisposig¢do ao cancer € uma caracteristica marcante da AF. Segundo
Rosenberg, Greene e Alter (2003), are razdo entre os casos de leucemia mieldide
aguda observados e esperados de é 785 entre os pacientes AF. O risco de desenvolver
tumores solidos, particularmente carcinoma de células escamosas, envolvendo espe-
cialmente cabecga e pescogo, trato gastrintestinal e genital em mulheres, também

esta aumentado. A maioria dos tumores associados com AF desenvolve-se apds 0s



13 anos de vida. As neoplasias malignas sao dificeis de tratar porque os individuos
com AF submetidos a quimioterapia e radioterapia tém maior toxicidade. Em torno
dos 40 a 48 anos o risco acumulado de disfuncdo da medula 6ssea € de 90%, a
ocorréncia de hemopatias malignas € de 10 a 33% e das ndo hematologicas é de
29% (KUTLER et al., 2003).

Em funcdo de que a variabilidade fenotipica dos pacientes AF dificulta o
diagndstico clinico, foi sugerido por Auerbach, Rogatko e Schroeder (1989), a partir
de uma analise de regressao multivariada de 310 pacientes do IFAR, um método
simplificado de classificacdo com base em oito parametros clinicos que melhor definem
0 paciente AF (retardo no crescimento, pigmentagdo anormal, anormalidade renal e
urinaria, microftalmia, dificuldades no aprendizado, trombocitopenia, anormalidade
de radio e polegar e outras anormalidades esqueléticas). O somatério dos pontos
atribuidos a estes parametros clinicos, permite obter um escore que se correlaciona

com a probabilidade de o paciente ser ou n&o clinicamente definido como AF.

GRAFICO 1 - ALTERAGOES HEMATOLOGICAS
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FONTE: Butturini et al. (1994)

NOTA: A linha indica o risco estatistico de desenvolver anormalidades hematolégicas
por idade nos 388 pacientes com AF estudados (as marcas na linha
representam o intervalo de 95% de confianga). O histograma indica a
distribuicdo por idade das alteracdes hematoldgicas registradas em
intervalos de cinco anos (o probandos; m irmaos).



2.3 INCIDENCIA DA ANEMIA DE FANCONI

A incidéncia da AF é de aproximadamente um em cada cem mil individuos
nascidos vivos na maioria das populagdes ja estudadas. A frequéncia geral de portadores
na populacao dos Estados Unidos, da Europa e do Japao esta estimada em aproxi-
madamente um em trezentos (D'ANDREA e GROMPE, 2003 e ROSENBERG, GREENE
e ALTER, 2003). Ainda ndo foram realizados estudos da incidéncia ou da frequéncia de

portadores da AF no Brasil.

2.4 HETEROGENEIDADE GENETICA DA ANEMIA DE FANCONI

A AF é uma doenca recessiva com ambos os padrdes de heranga, autossémica
na maioria dos casos e raramente ligada ao X (FANCB). E uma doencga bastante
heterogénea, ndo apenas em nivel clinico. A heterogeneidade genética da AF também
pode ser evidenciada em estudos de hibridizagao celular e de complementagdo com
a definigdo dos subtipos genéticos da AF.

Foi demonstrada a existéncia de pelo menos treze grupos de complementagéo
ou subtipos genéticos (FA-A, B, C, D1, D2, E, F, G, |, J, L, M e N) sendo que todos os
genes correspondentes ja foram identificados: FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1(BRCA2), FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG (XRCC9), FANCI (KIAA1794),
FANCJ (BACH1/BRIP1), FANCL (PHF9), FANCM (FAAP250), FANCN (PALB2). Uma
grande variedade de meétodos tem sido utilizada na investigacdo destes genes.
FANCA, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG foram identificados por clonagem do DNAc e
complementagao funcional; FANCD2 e FANCJ(BACH1/BRIP1) por analise de ligagao e
clonagem posicional, FANCD1/BRCA2 e FANCJ(BACH1/BRIP1) pela estratégia de
gene candidato; FANCL, FANCB e FANCM em estudos de associagao protéica e de
purificacdo bioquimica e FANCN e FANCI por sequenciamento do DNA gendmico e
do DNAc (JOENJE, PALS e ZWAAN, 2004; GURTAN et al., 2006; XIA et al., 2007;
SMOGORZEWSKA et al., 2007).



Segundo dados internacionais, a maioria dos pacientes AF pertence aos
grupos de complementagédo FA-A, FA-C e FA-G com uma distribuicdo aproximada de
65% no grupo FA-A e 8-10% em cada um dos grupos FA-C e FA-G. Contudo, a
frequéncia dos grupos de complementacao da AF € variavel entre diferentes grupos
étnicos. Alguns grupos apresentam uma ocorréncia mais elevada de uma mutacéo
especifica, o que influencia significativamente a prevaléncia de diferentes subtipos
em cada populacédo (D'ANDREA e GROMPE, 2003; SHIMAMURA, 2006).

A classificagdo dos pacientes registrados no Programa Europeu de Pesquisa
em Anemia de Fanconi possibilitou estimar a prevaléncia relativa dos doze grupos
de complementacdo melhor caracterizados até o momento, como representado no
grafico 2, que foi construido com base nos estudos feitos por Levitus et al. (2004) e

Shimamura (2006).

GRAFICO 2 - PREVALENCIA DOS GRUPOS DE COMPLEMENTAGAO NA AF

FONTE: Adaptado de Levitus et al. (2004) e Shimamura (2006)

NOTA: Resultados baseados no registro de pacientes no Programa Europeu de Pesquisa em
Anemia de Fanconi (1994-2003). As porcentagens estimadas por grupo de complementagédo
foram FA-A 66%; FA-B raro; FA-C 10%; FA-D1 3%; FA-D2 3%; FA-E 3%; FA-F 2%;
FA-G 9%; FA-1 2%; FA-J 2%; FA-L raro, FA-M raro.

As informagbes a respeito da relevancia do conhecimento do grupo de
complementagdo ou de mutagdes especificas no prognéstico dos pacientes ainda

sao muito limitadas. Os riscos associados a cada subtipo da AF, especialmente os



mais frequentes (FA-A, C e G), tém sido investigados por meio de alguns estudos de
correlagdes entre o gendtipo e o fendtipo. Aparentemente a definicdo da mutacéo
especifica que o paciente apresenta parece ter uma maior relevancia no acom-
panhamento clinico do que somente a definigdo do grupo de complementagao
(KUTLER et al., 2003).

De maneira geral, pacientes do subtipo FA-G tém citopenia mais grave e
alta incidéncia de leucemia. As anormalidades somaticas sdo menos frequentes em
individuos do grupo FA-C com um aparecimento tardio da anemia aplastica, contudo
individuos deste mesmo grupo com mutagdes IVS4 A>T ou delegbes do exon 14
parecem apresentar um maior numero de anormalidades congénitas, anemia aplastica
severa e mortalidade mais frequente. Pacientes do grupo FA-A, homozigotos para
mutac&o que resulta em um alelo nulo (n&o expresso), tém incidéncia mais elevada
de leucemia do que aqueles deste mesmo grupo cujas mutagbes produzem a
proteina FANCA com alteragdes. Essa analise feita por Faivre et al. (2000) indica que
pacientes com mutagées em FANCG e outros com algumas mutagdes especificas
em FANCA sao grupos de alto risco, com necessidade de monitoramento frequente e
intervencgao terapéutica precoce.

Um outro estudo realizado por Wagner et al. (2004) sugere que pacientes
com mutacdes bialélicas em BRCA2 (ambos os alelos apresentam mutagdes
deletérias, em homozigose ou em heterozigose composta) mostram um alto risco de
desenvolver leucemia aguda durante os primeiros cinco anos de vida. Segundo estes
autores, este tipo de mutagao requer exames frequentes para investigar alteragcdes da
medula 0ssea. A possibilidade de um transplante de células tronco hematopoéticas,
anterior ao desenvolvimento da mielodisplasia ou da leucemia aguda, deve ser
considerado. De forma semelhante, os pacientes com mutag¢des bialélicas em
FANCN (PALB2) podem representar um subtipo com um fendtipo clinico de alta
complexidade (REID et al., 2007). Sendo assim, estes autores concluiram que testes

para detectar um possivel envolvimento do gene BRCA2 e FANCN devem ser



10

considerados sempre que ndo tenha sido possivel incluir o paciente em um dos

principais grupos de complementacéo frequentemente pesquisados.

2.5 GRUPOS DE COMPLEMENTACAO OU SUBTIPOS DA AF: GENES, SEUS
PRODUTOS, FUNCOES E MUTACOES.

2.5.1 Grupo de Complementacao FA-A

O gene FANCA foi identificado por Lo Ten Foe et al. (1996) por ensaios
de complementagdo e posteriormente por clonagem posicional e estudos de
expressdo. E constituido de 43 exons e codifica uma proteina de 1.455 aminoacidos.
Esta proteina FANCA, localizada predominantemente no citoplasma, desempenha
também fungdes no nucleo em associagao direta com a proteina FANCG, por meio
de sua porcao N-terminal, e indiretamente com as proteinas FANCC e FANCF.
Grompe e D'Andrea (2001) salientam a importante interagao das proteinas AF do grupo
principal, incluindo FANCA, com a proteina BRCA1 em um modelo para o reparo de
ligagdes cruzadas intercadeias do DNA.

Com base nos dados do IFAR (International Fanconi Anemia Registry), Levran
et al. (2005) revisaram o espectro de variagdes na sequéncia do FANCA e demonstraram
que o grupo de complementagado FA-A representa aproximadamente 65% de todos
os individuos afetados. O FANCA é um gene altamente polimorfico e hipermutavel com
mais de 100 mutagbes diferentes identificadas, sendo muitas delas pequenas
insercoes/delegdes que implicam na producdo de uma proteina alterada. Contudo,
existem as grandes delegdes que representam 40% das mutagdes encontradas
neste gene e resultam na auséncia total de expressao da proteina (mutagdes nulas).

Na populagéo brasileira, uma mutagdo no exon 38 do gene FANCA, constituida
pela delecdo dos nucleotideos das posi¢cdes 3788 a 3790 (3788-3790del), foi encontrada
em uma frequéncia de 30% dos pacientes AF estudados (MAGDALENA et al., 2005).
Em populacdes da Africa do Sul, delecdes dos exons 11 & 17 e dos exons 12 & 31

sao relativamente frequentes (JOENJE e PATEL, 2001).
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2.5.2 Grupo de Complementagcao FA-B

Inicialmente alguns achados preliminares incluiam pacientes dos subtipos
FA-B e FA-D1 entre aqueles que apresentavam mutagdes bialélicas em BRCA2.
A hipotese sugerida era de que o gene FANCB seria uma variante alélica decorrente
de uma mutagcdo hipomorfica do gene BRCA2, que resultaria em uma menor
quantidade do produto deste gene (HOWLETT et al., 2002).

Posteriormente Meetei et al. (2004) identificaram altera¢gdes no polipeptideo
FAAP95 entre os pacientes do grupo de complementagéo FA-B. FAAPs sao polipeptideos
associados a anemia de Fanconi e estdo entre os componentes ainda nao identificados
do complexo principal de proteinas AF. Com o uso de técnicas de espectrometria de
massa, imunoblot e imunoprecipitacdo, estes autores constataram que o FAAP95 é
um componente estavel e funcional do complexo principal de proteinas AF com uma
possivel interagcdo direta com FANCL e aparentemente necessario para estabilizar
essa proteina no complexo principal da AF.

O gene que codifica a proteina FAAP95, também denominada FANCB, esta
localizado no cromossomo X (Xp22.31), afetando assim o sexo masculino em maior
proporgdo. Esta nova caracteristica da AF, de heranga recessiva ligada ao X, tem
importantes consequéncias para o aconselhamento genético das familias, porém este
€ um subtipo bastante raro, apenas quatro familias com muta¢cdes em FANCB foram

identificadas até o presente (MEETEI et al., 2004).

2.5.3 Grupo de Complementagao FA-C

O gene FANCC foi clonado por complementagao funcional por Strathdee
et al. (1992) e codifica uma proteina de 558 aminoacidos (63kDa), com uma localizag&o
predominantemente citoplasmatica, porém possui um dominio trans-membrana que
possibilita sua entrada no nucleo da célula (HOATLIN et al., 1998).

A proteina FANCC, além da participacdo nos mecanismos de reparo do DNA,

desempenha um papel multifuncional e possivelmente dispde de dominios funcionais



12

estruturalmente separados. Alguns atuam na tolerancia aos agentes indutores de
ligagcbes cruzadas do DNA em conjunto com as demais proteinas AF no nucleo celular,
outros desempenham importante papel no controle do ciclo celular, no transporte de
proteinas, na sobrevida das células, na transdugdo de sinais e na regulagdo da
detoxificagdo no citoplasma da célula (BOGLIOLO et al., 2002).

Alguns desses mecanismos que envolvem a proteina FANCC e possivelmente
outras proteinas AF, independente de suas fungdes na via de interacdo AF/BRCA,
seréo abordados a seguir.

Em células estimuladas por citocinas ou na presencga de peroxido de hidrogénio
(H202), a FANCC e a FANCD2 formam um complexo de alto peso molecular com
moléculas STAT (STATs 1, 3 e 5), que sdo quinases transdutoras de sinais e ativadoras
de transcricdo. A formacado deste complexo € necessaria para a fosforilagdo dos
STATs, que sao assim translocados para o nucleo a fim de comandar respostas que
afetam a sobrevida das células. Mutagdes em FANCC impedem a associagdo aos
STATs e consequentemente a fosforilagdo dos mesmos levando ao descontrole da
sobrevida da célula (FAGERLIE et al., 2001; BAGBY e ALTER, 2006).

A proteina FANCC, em conjunto com proteinas de choque térmico (Hsp),
apresenta fungdes anti-apoptoticas. A Hsp70 liga-se a FANCC e modula a atividade da
quinase-proteica dependente de RNA de dupla fita (PKR). A PKR induz a fosforilagéo
do fator iniciador da tradugéo (elF-2a), resultando na inibicao da tradugéo e consequente
indugdo da apoptose. Tanto a PKR quanto a elF-2a sdo excessivamente ativas em
células com mutagdes em FANCC em fungdo da falha na associagao da FANCC com
Hsp70 (FAGERLIE et al., 2001; BAGBY e ALTER, 2006).

As proteinas AF, em especial a FANCC, também fazem parte de mecanismos
que protegem as células dos danos causados pelo estresse oxidativo, o qual é decorrente
de alta tens&o de oxigénio, radiagdo gama, radiagdo UV ou drogas que geram o radical
hidroxila reativo (OH"). Esses fatores mutagénicos geram lesées nos cromossomos
e quebras de dupla fita do DNA. A redugdo do oxigénio leva a produgéo do anion

superoxido (O2’), que precisa ser removido pela enzima superoxido dismutase (SOD),
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a qual, por sua vez, gera o peroxido de hidrogénio (H2O), cuja toxicidade requer
detoxificagdo pela catalase (BOGLIOLO et al., 2002).

Varios sdo os processos que envolvem o metabolismo do oxigénio e a
detoxificagdo de suas espécies reativas (ROS). A proteina FANCC tem sua participagao
conhecida no metabolismo do O, dependente de citocromo P450 e na interagcdo com
a glutationa S transferase P1 (GSTP1). O citocromo P450 é uma superfamilia de
hemoproteinas que catalisam a oxidagcdo de um grande numero de substancias
endogenas e xenobiodticas. Para que o metabolismo dependente de citocromo P450
ocorra é preciso a participacdo de redutases que fazem a transferéncia de elétrons
do NADPH para P450. Em células FA-C a detoxificagdo é anormal, indicando um papel
da FANCC como um regulador negativo da atividade redutase. Uma atividade elevada
das redutases pode levar a producado de ROS, afetando a sobrevida das células.

A FANCC parece também aumentar a atividade da enzima GSTP1, envolvida
na detoxificagdo de xenobidticos e produtos do estresse oxidativo, em células expostas
a indutores de apoptose. A FANCC previne a formacéo de pontes disulfeto de inativacao
na GSTP1, atuando nos mecanismos reguladores da GSTP1. Muitos estudos estao
buscando uma melhor compreensao do papel das proteinas AF nos danos oxidativos
causados ao DNA (CUMMING et al., 2001; BAGBY e ALTER, 2006).

Analises do gene FANCC mostram um pequeno numero de mutagdes e, em
geral, com origens ancestrais especificas. A primeira variante alélica identificada foi
1916C>T. E uma mutagdo de ponto que resulta em substituicdo de uma leucina por
uma prolina na posicéo 554. Outra mutagao descrita foi a IVS4 + 4 A> T, encontrada
em alta frequéncia (80%) em uma populacdo de judeus Ashkenazi. Estas duas
mutagdes estdo associadas a um fendtipo bastante grave da doenca. As mutagdes
1897C>T, 322delG, 808C>T sdo mais freqientes em individuos com origem
ancestral do norte da Europa e estdo associadas a um fendtipo mais brando

(WHITNEY et al., 1994).
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2.5.4 Grupo de Complementagao FA-D1

Whitney et al. (1995) e Jackobs et al. (1997) identificaram que mutac¢des
deletérias no gene que caracteriza a linhagem celular PD20 seria correspondente ao
grupo FA-D, em fungdo da suposta incapacidade desta linhagem complementar a
linhagem HSC62, considerada de referéncia para o grupo FA-D. Contudo, Timmers
et al. (2001) concluiram que os genes mutados em HSC62 e em PD20 sao diferentes
e caracterizam dois grupos distintos de complementacdo. O primeiro € o FA-D1, cuja
linhagem de referéncia € a HSC62, e o0 segundo € o FA-D2, que corresponde a
linhagem PD20.

Howlett et al. (2002) identificaram a inativagao bialélica do gene BRCA2 em
células de pacientes AF do subtipo FA-D1, enquanto pacientes com tumores de ovario e
de mama apresentavam mutagdo monoalélica deste mesmo gene. Esta observagéo
permitiu inferir que o gene FANCD1 seria 0 mesmo gene BRCA2 associados aos tumores.
A principal funcdo da proteina BRCA2 é a regulagdo do reparo do DNA por
recombinagcdo homologa (HR) mediante o controle da recombinase RAD51. A BRCA2
também participa na estabilizagdo das forquilhas de replicacdo e na regulagdo da
citocinese dentre outras fungdes (TANIGUCHI e D'ANDREA, 2006).

Pacientes AF com mutacgdes bialélicas em BRCA2 apresentam um alto risco
de desenvolver leucemia aguda durante os cinco primeiros anos de vida. Além disso,
os heterozigotos compostos tém elevado risco de desenvolver tumores solidos. A
presenca destes tipos de mutagdes requer um monitoramento mais frequente que

permita intervencgdes terapéuticas precoces (WAGNER et al., 2004).

2.5.5 Grupo de complementagdo FA-D2

O gene FANCD?2 identificado por Timmers et al. (2001), por clonagem
posicional, foi o primeiro gene da AF que teve um gene homdlogo encontrado em
nao vertebrados. Este gene consiste de 44 exons que codificam uma proteina nuclear

de 1451 aminoacidos, a qual apresenta duas isoformas, resultantes de modificacbes



15

que ocorrem apods a tradugcdo, a FANCD2-S (short ou small) com 155 kDa e a
FANCD2-L (large ou long) com 162 kDa. A isoforma longa resulta da adicdo de uma
molécula de ubiquitina na lisina 561(GARCIA-HIGUERA et al., 2001).

A FANCD2 é também fosforilada pela ATM na serina 222. O gene ATM
codifica esta quinase-proteica que, quando induzida por radiagao ionizante, fosforila
e ativa proteinas envolvidas nos pontos de checagem do ciclo celular, como a NSB1,
a BRCA1 e a FANCD2 (TANIGUCHI et al., 2002; D'ANDREA e GROMPE, 2003).

Dentre as mutagdes no gene FANCD2 estdo a delegdo do exon 17 e a
transicado de A—G no nucleotideo 376, a qual resulta na substituicido de uma serina

por uma glicina no residuo 126 (TIMMERS et al., 2001).

2.5.6 Grupo de Complementacao FA-E

O gene FANCE foi identificado pelo método de clonagem por complementacgao,
possui 10 exons que codificam uma proteina com 536 aminoacidos e de localizagao
nuclear. Um estudo realizado por Winter et al. (2000a) identificou trés tipos
diferentes de mutagdes em dois pacientes analisados.

Pace et al. (2002) demonstraram que a FANCE € parte do complexo nuclear
de proteinas AF e que ela se liga a ambas as proteinas, FANCC e FANCD2. A FANCE
€ necessaria para que a FANCC permaneca no interior do nucleo e ainda estabelece
uma ponte entre o complexo principal de proteinas AF e a FANCD2. Devido a sua
capacidade de ligar-se a FANCD2, ela tem sido descrita como o fator de recrutamento

de substrato do complexo principal da AF (GURTAN e D'ANDREA, 2006).

2.5.7 Grupo de Complementacao FA-F

O gene FANCF foi identificado por Winter et al. (2000b) por métodos de
clonagem e complementacdo. Foi descoberto que este gene ndo tem introns e

codifica um polipeptideo homologo a proteina de ligagdo ao RNA em procariontes
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(ROM), o que sugere que a molécula FANCF pode ter um dominio de ligagéo a acidos
nucléicos. A FANCF tem uma localizacdo predominantemente nuclear, e parece
exercer um papel importante na estabilizagdo das associagdes entre as demais
proteinas que constituem o complexo principal da AF (MEDHURST et al., 2006).
Foram identificadas algumas variantes alélicas do FANCF que resultam em
auséncia de expressdo desta proteina; auséncia esta que abrange, por exemplo,
desde a delecao dos nucleotideos 230-252 até a mutagado 484-485del, que resulta

da delegédo de somente dois pares de bases, entre outras (WINTER et al., 2000c).

2.5.8 Grupo de Complementacao FA-G

Liu et al. (1997) identificaram por complementacgdo funcional que o gene
humano XRCC9 apresentava a capacidade de complementar células mutantes de
hamster (linhagem UV40) sensiveis aos agentes indutores de ligagdes cruzadas do
DNA, a radiagao ionizante e a radiacdo UV. No ano seguinte, Winter et al. (1998)
comprovaram entdo que o gene FANCG era idéntico ao gene humano XRCC9 que
possivelmente atua no reparo do DNA pds-replicacédo, ou no controle dos pontos de
checagem do ciclo celular.

Postula-se que apds a replicagdo, na saida da fase S do ciclo celular, a
FANCG possa ser fosforilada por quinases do proprio ciclo celular, e que esta
promova a remogao do complexo de proteinas AF que esteve ligado a cromatina,
para reparo do DNA, durante a replicacdo (GURTAN e D'ANDREA, 2006).

O gene FANCG é formado por 14 exons que codificam uma proteina de 622
aminoacidos, cujo peso molecular € 68 kDa e os dominios funcionais ainda n&o s&o
conhecidos. Contudo, sabe-se que FANCG é necessaria para a ligagao entre FANCA
e FANCC e que as trés fazem parte do complexo principal de proteinas AF. Sabe-se
ainda que FANCG pode ter funcao adicional no processo de reparo do DNA, via uma
interacdo independente com BRCA2, que ocorre em resposta a um dano relevante

no DNA. Esta interagdo entre FANCG e BRCA2 demonstra uma ligagéo direta entre o
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mecanismo AF e uma proteina com importante papel no mecanismo de reparo por
recombinagcdo homéloga. Um passo importante seria estabelecer a relagéo entre a
monoubiquitinacdo da FANCD2 e o recrutamento da BRCA2 no reparo de ligagdes
cruzadas do DNA (HUSSAIN et al., 2003).

Auerbach et al. (2003) estudaram a distribuicdo do gene FANCG com base
nos registros do IFAR. Foi encontrado que as muta¢gdes mais comuns s&o a IVS8-2
A>G, observada entre brasileiros, IVS11+1G>C em franceses, 1794-1803del10 em
europeus e IVS3+1G>C em japoneses e coreanos, 0 que sugere um possivel efeito

fundador destas mutacdes nestes grupos.

2.5.9 Grupo de Complementacao FA-H

A unica linhagem celular que havia sido definida como FA-H foi redefinida como
FA-A. Esta linhagem né&o havia sido incluida no grupo FA-A, nos estudos de comple-
mentacg&o iniciais, porque apresentava uma reversao fenotipica que impossibilitou a
detecgao da correcdo por complementaridade na fusao hibrida. Estudos adicionais
mostraram que esta linhagem apresentava uma heterozigose composta, com duas
novas mutagdes, uma envolvendo o exon 29 e a outra uma delegc&do dos exons 17 ao
31 do gene FANCA (JOENJE et al., 2000).

Na intenc&o de evitar as armadilhas da reversao, as futuras inclusées dos
pacientes AF em novos grupos de complementagcédo seguirdo critérios mais rigidos
como: a exclusdo de pelo menos dois pacientes de todos os grupos de complementacao
conhecidos; a falha em complementarem um ao outro no estudo de fusao hibrida, ou
ainda, a identificacdo do novo gene complementar, se uma unica linhagem celular

estiver disponivel (JOENJE et al., 2000).
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2.5.10 Grupo de Complementacao FA-I

Os grupos de complementagcdo FA-I e FA-J foram descritos por Levitus
et al. (2004). Nesse estudo, oito pacientes AF ndo consanguineos foram excluidos
dos subtipos ja conhecidos com base em ensaios de complementagéo. Linhagens
celulares de quatro desses oito pacientes ndo mostraram complementaridade entre
si, e passaram a constituir um novo grupo designado FA-I. As outras quatro linhagens
complementaram esse grupo, mas n&do complementaram umas as outras levando a
identificacdo de um segundo novo grupo de complementagdo denominado FA-J.

Em estudos adicionais ambas as linhagens foram capazes de estabelecer
a formacao do complexo principal de proteinas AF; porém, em células FA-I a proteina
FANCD2 nado pode ser monoubiquitinada, indicando um defeito a montante na via
AF/BRCA. Até este momento era possivel presumir que a FANCI exercia suas fungdes
na monoubiquitinagdo da FANCD2 de forma indireta, possivelmente a jusante da FANCL
e a montante da FANCD2 (LEVITUS et al., 2004; GODTHELP et al., 2006).

Recentemente Smogorzewska et al. (2007) identificaram o gene FANCI que
esta mutado em linhagens de células do grupo FA-I. A regido codificadora do gene
FANCI foi amplificada a partir de uma biblioteca de DNAc de linfécitos humanos e
corresponde a uma variante do gene KIAA1794 localizado no cromossomo 15q25-26.
A proteina correspondente tem 1328 aminoacidos e um peso molecular aproximado
de 150 kDa. Estes autores identificaram ainda que o gene FANCI (KIAA1794) apresenta
regibes homologas com o gene FANCD2 e que seu produto também é
monoubiquitinado. A FANCI liga-se a FANCD2 e ambas as proteinas ubiquitinadas
formam um complexo a jusante na via de interagdo AF/BRCA, necessario para que
ocorra o0 reparo de ligagbes cruzadas do DNA, especialmente por recombinagao
homologa. Estes achados sdo bastante recentes e requerem mais estudos para a

completa elucidagéo.
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2.5.11 Grupo de Complementacéo FA-J

No estudo realizado por Levitus et al. (2004) as células classificadas no
grupo FA-J foram capazes de monoubiquitinar a proteina FANCD2. Isso sugere, de
acordo com o mecanismo proposto para AF, que o defeito envolvendo este grupo de
complementagao pode estar localizado a jusante da monoubiquitinagdo da FANCD2.

A proteina FANCJ, codificada pelo gene BRIP1, foi descrita como sendo um
membro da familia das RecQ DEAH helicases. Essas enzimas processam arranjos
irregulares do DNA, tais como jung¢des holliday, formadas durante a recombinagao
homologa, ou as estruturas estendidas a partir de forquilhas de replicagdo. A FANCJ,
também denominada BRIP1, € semelhante a uma RecQ helicase que desespiraliza o
DNA na direcdo 5'—3'e pode estar associada com o reparo do DNA. Além disso,
estas proteinas tém uma ligagdo direta com a recombinagdo homdéloga mediante a

interagcdo com BRCA1 (LEVITUS et al., 2005).

2.5.12 Grupo de Complementacao FA-L

Na constante busca de um melhor entendimento do mecanismo de atuagao
das proteinas AF em resposta aos danos causados ao DNA, um ponto fundamental
era que as proteinas envolvidas na monoubiquitinagcdo da FANCD2 nao apresentavam
um sitio especifico com atividade de ubiquitina ligase. Em estudos com linhagens
celulares derivadas de pacientes AF foi possivel detectar um componente do
complexo principal, chamado PHF9 (PHD finger protein 9) que possui atividade de E3
ubiquitina ligase. Com esta descoberta concluiu-se que a PHF9 representa um novo
grupo de complementagdo denominado FA-L.

O gene PHFY9, também chamado FANCL, codifica um produto com trés
potenciais repeticbes de WD40 e um dominio PHD. As repetigbes WD40 sao
conhecidas pela fungdo de mediar interagcdes proteina-proteina e os dominios PHD
sao variantes de dominios do tipo RING, conhecidos por possuirem atividade E3

ubiquitina ligase. O dominio PHD apresenta padrdes de sequéncias de aminoacidos
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caracteristicos de dominios do tipo finger e uma regiao conservada que codifica um
triptofano entre as cisteinas dos residuos de numeros seis e sete. Essas
caracteristicas permitem distinguir o PHD dos dominios que n&o tém atividade ligase.
O PHF9 tem este dominio com a regido conservada do triptofano que € fundamental
para que a E2 (ubiquitina conjugase) seja recrutada e possa ligar-se, sugerindo que
PHF9 possa ter atividade ubiquitina ligase e que as repetigdes WD40 sdo necessarias
para a estabilidade das proteinas do complexo principal (MEETEI et al., 2003;

GURTAN et al., 2006).

2.5.13 Grupo de Complementacédo FA-M

A proteina FAAP250 foi identificada como um novo componente do
complexo principal de proteinas AF que, quando resultante de uma mutagéo
deletéria, caracteriza o grupo de complementagado FA-M e por consequéncia o0 gene
que codifica a proteina FAAP250 é dito FANCM.

A FAAP250 ou FANCM tem seqUéncias similares as proteinas de reparo do
DNA conhecidas como a proteina Hef de arquebactéria e a proteina ERCC4 humana.
A proteina Hef possui atividade helicase e endonuclease e é capaz de remover as
forquilhas de tripla hélice de DNA instaladas durante a replicacdo. A proteina ERCC4
€ uma endonuclease essencial para a excisdo de nucleotideos durante o reparo do
DNA em humanos. A FAAP250 e a ERCC4 sao as unicas proteinas humanas que
possuem dominios helicase e endonuclease, sugerindo que elas possam ter um
ancestral em comum, possivelmente a proteina Hef das arquebactérias. A proteina
FANCM, também chamada FAAP250, tem o dominio helicase conservado, contudo o
dominio endonuclease ndo € funcional, ao contrario da ERCC4 que manteve a
atividade endonuclease e tem seu dominio helicase degenerado. Este achado reforga a
possibilidade de uma origem comum destas duas proteinas, cada qual mantendo um

dos dominios funcionais da proteina ancestral (MEETEI et al., 2005).
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O dominio helicase da FANCM é da familia SF2, que usa a energia da
hidrolise do ATP para translocar-se sobre o DNA. Esta capacidade da FANCM em
deslocar-se sobre a dupla fita de DNA possibilita a dissociagcao das sequéncias de
DNA de tripla hélice. A FANCM atua como uma "locomotiva" que transporta o complexo
de proteinas AF ao longo do DNA. Supostamente este deslocamento € que permite ao
complexo detectar os danos causados ao DNA. Além disso, a FANCM é hiperfosforilada
em reposta a estes danos, sugerindo que ela possa atuar na transdugao de sinais

que regulam a atividade do complexo de proteinas AF (MEETEI et al., 2005).

2.5.14 O Gene FANCN

Foi identificado recentemente um novo grupo de complementag¢ao, denominado
FA-N. Os individuos incluidos neste grupo apresentam a monoubiquitinagdo da
proteina FANCD2 normal, porém nao apresentam nenhuma mutagao patogénica nos
genes FANCD1/BRCA2 ou FANCJ (XIA et al., 2007).

O gene candidato para codificar a proteina defeituosa correspondente ao
subtipo FA-N é o gene PALB2. Seu produto PALB2 foi recentemente identificado como
uma proteina que interage com BRCA2 no nucleo. A PALB2 atua a jusante da monoubi-
quitinacdo da FANCD2, em associagdao a BRCA2, promovendo sua localizagao e
estabilidade em estruturas nucleares fundamentais, o que facilita as fungdes da
BRCA2 no reparo do DNA (REID et al., 2007).

Algumas evidéncias levaram a concluir que a perda da fungdo da PALB2
pode ser uma das causas da AF. No entanto, em analises realizadas em amostras
de pacientes, a proteina BRCA2 n&o apresentou redu¢ao em sua quantidade total, mas
ela estava deslocada e totalmente ausente do nucleo, consequentemente a formacao
do foco nuclear induzida por RAD51 foi prejudicada nestas células. A introdugéo
de uma sequéncia normal da PALB2 em células destes pacientes normaliza a

associacdo da BRCA2 a cromatina, a formagao do foco nuclear induzida por RAD51 e
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a sensibilidade a MMC. Além destes achados também foram encontradas mutagoes
deletérias no gene PALB2 destes pacientes (REID et al., 2007; XIA et al., 2007).

De forma semelhante aos pacientes com mutagdes bialélicas em BRCA2
(FANCD1), a AF causada por mutagbes em PALB2 pode representar uma variante
extrema desta doenca com respeito a complexidade do fendtipo clinico,
especialmente em relagdo ao tempo para o estabelecimento da anemia e ao alto
risco de cancer na infancia. Uma vez que a PALB2 é critica para a atividade de
BRCA2 no reparo do DNA e na supressao de tumores, ela poderia também, em
principio, ser considerada uma proteina supressora de tumores (REID et al., 2007).

Observou-se que familiares de pacientes pertencentes ao grupo FA-N
apresentam um risco 2,3 vezes maior de desenvolver tumores, em especial os de
mama, quando comparados a populagdo em geral. No entanto, estudos adicionais
sd0 necessarios para conhecer a influéncia das mutagdes do gene PALB2 no cancer
esporadico ou familiar em populagdes ndo AF (RAHMAN et al., 2006).

Um resumo de todos os grupos de complementagédo, bem como os genes
correspondentes, sua localizacdo nos cromossomos e 0 peso molecular de seus
produtos estdo descritos na tabela 1. A representacdo esquematica de onze das

proteinas AF cujos genes sao mais conhecidos encontra-se na figura 1.



TABELA 1 - GRUPOS DE COMPLEMENTAGAO (SUBTIPOS GENETICOS) DA ANEMIA DE FANCONI

SUBTIPOS LOCALIZACAO NOS PRODUTOS DOS GENES | pMM DAS PROTEINAS AF . - .
GENES DA AF DOMINIOS E FUNCOES DAS PROTEINAS AF
DA AF CROMOSSOMOS AF (kDa)
FA-A FANCA 16924.3 FANCA 163 Formagéo do complexo principal da AF
FA-B FANCB (FAAP95) Xp22.31 FANCB (FAAP95) 95 Formacgéo do complexo principal da AF
Formagéo do complexo principal da AF
FA-C FANCC 9g22.3 FANCC 63 . . L
Funcgdes citoplasmaticas
FA-D1 FANCD1(BRCA2) 13q12-13 FANCD1/BRCA2 380 Repeticdes BRC — recrutamento da RAD51
FANCD2 monoubiquitinada — associagdo a BRCAZ2,
FA-D2 FANCD2 3p25.3 FANCD2 155, 162
BRCA1 e complexo MRE11
EAE EANCE 6p21-22 FANCE 60 Formacgéo do complexo principal da AF Recrutamento da
FANCD2
Formagéo do complexo principal
FA-F FANCF 11p15 FANCF 42 ) N . -
Homologia com ROM - ligagdo a acidos nucléicos
Formagé&o do complexo principal da AF
FA-G FANCG (XRCCO) 9p13 FANCG 68 ¢ plexo princip -
Remogéao do complexo AF apds a replicagdo
FANCI monoubiquitinada — associada a FANCD2, forma
FA-I FANCI (KIAA1794) 15q925-26 FANCI 150 ) ]
complexo a jusante na via AF/BRCA
Heli -d irali DNA tido 5'—-3'
FA-J FANCJ (BRIP1/ BACH1) 17922 —24 FANCJ/BRIP1 130 elicase — desespiraliza o DINA no sentido 5=
Associagdo a BRCA1
Repeticdes WD40 — estabilizagdo do complexo AF
FA-L FANCL (PHF9) 2p16.1 FANCL/PHF9 43 o
PHD - ubiquitina ligase
Formagéo do complexo principal AF
FA-M FANCM (Hef / FAAP250) 14921.3 FANCM/FAAP250 250 .
Helicase, DNA translocase
FA-N FANCN (PALB2) 16p12.1 FANCN / PALB2 140 Associagao/estabilizagdo da BRCA2

FONTE: Adaptado de Gurtan e D'Andrea (2006); Taniguchi e D'Andrea (2006)
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FIGURA 1 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS PROTEINAS AF
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FONTE: Taniguchi e D'Andrea (2006)

NOTA: Esquema do tamanho relativo das proteinas representadas em escala, sendo que a FANCF e a FANCL s&o as
menores e a FANCM e FANCD1/BRCA2 sao as maiores. Os dominios funcionais conhecidos das proteinas AF
também estdo representados, bem como a funcdo enzimatica da FANCJ (helicase), da FANCM (DNA
translocase) e da FANCL (E3 ubiquitina ligase). A FANCD2 e a FANCD1/BRCA2 apresentam sitios de ligagao
direta ao DNA. NLS = seqiiéncia de localizagdo nuclear; NES = seqliéncia de exportagdo nuclear.

2.6 INSTABILIDADE GENOMICA E NEOPLASIAS MALIGNAS

O paciente com anemia de Fanconi apresenta defeitos no reparo do DNA
que geram uma grande instabilidade genémica condizente com as anormalidades
citogenéticas complexas observadas nos pacientes AF com cancer. A integridade e
estabilidade do material genético sdo constantemente ameacgadas por fatores
endoégenos e exogenos tais como substancias quimicas mutagénicas e radiagéo.
Para reduzir os efeitos deletérios da exposicdo a agentes indutores de danos ao
DNA, as células dispéem de uma complexa rede de mecanismos de manutencéo da
sua estabilidade (BOGLIOLO et al., 2002).

Os genes que participam destes processos sdo membros da familia dos

genes sentinela (caretaker-gatekeeper genes) que incluem os genes envolvidos na
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Anemia de Fanconi (AF), no Xeroderma Pigmentoso (XP), na Ataxia Telangiectasia
(ATM), o BRCA1, o BRCA2, entre outros que atuam em diferentes vias de reparo.
Mutagbes em qualquer um destes genes predispdem ao cancer (LEVRAN et al., 1997).

A via de interacdo das proteinas da anemia de Fanconi é considerada o
ponto central entre os mecanismos de manutencdo da estabilidade e de supressao
de tumores. As proteinas AF desempenham um papel fundamental no reparo do
DNA, na estabilidade de teldbmeros, na regulagdo da transcricdo, na detoxificagao
de espécies reativas do oxigénio, no controle do ciclo celular e na apoptose
(SHIMAMURA, 2006).

Muitos estudos tém sido realizados para demonstrar o importante papel da
instabilidade genbémica na tumorigénese, especialmente aqueles que envolvem as
vias de interagao das proteinas AF. O entendimento do papel dessas proteinas € de
fundamental importancia ndo apenas para encontrar uma possibilidade real de cura
para estes pacientes, mas também para o entendimento de outras doencas, uma
vez que defeitos na interagdo destas proteinas levam a instabilidade do material
genético e consequentemente as neoplasias malignas (BOGLIOLO et al., 2002;

SHIMAMURA, 2006).

2.7 REPARO DO DNA

Os danos causados ao DNA, por agentes genotoxicos como, a radiagéo
ionizante ou agentes indutores de ligacdo cruzada e também durante o processo
normal da replicacdo do DNA, requerem o estabelecimento de sistemas de vigilancia
e defesa a fim de reparar os danos e evitar o estabelecimento de mutacbes
(SOBECK et al., 2006).

Primeiramente a célula ativa mecanismos de checagem de ponto que
prolongam as fases do ciclo celular, fornecendo tempo para que o DNA seja reparado.
A seguir sdo acionados mecanismos de reparo do DNA que corrigem quebras na

dupla fita. Os agentes genotdxicos ativam um grande numero de genes de pontos de



26

checagem e de reparo do DNA e os produtos destes genes cooperam em uma complexa
rede de sinalizagao intracelular (GREGORY, TANIGUCHI e D'ANDREA, 2003).

As ligagcbes cruzadas intercadeias estdo entre as lesbes mais toxicas
causadas ao DNA porque impedem a separagdo das duplas fitas prejudicando a
replicacéo e a transcrigdo. O papel preciso das proteinas AF na resposta as ligagbes
cruzadas ainda nao é conhecido, mas sabe-se que ocorre um atraso na fase S do
ciclo celular, fase na qual o mecanismo AF/BRCA ¢é ativado pela monoubiquitinagao
da proteina FANCD2 (GODTHELP et al., 2006).

Diversos mecanismos sdo propostos para explicar o papel das proteinas
AF no reparo do DNA durante a fase S como: a recombinagdo intracromossomal, a
juncao de terminagdes ndo homodlogas (NHEJ), a excisdo de nucleotideos e a recom-
binacdo homodloga. Os mais relevantes destes mecanismos serdo considerados a

seguir (D'ANDREA e GROMPE, 2003; RISINGER e GRODEN, 2004).

2.7.1 Recombinagdo Homologa

A recombinagdo homologa (HR) acontece em todos os organismos e pode
ocorrer entre quaisquer duas moléculas de DNA de dupla fita com regides de
sequéncia de nucleotideos similares, ndo necessariamente idénticas, podendo gerar
moléculas de DNA com novas sequéncias nucleotidicas. Este mecanismo ainda nao
foi completamente entendido, porém, com base em estudos realizados em bactérias,
varias etapas puderam ser descritas (ALBERTS et al., 1999). A figura 2 ilustra algumas
das etapas conhecidas da HR.

A HR é um processo de reparo do DNA livre de erros porque a sequéncia
nucleotidica ndo é alterada no sitio de troca. Os eventos de troca e religamento
ocorrem de maneira precisa, sendo que nenhum nucleotideo é perdido ou ganho
durante a recombinag&o (D'ANDREA e GROMPE, 2003).

Este mecanismo é de grande importancia no reparo de quebras de dupla

fita e de outros tipos de danos causados ao DNA. A molécula central no mecanismo de
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recombinagcdo homdloga € a proteina RAD51 que forma filamentos de nucleoproteina
no DNA e promove a troca entre sequéncias homologas (GODTHELP et al., 2006).

Os focos de reparo sao estabelecidos no local onde o DNA foi danificado e
provavelmente representam centros localizados de reparo destas lesdes. Muitas
proteinas estdo envolvidas no mecanismo de HR como a BRCA2/FANCD1, que se
liga diretamente a RAD51. Dentre outras, que participam de maneira direta ou
indireta, estdo a RAD52, a RAD54, a proteina de replicagcdo A (RPA) e a BRCA1
(NAKANISHI et al., 2005; GODTHELP et al., 2006).

FIGURA 2 - RECOMBINAGAO HOMOLOGA
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THE CELL Fourth Edition, Figure .32 © 2006 ASM Fress and Sinauer Associates. inc.

FONTE: Adaptado de Cooper e Hausman (2006)

NOTA: Duas moléculas de DNA de dupla fita que apresentam regides semelhantes se
alinham, suas sequéncias homoélogas ficam pareadas e ocorre a permuta
genética (cross over), reagdo na qual ambas as fitas das duplas hélices
sdo quebradas e as pontas quebradas sdo unidas as da molécula de DNA
oposta, formando duas hélices duplas intactas. As incisdes nas fitas de
DNA séo seladas para que a recombinagao ocorra e as duas moléculas de
DNA ficam ligadas fisicamente. Este passo é conhecido como "troca de
fitas cruzadas ou jungéo holliday". Para a regeneracéo de duas moléculas
independentes de DNA, as jun¢des precisam ser quebradas e as duas
fitas cruzadas separadas por enzimas de recombinagao.
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2.7.2 Jungédo de Terminagdes Nao Homologas (NHEJ)

E um mecanismo muito simples e direto de reparo de ligagdes cruzadas do
DNA que envolve o corte e a ligagdo dos fragmentos. E considerado um mecanismo
com tendéncia a erros porque as terminagdes livres sdo religadas sem o uso de um
molde, e, consequentemente alguns nucleotideos podem ser perdidos ou translocados.
Em geral, o processo tem inicio com a quebra de duas duplas fitas e o religamento das
cromatides a cada lado das ligagdes cruzadas intercadeias, causando uma pequena
delecdo. As células de pacientes AF apresentam defeitos neste tipo de reparo de
jungdes ndo homoélogas, sendo observados um maior numero e maiores delegdes,

quando comparado a células normais (D'ANDREA e GROMPE, 2003).

2.7.3 Ubiquitinacéo

Uma caracteristica importante da resposta aos danos do DNA ¢é o direcio-
namento das proteinas envolvidas nos processos de checagem de ponto e reparo
para o foco intranuclear. Estes focos sao sitios de retardamento para replicacdo e
(ou) reparo do DNA. Recentes estudos indicam que o direcionamento das proteinas
para o foco de reparo do DNA requer modificagdes pds-translacionais como a adi¢cao
de uma molécula de ubiquitina (monoubiquitinacdo). Uma vez que estas proteinas
marcadas atingem o foco nuclear, ocorre a transdugcédo de sinais que levam ao
prolongamento do ciclo celular para a replicagdo e (ou) reparo de danos do DNA.
Falhas no direcionamento destas proteinas para o foco de reparo do DNA resultam
em acumulo de material danificado, instabilidade do genoma e em céncer (GREGORY,
TANIGUCHI e D'ANDREA, 2003).

A ubiquitinag&o € a ligagdo de moléculas de ubiquitina a um substrato alvo
que pode ter muitas fungdes, tendo sido primeiramente descrita pelo seu envolvimento
no processo de degradagdo mediada pelos proteossomos, geralmente associados a

uma poliubiquitinagdo. Hoje ja se sabe que a ubiquitinagdo € necessaria para regular
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uma variedade de processos que incluem o intercambio de substancias na célula, a
expressao génica, a selegdo protéica, a endocitose e o reparo do DNA.

O processo de ubiquitinacdo € conduzido por uma cascata de trés
enzimas: E1, E2, E3. A enzima E1 ativa uma molécula de ubiquitina através da
hidrolise de ATP e depois transfere, por meio de uma ligagao tioéster, esta molécula de
ubiquitina para uma enzima E2 que tem atividade de ubiquitina conjugase. A enzima
E3 tem atividade de ubiquitina ligase e é capaz de intermediar a transferéncia da
molécula de ubiquitina para o substrato, além de conferir especificidade a esta
ligagdo (figura 3). Existem classes distintas de enzima E3, cada qual com um
mecanismo diferente de transferéncia da ubiquitina. Uma E3 com dominio HECT
une-se a ubiquitina via uma ligagao tioéster e depois transfere a molécula diretamente
para o substrato. A classe RING-E3 ligase une-se simultaneamente a E2 e ao substrato
permitindo a transferéncia direta da ubiquitina da E2 para o substrato. Neste caso a
ligacdo E3/E2 é intermediada pelo dominio RING, enquanto a interagdo E3/substrato
€ mediada por um dominio diferente que faz o reconhecimento do substrato e que
varia de acordo com cada ligase envolvida (PICKART, 2001; GURTAN et al., 2006).

No mecanismo proposto para interagéo das proteinas AF, a FANCL desempenha
a funcdo de E3 ubiquitina ligase. O dominio PHD da FANCL é do tipo RING, recruta e
interage com o componente E2 (referido como FA-E2, porém ainda ndo completamente
identificado) que interage com o dominio PHD da FANCL. Uma interacdo direta da
FANCL com FANCD2 parece n&o ocorrer, todavia a FANCE tem sido apontada como
fator de recrutamento do substrato (FANCD2) que intermedeia a sua ligagdo com a

E3 ligase (FANCL) (GURTAN e D'ANDREA, 2006; GURTAN et al., 2006).
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FIGURA 3 - UBIQUITINACAO MEDIADA POR E1, E2 E E3 CONFERE ESPECIFICIDADE E
ATIVA DIFERENTES PROCESSOS
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FONTE: Adaptado de Pickart (2001)

NOTA: Acima e a esquerda - Ubiquitinagdo - cascata de reagéo das enzimas: E1, E2, E3. A enzima E1
ativa a molécula de ubiquitina através da hidrélise de ATP e transfere (ligagao tioéster) esta
molécula para uma enzima E2 (ubiquitina conjugase). A E3 (ubiquitina ligase) transfere a
ubiquitina para o substrato correspondente. Acima e a direita - Especificidade da conjugagao:
a E3 liga-se ao substrato correspondente e a E2 especifica por meio de diferentes sitios.
O substrato é reconhecido pela E3 por meio de um sinal de ubiquitinagdo (retangulo azul).
Abaixo - Fungbes da ubiquitina. Esquerda - algumas das fungdes da monoubiquitinag&o.
Direita - algumas das fungdes conhecidas das cadeias de poliubiquitinagéo.

2.8 BASES MOLECULARES DA ANEMIA DE FANCONI

Investigacbes a respeito da patogénese molecular subjacente a anemia de
Fanconi apontam na sua maioria para o defeito que estas células apresentam nos
processos de reparo do DNA. Apesar de as funcdes exatas das proteinas AF ainda
nao serem totalmente conhecidas, um modelo molecular denominado AF/BRCA tem
sido proposto (WANG e D'ANDREA, 2004).

Nesse modelo, um grupo de proteinas AF interage e constitui um complexo
nuclear necessario para a ativagao do seu alvo, a proteina central do mecanismo, a
FANCD2. Esta proteina € monoubiquitinada durante a fase S do ciclo celular em
resposta a varios tipos de danos causados ao DNA, incluindo ligagdes cruzadas
intercadeias, quebras de dupla fita e formagéo de forquilhas de replicagdo (SOBECK

et al., 20006).
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A monoubiquitinagdo da FANCD2 é necessaria para que esta se associe a
cromatina e a proteina BRCA1 que atua na translocagdo da FANCD2 monoubiquitinada
para o foco de reparo do DNA. Neste local atuam também outras proteinas reparadoras
como BRCA2/FANCD1, FANCN, RAD51, MRE11-RAD50-NBS1, proteina de replicagdo A
(RPA) e outras (WANG e D'ANDREA, 2004).

FANCD2 é também fosforilada em resposta a diferentes tipos de danos ao
DNA, em especial as quebras de dupla fita induzida por radiagao ionizante (IR).
Supde-se que a fosforilagcdo da FANCD2 é parte de um mecanismo controlado por
uma das quinases de pontos de checagem do ciclo celular, mais especificamente
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutadas). A ATM é uma quinase-proteica ativada por
radiag&o ionizante que fosforila e ativa proteinas envolvidas nos pontos de checagem
da fase S, incluindo a p53, a NBS1(Njjimegen breakage syndrome) e a BRCA1 (TANIGUCHI
et al., 2002; D'ANDREA e GROMPE, 2003).

Ainda ndo esta completamente estabelecido o mecanismo pelo qual a ATM
quinase fosforila a FANCD2, mas existem alguns modelos possiveis nos quais algumas
proteinas como NSB1 e BRCA1 sdo inicialmente fosforiladas pela ATM. A NSB1
fosforilada une-se a MRE11 e a RAD50 e assim ativadas induzem a fosforilacdo da
FANCD2 na serina 222, formando um complexo de proteinas de checagem de ponto.
Este complexo poderia entdo atuar como um sensor de danos causados ao DNA e
inibir a replicagcdo do DNA danificado por radiagdo ionizante (WANG e D'ANDREA,
2004; RISINGER e GRODEN, 2004).

NBS1 e o complexo MRE11/RAD50 também est&o presentes no foco nuclear
de reparo do DNA, associando-se a FANCD2 monoubiquitinada em resposta a agentes
indutores de ligagdes cruzadas do DNA. Isto indica que a NSB1 esta na intersegéo de
dois mecanismos de ativacdo e interage com FANCD2 em cada um deles (TANIGUCHI
et al., 2002; D'ANDREA e GROMPE, 2003).

E recorrente na literatura que a proteina FANCD2 parece estar envolvida
em duas diferentes funcgdes (figura 4); a) em resposta a danos causados ao DNA por

ligacbes cruzadas, a FANCD2 é monoubiquitinada na lisina K561, levando a sua
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interacdo com BRCA2 na cromatina e atuando no reparo do DNA; b) e em resposta a

radiagcao ionizante, a FANCD2 ¢é fosforilada pela ATM na Serina 222, levando a

ativacao de pontos de checagem da fase S do ciclo celular (WANG e D'ANDREA, 2004).

FIGURA 4 - ASSOCIAGAO DAS PROTEINAS AF COM ATM E
BRCA EM RESPOSTA A RADIAGAO IONIZANTE
E MMC (MITOMICINA C)
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FONTE: Adaptado de Gregory, Taniguchi e D'Andrea (2003)

NOTA: A FANCD?2 atua na intersegdo de duas vias de sinalizag&o.
A radiagdo ionizante (IR) ativa ATM e resulta na
fosforilagdo da FANCD2 (na serina 222) e de diversas
outras proteinas que cooperam na resposta aos pontos
de checagem do ciclo celular. Além disso, MMC ativa a
formacéo do complexo de proteinas AF e a consequiente
monoubiquitinagdo da FANCD2 que em associagédo a
BRCA1 e outra proteinas atuam no reparo do DNA.
Mutagdes em FANCD2 resultam em sensibilidade a IR e
a MMC e em caracteristicas clinicas e celulares observadas

na AF e AT (Ataxia Telangiectasia).

Alteragcdes na proteina FANCD2 em decorréncia de mutagdes no gene

correspondente, assim como mutagdes em qualquer um dos genes codificadores

das proteinas formadoras do complexo AF (FANCA, B, C, E, F, G, L e M), impedem a

monoubiquitinacdo da proteina FANCD2 e consequentemente prejudicam o sistema

de reparo dos danos causados ao DNA, que ocorrem espontaneamente durante o

processo de replicacdo ou por indugcao exoégena. Defeitos no reparo do DNA geram
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muitas das caracteristicas fenotipicas observadas na AF, tais como: sensibilidade
aumentada a agentes de liga¢des cruzadas do DNA, ao oxigénio e a radiagéo ionizante;
prolongamento das fases S e G2 do ciclo celular; superprodugdo de TNFa entre

outras (D'ANDREA e GROMPE, 2003).

2.8.1 Formacao do Complexo

O modelo proposto para o mecanismo AF/BRCA tem inicio com a formagéo
do complexo nuclear, chamado complexo principal de proteinas AF, que na presencga
de ligagdes cruzadas do DNA € ativado mediante fosforilagdo pela ATR quinase em
suas multiplas subunidades. O complexo principal da AF parece ser parte de um
complexo maior chamado BRAFT composto por BLM, RPA, AF e Topoisomerase a |l
(TANIGUCHI e D'ANDREA, 2006).

O complexo principal da AF possui oito proteinas conhecidas (FANCA, FANCB,
FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL e FANCM), sendo que mutagcdes nos genes
que as codificam caracterizam oito grupos de complementagao da AF distintos. Uma
nona subunidade dita "proteina 100 associada a AF" (FAAP100) foi identificada
bioguimicamente, porém nenhum paciente com alteragcbes nesta proteina foi observado
até o presente. O complexo € possivelmente formado por multiplas subunidades com
funcdo de ubiquitina ligase, responsaveis pela monoubiquitinagdo da FANCD2 (GURTAN
e D'ANDREA, 2006).

Ja se sabe que alguns membros do complexo principal AF apresentam
dominios de interacdo proteina-proteina, necessarios para a sua estabilidade, bem
como para sua localizagao nuclear. Estas interagdes levam a formacao de subcomplexos
de proteinas que podem ter fungdes especificas no mecanismo AF/BRCA. Contudo,
muito pouco se sabe sobre a ordem com que a associagao entre as proteinas ocorre
na cascata de eventos do mecanismo (GURTAN e D'ANDREA, 2006).

Em um recente estudo realizado por Medhurst et al. (2006), esta proposto
um modelo para a associacido entre as proteinas AF que tem inicio no citoplasma

com a formacgao dos dois primeiros subcomplexos FANCA/FANCG e FANCB/FANCL.
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Ambos séo importados para dentro do nucleo de modo independente e formam um
complexo em torno da FANCM. A proteina FANCG exerce a funcado de estabilizar a
ligacdo entre FANCA e FANCL unindo os dois subcomplexos. De forma independente,
FANCC associa-se com FANCE no interior do nucleo e estabelece um novo subcomplexo.
O complexo principal se completa com a unido entre FANCC/FANCE e os subcomplexos
ja reunidos em torno de FANCM. A ultima proteina a ligar-se € FANCF, que parece ter
a fungao de estabilizar a associagdo das proteinas que agora constituem o complexo
principal de proteinas AF. O complexo assim formado permite a associagdo da E3

ubiquitina ligase (FANCL) ao seu substrato, a FANCD2 (figura 5).

FIGURA 5 - MODELO PARA FORMAGCAO DO COMPLEXO PRINCIPAL
DA AF

FONTE: Medhurst et al. (2006)

NOTA: O modelo proposto para a associagdo entre as proteinas AF
que tem inicio no citoplasma com a formagéo dos dois primeiros
subcomplexos FANCA/FANCG e FANCB/FANCL. Ambos séo
importados para dentro do nucleo de modo independente e
formam um complexo em torno da FANCM. A proteina FANCG
exerce a fungdo de estabilizar a ligagdo entre FANCA e FANCL
unindo os dois subcomplexos. De forma independente, FANCC
associa-se com FANCE no interior do nucleo e estabelece um
novo subcomplexo. O complexo principal se completa com a unido
entre FANCC/FANCE e os subcomplexos ja reunidos em torno de
FANCM. A ultima proteina a ligar-se € FANCF, que parece ter
a fungéo de estabilizar a associagdo das proteinas que agora
constituem o complexo principal de proteinas AF. O complexo
assim formado permite a associacdo da E3 ubiquitina ligase
(FANCL) ao seu substrato, a FANCD2.
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Muitas das proteinas AF ja tém sua fungdo definida na via de interacéo
AF/BRCA (item 2.5). A FANCL possui repeticdes WD40 necessarias para interagdo com
as outras subunidades do complexo e o dominio PHD que representa a subunidade
catalitica E3 ligase do complexo principal. A FANCE atua como fator de recrutamento
da FANCD2. A FANCM tem um papel definido como uma DNA helicase pela sua
capacidade de translocar-se sobre a dupla fita de DNA em busca de arranjos irregulares
(GURTAN e D'ANDREA, 2006; GURTAN et al., 2006; MEETEI et al., 2005).

A necessidade de diferentes proteinas associadas para estabelecer o
complexo principal de proteinas AF indica a complexidade dos processos que envolvem

o reparo de ligagcdes cruzadas do DNA.

2.8.2 Monoubiquitinagcdo da FANCD2 e Ag¢des a Jusante do Complexo Principal

A maioria das proteinas da AF atua no processo de reparo do DNA a montante
da monoubiquitinagdo da proteina FANCD2. Como ja descrito anteriormente, oito
delas participam da formagado do Complexo Principal (FANCA, B, C, E, F, G, L, M). A
proteina FANCI, possivelmente, exerce suas fungdes entre o complexo de proteinas
AF e a monoubiquitinagdo da FANCD2 (GODTHELP et al., 2006).

As proteinas FANCD1/BRCA2, FANCJ e FANCN s&o as unicas conhecidas
até o momento que atuam a jusante da proteina central FANCD2, pois pacientes
pertencentes a estes grupos de complementagédo sdo capazes de monoubiquitinar a
FANCD2. Elas séo partes integrantes do mecanismo AF/BRCA, atuando em conjunto
com a FANCD2 monoubiquitinada e outras proteinas reparadoras do DNA, em especial
RAD51, conectando o mecanismo AF/BRCA diretamente ao processo de recombinagao
homdloga (LEVITUS et al., 2005; GODTHELP et al., 2006).

O complexo principal uma vez estabelecido induz a monoubiquitinagdo da
proteina central FANCD2, que passa da isoforma curta, FANCD2-S, para a longa
designada de FANCD2-L. A monoubiquitinagdo da FANCD2 é altamente regulada, sendo

que falhas na formacédo do complexo de proteinas AF impede a monoubiquitinacio.
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A interagdo da FANCD2 monoubiquitinada com BRCA2 na cromatina sugere que o
mecanismo AF/BRCA pode funcionar na modulagao da atividade da BRCA2 no reparo
do DNA (figura 6) (WANG e D'ANDREA, 2004; GODTHEL et al., 2006).

A proteina FANCN atua na localizagcdo e estabilizagdo da BRCA2 no
nucleo. Defeitos na proteina FANCN impedem a formacéo do foco nuclear induzido

por RAD51 (REID et al., 2007).

FIGURA 6 - INTERAGAO DAS PROTEINAS AF NO MECANISMO DE REPARO DO DNA
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FONTE: Adaptado de Godthel et al. (2006)

NOTA: Em resposta aos danos causados ao DNA ou durante a replicagdo do DNA o complexo principal de
proteinas AF (FANCA, B, C, E, F, G, L, M) é ativado, resultando na monoubiquitinacdo da FANCD2.
A FANCD2 monoubiquitinada desloca-se para o foco de reparo e interage com BRCA1 e
Rad51. A FANCI aparentemente atua entre a formagédo do complexo principal e a FANCD2
enquanto a FANCD1/BRCA2, a FANCN e a FANCJ atuam a jusante da FANCD2. A BRCA2
atua no reparo homdlogo (HR) em associagéo a Rad51; Ub = ubiquitina.

Gurtan e D'Andrea (2006) apresentaram na figura 7 um resumo da
interacdo das proteinas AF em resposta aos danos causados por ligagdes cruzadas

do DNA que ocorre durante a fase S do ciclo celular.
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FIGURA 7 - MODELO DE ATIVACAO DAS PROTEINAS AF NO REPARO DE
LIGAGOES CRUZADAS INTERCADEIAS DO DNA
Ligagdes cruzadas do DNA

l’ré—flse S

Actmulo de ligagdes cruzadas do DNA

!

Fase S: inicio da replicagdo do DNA

FONTE: Adaptado de Gurtan e D’Andrea. (2006)

NOTA: Com o inicio da replicagdo, o complexo principal se forma e liga-se a
cromatina por meio do dominio helicase da FANCM. Quando a maquinaria de
replicagdo encontra uma ligagcdo cruzada, a forquilha de replicagédo é
paralisada e o complexo principal e a proteina FANCD2 sao fosforilados por
quinases, potencialmente ATM. Neste ponto a proteina FANCE liga-se ao
substrato (FANCD2), ao mesmo tempo em que a subunidade E3 ligase
(FANCL) recruta uma E2 para o complexo e monoubiquitina a FANCD2.
A FANCD2 modificada é retida na cromatina, pela ligagdo a um receptor para
ubiquitina e interage com outras proteinas reparadoras como BRCAT1,
FANCD1/BRCAZ2 (estabilizada por FANCN) e o complexo MRN. A replicagéo
seguida de reparo continua até que todo o genoma tenha sido replicado. Na
saida da fase S a proteina FANCG é fosforilada por quinases do ciclo celular,
0 que resulta no desligamento do complexo da cromatina.

2.9 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA ANEMIA DE FANCONI

A presenca de caracteristicas clinicas classicas contribuem para o diagndstico.
Contudo, a anemia de Fanconi pode ocorrer sem defeitos congénitos e até mesmo

manifestar-se somente na idade adulta. Niveis aumentados de hemoglobina fetal e
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macrocitose s&o comumente observados, mas a auséncia destes achados nao
exclui o diagnostico (BAGBY e ALTER, 2006).

Possivelmente a melhor alternativa para estes casos seria considerar a
hipotese deste diagndstico em todas as criangas e adultos jovens com hipoplasia
ou anemia aplastica ou citopenia, macrocitose sem causa conhecida, sindrome
mielodisplasica (MDS), leucemia mieldide aguda (LMA) e anormalidades fisicas
caracteristicas. Estes pacientes devem submeter-se aos testes de diagnostico

laboratorial, que possam confirmar ou descartar o diagndstico da AF (BAGBY et al., 2004).

2.9.1 Testes de Quebras Cromossdbmicas

O método padrao para o diagnéstico da AF é o teste de quebras cromos-
sbmicas que foi desenvolvido por Auerbach, Adler e Chaganti (1981) com base na
hipersensibilidade das células de AF ao efeito antiproliferativo e indutor de quebras
cromossOmicas dos agentes de ligagdes cruzadas do DNA, tais como mitomicina C
(MMC) e diepoxibutano (DEB).

A MMC parece apresentar uma menor especificidade uma vez que induz a
formagdo de monoaductos em maior proporgdo do que ligagdes cruzadas nos
processos que geram quebras cromossémicas. Sabendo-se que células AF tém
sensibilidade a indugdo de ligagdes cruzadas, a especificidade deste reagente
parece ficar prejudicada (AUERBACH, 1993).

Os testes de sensibilidade ao DEB ou a MMC s&do métodos citogenéticos
que consistem em um cultivo de células, usualmente linfécitos do sangue periférico
estimulados com fitohemaglutinina (PHA) ou fibroblastos da pele na presenga de
baixas doses de DEB ou MMC. Apds o cultivo, € feita a quantificacdo de quebras
cromossdmicas ocorridas nas células AF, incluindo formacdes radiais que sédo caracte-
risticas desta doenca. Os resultados sdo apresentados em numero de aberragcdes
por células assim como em porcentagem de células com aberragdes (AUERBACH,

1993). Estes testes apresentam uma alta sensibilidade, alta especificidade e tem boa
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reprodutibilidade. Porém, s&o bastante laboriosos, consomem muito tempo e requerem

uma equipe altamente especializada (SHIMAMURA et al., 2002; NAKANISHI et al., 2002).

2.9.2 Western Blot para FANCD2

O método de Western Blot descrito por Shimamura et al. (2002) permite a
deteccdo da forma monoubiquitinada da proteina FANCD2 com linfécitos do sangue
periférico estimulados com fitohemaglutinina em cultura primaria. A auséncia da isoforma
monoubiquitinada da proteina FANCD2 (FANCD2-L) em decorréncia de alteragbes
nas proteinas formadoras do complexo principal da AF (FANCA, B, C, E, F, G, L e M)
ou na proépria proteina FANCD2, leva a uma falha no mecanismo de reparo do DNA e
consequentemente a expressao fenotipica de muitas das caracteristicas observadas
na AF.

Em outras doengas hereditarias com falha da fungdo da medula dssea e
(ou) sindromes de instabilidade cromossdmica, a monoubiquitinacdo da FANCD2
esta preservada e a isoforma FANCD2L é normalmente expressa nestes pacientes
quando realizado o teste de Western Blot. A auséncia da forma monoubiquitinada da
proteina FANCD2 correlaciona-se com o diagnostico de AF por ser uma caracteristica
especifica desta doenga (GARCIA-HIGUERA et al., 2001; SHIMAMURA et al., 2002).

Esse novo teste, segundo estudos apresentados por Soulier et al. (2005),
quando associado a clinica do paciente e aos testes de quebras cromossémicas, permite
uma melhor caracterizagao dos pacientes AF. Também facilita a deteccédo da reversao
somatica no sangue periférico e a definicdo dos casos de mosaicismo pela analise
de fibroblastos da pele. Contudo, esse método ainda € utilizado somente em nivel
de pesquisa.

O Western Blot para FANCD2 foi também proposto como um meétodo de
triagem para o estudo de grupos de complementag&o ou subtipos genéticos da AF.
A identificacdo especifica das alteragdes ocorridas na sequéncia do DNA de um

paciente AF, partindo-se somente do seu diagnostico baseado em teste de quebras
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cromossOmicas, requer o sequenciamento completo do genoma ou a pesquisa de
mutagdes por DHPLC (denaturing high performance liquid chromatography) que sao
metodologias de alto custo, consomem muito tempo e estdo disponiveis somente em
centros especializados (BAGBY e ALTER, 2006).

Em pacientes com clinica de AF, o teste de quebras cromossdémicas
positivo e o emprego do Western blot para FANCD2 possibilitam identificar que etapa
da via de interac&o das proteinas AF/BRCA se encontra alterada (SHIMAMURA et al.,
2002; BAGBY e ALTER, 2006).

2.9.3 Ensaios de Complementacao/Subtipificagao

Os meétodos atualmente empregados na determinagdo dos grupos de
complementagcdo ou subtipos genéticos utilizam linfécitos do sangue periférico,
linhagens EBV ou fibroblastos da pele. As células s&o transduzidas com vetores
retrovirais que expressam diferentes sequéncias de DNAc normais, uma para cada
grupo de complementag&o conhecido, as quais complementam a deficiéncia genética
apresentada pela célula em estudo (PULSIPHER et al., 1998).

O método de Western Blot pode ser utilizado para detectar a correcéo da
mutagéo do gene defeituoso pelo DNAc transduzido. O processo de transdugao restabe-
lece a capacidade de monoubiquitinagdo da proteina FANCD2, que é detectada no
Western Blot, permitindo desta maneira uma subtipificacdo mais precisa da AF do
que com o uso de testes para detectar a normalizacdo do numero de quebras
cromossémicas (SHIMAMURA et al., 2002).

A subtipificagdo em grupos que correspondem a deficiéncia genética que cada
paciente apresenta € ainda hoje uma metodologia complexa para uso na rotina clinica.
Estdo sendo produzidos anticorpos monoclonais dirigidos contra as proteinas dos
diferentes subtipos da AF e o método de Western Blot podera ser uma alternativa para o

uso destes monoclonais na pré-classificagdo dos pacientes com diagnostico de AF.
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2.9.4 Citometria de Fluxo

Um outro método diagndstico sugerido por Seyschab et al. (1993) é a
deteccdo do prolongamento da fase G2 do ciclo celular. Neste teste, fibroblastos da
pele ou linfécitos do sangue periférico sdo expostos a MMC e analisados por
citometria de fluxo a fim de detectar a porcentagem de células presentes na fase G2
do ciclo celular. Um grande numero de células na fase G2 leva a suspeita de

diagndstico de AF, entretanto a presenga de leucemias pode interferir no resultado.

2.9.5 Pesquisa de Mutacdes

A identificacdo de mutacdes especificas na AF é bastante complexa em
funcdo do grande numero de genes associados a esta doenga, além dos diferentes
tipos de mutagdes encontrados em cada um deles. Essa investigagdo pode requerer
métodos simples como a amplificagao pela PCR (reagcdo em cadeia da polimerase),
mas, em geral s&o necessarios metodos de maior complexidade como sequenciamento
do DNA, SSCP, deteccao de grandes dele¢des por técnicas de MLPA (mutiplex ligation
probe amplification), DHPLC e outros.

Os estudos referentes a pesquisa de mutacbes devem ser tomados com
muita cautela ndo sé pelo elevado custo e complexidade dos procedimentos, mas
também pelas limitagdes dos experimentos utilizados (SHIMAMURA, 2006). Novos
genes candidatos ainda estdo sendo investigados e a detecgdo de uma alteragao na
sequéncia de DNA de um paciente, sem a confirmacéo por meio de testes funcionais,
pode significar simplesmente a presenga de uma variante alélica rara. Além disso, a
auséncia de mutagdes nos genes ja conhecidos n&o exclui o diagnostico da AF nos
pacientes com caracteristicas clinicas bem definidas.

Levando-se em conta o fato de que 65 a 70% dos casos de AF sdo em
decorréncia de mutagdes no gene FANCA e que em torno de 40 % das mutagdes deste

gene sao grandes delegdes, Joenje, Pals e Zwaan (2004) propuseram uma estratégia
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para o diagnostico molecular desta doenga. Todavia, dependendo das circunstancias a

estratégia pode diferir em cada caso:

1.

Se existirem informag¢des sobre a origem ancestral do paciente um
teste direto para pesquisa de mutagdes relativamente comuns na sua
populagao de origem deve ser realizado porque pode facilitar a precisa
classificagao deste paciente.

Na auséncia de qualquer indicio uma triagem sistematica das mutagdes
deve ser iniciada pela pesquisa de delecbes em FANCA, utilizando-se
métodos como MLPA.

Se negativo no MLPA, recomenda-se a técnica de DHPLC seguida do
sequenciamento direto dos fragmentos aberrantes para a triagem de
mutagbes em FANCA, C, E, F, G simultaneamente e posteriormente
genes correspondentes a grupos mais raros devem ser pesquisados com
FANCI, J, L e M. Pequenas variagdes de sequéncias como microdele¢des
e microinsergdes devem ser testadas quanto a patogenicidade em ensaios
de complementacgéo.

Se os resultados ainda forem negativos, o gene FANCD2 deve ser
sequenciado em nivel do DNA complementar (DNAc) devido aos
pseudogenes que complicam a interpretagdo das sequéncias obtidas.
De maneira semelhante, pequenas alteragbes nas sequéncias devem
ser testadas quanto a patogenicidade em testes de complementagéo.
Se persistir negativo, os gene BRCA2 e FANCN devem ser pesquisados
por desnaturacdo e eletroforese em gel de gradiente (DGGE) e por
sequenciamento. Da mesma forma, pequenas alteragbes devem ser

testadas quanto a patogenicidade em testes de complementagéo.

Joenje, Pals e Zwaan (2004) sugerem ainda que se os resultados finais

forem inconclusivos as células devem ser testadas quanto a sua capacidade de

monoubiquitinar a proteina FANCD2, pois, se negativo, possivelmente este paciente
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apresente mutagdes em gene ainda nao foi identificado cujos produtos atuam apods a
formagdo do complexo principal, porém anteriormente a monoubiquitinacdo da
FANCD2, e se positivo o paciente pode pertencer a grupos ainda nao identificados
que atuam a jusante da monoubiquitinacdo da FANCD2. Nesta fase a identificagéo
dos possiveis genes envolvidos deve ser dirigida para estudos de complementacéo
em nivel de pesquisa.

Bagby e Alter (2006) propdem o uso do Western Blot para FANCD2 como
um método de triagem das células anterior ao inicio da pesquisa de mutagdes. Uma
vez que a possivel proteina ou grupo de proteinas envolvidas nas alteragdes do
mecanismo AF sejam detectadas, estratégias para o sequenciamento dirigido ao
possivel grupo envolvido podem ser estabelecidas.

Os testes moleculares sdo atualmente recomendados para casos de
diagnodstico pré-natal, detecgdo de portadores em estudo de familias e em grupos
étnicos com frequéncia elevada de mutagdes especificas possivelmente em decorréncia
de um efeito fundador.

Uma estratégia para complementagcdo diagndstica da AF adaptada de

Soulier et al. (2005) encontra-se no fluxograma 1.

FLUXOGRAMA 1 - COMPLEMENTAGAO DIAGNOSTICA DA AF

Teste do
DEB
[ I ]
POSITIVO NEGATIVO
FANCD2 FANCD2
[ I| ] [ I| ]
FANCD2S+/ FANCD2S+/ FANCD2S-/ FANCD2S+/ FANCD2S-/ FANCD2S+/
FANCD2L- FANCD2L+ FANCD2L- FANCD2L- FANCD2L- FANCD2L+
AF Testes Testes Mosaicismo e Mosaicismo e Pesquisar
GRUPO confirmatorios confirmatorios parametros parametros outras doengas
PRINCIPAL subtipo D2 clinicos clinicos
Pesquisa de | | Pesquisa de
Mosaicismo subtipos
a jusante
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210 MOSAICISMO

O mosaicismo genético pode ser definido pela presenca de duas populagdes
de células geneticamente distintas em um unico individuo que diferem uma da outra
pela sequéncia do DNA, mas que sdo originadas de um unico zigoto. Existem diferentes
tipos de mosaicismo. Na anemia de Fanconi € observada a presenga do mosaicismo
resultante da reversdo de mutagdes deletérias hereditarias, conferindo ao alelo mutado
fun¢des normais (HIRSCHHORN, 2003).

Segundo dados da literatura, em torno de 15 a 25% dos pacientes AF
apresentam evidéncias de mosaicismo que ocorre espontaneamente (LO TEN FOE
et al., 1997; GREGORY et al., 2001).

Os mecanismos capazes de gerar a reversao nas ceélulas AF ainda n&o
foram completamente elucidados. O mais conhecido envolve recombinagéo mitética
intragénica ou conversao génica em pacientes heterozigotos compostos, em que um
alelo serve para restabelecer a sequéncia do outro. Entretanto, outros mecanismos
também tém sido descritos como aqueles que resultam em alteragcbes secundarias
compensatérias na sequéncia do DNA, como é o caso de mutagdes onde ocorre
alteragdo no quadro de leitura durante a transcricdo. Dele¢gbes de uma unica base,
uma micro-insergdo ou outros eventos genéticos levam a correcdo da sequéncia
alterada de forma compensatoéria (WAISFISZ et al., 1999).

Em casos de mosaicismo, observa-se no teste de quebras cromossémicas
a presenga de duas subpopulagdes de linfocitos, uma delas € sensivel aos agentes
indutores de liga¢des cruzadas do DNA, enquanto a outra apresenta um comportamento
normal e corresponde a mais de 50% das células analisadas (LO TEN FOE et al., 1997,
GREGORY et al., 2001). No teste de Western Blot a auséncia da banda correspondente
a FANCD2 monoubiquitinada na subpopulacao de linfocitos que carreia a mutagao
deletéria € mascarada pela presenca da banda resultante da monoubiquitinacdo da

FANCD2 na subpopulacao linfocitaria que recuperou o fendtipo normal apos a reversao.
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Portanto, na presenga do mosaicismo encontram-se as duas bandas que correspondem
a ambas as isoformas da FANCD2.

Sendo assim, 0 mosaicismo somatico pode trazer complicagdes para o
diagnostico dos pacientes AF tornando os resultados dos estudos de quebras cromos-
sémicas ambiguos ou até falso-negativos. Um paciente que apresente quadro clinico
sugestivo e teste em sangue periférico negativo, € recomendavel confirmar o diagnéstico
utilizando um tecido alternativo, sendo em geral utilizados fibroblastos da pele (SOULIER
et al., 2005).

As consequéncias clinicas do mosaicismo somatico na anemia de Fanconi
ainda sao pouco conhecidas e sua presenca pode até ser uma das causas da variabi-
lidade dos disturbios hematoldgicos observada entre os pacientes. Em células revertidas,
eventos genéticos adquiridos ao longo do tempo produzem um gene AF funcional que
confere resisténcia a agentes genotdxicos. E possivel que uma vantagem no crescimento
das células revertidas sobre as células mutadas favorega uma reposi¢ao progressiva
das células defeituosas da medula 6ssea (SOULIER et al., 2005). Apesar de a presenca
do mosaicismo sugerir um fenotipo hematolégico mais brando, os individuos que o
apresentam frequentemente desenvolvem falha progressiva da medula éssea ou
leucemia (GREGORY et al., 2001).

Alguns pesquisadores consideram a possibilidade do mosaicismo somatico
predispor as complicagdes apos o transplante de células tronco hematopoéticas (TMO)
em pacientes AF, tal como a falha de pega ou a rejeicdo do enxerto. Devido a alta
sensibilidade dos pacientes AF aos agentes alquilantes, estes devem receber prefe-
rencialmente um tratamento menos ablativo durante o condicionamento pré-transplante,
com doses reduzidas de ciclofosfamida como proposto por Zanis-Neto et al. (2005).
Segundo D'Andrea e Grompe (1997) e MacMillan et al. (2000) se o paciente apresentar
mosaicismo somatico, o regime de condicionamento ideal para os demais pacientes AF

pode promover uma imunossupressao inadequada da populagao de células revertidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a via de interacdo das proteinas AF/BRCA por meio da deteccao
da proteina FANCD2 e de sua forma monoubiquitinada, pelo método de Western
Blot, em pacientes brasileiros com anemia de Fanconi e avaliar a contribuicdo dada

por esta analise na elucidagao do diagnostico dessa doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Pesquisar a proteina FANCD2 e sua forma monoubiquitinada, por meio
do método de Western Blot, em pacientes com anemia de Fanconi e
em controles saudaveis.

- Pesquisar a proteina BRCA2 nos pacientes cujos subtipos ndo possam
ser atribuidos ao gene FANCD2 ou a outros genes cujos produtos atuam
a montante da monoubiquitinagdo da FANCD2.

- Comparar os fendétipos FANCD2 obtidos pelo método de Western Blot
com o indice de quebras cromossOmicas e a porcentagem de reversao
somatica observados no teste de sensibilidade ao DEB.

- Comparar os fenotipos FANCD2 identificados pelo método de Western
Blot com os valores hematimétricos dos pacientes com AF.

- Determinar a sensibilidade e especificidade do método de Western Blot
para FANCD2 utilizando como referéncia o teste de sensibilidade ao

DEB, que é o método padrao para o diagndstico laboratorial da AF.
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4 MATERIAL E METODOS

41 CASUISTICA

4.1.1 Pacientes

Foram incluidos neste estudo 84 pacientes brasileiros com suspeita clinica de
anemia de Fanconi, confirmada pelo teste citogenético de quebras cromossdmicas
(Teste do DEB), cujas amostras foram coletadas no periodo de julho de 2004 a
novembro de 2006. Todos os pacientes foram provenientes do Ambulatério de Anemia
de Fanconi do Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC/UFPR). Este ambulatorio realiza mais de 300
atendimentos por ano e tem mais de 80 pacientes atualmente em acompanhamento.
A sistematizacdo no atendimento aos pacientes com AF & parte de um programa
realizado em colaboragdao com o St Jude Children’s Research Hospital - International
Outreach Program, firmado em um acordo interinstitucional entre o HC/UFPR e o St
Jude Children's Research Hospital desde 2001.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas da UFPR (Anexo 1); todos os pacientes foram informados quanto aos objetivos
do mesmo e as amostras de sangue foram coletadas apos a leitura e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

Dos 84 pacientes selecionados para o estudo, 75 eram probandos e 9
eram irmaos. Dentre esses, 49 (58,3%) eram do sexo feminino e 35 (41,7%) eram do
sexo masculino. Quanto a idade, os pacientes apresentaram uma faixa etaria de 2 a
34 anos (mediana = 11 anos) no momento de realizagdo deste estudo, de 3 meses a
30 anos (mediana = 7 anos) no diagnostico e de 1 a 24 anos (mediana = 8,5 anos)
no inicio da citopenia. A classificacdo étnica dos pacientes foi feita de acordo com a
cor da pele, tracos fisiondmicos e ascendéncia, sendo a amostra constituida de 59

(70,2%) pacientes euro-brasileiros e de 25 (29,8%) pacientes mulatos.
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A situagdo hematologica dos pacientes no momento da coleta dos exames
foi definida de acordo com os estagios do comprometimento medular, classificados
em: grau | = sem falha medular (13 pacientes); grau Il = falha medular inicial (38
pacientes); grau lll = falha medular avangada (33 pacientes), conforme o quadro 2
apresentado na revisdo bibliografica. A extensdo das malformacgdes foi definida, de
acordo com o numero de sitios anatémicos envolvidos, em: ausentes (nenhum sitio
envolvido), limitadas (<3 sitios) e extensas (3 ou mais sitios, sendo que um deles
deve envolver um orgéo interno). Esta mesma classificacdo foi usada em estudos
anteriores (GUARDIOLA et al., 2000; SOULIER et al., 2005). As malformagdes foram
extensas em 28 pacientes, limitadas em 46 pacientes e ausentes nos demais 10
pacientes. Quanto ao numero de transfusdes recebidas os pacientes foram subdivididos
entre aqueles que n&o foram transfundidos (NT=36), os que receberam um numero
menor do que 20 transfusbes de hemacias e (ou) plaquetas (<20=31) e os que
receberam um numero maior do que 20 transfusdes (>20=17).

As caracteristicas dos 84 pacientes incluidos neste estudo estdo sumarizadas

na tabela 2 e os dados individualizados dos pacientes encontra-se no Apéndice 1.

4.1.2 Controles

Foram estudadas amostras de sangue periférico de 98 individuos voluntarios
saudaveis selecionados entre funcionarios do Hospital de Clinicas da UFPR e doadores
de sangue do Banco de Sangue dessa mesma instituicdo. Todos os voluntarios foram
informados quanto aos objetivos deste estudo e as amostras de sangue coletadas
apos a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3).

Estas amostras foram pareadas com as dos pacientes quanto ao sexo e
grupo étnico. Entre os individuos do grupo controle, 58 (59,2%) eram do sexo
feminino, 40 (40,8%) eram do sexo masculino, com uma faixa etaria entre 17 a 58
anos (mediana = 37 anos). Com relag&o ao grupo étnico eram 73 (74,5%) controles

euro-brasileiros e 25 (25,5%) controles mulatos.
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As amostras do grupo controle ndo foram pareadas com as dos pacientes
quanto a idade porque os pacientes s&o na maioria criangas e o diagndstico desta
doenca é feito em média entre os 7 e 8 anos. Diante da impossibilidade de obtermos
uma amostra controle com a mesma faixa etaria, acreditamos que este parametro
pudesse ser desconsiderado em razdo das caracteristicas do teste estudado, pois
avalia uma alteragcdo em um mecanismo comandado por fatores genéticos herdados
ao nascer, de forma recessiva que, em geral, manifesta-se nos primeiros anos de
vida. Sendo assim, individuos adultos saudaveis da populagdo que ainda nao tenham
manifestado a doenca muito raramente poderiam ser assintomaticos, ao passo que
criangas saudaveis de pouca idade poderiam, eventualmente, manifestar a doenca
em uma fase mais tardia. As informag¢des dos controles relativas a idade, sexo e grupo

étnico encontram-se no Apéndice 2.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO

CARACTERISTICA NUMERO

N =284

Probandos 75

Irméaos 9
Idade (em anos)

Mediana no estudo 11

Mediana no diagnéstico 7

Mediana no inicio da citopenia 8,5
Sexo

Feminino 49

Masculino 35
Grupo Etnico

Euro-brasileiros 59

Mulatos 25
Malformacgdes

Ausentes 10

Limitadas 46

Extensas 28
Situagdo Hematoldgica

Grau | 13

Grau ll 38

Grau lll 33
N.° de Transfusées

NT 36

<20 31

>20 17
Grupo de Complementagao

FA-A 27

FA-G 03

FA-C 01

FA-E 01

NI 02

NR 50

NOTA: NT= ndo transfundido; NI= nao identificada mutagdo entre os grupos
pesquisados; NR = ndo realizado. As amostras foram coletadas
previamente a realizacdo do transplante de células tronco hematopoéticas,
naqueles pacientes em que este procedimento foi indicado.
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42 METODOS

4.2.1 Western Blot para FANCD2

O protocolo utilizado neste estudo foi o descrito por Garcia-Higuera et al.
(2001) e adaptado por Shimamura et al. (2002).

Todos os 84 pacientes e 98 controles saudaveis foram analisados por esta
metodologia. Para cada conjunto de amostras estudado, foram incluidos um controle
positivo para a presenga de ambas as isoformas da FANCD2 (linhagem HelLa) e uma
amostra de sangue periférico de um individuo saudavel para avaliar as condigbes da

cultura primaria.

Isolamento de linfécitos e cultura primaria

A partir do sangue periférico coletado em heparina ou ACD foram isoladas
as células mononucleares utilizando-se para tanto um gradiente com densidade
de 1.077 do tipo Ficoll-Paque Plus® (GE Healthcare - Little Chalfont, Reino Unido).
As células mononucleares assim isoladas foram cultivados em uma concentragao de
1,0 a 2,0 x 10° células/mL, por 72 horas em uma cultura primaria incubada a 37°C
com uma tensao de 5% de CO,. O meio de cultura utilizado foi o RPMI suplementado
com 15% de soro bovino fetal (SBF), 1% de solugdo de antibidticos (penicilina/
estreptomicina), 2mM de L-glutamina. Para estimulo da proliferagdo, foi utilizada
fitohemaglutinina P (PHA-P) em uma concentragao de 50ug/mL.

Apoés 72 horas as células foram coletadas com auxilio de uma espatula
apropriada (cell scraper) e lavadas em tampao salina/fosfato (PBS) por centrifugagéo a
1.500 rpm, por 10 min, a 4°C. As células foram ressuspendidas em PBS e novamente

contadas em camara de Neubauer.



51

Preparo dos lisados de proteinas

Os cultivos celulares procedentes de cada amostra foram lisados em tampéo
RIPA modificado (M-RIPA = 50mM de tris HCI, 1% de NP-40, 0,1% de desoxicolato de
sédio, 150 mM de NaCl, 10mM de pirofosfato de sédio, 4mM de EDTA) acrescido de
inibidores de proteases (1ug/ml de pepstatina e leupeptina, 2ug/ml de aprotinina e 1
mM de fenilmetilsulfonilfluorida [PMSF]) e inibidores de fosfatases (1mM de
ortovanadato de sodio e 10mM de fluoreto de sddio), obtendo-se assim uma solugéo
de lise chamada RIPA+PI. A propor¢ao de uso entre o tampao RIPA+Pl e o0 numero
de células variou de 10 a 50l de RIPA+PI para cada 10° células.

Apoés a lise, o sobrenadante foi mantido em gelo até a determinagao da
concentragéo de proteinas totais em um espectrofotobmetro. Para tanto, foi utilizado o
método descrito por Bradford (1976), que consiste na adicdo de um corante acido do
tipo azul de Coomassie a solugao de proteinas e na mensuragao da absorbancia em
um espectrofotdmetro a 595nm. As medidas obtidas sdo comparadas com os valores
de uma curva padrao.

Lisados contendo 100 ug de proteina total foram preparados em tampao
Laemmli (50mM de tris [pH 6,8], 86mM de 2 mercaptoetanol, 2% de SDS) aquecidos

a 96°C por 5 min e submetidos a eletroforese ou armazenados em freezer a -80°C.

Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia para membrana de

nitrocelulose

A separagao das proteinas foi feita por meio de uma eletroforese em gel de
SDS/poliacrilamida a 7% (SDS/PAGE). As proteinas separadas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, em tampao de transferéncia (25mM de tris base,
200mM de glicina, 20% de metanol). Apds aproximadamente trés horas de transferéncia,
foi realizada a coloragdo com Ponceau S, que é uma coloragao reversivel com a
finalidade de controle da transferéncia, que permitiu detectar se houve degradagéao

da proteina que esta sendo transferida ou ndo. Os sitios inespecificos de ligagao da
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membrana foram bloqueados com solugdo de 5% de caseina em TBS-T (50mM de

tris-HCI, 150mM de NaCl, 0,1% de tween 20) durante 15 a 18 h a 4 °C.

Deteccao da proteina FANCD2 e de sua forma monoubiquitinada

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas separadas de acordo
com seus pesos moleculares por SDS/PAGE foram incubadas com o anticorpo
monoclonal de camundongo, dirigido contra a por¢do N-terminal da proteina FANCD2
humana (FI17 Santa Cruz - Califérnia, EUA). A diluicdo para uso deste anticorpo foi
1:200, que permitiu a deteccdo da presenga ou auséncia da proteina FANCD2 em
suas duas isoformas, a FANCD2S (155kDa), que ndo € ubiquitinada, e a FANCD2L,
que é monoubiquitinada (162 kDa).

Essas membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario
marcado com peroxidase (Horseradish Peroxidase — HRP). Esse anticorpo monoclonal
de cabra anticamundongo (BioRad - Califérnia, EUA) foi utilizado em uma diluigdo
de 1:10.000.

O sistema de detecgdo utilizado neste estudo (kit ECL - RPN2109® GE
Healthcare — Little Chalfont, Reino Unido) baseou-se na oxidag¢ao da diacilhidrazida
(luminol) pela peroxidase, catalisada pelo peroxido de hidrogénio em condigdes
alcalinas. Essa reagao quimica que resultou na dissipagao de energia por uma substancia
em seu estado de excitagdo, na forma de luz, € denominada quimioluminescéncia.
A luz emitida foi detectada por meio de uma curta exposi¢cao de fiimes de auto-
radiografia sensiveis a luz azul e captada em um comprimento de onda de 428nm.
A sensibilizagdo dos filmes de auto-radiografia permitiu a visualizagdo da presenga ou

auséncia das bandas referentes a ambas as isoformas da proteina FANCD2 (figura 8).

Interpretagcao dos resultados

O padréao de bandas das isoformas da proteina FANCD2 permite classificar
os pacientes em trés fendtipos, de acordo com a fase do mecanismo AF/BRCA que

se encontra alterado. As interpretacdes dos resultados estdo descritos na tabela 3.
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FIGURA 8 - EXEMPLO DE RESULTADO DO TESTE DE WESTERN BLOT PARA FANCD2
1 2 3 4 5 6

4——— FANCD2 -L (162kDa)

— .
- . o~y €——— FANCD2S (155kDa)

FONTE: Banco de dados do Laboratério de Imunogenética do HC- UFPR

NOTA: Filas 1,2: controles com fenétipo FANCD2S+/ FANCD2L+; fila 3: paciente com o fendtipo
FANCD2S/FANCD2L, filas 4 e 5: pacientes com fenoétipo FANCD2S+/ FANCD2L’; fila 6:
paciente com fenotipo FANCD2S+/ FANCD2L+.

TABELA 3 - INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO WESTERN BLOT PARA FANCD2

RESULTADOS INTERPRETAGCAO
Mutagdes nos genes que atuam a montante na via AF/BRCA
FANCD2S+ / FANCD2L- Genes do complexo principal da AF (FANCA, B, C, E, F, G, L, M)
Gene FANCI
FANCD2S-/ FANCD2L- Mutagdes no gene FANCD2, que codifica a proteina central do mecanismo
(auséncia de ambas as bandas) AF/BRCA

Uma das seguintes situagoes:

Mutagdes nos genes cujos produtos atuam a jusante da via AF/BRCA como
FANCD2S+ / FANCD2L+ FANCD1/BRCA2 e FANCJ e FANCN ou outros genes ainda nao identificados
Presenga de Mosaicismo

Resultado negativo para AF

4.2.2 Western Blot para BRCA2

Para a pesquisa da proteina BRCA2, também chamada FANCD1 na AF,
seguiu-se o mesmo protocolo descrito para FANCD2, diferindo apenas quanto aos
anticorpos primario e secundario. Foi utilizado o anticorpo (Ab-2) de coelho anti-BRCA2
humano (Calbiochem — Darmstadt, Alemanha), seguido do anticorpo secundario de
cabra anticoelho (BioRad — Califérnia, EUA). Optou-se pelo anticorpo secundario marcado
com peroxidase, o que permitiu o uso do mesmo sistema de revelagao utilizado no
Western Blot para FANCD2.

Este teste foi realizado em especial naqueles pacientes que apresentaram
o fendétipo FANCD2S+/FANCD2L+ devido a atuagao da proteina BRCA2 se dar a jusante
da monoubiquitinagdo da proteina FANCD2 (HOWLETT et al., 2002). Entretanto, a
pesquisa também foi feita em alguns pacientes com os fenétipos FANCD2S+/FANCD2L-

e FANCD2S-/FANCD2L- e na linhagem HelLa como controles positivo para a presencga
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de bandas da proteina BRCA2. Linfocitos do sangue periférico de um individuo saudavel

estimulados com PHA foram utilizados para controle da cultura primaria.

4.2.3 Teste de Sensibilidade ao Diepoxibutano (Teste do DEB)

O teste do DEB faz parte da rotina para diagnostico laboratorial dos pacientes
encaminhados ao Ambulatorio de Anemia de Fanconi do Hospital de Clinicas da
UFPR e é realizado pela equipe do setor de citogenética desta mesma instituigao.
Os 84 pacientes e os 98 controles saudaveis foram submetidos ao teste do DEB.
A metodologia adotada na realizagdo destes testes foi descrita por Auerbach, Adler e
Chaganti (1981) com modificagcées introduzidas também por Auerbach, Rogatko e
Schroeder (1989).

Este teste possibilita a quantificagdo do numero e tipo de aberracdes estruturais
apresentadas pelos cromossomos, incluindo especialmente quebras de cromatides,
figuras radiais, fragmentos e falhas (figura 9). Esta analise foi feita em pelo menos
25 metafases, mas em casos com numero reduzido de metafases todas as que eram

possiveis foram analisadas.

Interpretagao dos resultados

Os resultados do teste sao expressos por meio de um indice de quebras
cromossOmicas, calculado com base no numero total de aberragcdes cromossdmicas
observadas divididas pelo numero de metafases analisadas. As falhas foram
excluidas do calculo do indice e as figuras foram consideradas como duas quebras.
Os valores de referéncia para estes indices foram estabelecidos com base nos
dados acumulados ao longo dos anos pelo Setor de Citogenética do Hospital de
Clinicas da UFPR e sao comparaveis aos dados do IFAR publicados por Auerbach,
Rogatko e Schroeder (1989).

Positivo para AF: 1,06 a 23,9
Negativo para AF: 0,00 a 0,36
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FIGURA 9 - ABERRAGOES CROMOSSOMICAS EM CELULAS AF EXPOSTAS AO DEB

A - Quebras;

A C #§ usbras;
\ B - Figuras triradiais
"‘ ® 4 c C - Figuras quadriradiais
i\ =

D — Fragmento

FONTE: Banco de dados do Laboratério de Citogenética - Hospital de Clinicas — UFPR

Porcentagem de reversao somatica

Foi também considerado o numero de células que apresentaram quebras
cromossOmicas em relacdo ao total de metafases analisadas, o que permitiu estimar
a porcentagem de reversdo somatica apresentada pelos pacientes. Esta porcentagem

representa o numero de metafases sem alteragoes analisadas no teste do DEB.

424 Métodos Estatisticos

A qualidade do teste de Western Blot como um teste diagndstico foi
avaliada pela estimativa das medidas de sensibilidade e especificidade considerando o
teste do DEB como padrao ouro. Foi calculado o intervalo 95% de confianga para a
proporcao de casos inconclusivos pelo teste de Western Blot em pacientes com AF.

Para a comparacdo entre os fenétipos observados no Western Blot para
FANCD2 e os resultados do teste do DEB, bem como os parametros do hemograma,
testou-se a hipdtese nula de que os resultados de cada variavel (indice de quebras

cromossémica e porcentagem de reversdo somatica, numero de eritrocitos, hemoglobina,
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hematdcrito, volume corpuscular médio, numero de leucdcitos, numero de neutréfilos
e numero de plaquetas) seriam iguais entre o grupo de pacientes com fendtipo
FANCD2S+/FANCD2L+ e o grupo com fenotipos FANCD2S+/FANCD2L" ou FANCD2S
/FANCD2L" versus a hipotese alternativa de resultados diferentes entre os dois
grupos. Para avaliagado destas hipoteses considerou-se o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para grupos independentes. Nesse estudo a significancia estatistica
foi considerada para valores de p<0,05. Os calculos foram realizados por meio do

software Statistica 5.1 (SOARES e SIQUEIRA, 2002).
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5 RESULTADOS

5.1 INVESTIGACAO DAS ISOFORMAS DA PROTEINA FANCD2 EM PACIENTES
AF E CONTROLES SAUDAVEIS PELO METODO DE WESTERN BLOT

Os resultados da identificacao fenotipica da proteina FANCD2 e de sua forma
monoubiquitinada nos 84 pacientes com anemia de Fanconi e nos 98 controles
saudaveis estao apresentados na tabela 4.

Dos 84 pacientes analisados, 77 deles (91,7%) apresentaram o fendtipo
FANCD2S+/FANCD2L e teste do DEB positivo; 2 (2,4%) o fendtipo FANCD2S/FANCD2L" e
DEB positivo e 5 (5,9%) o fenotipo FANCD2S+/FANCD2L+ e DEB positivo. Em todos os

98 controles foram observados o fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+ e teste do DEB negativo.

TABELA 4 - FENOTIPOS DA FANCD2 OBTIDOS PELO METODO DE WESTERN BLOT EM PACIENTES COM ANEMIA
DE FANCONI E CONTROLES SAUDAVEIS

) PACIENTES CONTROLES
FENOTIPOS
TESTE DO DEB (n=84) (n=98)
FANCD2S"/FANCD2L®
n % N %
Positivo FANCD2S+/FANCD2L’ 77 91,7
Positivo FANCD2S/FANCD2L’ 02 2,4
Positivo FANCD2S+/FANCD2L + 05 5,9 - -
Negativo FANCD2S+/FANCD2L + - - 98 100

(1) FANCD2S = banda correspondente a fragao S (Short ou Small) da proteina FANCD2.
(2) FANCD2L = banda correspondente a fragdo L (Long ou Large) da forma monoubiquitinada da proteina FANCD2.

5.2 PESQUISA DA PROTEINA BRCA2 PELO METODO DE WESTERN BLOT

A proteina BRCA2 foi pesquisada nos cinco pacientes com o fendtipo
FANCD2S+/FANCD2L+. Esses pacientes ndo apresentaram alteragdes na expressao
da proteina BRCA2, ou seja, a banda que corresponde a proteina BRCA2 estava
presente. Vinte e sete pacientes com os fenétipos FANCD2S+/FANCD2L- e FANCD2S-

/FANCD2L- foram também analisados quanto a presenga da BRCA2. Este grupo de
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pacientes foi utilizado como controle positivo para a presenca da banda referente a
BRCA2. Todos eles apresentaram expressao normal desta proteina.

Em funcdo de que estes cinco pacientes apresentaram resultados incon-
clusivos no Western blot, pois a disfungao da via AF/BRCA nao pode ser atribuida a
proteinas que atuam a montante da monoubiquitinacdo da FANCD2 ou a prépria FANCD2,

alguns aspectos clinicos foram analisados para melhor caracteriza-los (tabela 5).

TABELA 5 - CARACTERISTICAS DOS PACIENTES QUE APRESENTARAM O FENOTIPO FANCD2S+/FANCD2L+ NO
TESTE DE WESTERN BLOT

, PACIENTES
CARACTERISTICA

P8 P53 P60 p73" P93
Idade ao diagndstico (anos) 13 8 6 15 15
Idade do inicio da Citopenia (anos) 12 8 6 NA 15
Situagéo hematoldgica 1 1l [ | ]
Malformacgdes L E L AU AU
N.° de transfusées >20 <20 <20 NT <20
indice de quebras 5,44 3,5 1,25 0,84 1,2
Porcentagem de reversao 4 73,4 68 76 60

NOTA: Os cinco pacientes com fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+ eram probandos; a situacdo hematologica destes
pacientes foi definida entre os graus |, Il ou Il e a extensédo das malformacdes definida em extensas (E) e limitadas
(L) ou ausentes (AU), de acordo com o descrito em material e métodos; NA= néo aplicavel; NT= n&o transfundido.

(1) Paciente P73= paciente com indice de quebras cromossémicas inferior a 1,06 (0,84), porém classificado como FA-A
em um estudo de complementagéo realizado na Universidade de Rockefeller (EUA) e com histéria familiar de AF.

5.3 COMPARAGAO ENTRE OS FENOTIPOS DA FANCD2 OBTIDOS NO
WESTERN BLOT E OS RESULTADOS OBSERVADOS NO TESTE DO DEB

Todos os 84 pacientes incluidos neste estudo foram previamente submetidos
ao teste do DEB e apresentaram indices de quebras cromossémicas com valores
compativeis com o diagnostico de AF. Este mesmo teste permitiu também avaliar
a proporcao de células que apresentavam quebras cromossémicas em relacdo ao
numero total de células analisadas. Desta forma foi estimada a porcentagem de
reversdo somatica observada nas células do sangue periférico dos pacientes analisados.
Observou-se que quatro dos cinco pacientes com o fen6tipo FANCD2S+/FANCD2L+
apresentaram uma porcentagem de reversao superior a 50% (pacientes P53, P60,

P73, P93 — tabela 5), com mediana de 68%. Ja os demais pacientes, 77 com fendtipo
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FANCD2S+/FANCD2L- e 2 com fendtipo FANCD2S-/FANCD2L-, apresentaram porcentagem
de reversao variando de 0 a 48% (Mediana = 16%).

Com o intuito de comparar as variaveis apresentadas pelo Teste do DEB
(indice de quebras cromossOmicas e a porcentagem de reversdao somatica) com a
presenca (FANCD2S+/FANCD2L+) ou auséncia (FANCD2S+/FANCD2L- e FANCD2S-/
FANCD2L-) da forma monoubiquitinada da proteina FANCD2 foi aplicado o teste
estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Houve diferenga estatisticamente significativa quando comparadas as
porcentagens de reversao entre os pacientes com presenga ou com auséncia da
forma monoubiquitinada da FANCD2 (p=0,006). Contudo, quando os fendtipos
FANCD2 foram comparados quanto aos indices de quebras, a diferenga ndo mostrou
significancia estatistica (p=0,139). Os resultados obtidos nesta analise encontram-se
na tabela 6 e no grafico 3.

Os indices de quebras cromossémicas e as porcentagens de reverséo de todas

as amostras dos pacientes incluidos neste estudo encontram-se no Apéndice 3.

TABELA 6 - COMPARAGAO ENTRE OS RESULTADOS DO TESTE DO DEB E OS FENOTIPOS DA FANCD2 EM
PACIENTES COM ANEMIA DE FANCONI

VARIAVEIS DO FENOTIPOS . DESVIO | VALOR DE
o @ n MEDIANA MEDIA _
TESTE DO DEB FANCD2S"/FANCD2L PADRAO p
FANCD2S+/FANCD2L+ 5 1,25 2,45 1,98
indice de quebra FANCD2S+/FANCD2L- 0139
cromossomica e 79 3,04 3,89 3,19 ’
FANCD2S-/FANCD2L-
FANCD2S+/FANCD2L+ 5 68,00 56,28 29,86
% de reversdo FANCD2S+/FANCD2L- 0,006
e 79 16,00 17,28 15,00

FANCD2S-/FANCD2L-

(1) FANCD2S = banda correspondente a fragéo S (Short ou Small) da proteina FANCD2.
(2) FANCD2L = banda correspondente a fragao L (Long ou Large) da forma monoubiquitinada da proteina FANCD2.
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GRAFICO 3 - COMPARAGAO ENTRE OS FENOTIPOS OBSERVADOS NO WESTERN BLOT E A
PORCENTAGEM DE CELULAS REVERTIDAS EM PACIENTES COM AF
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54 COMPARAGCAO ENTRE OS FENOTIPOS DA FANCD2 E OS VALORES
HEMATIMETRICOS EM PACIENTES COM ANEMIA DE FANCONI

Foram obtidos os resultados do hemograma dos 84 pacientes envolvidos
neste estudo, tendo sido selecionados hemogramas do mesmo periodo da coleta
da amostra para o teste do Western Blot para FANCD2. Os pacientes nao rece-
beram transfusdes no periodo anterior a coleta de sangue periférico para a realizagao
destes exames.

As variaveis analisadas foram o numero de eritrocitos, a quantidade de
hemoglobina (Hb), o hematdcrito, o volume corpuscular médio (VCM), o numero de
leucdcitos, o numero de neutréfilos e o numero de plaquetas.

A comparagao desses parametros hematolégicos entre o grupo de pacientes
com fenotipo FANCD2S+/FANCD2L+ e o grupo de pacientes incluindo os fendtipos
FANCD2S+/FANCD2L- e FANCD2S-/FANCD2L- foi realizada pelo teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney. Os resultados da analise (tabela 7) mostraram ndo haver diferenga
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estatisticamente significante desses valores hematimétricos entre os dois grupos
(p>0,05). O resultados do Western Blot, do teste do DEB e os valores hematimétricos

de todas os pacientes deste estudo encontram-se no Apéndice 4.

TABELA 7 - COMPARAGAO ENTRE VALORES HEMATIMETRICOS E FENOTIPOS FANCD2 DOS PACIENTES COM
ANEMIA DE FANCONI

FANCD2S+/FANCD2L-
FANCD2S+/FANCD2L+
. FANCD2S-/FANCD2L-
VARIAVEIS n=5 79 VALOR DE p
n=
MEDIANA (min-max) )
MEDIANA (min-max)

N.” eritrécitos x 10°%/uL 2,63 (2,07 - 4,21) 2,86 (0,91 - 5,27) 0,846
Hemoglobina g/DL 8,50 (7,20 - 12,60) 9,20 (2,30 - 15,30) 0,717
Hematocrito % 25,30 (21,50 - 38,10) 27,45 (7,40 - 47,50) 0,703
VCM fL 90,40 (87,70 - 106,20) 96,30 (78,14 - 118,59) 0,473
N.° leucdcitos x 10/l 3,03 (1,21 -4,13) 3,36 (1,07 - 9,99) 0,496
N.° neutrdfilos x 10°/uL 0,45 (0,04 - 1,98) 1,11 (0,10 - 6,69) 0,117
Plaquetas x 10°/uL 45,00 (10,00 - 183,00) 35,00 (6,00 - 326,00) 0,769

5.5 DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO METODO
DE WESTERN BLOT PARA FANCD2

Dos 182 individuos analisados neste estudo (84 pacientes AF e 98 controles
normais), 79 (43,4%) apresentaram o teste do DEB (método de referéncia) positivo e
concordante com os resultados do método em estudo (Western Blot para FANCD2),
ou seja, deteccdo dos fenotipos FANCD2S+/FANCD2L- e FANCD2S-/FANCD2L-. Cinco
dos 182 individuos (2,7%) tiveram resultado positivo no teste do DEB, porém
apresentaram o fenotipo FANCD2S+/FANCD2L+ no método de Western Blot. Em 98
dos 182 individuos estudados nao foram detectadas quebras cromossémicas com
indices significativos (teste do DEB negativo) e de forma concordante no método de
Western Blot foi detectada a presenca de ambas as bandas (FANCD2S+/FANCD2L+),
todos estes 98 correspondem aos individuos saudaveis do grupo controle. Nao foi
observado nenhum resultado negativo no método de referéncia e com auséncia de uma
ou ambas as bandas no método de Western Blot (fenotipos FANCD2S+/FANCD2L- e
FANCD2S-/FANCD2L-).
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Com base nesses dados foi possivel calcular a sensibilidade e a especi-
ficidade do método de Western Blot para FANCD2 utilizando como referéncia o método
padrao ouro para diagnoéstico da AF (teste do DEB). Os valores encontrados mostraram
sensibilidade de 94% (79/84) e especificidade de 100% (98/98). Estes resultados
estao apresentados na tabela 8. O resultados do Western Blot e do teste do DEB das
amostras dos controles saudaveis encontram-se no Apéndice 2 e dos pacientes no

Apéndice 3.

Intervalo de confianga

Neste estudo, foi observado que 5,9% (5/84) dos casos estudados pelo
Western Blot nao foram conclusivos e o intervalo de confianga de 95% foi de 0,89% a
11,01%, determinando que existe 95% de chance de que entre estes valores esteja
o verdadeiro percentual de pacientes que tém anemia de Fanconi identificada pelo
teste DEB e tém resultado inconclusivo pelo teste Western Blot. Os 5,9% de casos
inconclusivos correspondem a estimativa de erro do teste Western Blot, ou seja, a

classificagdo de um caso como sendo inconclusivo, tendo ele anemia de Fanconi.

TABELA 8 - DETERMINAGAO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO METODO DE WESTERN BLOT
EM PACIENTES COM ANEMIA DE FANCONI E EM CONTROLES SAUDAVEIS

TESTE DO DEB TESTE DO DEB TOTAL
METODO POSITIVO NEGATIVO 182
n (%) n (%)
WESTERN BLOT
FANCD2S+/FANCD2L- 79 (43,4) 0(0,0) 79 (43,4)
FANCD2S/FANCD2L’
WESTERN BLOT
05 (2,7) 98 (53,9) 103 (56,6)

FANCD2S+/FANCD2L+
TOTAL 84 (46,1) 98 (53,9) 182 (100,0)

NOTA: sensibilidade 94% (79/84); especificidade 100% (98/98)
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6 DISCUSSAO

A metodologia de Western Blot para a deteccdo da isoforma monoubi-
quitinada da proteina FANCD2 foi apresentada por Shimamura et al. (2002) como um
novo método para auxilio diagndstico e subtipificagdo da AF. Foi constatado que a
auséncia da isoforma monoubiquitinada da FANCD2 correlaciona-se com o diagnostico
de anemia de Fanconi.

Em um outro estudo realizado por Soulier et al. (2005) foi possivel concluir
que a analise direta do mecanismo molecular que leva a monoubiquitinacdo da
FANCD2 trouxe informagdes importantes para o diagndstico e a caracterizagao desta
doenga, em combinagdo com investigagdes clinicas e o teste do DEB. O Western
Blot para FANCD2, segundo estes autores, facilita o encaminhamento para analise
em fibroblastos da pele para confirmagado dos casos de reversdo somatica e possibilita
uma prévia classificacdo dos pacientes AF quanto a etapa da via de interacdo das
proteinas AF/BRCA que se encontra comprometida.

A implantacdo da metodologia de Western Blot para FANCD2 foi um dos
requisitos para a realizagdo deste estudo, uma vez que o objetivo principal desta
pesquisa foi analisar a via de interagao das proteinas AF/BRCA por meio da deteccao
da proteina FANCD2 e de sua forma monoubiquitinada.

Dos 84 pacientes analisados, 77 (91,7%) apresentaram o fenétipo FANCD2S+/
FANCD2L- e teste do DEB positivo, que corresponde a individuos cujos defeitos na
via de monoubiquitinagédo localizam-se a montante da proteina central (FANCD2) e
incluem todos os subtipos pertencentes ao complexo principal de proteinas AF, que sao
FA-A, FA-B, FA-C, FA-E, FA-F, FA-G, FA-L e FA-M. A auséncia da forma monoubiquitinada
da proteina FANCD?2, que caracteriza este fenétipo, € uma consequéncia de mutagdes
deletérias presentes em um dos genes que codificam uma das proteinas do complexo
principal. Alteragcbes em qualquer uma dessas proteinas interrompem a cascata de
reacdes que leva a monoubiquitinagdo da proteina FANCD2 e consequentemente

impede a sua interagdo com as demais proteinas reparadoras do DNA (GURTAN e
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D'ANDREA, 2006). A identificagdo de alteragbes no mecanismo AF/BRCA a montante
da monoubiquitinagdo da FANCD2 na maioria dos pacientes estudados (91,7%) € de
facil compreensado uma vez que os grupos de complementacdo do complexo principal
somam juntos em torno de 90% dos casos desta doenca, segundo dados da literatura
(LEVITUS et al., 2004). Ao investigar os fenotipos FANCD2 em pacientes AF, Soulier
et al. (2005) observaram que 79,2% (42/53) apresentavam o fendtipo FANCD2S+/
FANCD2L- em sangue periférico, porém, apos a analise em fibroblastos da pele
dos pacientes com fenotipo FANCD2S+/FANCD2L+, esta porcentagem subiu para
89% (47/53).

Estes pacientes com fenétipo FANCD2S+/FANCD2L- e teste do DEB positivo
podem ainda pertencer ao grupo de complementagao FA-l, identificado recentemente
e relatado em poucos casos. A proteina FANCI parece desempenhar suas funcdes
apés a formagao do complexo principal, estabelecendo um novo complexo com a
proteina FANCD2, sendo ambas monoubiquitinadas. Pacientes que pertencem a este
grupo de complementagao apresentam auséncia da banda correspondente a forma
monoubiquitinada da proteina FANCD2 no Western Blot, porque a FANCI ubiquitinada
€ necessaria para que a FANCD2 seja também ubiquitinada, e o novo complexo
FANCIY’/FANCD2"" se forme e o reparo do DNA ocorra (GODTHELP et al., 2006;
SMOGORZEWSKA et al., 2007).

Embora mais raramente, alteragdes no mecanismo AF/BRCA decorrentes
de mutagdes deletérias no gene que codifica a FANCD2 também podem ocorrer,
causando disfungdes nesta proteina ou impedindo a sua expressao. Neste estudo
somente dois pacientes (2,4%) dos 84 analisados apresentaram o fendtipo FANCD2S-
/IFANCD2L- e teste do DEB positivo, que corresponde aos individuos com auséncia nao
somente da banda longa (FANCD2L-), como também da banda curta (FANCD2S-) da
proteina FANCD2. A frequéncia do fendtipo FANCD2S-/FANCD2L- neste estudo nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa no nivel de significancia de 5%
(p=0,3748) com o observado por Soulier et al. (2005), que identificaram este fendtipo

em 3 dos 53 pacientes estudados.
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A auséncia de ambas isoformas dessa proteina no Western Blot sugere a
existéncia de mutagdes deletérias no préprio gene FANCD2, com prejuizo direto do
mecanismo de reparo dependente da via AF/BRCA. Entretanto, a atribuicdo dos
pacientes FANCD2S-/FANCD2L- ao subtipo FA-D2 requer a confirmagao por métodos
que identifiqguem a mutagéo deletéria no gene FANCD2, tal como sequenciamento de
seu respectivo DNA complementar (JOENJE, PALS e ZWAAN, 2004).

Cinco dos 84 pacientes (5,9%) apresentaram o fenotipo FANCD2S+/FANCD2L+,
ou seja, mostraram tanto a isoforma S quanto a isoforma L da FANCD2. Considerando
esse fenotipo, em conjunto com o resultado positivo do teste do DEB e os dados
clinicos, estes pacientes podem ser atribuidos a um dos grupos de complementagéo
gue atuam a jusante da monoubiquitinagdo da FANCD2. Outra possibilidade para justificar
este fendtipo em pacientes DEB+ é a ocorréncia de reversdo somatica, ou seja, a
presenga de mosaicismo. Existe ainda a possibilidade de estes pacientes apresentarem
outras sindromes com caracteristicas clinicas semelhantes a AF e também caracte-
rizadas por numeros aumentados de quebras cromossOmicas, como a Nijmegen
Breakage Syndrome (NBS), conforme proposto por Nakanishi et al. (2002).

No estudo realizado por Soulier et al. (2005) foi observado o fendtipo
FANCD2S+/FANCD2L+ em 8 dos 53 pacientes analisados. Estes dados da literatura
nao apresentam diferenga estatisticamente significativa no nivel de significancia de
5% (p=0,1315) em relagdo aos dados obtidos no presente estudo (5/84).

Somente um destes cinco pacientes com a presenca de ambas as bandas no
Western Blot (FANCD2S+/FANCD2L+) e DEB+ mostrou uma porcentagem de reversao
de 4% (P4) o que n&o sugere a presenga de mosaicismo somatico neste paciente.
Uma das hipoteses para explicar este caso € a presenca de mutacdes deletérias em
genes que atuam a jusante da etapa de monoubiquitinacdo da FANCD2. E importante
ressaltar que nos quatro pacientes DEB+, FANCD2S+/FANCD2L+ e com porcentagem
de reversao sugestiva de mosaicismo devemos considerar também a possibilidade

de alteragbes funcionais em proteinas de atuagédo a jusante da monoubiquitinagéo
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da FANCD2. Até o presente, trés dos genes que codificam estas proteinas ja foram
descritos: 0 FANCD1/BRCA2, o FANCJ e 0 FANCN.

Pacientes pertencentes aos grupos de complementagcdo FA-D1/BRCA2 e
FA-N apresentam uma evolugdo da doenga mais rapida e mais grave, um alto risco
de desenvolver LMA e ainda o aparecimento precoce de outras neoplasias malignas
(WAGNER et al., 2004; REID et al., 2007). Algumas destas caracteristicas podem ser
encontradas entre alguns dos pacientes com fen6tipo FANCD2S+/FANCD2L+ e DEB+
apresentados na tabela 5, como P8, P53, P60. Aparentemente pacientes do grupo
FA-J ndo diferem clinicamente dos demais pacientes AF, contudo um numero muito
pequeno destes pacientes foi estudado até o presente (GODTHELP et al., 2006).

Levando-se em consideragéo a disponibilidade do anticorpo antiBRCA2, estes
cinco pacientes FANCD2S+/FANCD2L+ foram submetidos a pesquisa desta proteina
pela mesma metodologia de Western Blot proposta para FANCD2. Nenhum deles
apresentou alteragcbes na expressdo da proteina BRCA2 o que permite levantar a
hipétese de eles pertencerem a outros grupos de complementagao, tais como FA-J, FA-
N ou novos grupos de atuagdo a jusante que ainda n&o foram identificados.
Entretanto, recomenda-se que a exclusao destes pacientes do grupo FA-D1 deva ser
corroborada por meio de analises moleculares que comprovem a auséncia de
mutagao deletéria no gene BRCA2.

Considerando o mosaicismo somatico como uma outra hipotese para justificar
a presenca da banda L, forma monoubiquitinada da FANCD2, foi verificado que quatro
dos cinco pacientes com fendétipo FANCD2S+/FANCD2L+ (P53, P60, P73, P93) apre-
sentaram, no teste do DEB, um indice de quebras cromoss6micas compativel com o
diagnostico da AF. Porém, essas alteragdes estavam presentes em um numero
reduzido de células e a porcentagem de células sem anormalidades citogenéticas,
definida como porcentagem de reversdo somatica, foi superior a 50% (tabela 5).

A presenga do mosaicismo na anemia de Fanconi é resultante da reversao
de mutacgbes deletérias que levam a recuperagao das fungdes normais dos alelos

em questdo (HIRSCHHORN, 2003). No teste de quebras cromoss6micas observa-se
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a presenga de duas subpopulagdes de linfocitos, uma delas € sensivel aos agentes
indutores de ligagbes cruzadas do DNA, enquanto a outra € resistente e corresponde
a mais de 50% das células analisadas (LO TEN FOE et al., 1997; GREGORY et al.,
2001). No teste de Western Blot, a auséncia da banda correspondente a FANCD2
monoubiquitinada na subpopulacido de linfécitos que carreia a mutacédo deletéria é
mascarada pela presenca da banda resultante da monoubiquitinacdo da FANCD2 na
subpopulacao linfocitaria que recuperou o fendétipo normal apds a reversao. Portanto,
na presenga do mosaicismo encontram-se as duas bandas que correspondem a
ambas as isoformas da FANCD2. Sendo assim, 0 mosaicismo pode trazer complicagdes
especialmente para o diagndstico laboratorial dos pacientes, tornando os resultados
dos estudos de quebras cromossdémicas e do Western blot para FANCD2 ambiguos
ou até falso-negativos.

Apesar de que os objetivos deste estudo ndo incluiram analises de prognostico
dos pacientes, alguns aspectos clinicos foram analisados (tabela 5). Trés dos quatro
pacientes que apresentaram porcentagens de reversdo somatica superior a 50%
(P53, P60, P93), apresentavam situagdo hematologica grau Ill o que representa falha
medular avangada de acordo com os parédmetros adotados neste estudo (quadro 2)
e um dos quatro pacientes (P53) apresentou também malformagdes extensas. De
acordo com a literatura, a complexidade dos defeitos celulares pode favorecer o
mosaicismo somatico devido ao alto grau de instabilidade genémica que é estabelecido
(HOUGHTALING et al., 2003; SOULIER et al., 2005). Contudo, um destes quatro
pacientes (P73) com alta porcentagem de reversdo somatica n&o apresentou aplasia
medular, sendo classificado com uma situagdo hematoldgica grau |, sem necessidade
de transfusdes. Essa situacao clinica permitiria inferir uma associagdo do mosaicismo
somatico com um melhor prognodstico no caso especifico deste paciente, em fungéo
de uma sobreposicado na proliferagcao do clone de células normais, sobre o clone de
células nao revertidas, assim como relatado no estudo realizado por Lo Ten Foe et al.

(1997) e recentemente por Soulier et al. (2005).
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No entanto, ndo se sabe por quanto tempo a populacao de células revertidas
seria capaz de manter a hematopoese e o risco de neoplasias malignas permanece,
pois a populacao de células ndo revertidas continua presente e até mesmo a populagéo
de células revertidas pode ter acumulado defeitos genéticos em genes relacionados
ao cancer antes de sofrerem a reversdo somatica (GREGORY et al., 2001). Porém, o
numero limitado de pacientes com este fendtipo apresentado neste estudo néao
permite concluir a respeito da influéncia do mosaicismo somatico no progndstico
destes pacientes com AF.

Um outro objetivo deste estudo foi o de comparar os fenétipos FANCD2 ao
indice de quebras cromossémicas e a porcentagem de reversdo, parametros estes
obtidos pelo teste de sensibilidade ao DEB. Para realizar esta analise, os pacientes
foram classificados em dois grupos, com base nos fenotipos conferidos pelo Western
Blot, conforme a presenca (FANCD2S+/FANCD2L+) ou a auséncia (FANCD2S+/ FANCD2L-
e FANCD2S-/FANCD2L-) da isoforma monoubiquitinada da FANCD2.

Os resultados da comparagéo entre os dois grupos e o indice de quebras
cromossdmicas ndo mostraram diferenga significativa estatisticamente (p = 0,139).
Entretanto, o indice de quebras cromossémicas nao parece ser um parametro adequado
para analisar a possibilidade de reversao somatica sugerida nos pacientes AF que
apresentam o fenétipo FANCD2S+/FANCD2L+. Este indice corresponde ao numero de
quebras apresentadas pelo total de células analisadas sem considerar o numero de
células com anormalidades citogenéticas.

A analise comparativa da porcentagem de reversdo somatica observada
entre os pacientes que expressam a FANCD2 monoubiquitinada (pacientes P8, P53,
P60, P73 e P93 cujas caracteristicas foram apresentadas na tabela 5) e os que tém
auséncia desta isoforma L (todos os demais pacientes estudados) revelou uma
diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos (p=0,006). Os pacientes
do grupo que expressam a isoforma L mostram porcentagens mais elevadas de
células revertidas (mediana = 68%) do que os pacientes que pertencem ao grupo

gue nao a expressam (mediana = 16%). A alta porcentagem de reversdo somatica
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(mediana 68%) nos pacientes FANCD2S+/FANCD2L+ sugere a presenca de mosaicismo
somatico de células hematopoéticas embora estes resultados baseiam-se em um numero
muito pequeno de pacientes DEB que expressam ambas as formas da FANCD2.

Para um paciente que apresente quadro clinico sugestivo de AF e um teste de
quebras cromossdmicas em sangue periférico inconclusivo € recomendavel confirmar
o diagnostico utilizando-se um tecido alternativo como os fibroblastos da pele. Segundo
Soulier et al. (2005), o método de Western Blot para FANCD2 pode contribuir na
pesquisa do mosaicismo pela analise comparativa dos fenétipos FANCD2 observados
tanto em amostras de sangue periférico (FANCD2S+/FANCD2L+) quanto em fibroblastos
da pele.

No presente estudo também foi realizada uma analise comparativa dos
parametros do hemograma (eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, VCM, leucdcitos,
neutréfilos e plaquetas) entre os dois grupos de pacientes AF, aqueles que expressam a
forma monoubiquitinada da proteina FANCD2 (FANCD2S+/FANCD2L+) e aqueles que
nao a expressam (FANCD2S+/ FANCD2L- e FANCD2S-/FANCD2L-). Os resultados nao
mostraram qualquer influéncia dos fenétipos observados no Western Blot sobre esses
valores hematimétricos (p>0,05). No entanto, estes resultados também devem ser
interpretados com cautela devido ao pequeno numero de pacientes (4/84) com
porcentagem de reversao acima de 50%. Outro fato a ser considerado é que os pacientes
encontravam-se em diferentes fases da doenca o que dificulta a comparagao de dados
hematimétricos. Dentre estes quatro pacientes, um foi diagnosticado tardiamente (P93),
outro apresentava longa sobrevida e boa evolugéo clinica (P73) e dois pacientes se
encontravam em uma fase mais avangada da doenga (P53 e P60).

Os resultados apresentados neste estudo indicam que a investigagdo do
mosaicismo de células hematopoéticas pode ser importante para o acompanhamento
dos pacientes com AF. No entanto, dado o pequeno numero de pacientes (5/84) com
fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+ analisados, considera-se relevante a realizagdo de um
estudo posterior que inclua um maior numero de casos com fendtipo FANCD2S+/

FANCD2L+, no qual todos estejam em fase inicial da doenga e tenham amostras
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coletadas com periodicidade para possibilitar o monitoramento dos paréametros
hematoldgicos, das alteragdes citogenéticas, bem como do comprometimento da via
AF/BRCA por meio da deteccdo das isoformas da FANCD2 pelo Western Blot,
incluindo a investigagdo dos fendtipos FANCD2 em fibroblastos da pele, quando
necessario. Deste modo, os resultados poderdo corroborar os achados do presente
estudo ou eventualmente demonstrar um efeito dos fendtipos FANCD2 sobre a evolugao
dos valores hematimétricos e ainda definir melhor as consequéncias do mosaicismo
somatico no progndstico dos pacientes com AF.

Com a finalidade de avaliar o Western Blot como um teste diagndstico,
neste estudo foram determinadas a sensibilidade e a especificidade deste método
empregando-se como referéncia o teste do DEB, que € o método padrdo para o
diagnostico da anemia de Fanconi. Nesta analise foram incluidas, além das 84 amostras
dos pacientes, 98 amostras de controles saudaveis. A sensibilidade obtida foi de 94%
e a especificidade foi de 100%. Estes dados mostram que o método de Western Blot
para FANCD2 é altamente confiavel quanto a especificidade para o diagndstico da
AF, uma vez que todos os individuos que nao tém a doencga apresentaram o padrao
normal com a presenga de ambas as isoformas da FANCD2 (FANCD2S+/FANCD2L+).

A sensibilidade do Western Blot mostrou-se menor do que a observada no
teste do DEB, uma vez que em 5 dos 84 casos positivos no método de referéncia
observou-se o padrdo normal de FANCD2 (FANCD2S+/FANCD2L+). Sendo assim o
método de Western Blot s6 define o diagndstico de AF em sangue periférico quando
a auséncia da FANCD2 monoubiquitinada (isoforma L) for observada. Essa menor
sensibilidade se deve a capacidade do teste de quebras cromossdmicas detectar
pequeno numero de células residuais nao revertidas, enquanto no Western Blot a
presenca de ambas as isoformas da FANCD2 produzidas pelas células revertidas
(normais) mascara a auséncia da forma monoubiquitinada nas células com gendtipo
de AF.

Outro aspecto que contribui para a diminuigado da sensibilidade do Western

Blot é inerente a propria limitagdo deste método, o qual detecta somente alteragbes
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nas proteinas que agem nas etapas da formagdo do complexo principal AF até a
etapa de monoubiquitinacdo da FANCD2. Portanto, nos pacientes DEB+ com fendtipo
FANCD2S+/FANCD2L+ deve-se investigar alteragdes nos genes FANCD1, FANCJ e
FANCN ou nos seus respectivos produtos. Neste estudo 5,9% dos casos estudados
(5/84) pelo Western Blot nao foram conclusivos (IC 95% = 0,89 a 11,1%). Além disso,
um estudo de Shimamura et al. (2002) ressaltou a importéncia deste método para a
confirmacgao diagnodstica de pacientes cujas caracteristicas clinicas s&o tipicas, mas com
indices de quebras cromossdmicas intermediarios que ndo permitem um resultado
conclusivo no teste do DEB.

A identificacdo das isoformas da FANCD2 pelo Western Blot e a definicdo dos
respectivos fenotipos da FANCD2 nos pacientes incluidos neste estudo foi corroborada
pela definicdo dos subtipos da anemia de Fanconi previamente realizada, por ensaios
de complementacdo ou por técnicas de sequenciamento, em 34 destes 84 pacientes.
Quando comparados os resultados obtidos pelo método de Western Blot com os subtipos
da AF ja conhecidos constatou-se que 26 dos 34 (76,4%) pacientes pertenciam ao
subtipo FA-A e apresentavam um fenoétipo concordante (FANCD2S+/FANCD2L-), que
localiza o defeito a montante da etapa de monoubiquitinagdo da FANCD2 na via
AF/BRCA, justamente onde participa o produto alélico do gene FANCA.

E importante mencionar que em um estudo anterior 19 destes 26 pacientes
foram incluidos no grupo FA-A por apresentarem a mutagdo 3788-3790del, a qual
apresenta uma frequéncia elevada nos pacientes brasileiros (MAGDALENA et al., 2005).
Os outros 7 dos 26 pacientes FANCD2S+/FANCD2L- foram atribuidos ao subtipo FA-A
por meio de estudos de complementacédo ou pesquisa de mutagdes, os quais foram
realizados pela Dr.? Arleen Auerbach na Universidade de Rockefeller (EUA) e pelo
Dr. Gerard Pals no Centro Médico Universitario VU (Holanda).

Da mesma forma, os outros cinco dos 34 pacientes tiveram seus subtipos
identificados pelos mesmos pesquisadores supracitados. Destes, um paciente foi
incluido no grupo FA-C (3,0%), trés pacientes no grupo FA-G (8,8%) e um no grupo

FA-E (3,0%). O fenotipo FANCD2S+/FANCD2L- observado nestes cinco pacientes, que
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denota a auséncia da forma monoubiquitinada da FANCD2, é condizente com esses
subtipos cujas proteinas também participam da formagdo do complexo principal da
AF. A frequéncia mais baixa dos grupos de complementagao FA-C, FA-G e FA-E em
contraste a frequéncia elevada do subtipo FA-A esta em conformidade com dados
publicados por outros pesquisadores (KUTLER et al., 2003; LEVITUS et al., 2004).

N&o foi possivel atribuir dois dos 34 (5,8%) pacientes, que apresentaram o
fenotipo FANCD2S-/FANCD2L- a nenhum dos grupos de complementagdo mais comuns
(FA-A, C, E, F e G). Portanto, eles foram classificados como "nao identificados". Apesar
de o grupo de complementagéo FA-D2 ndo ter sido investigado nestes pacientes, o fato
de eles apresentarem o fen6tipo FANCD2S-/FANCD2L- sugere que sejam incluidos no
subtipo FA-D2 devido a auséncia de ambas isoformas desta proteina no Western
Blot. Contudo, esta atribuicdo ao grupo FA-D2 deve ser confirmada pela pesquisa
direta da mutag&o no gene FANCD2 por métodos moleculares.

E, finalmente, um dos 34 pacientes (3,0%) que foi subtipificado e atribuido
ao grupo de complementagdo FA-A apresentou o fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+
(P73 — tabela 5). Este resultado aparentemente discordante do Western Blot pode
ser sugestivo de um caso de mosaicismo. Neste paciente, o teste do DEB em sangue
periférico revelou a presenca de quebras cromossémicas em apenas 6 das 25 células
analisadas mostrando um valor de reversdo somatica de 76%. Apesar das poucas
células comprometidas apresentarem varias alteragdes citogenéticas significativas,
inclusive figuras radiais que s&o caracteristicas da anemia de Fanconi, a elevada
porcentagem de células revertidas produzindo niveis significativos de ambas
isoformas da FANCD2 pode explicar o padrao normal observado no Western Blot.

Os resultados do presente estudo corroboram a importancia da utilizagao
do método de Western Blot, que, em associagdo com o teste de sensibilidade
ao DEB, complementa o diagnostico laboratorial da anemia de Fanconi. A elevada
especificidade confirma sua utilidade como um método confirmatério.

Outra contribuicao relevante do Western Blot é no esclarecimento de casos de

mosaicismo sugerido pela presencga do fenotipo FANCD2 normal e de reversdo somatica
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no teste do DEB em sangue periférico. Entretanto, a confirmagdo do mosaicismo requer
a analise de tecidos nao hematopoéticos. Soulier et al. (2005) demonstraram a maior
eficiéncia do Western Blot para FANCD2 em comparagdo com testes de quebras
cromossOmicas para a analise de fibroblastos de pele.

Uma das grandes vantagens do método do Western Blot para FANCD2 é que
ele permite identificar qual a etapa da via AF/BRCA esta comprometida pela presenca
de um produto génico resultante de uma mutacdo deletéria. Esta caracteristica
possibilita uma pré-classificagdo dos pacientes, ou seja, indica se o gene envolvido
codifica um produto de atuacdo a montante da etapa de ubiquitinagdo da proteina
FANCD2, durante a etapa de monoubiqutinagdo ou a jusante desta etapa. A pré-
classificagdo é de grande valia porque direciona e restringe o numero de genes a
serem investigados, uma vez que os métodos para a identificagdo de mutagdes na
AF sdo, em sua maioria, laboriosos e de alto custo, o que dificulta sua utilizagcdo para
a investigagao abrangente de todos os genes AF.

Considera-se de interesse a realizagdo de estudos futuros que levem a
identificacdo dos genes envolvidos e de suas respectivas mutagdes. Estas informagdes
possibilitardo investigar se a etapa da via AF/BRCA comprometida e ou se tipos
especificos de mutacdes deletérias exercem influéncia sobre o espectro de manifes-

tacoes clinicas e a evolugao dos pacientes brasileiros com anemia de Fanconi.
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7 CONCLUSOES

1. Os resultados obtidos pelo método de Western Blot, em conjunto com
os resultados do DEB e os parametros clinicos, permitiram identificar a
fase do mecanismo AF/BRCA que se encontra alterada nos pacientes
analisados. Eles foram pré-classificados em trés classes fenotipicas com
base na presenca ou auséncia da forma monoubiquitinada da proteina
FANCD2. O fendtipo mais comumente observado foi o FANCD2S+/
FANCD2L-, com uma frequéncia de 91,7%, representando os pacientes
com auséncia da forma monoubiquitinada da FANCD2. O fendtipo
FANCD2S-/FANCD2L-, encontrado com frequéncia de 2,4%, corresponde
aqueles que ndo expressam a FANCD2. E o fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+,
que mostrou uma frequéncia de 5,9%, esta presente naqueles que
expressam normalmente a proteina, inclusive a sua forma monoubiquitinada.

2. Nenhum dos pacientes com fendtipo FANCD2S+/FANCD2L+ (5/84),
submetidos a pesquisa da BRCA2, apresentou alteracdes na expressao
dessa proteina. Estes dados sugerem que estes pacientes podem
pertencer a outros subtipos AF de atuagdo a jusante da fase de
monoubiquitinagdo da FANCD2, tais como FA-J e FA-N, ou ainda que
estes fendtipos sejam decorrentes da presenga de mosaicismo
somatico. Devido ao pequeno numero de pacientes FANCD2S+/
FANCD2L+, recomenda-se a corroboracdo deste resultado em uma
amostra que inclua um numero maior de pacientes com este fendétipo.

3. O grupo de pacientes que expressam ambas as isoformas da FANCD2
mostraram um numero significativamente mais elevado de células
revertidas (mediana = 68%) quando comparados ao grupo com auséncia
da FANCD2 monoubiquitinada (mediana = 16%, p=0,006), o que sugere
a presenca de mosaicismo somatico de células hematopoéticas. Os

resultados da reversdo somatica dos pacientes FANCD2S+/FANCD2L+
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nao permitem excluir a possibilidade de os fenétipos AF estarem sendo
mascarados pelas células revertidas, e a confirmagao dos resultados
requer a analise em outro tecido que nao o hematopoético.

A comparagao dos parametros do hemograma (eritrécitos, hemoglobina,
hematocrito, VCM, leucocitos, neutrdfilos e plaquetas) entre os pacientes
que expressam a forma monoubiquitinada da proteina FANCD2
(FANCD2S+/ FANCD2L+) e aqueles que nao expressam (FANCD2S+/
FANCD2L- e FANCD2S-/FANCD2L-) mostrou nao haver qualquer
influéncia desses fenotipos sobre os valores hematimétricos (p>0,05).
Considera-se importante a realizagdo de um novo estudo que inclua
maior numero de pacientes com fenotipos FANCD2S+/FANCD2L+, em
fase inicial da doenca e as amostras coletadas com periodicidade para
monitorar os valores hematimétricos, as alteragdes citogenéticas e as
isoformas da FANCD?2.

A analise do método de Western Blot para FANCD2 como teste
diagnostico para anemia de Fanconi, tomando-se como referéncia o
Teste do DEB que € o padrao ouro, permitiu determinar uma sensibilidade
de 94% e especificidade de 100%. A alta especificidade |he confere
confiabilidade como teste confirmatdrio, uma vez que todos os individuos
sem a doenga apresentam padrdo normal da FANCD2 (FANCD2S+/
FANCD2L+). O Western Blot foi inconclusivo em 5,9% dos casos
positivos no método de referéncia (IC = 0,89 a 11,01%). Isso se deve
ao fato de que a confirmagao diagndstica pelo Western Blot é possivel
somente quando a isoforma monoubiquitinada da FANCD2 esta

ausente (FANCD2S+/FANCD2L- ou FANCD2S-/ FANCD2L-).
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DADOS GERAIS DOS PACIENTES
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DADOS GERAIS DOS PACIENTES

continua
GRUPO IDADE IDADE IDADE EXTEN. N.° DE GRUPO DE
ID REGISTRO HC SEXO . _ ) ) SIT. HEMAT.
ETNICO (estudo) (diagn.) (citopenia) MALFORM. TRANSF. COMPL.

P1 18670593 F Branca 6 4 2 I E <20 N2
P2 17225456 F Branca 17 12 ND Il L NT NR
P4 19387950 F Branca 8 7 NA [ L NT FA-A°®
P5 15097779 F Branca 16 16 ND Il L <20 NR
P6 19128431 F Branca 10 7 8 11 L <20 NR
P7 18406470 F Mulata 11 9 9 1] L >20 FA-C?
P8 19634779 M Branco 13 13 12 1] L >20 NR
P9 19674096 F Mulata 7 7 6 Il E <20 NR
P10 18773821 F Mulata 8 6 6 1] L >20 FA-A*?
P11 19136094 F Mulata 10 3 3 1] E >20 NR
P12 18904349 F Branca 18 15 16 Il E <20 FA-A'
P13 19468135 F Branca 11 8 11 1] L >20 NR
P14 19174603 F Branca 12 9 8 Il E <20 NR
P15 18697599 F Branca 6 1 1 1l E <20 NR
P16 19516377 F Branca 14 14 12 11 E <20 NR
P17 19710220 M Branco 13 3 NA | L NT NR
P18 16917303 M Mulato 17 12 11 11 L >20 FA-A*Z
P19 18304074 F Branca 23 20 ND Il L <20 NR
P20 16671576 M Branco 22 17 ND Il L NT FA-A®
P21 18267659 F Branca 12 9 9 Il AU <20 FA-A®
P22 18878240 F Branca 17 15 ND Il E <20 NR
P23 15982268 F Branca 7 10m 1 Il L <20 FA-A'
P24 19025420 F Mulata 23 21 21 Il L <20 NR
P25 19643778 F Branca 2 2 2 1] E >20 NR
P26 19397025 F Branca 20 19 NA | AU NT NR
P27 18544970 M Branco 10 11 ND 11 L >20 FA-A®
P28 19497127 M Branco 6 5 4 Il L NT NR
P29 19138585 F Branca 10 9 9 Il E NT FA-A®
P30 18027453 F Branca 15 11 13 Il L <20 FA-A'
P31 17476483 F Mulata 7 2 1 Il L <20 FA-E'




DADOS GERAIS DOS PACIENTES

continua
GRUPO IDADE IDADE IDADE EXTEN. N.° DE GRUPO DE
ID REGISTRO HC SEXO . _ ) ) SIT. HEMAT.
ETNICO (estudo) (diagn.) (citopenia) MALFORM. TRANSF. COMPL.
P32 19009106 M Branco 7 6 8 11 L >20 FA-A®
P33 15816538 M Mulato 13 6 ND 11 L <20 NR
P34 18080443 F Branca 29 25 ND Il L NT FA-A®
P35 18659271 M Branco 3 1 3 Il L NT FA-G'
P36 19885739 M Branco 12 5 4 11 E <20 NR
P38 15487755 M Mulato 13 5 11 Il E NT NR
P39 15411554 M Mulato 25 12 12 11 AU >20 NR
P40 19941019 M Mulato 11 10 10 Il E NT NR
P42 19905489 F Branca 10 10 8 Il L NT FA-A®
P43 19949451 M Branco 12 6 ND Il E NT FA-A®
P44 19959686 M Mulato 12 12 ND Il L NT NR
P45 19994260 M Mulato 6 6 NA | L NT NR
P47 17192019 F Mulata 18 11 11 1] E >20 FA-A'
P48 20005904 M Mulato 20 5 5 Il L NT NR
P50 18026570 M Branco 7 3 ND Il E NT FA-A®
P52 20201207 M Branco 11 7 7 Il E NT NR
P53 20182350 F Branca 8 8 8 11 E >20 NR
P54 20208244 F Branca 11 11 11 Il L <20 NR
P55 20227826 M Branco 8 8 9 1] L <20 NR
P56 19388174 M Branco 6 5 NA | E NT FA-A®
P59 20036877 M Branco 2 2 NA | E NT NR
P60 20267836 F Branca 6 6 6 1l L <20 NR
P61 19251837 F Branca 5 3 ND Il L <20 NR
P62 19024393 M Mulato 16 14 16 1] L >20 FA-A®
P63 18309157 F Branca 5 6 m NA | E NT NI
P64 20358017 F Branca 14 7 NA | L NT NR
P65 20358041 F Branca 12 11 ND 1l L >20 NR
P66 19949478 F Branca 2 1 NA | AU NT FA-A®
P67 20378514 F Mulata 8 8 8 1l E >20 NR
P68 20378425 M Mulata 12 11 11 1l E <20 NR




DADOS GERAIS DOS PACIENTES

concluséo
GRUPO IDADE IDADE IDADE EXTEN. N.° DE GRUPO DE
ID REGISTRO HC SEXO . ) ) ) SIT. HEMAT.
ETNICO (estudo) (diagn.) (citopenia) MALFORM. TRANSF. COMPL.
P69 20390778 F Branco 18 17 17 Il L <20 NR
P70 18417367 M Mulata 34 30 ND Il AU NT NR
P71 17393090 F Branca 7 1 ND Il L NT FA-A®
P72 20406399 F Branca 7 6 6 Il <20 NR
P73 15055391 F Branca 25 15 NA I AU NT FA-A'
P74 20397853 F Branca 5 6 6 Il E NT NR
P76 20424524 M Branco 5 6 3 11 L <20 NR
P77 20424486 M Mulato 22 15 15 11 AU >20 NR
P78 19497143 M Mulato 4 2 ND Il L NT NR
P79 20455390 M Branco 5 5 1 1] E <20 NR
P80 17552848 F Branca 17 4 ND Il L NT FA-A®
P81 20455284 F Branca 16 10 10 Il AU NT FA-A®
P82 19205134 F Mulata 28 11 NA I L NT FA-A®
P83 16562769 M Branco 20 10 10 11 E <20 NR
P84 18218151 F Mulata 5 3m ND Il L NT NR
P85 20529520 M Branco 5 5 ND Il E NT FA-A®
P87 20522496 F Branca 24 24 23 1 L <20 NR
P88 17813277 M Branco 6 2 ND Il L NT FA-A'
P89 20585927 M Mulato 5 5 ND 11 L <20 FA-G'
P90 20585935 M Mulato 4 4 NA [ L NT FA-G'
P91 17704745 F Branca 9 3 NA | AU NT FA-A®
P92 20638613 F Branca 13 13 12 11 L <20 NR
P93 20622695 F Branca 15 15 15 11 AU <20 NR
P96 20750863 M Branco 12 6 6 1 L >20 NR

NOTA:Situagdo hematolodgica grau | = sem falha medular; grau |l - falha inicial; grau Il - falha avangada; extenséo das malformagdes; AU = ausente; L = limitada (<3 sitios) e E = extensa (3 ou
mais sitios); NA = ndo aplicavel; ND = informagéo nao disponivel; NI= ndo identificada mutagéo entre os grupos pesquisados; NR = néo realizado (1) Rockefeller University, Nova lorque — EUA;
(2) VU University Medical Center, Amsterdam — Holanda; (3) Hospital de Clinicas, UFPR — Brasil.
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DADOS E RESULTADOS DOS CONTROLES SAUDAVEIS ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA
FANCD2 E TESTE DO DEB

continua
ID DATA DE IDADES SEXO | GRUPO ETNICO RESULTADOFANCD2 RESULTADO DEB
NASC. (anos)
C1 10/05/71 35 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
Cc2 04/05/78 28 F Mulata FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C3 01/03/59 47 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C4 04/01/71 35 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C5 29/12/81 25 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C6 14/09/59 47 F Mulata FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C7 14/03/70 36 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C8 21/12/71 35 F Mulata FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C9 10/06/72 34 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C10 20/06/68 38 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C11 07/07/69 37 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C12 22/07/64 42 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C13 01/08/68 38 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C14 23/09/82 24 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C15 15/06/72 35 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C16 04/10/54 52 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
Cc17 26/01/68 38 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C18 10/05/63 43 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C19 21/08/65 41 F Mulata FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C20 25/01/80 26 F Mulata FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C21 25/07/54 52 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C22 06/05/48 58 F Mulata FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C23 01/07/89 17 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C24 16/07/82 24 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C25 30/10/61 45 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C26 09/05/56 50 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
Cc27 08/03/80 26 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
Cc28 30/01/78 28 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C29 28/07/52 54 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C30 24/01/78 28 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C31 16/06/67 39 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C32 09/07/48 58 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C33 24/01/71 35 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C34 10/01/66 40 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C35 19/04/68 38 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C36 12/09/69 37 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C37 30/03/71 35 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C38 21/09/68 38 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C39 28/08/87 19 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C40 19/12/56 50 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C41 23/08/71 35 F Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C42 02/10/70 36 M Branca FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C43 14/09/66 40 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C44 04/04/79 27 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C45 19/12/52 54 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C46 02/05/89 17 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C47 23/09/89 17 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C48 25/06/64 42 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C49 31/08/66 40 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C50 07/04/53 52 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
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DADOS E RESULTADOS DOS CONTROLES SAUDAVEIS ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA

FANCD2 E TESTE DO DEB

conclusdo
DATA DE IDADES .
ID SEXO | GRUPO ETNICO RESULTADOFANCD2 RESULTADO DEB
NASC. (anos)

C51 21/07/72 34 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C52 17/11/69 37 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C53 11/03/68 38 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C54 25/08/59 47 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C55 12/03/81 25 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C56 21/11/81 25 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C57 14/07/69 37 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C58 17/05/62 44 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C59 08/08/54 52 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C60 04/10/67 39 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C61 07/06/68 38 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C62 26/09/80 26 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C63 19/04/49 57 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C64 23/10/55 51 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C65 03/10/62 44 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C66 14/08/69 37 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C67 23/12/77 29 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C68 04/02/49 57 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C69 16/01/56 50 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C70 19/11/70 36 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C71 17/01/86 20 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C72 17/09/74 32 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C73 27/10/81 25 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C74 02/06/69 37 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C75 18/06/66 40 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C76 28/10/85 25 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
(o744 24/09/73 33 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C78 24/09/66 40 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C79 11/10/63 43 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C80 25/03/86 20 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C81 09/10/69 37 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C82 14/06/82 24 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C83 01/02/71 35 M Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C84 28/08/76 30 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C85 20/07/79 27 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C86 12/01/83 23 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C87 19/03/51 55 F Branco FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C88 06/01/70 36 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C89 29/08/55 41 F Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C90 10/12/61 45 F Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C91 18/07/70 36 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C92 31/05/61 41 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C93 27/01/74 32 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C94 10/12/57 49 F Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C95 08/09/55 51 F Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C96 06/04/71 35 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
Cc97 22/09/78 28 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
C98 14/02/89 17 M Mulato FANCD2L+ / FANCD2S+ Negativo
n 98

Média 37

Mediana 37
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APENDICE 3
RESULTADOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE
WESTERN BLOT PARA FANCD2, TESTE DO DEB E ESTUDO DE GRUPOS DE
COMPLEMENTAGAO/PESQUISA DE MUTAGOES



RESULTADOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA FANCD2, TESTE DO DEB E ESTUDO DE GRUPOS DE COMPLEMENTAGAO/PESQUISA
DE MUTAGOES

continua
RESULTADO INDICE DE N.° CEL. C/ QUEBRAS / % GRUPO DE -
ID | RESULTADO FANCD2 o ~ 3788-3790del MUTACOES BRCA2
DEB QUEBRAS N.” CEL. ANALISADAS |REVERSAO COMPL.

P1 | FANCD2L -/ FANCD2S - Positivo 6,7 10/10 0 NI "2 Negativo Positivo
P2 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 5,27 11/11 0 Negativo
P4 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,24 21/25 16 FA-A*® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto Positivo
P5 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,08 21/25 16 Negativo Positivo
P6 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,46 21/26 19,3 Negativo Positivo
P7 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 4,2 24/25 4 FA-C? Negativo 65G>A W22X homozigoto
P8 | FANCD2L +/FANCD2S + Positivo 5,44 24/25 4 Negativo Positivo
P9 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2 15/19 21 Negativo Positivo
P10 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 4,08 21/25 16 FA-A2 Negativo del exon 22-28 homozigoto
P11 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,1 21/28 25 Negativo
P12 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,64 22/25 12 FA-A' Negativo
P13 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,84 21/25 16 Negativo
P14 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,96 15/25 40 Negativo
P15 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 4,64 23/25 8 Negativo
P16 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,96 23/25 8 Negativo
P17 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 12,76 25/25 0 Negativo
P18 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 11.1 10/10 0 FA-A2 Negativo ivs29-19del19 homozigoto
P19 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,91 12/12 0 Negativo Positivo
P20 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,5 13/14 7,14 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto Positivo
P21 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,46 19/32 40,6 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P22 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,6 20/25 20 Negativo
P23 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,52 24/25 4 FA-A' Negativo Positivo
P24 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 5,56 23/25 8 Negativo Positivo
P25 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 1,84 19/25 24 Negativo Positivo
P26 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 1,72 13/25 48 Negativo Positivo
P27 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,56 21/25 16 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto Positivo
P28 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 5,36 23/25 8 Negativo
P29 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,8 14/25 44 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P30 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3 43/50 14 FA-A' Negativo




RESULTADOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA FANCD2, TESTE DO DEB E ESTUDO DE GRUPOS DE COMPLEMENTAGAO/PESQUISA
DE MUTAGOES

continua
RESULTADO INDICE DE N.° CEL. C/ QUEBRAS / % GRUPO DE .
ID | RESULTADO FANCD2 o ~ 3788-3790del MUTACOES BRCA2
DEB QUEBRAS N.” CEL. ANALISADAS |REVERSAO COMPL.

P31 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,24 25/25 0 FA-E' Negativo
P32 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,56 14/23 39,2 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P33 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 4,48 25/25 0 Negativo
P34 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,71 19/28 32,2 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P35 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 572 30/32 6,25 FA-G' Negativo
P36 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 1,76 14/25 44 Negativo
P38 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 2,92 25/25 0 Negativo
P39 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,92 17/25 32 Negativo
P40 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 4,12 23/25 8 Negativo
P42 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,4 16/25 36 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P43 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,64 24/25 4 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P44 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,96 21/25 16 Negativo
P45 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,24 17/25 32 Negativo
P47 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 5,38 25/25 0 FA-A' Negativo
P48 | FANCD2L - / FANCD2S+ Positivo 3,92 23/25 8 Negativo
P50 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,12 24/25 4 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto
P52 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 1,37 9/16 43,7 Negativo
P53 | FANCD2L +/ FANCD2S + Positivo 3,5 8/30 73,4 Negativo Positivo
P54 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,81 15/16 6,3 Negativo Positivo
P55 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,66 10/18 44.4 Negativo
P56 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 5,56 16/16 0 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto
P59 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 4,24 24/25 4 Negativo
P60 | FANCD2L +/ FANCD2S + Positivo 1,25 8/25) 68 Negativo Positivo
P61 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,44 18/25 28 Negativo
P62 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,12 14/23 39,1 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P63 | FANCD2L -/ FANCD2S - Positivo 4,12 21/25 16 NI Negativo
P64 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 4,88 24/25 4 Negativo Positivo
P65 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,04 15/25 40 Negativo
P66 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,84 17/25 32 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P67 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,42 20/25 20 Negativo Positivo




RESULTADOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA FANCD2, TESTE DO DEB E ESTUDO DE GRUPOS DE COMPLEMENTAGAO/PESQUISA
DE MUTAGOES

conclusdo
RESULTADO INDICE DE N.° CEL. C/ QUEBRAS / % GRUPO DE -
ID | RESULTADO FANCD2 o ~ 3788-3790del MUTACOES BRCA2
DEB QUEBRAS N.” CEL. ANALISADAS |REVERSAO COMPL.

P68 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 5,28 23/25 8 Negativo Positivo
P69 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,36 23/25 8 Negativo
P70 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,26 14/25 44 Negativo
P71 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,28 25/32 21,9 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del / del exon 4+5
P72 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 2,28 19/25 24 Negativo
P73 | FANCD2L +/ FANCD2S + Positivo 0,84 6/25 76 FA-A' Negativo Positiv0
P74 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 3,64 24/25 4 Negativo
P76 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,72 24/25 4 Negativo Positivo
P77 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,64 21/25 16 Negativo Positivo
P78 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 5,16 12/12 0 Negativo
P79 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 15,41 17117 0 Negativo Positivo
P80 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,95 24/25 4 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto
P81 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 18,75 4/4 0 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto Positivo
P82 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,75 16/25 36 FA-A® Homozigoto 3788-3790del homozigoto Positivo
P83 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 15,86 15/15 0 Negativo Positivo
P84 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,74 33/35 5,7 Negativo
P85 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,96 17/25 32 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto
P87 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 54 23/25 8 Negativo
P88 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,64 22/39 43,5 FA-A' Negativo Positivo
P89 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,48 18/25 28 FA-G' Negativo Positivo
P90 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 2,2 18/25 28 FA-G' Negativo Positivo
P91 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 1,6 16/25 36 FA-A® Heterozigoto 3788-3790del heterozigoto Positivo
P92 | FANCD2L -/ FANCD2S + Positivo 3,24 21/25 16 Negativo Positivo
P93 | FANCD2L +/ FANCD2S + Positivo 1,2 25/62 60 Negativo Positivo
P96 | FANCD2L - / FANCD2S + Positivo 3,28 19/25 24

NOTA: NI - Nao identificado mutacdes entre os grupos pesquisados.
(1) Rockefeller University, Nova lorque - EUA

(2) VU University Medical Center, Amsterdam - Holanda

(3) Hospital de Clinicas, UFPR — Brasil
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RESULTADOS DOS INDICES HEMATIMETRICOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA FANCD2 E TESTE DO DEB

continua
. o . N.° N.°
ID | RESULTADO FANCD2 RESULTADO| - INDICE DE | N. OCEL' ClQUEBRAS / % - | TRANSFUSOES ERITGROC' Hbg/dl| VG % | VCMfl |LEUC.10% |NEUT.10% PLAQZJETAS
DEB QUEBRAS | N.” CEL. ANALISADAS |REVERSAO 10°/ml ml m 10°/ml

P1 FANCD2L -/FANCD2S - Positivo 6,7 10/10 0 Nao 2,88 8 24,7 85,76 2,55 0,562 16
P2 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,27 11/11 0 Nao 3,46 11,8 33,7 97,4 3,37 1,25 34
P4 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,24 21/25 16 Nao 3,49 10,8 30,7 87,96 5,26 2,37 137
P5 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,08 21/25 16 Nao 2,53 9,1 26 102,76 1,89 0,85 32
P6 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,46 21/26 19,3 Nao 1,99 6,6 18,5 92,96 2,31 0,1386 11

P7 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,2 24/25 4 Nao 2,61 7,5 21,5 82,37 2,06 0,47 6

P8 |FANCD2L +/FANCD2S + Positivo 5,44 24/25 4 Nao 2,63 8,5 25,5 96,96 3 0,18 10
P9 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2 15/19 21 Apods 2,03 7 21,1 103,9 2,15 0,52 31

P10 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,08 21/25 16 Apods 1,97 6,1 16,8 85,28 2,03 0,45 10
P11 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,1 21/28 25 Nao 2,46 8,5 23 93,49 3,35 0,636 6

P12 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,64 22/25 12 Nao 1,56 6,2 18,5 118,59 3,4 0,54 26
P13 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,84 21/25 16 Nao 3,09 8,9 26,5 85,76 2,89 0,1445 22
P14 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,96 15/25 40 Nao 2,43 8,5 25,2 103,7 5,9 1,83 19
P15 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,64 23/25 8 Nao 2,07 8 22,7 109,66 3,82 0,344 28
P16 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,96 23/25 8 Apos 0,91 23 7,4 81,32 2,39 1,52 16
P17 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 12,76 25/25 0 Nao 4 12,4 35,4 88,5 7,93 2,22 144
P18 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 11.1 10/10 0 Nao 2,8 9,5 29 103,56 3,03 1,15 61

P19 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,91 12/12 0 Nao 2,84 4 33 117,6 3,57 1,68 92
P20 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,5 13/14 7,14 Nao 4,08 13,2 39,6 | 97,058 3,01 1,17 46
P21 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,46 19/32 40,6 Nao 2,31 7,7 23,8 103,03 3,51 0,842 37
P22 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,6 20/25 20 Nao 2,63 8,8 26,5 100,76 4,04 1,45 36
P23 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,52 24/25 4 Apods 1,71 6,1 18 105,26 3,01 0,54 23
P24 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,56 23/25 8 Nao 1,93 6,5 20,6 106,73 3,94 1,576 198
P25 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,84 19/25 24 Nao 2,92 8,8 26,5 90,74 5,71 1,71 22
P26 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,72 13/25 48 Nao 4,42 12,5 38,6 87,33 9,42 6,69 267
P27 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,56 21/25 16 Nao 2,15 6,15 16,8 78,14 1,47 0,162 7

P28 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,36 23/25 8 Nao 2,94 10 29,1 98,98 3,23 1,389 19
P29 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,8 14/25 44 Nao 2,82 10,4 30,6 108,51 3,25 0,52 24
P30 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3 43/50 14 Apos 3,06 10,7 31,1 101,63 3 0,99 87




RESULTADOS DOS INDICES HEMATIMETRICOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA FANCD2 E TESTE DO DEB

continua
. o . N.° N.°
ID | RESULTADO FANCD2 RESULTADO| INDICE DE | N. OCEL' ClQUEBRAS / % - | TRANSFUSOES ERITGROC' Hbg/dl| VG % | VCM Al |LEUC.10% |NEUT.10% PLAQZJETAS
DEB QUEBRAS | N.” CEL. ANALISADAS |REVERSAO 10°/ml ml m 10°/ml

P31 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,24 25/25 0 Nao 3,27 10,08 30,4 92,97 3,48 1,08 37

P32 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,56 14/23 39,2 Nao 2,7 8,9 26,3 97,4 2,54 0,813 37

P33 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,48 25/25 0 Apos 2,29 7,5 21,5 93,8 3,43 1,68 11

P34 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,71 19/28 32,2 Nao 2,96 10,7 31,7 107,09 4,21 2,36 33

P35 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,72 30/32 6,25 Nao 3,16 10,9 31,1 98,42 4,6 0,552 32
P36 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,76 14/25 44 Apos 1,56 6 17,4 111,54 2,17 0,36 18
P38 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,92 25/25 0 Nao 3,5 13 36,3 103,71 3,39 1,08 62
P39 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,92 17/25 32 Nao 3,77 13,4 37,9 100,53 1,77 0,708 68
P40 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,12 23/25 8 Nao 2,09 7,3 22,1 105,74 1,63 0,41 33
P42 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,4 16/25 36 Apds 1,21 4,5 14,1 116,53 4,96 2,23 22

P43 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,64 24/25 4 Nao 2,57 8,3 25,2 98,05 2,71 0,49 35
P44 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,96 21/25 16 Nao 3,08 10,2 30 97,4 3,29 1,28 68
P45 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,24 17/25 32 Nao 3,83 12 35,7 93,21 3,83 2,51 100
P47 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,38 25/25 0 Nao 2,71 8,6 25,2 92,99 1,07 0,59 32
P48 | FANCD2L -/FANCD2S Positivo 3,92 23/25 8 Nao 5,27 15,3 47,5 90,13 2,6 1,01 29
P50 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,12 24/25 4 Nao 3,52 11,3 33,1 94 4,12 1,11 89
P52 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,37 9/16 43,7 Nao 4 12,6 36,4 91 5,45 3,43 63
P53 |FANCD2L +/FANCD2S + Positivo 3,5 8/30 73,4 Nao 2,07 7,6 22 106,2 3,46 0,97 14
P54 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,81 15/16 6,3 Nao 2,44 7,7 22,5 92,2 1,79 0,96 26
P55 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,66 10/18 444 Nao 3,38 10,2 28,4 84 4,16 1,12 14
P56 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,56 16/16 0 Nao 3,86 11,7 33,8 87,5 3,68 1,51 110
P59 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,24 24/25 4 Nao 4,42 13,3 38,4 86,8 7,8 4,06 242
P60 |FANCD2L +/FANCD2S + Positivo 1,25 8/25 68 Nao 2,45 7,2 21,5 87,7 3,03 0,454 45
P61 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,44 18/25 28 Nao 25
P62 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,12 14/23 39,1 Nao 2,42 7.4 22,3 92,1 2,19 0,91 42
P63 | FANCD2L -/FANCD2S - Positivo 4,12 21/25 16 Nao 3,89 12,4 35,9 92,2 5,99 1,737 116
P64 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 4,88 24/25 4 Nao 3,61 11,8 36,4 100,8 3,58 1,825 139
P65 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,04 15/25 40 Nao 2,68 7,9 23,7 88,4 2,34 0,491 19
P66 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,84 17/25 32 Nao 4,43 12,6 37,6 84,8 9,99 3,096 301
P67 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,42 20/25 20 Nao 2,54 7,8 22,4 88,1 2,84 1,306 35




RESULTADOS DOS INDICES HEMATIMETRICOS DOS PACIENTES AF ANALISADOS PELOS METODOS DE WESTERN BLOT PARA FANCD2 E TESTE DO DEB

conclusao
. o . N.° N.°
ID | RESULTADO FANCD2 RESULTADO| INDICE DE | N. OCEL' ClQUEBRAS / % - | TRANSFUSOES ERITGROC' Hbg/dl| VG % | VCM Al |LEUC.10% |NEUT.10% PLAQZJETAS
DEB QUEBRAS | N.” CEL. ANALISADAS |REVERSAO 10°/ml ml m 10°/ml

P68 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,28 23/25 8 Nao 1,39 4,4 12,9 92,8 2,04 0,142 16
P69 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,36 23/25 8 Nao 3,17 11,1 32 100,9 4,84 2,807 107
P70 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,26 14/25 44 Nao 4,5 15,1 43,4 96,4 3,19 1,914 89
P71 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,28 25/32 21,9 Nao 4,08 12,7 37,7 92,4 8,9 2,136 50
P72 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,28 19/25 24 Nao 3,85 11 33,3 86,4 4,56 0,912 145
P73 |FANCD2L +/FANCD2S + Positivo 0,84 6/25 76 Nao 4,21 12,6 38,1 90,4 4,13 1,982 183
P74 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,64 24/25 4 Nao 3,4 12,1 33,8 99,4 7,6 2,73 56
P76 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,72 24/25 4 Nao 2,5 7,7 23,1 92,4 2,75 0,358 22
P77 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,64 21/25 16 Apods 2,41 6,7 20 82,9 1,91 0,095 14
P78 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 5,16 12/12 0 Nao 2,9 10 28,7 98,9 5,25 1,68 82
P79 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 15,41 17/17 0 Nao 1,58 54 15,2 96,2 3,08 1,047 7

P80 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,95 24/25 4 Nao 2,94 10 29,8 101,3 4,88 2,78 74
P81 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 18,75 4/4 0 Nao 1,28 4,2 13,9 108,5 2,48 1,116 326
P82 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,75 16/25 36 Nao 3,55 12,2 36,3 102,2 2,72 1,36 110
P83 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 15,86 15/15 0 Nao 1,58 53 15,2 96,2 3,06 1,101 18
P84 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,74 33/35 57 Nao 3,91 13,1 38,3 97,9 3,8 1,254 61

P85 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,96 17/25 32 Nao 2,76 10,1 30,1 109 4,21 1,01 68
P87 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 54 23/25 8 Nao 2,45 8 23,4 95,5 2,08 0,228 73
P88 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,64 22/39 43,5 Nao 4,11 13,4 41,1 100 6,13 1,839 59
P89 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,48 18/25 28 Apods 1,85 5,8 16,6 89,7 3,73 0,484 12
P90 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 2,2 18/25 28 Nao 3,56 11,4 31,8 89,3 7,53 1,731 114
P91 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 1,6 16/25 36 Nao 3,04 10,3 30,8 101,3 2,94 1,44 105
P92 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,24 21/25 16 Apods 1,69 6,3 19,7 116,5 3,26 0,717 18
P93 |FANCD2L +/FANCD2S + Positivo 1,2 25/62 60 Apods 2,88 8,8 25,3 87,8 1,21 0,036 54
P96 | FANCD2L -/FANCD2S + Positivo 3,28 19/25 24 Nao 3,13 9,3 26,4 84,3 3,59 1.077 8

NOTA: VG - volume globular ou hematécrito; Hb - hemoglobina; VCM - volume corpuscular médio.
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ANEXOS 1
APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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ANEXOS 2
TERMO DE CONSENTIMENTO DOS PACIENTES
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA ANEMIA DE FANCONI: CORRELAGAO
ENTRE O TESTE DO DIEPOXIBUTANO (DEB) E A DETECGAO DA FORMA
MONOUBIQUITILADA DA PROTEINA FANCD2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, entendo que (sou)(meu filho é) portador de

Anemia de Fanconi, e que estou sendo convidado a participar do projeto chamado:
“pesquisa das proteinas FANCD2 para diagndstico laboratorial da Anemia de Fanconi

em pacientes brasileiros”.

Eu entendo que este projeto estd sendo desenvolvido em conjunto com St Jude
Children's Research Hospital e que os médicos e pesquisadores estdo empenhados na
pesquisa da natureza, do diagnéstico e do tratamento da Anemia de Fanconi, e que os
dados coletados serdo pertinentes a histéria, genética, evolugdo da doenga, resultado
de exames laboratoriais, tratamento, complicacbes e implicagdes sociais da doenca.
Dados dos familiares também seréo coletados.

Eu entendo que no transcorrer da pesquisa serdo necessarios consultas e exames
rotineiros periodicamente, além de exames de sangue para estudo de DNA e,
eventualmente, estudo da medula dssea (fazendo-se necessario aspirado e bidpsia de
medula 6ssea). Além disto, outros exames que se fizerem necessarios dependendo da
evolucao da prépria doencga.

Eu entendo que a minha participacdo no projeto possibilitard a investigacdo das
proteinas FANCD2 e BRCA2 em pacientes com Anemia de Fanconi, e que este
conhecimento podera resultar no desenvolvimento de metodologias mais adequadas
para o diagndstico laboratorial da Anemia de Fanconi, trazendo assim o beneficio aos
pacientes afetados por esta doenca.

Eu entendo e concordo que a (minha)(do meu filho) imagem, através de fotografias,
filmagens ou tele-conferéncias seja usada nesta pesquisa, uma vez que a identidade e
a intimidade serao preservadas.

Entendo que no momento da publicacdo dos resultados obtidos nesta pesquisa, nao
aparecera (meu)(do meu filho) nome e sim um codigo, justamente para preservar a

identidade/intimidade de minha familia.
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7. Eu entendo que as informacdes aqui contidas devem ser lidas por mim ou pelo meu
responsavel, que devem ser assinaladas minhas duvidas para solicitar esclarecimentos
necessarios os quais poderao ser apropriadamente discutidos com os varios profissionais

nas entrevistas prévias a minha inclusao no projeto.

8. Eu entendo que ndo houve nenhuma tentativa de persuasdo do médico entrevistador ou
dos demais participantes da equipe no sentido de influenciar minha decisao, deixando-
me livre para recusar ou para participar deste estudo, e que apenas foram esclarecidos
detalhes técnicos necessarios para que eu pudesse tomar uma decisdao com conhecimento

e clareza.

9. Euli o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado
a participar e concordo voluntariamente em participar.

Curitiba, [/ [

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador




Curitiba, /[
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ANEXOS 3
TERMO DE CONSENTIMENTO DOS CONTROLES

DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA ANEMIA DE FANCONI: CORRELAGAO
ENTRE O TESTE DO DIEPOXIBUTANO (DEB) E A DETECGAO DA FORMA
MONOUBIQUITILADA DA PROTEINA FANCD2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, entendo que estou sendo convidado a
participar do projeto chamado: “Diagndstico laboratorial da anemia de Fanconi:
correlagao entre o teste do diepoxibutano (DEB) e a detec¢ao da forma monoubiquitilada
da proteina FANCD2” como parte do grupo de individuos normais para controle das
metodologias de diagnostico laboratoriais em estudo.

Eu entendo que para a realizagdo destes exames laboratoriais sera necessaria a coleta
de 15 ml de sangue periférico.

Eu entendo que a minha participagdo no projeto possibilitara o estabelecimento de
grupo de amostras controle na investigagdo da fungdo normal das proteinas FANCD2 e
que este conhecimento podera resultar no desenvolvimento de metodologias mais
adequadas para o diagndstico laboratorial da Anemia de Fanconi, trazendo assim o
beneficio aos pacientes afetados por esta doenca.

Entendo que no momento da publicacdo dos resultados obtidos nesta pesquisa, nao
aparecera meu nome e sim um cédigo, justamente para preservar a minha identidade.

Eu entendo que as informagdes aqui contidas devem ser lidas por mim, que devem ser
assinaladas minhas duvidas para solicitar esclarecimentos necessarios, 0s quais
poderao ser apropriadamente discutidos com os varios profissionais nas entrevistas
prévias a minha inclusdo no projeto.

Eu li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a
participar e concordo voluntariamente em participar.

Assinatura do doador

Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador




