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RESUMO 

PEREIRA AS. Identificação de variantes germinativas em homens diagnosticados com câncer 

de mama e avaliação do seu impacto biológico in vitro. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital 

de Câncer de Barretos; 2024. 

 

Justificativa: O câncer de mama em indivíduos do sexo masculino (CMM) é um tipo tumoral 

raro e a presença de variantes patogênicas (VPs) germinativas em BRCA1, BRCA2, PALB2, 

CHEK2 e ATM é considerada um fator de risco para seu desenvolvimento. No entanto, ainda 

há uma parcela de casos de CMM com fator genético desconhecido e, portanto, seu 

conhecimento é limitado. Objetivos: Identificar novos genes de predisposição ao CMM por 

meio do sequenciamento do exoma (WES) e determinar o impacto biológico, in vitro, de 

variantes selecionadas. Metodologia: O estudo foi dividido em duas etapas principais. Na 

Etapa I, incluímos 30 homens com histórico pessoal de câncer de mama, negativos para VPs 

em BRCA1, BRCA2 e TP53. Coletamos seus dados sociodemográficos, clínico-patológicos, 

história pessoal e familiar de câncer. A fim de identificar variantes germinativas patogênicas 

(P) ou provavelmente patogênicas (PP) realizamos sequenciamento exômico germinativo 

(WES). As variantes identificadas foram classificadas segundo os critérios preconizados pelo 

American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Selecionamos 5 variantes para 

a realização de estudos funcionais in vitro: BRIP1 c.2119C>T (R707C), MRE11 c.1516G>T 

(E506*) e MSH6 c.1109T>C (L370S), consideradas P/PP, e c.80T>C (S27F) e c.1772G>A (R591Q) 

em FAN1, classificadas como VUS. Na Etapa II, realizamos a edição gênica de vetores contendo 

as sequências desses genes. Inserimos as variantes de interesse nos vetores, que foram 

superexpressos em linhagens celulares para a avaliação do impacto biológico, através e 

ensaios funcionais. Resultados: A mediana de idade ao diagnóstico foi de 55 anos (32-78; DP: 

12,13). Variantes P/PP foram identificadas em 30% dos casos (9/30). Variantes P/PP foram 

identificadas em genes associados à predisposição ao câncer, como CHEK2, BRIP1, MSH6 e 

MUTYH, bem como em genes de reparo de danos ao DNA, como MRE11, além dos já citados 

BRIP1, MSH6 e MUTYH. Os resultados funcionais demonstraram que a presença da variante 

E506* em MRE11 impacta as funções da proteína resultante, diminuindo sua capacidade 

clonogênica e de resolução de danos ao DNA pela via de RH. Portanto, pode desempenhar um 

papel importante no desenvolvimento tumoral. As variantes R707C, em BRIP1, e L370S, em 

MSH6, não apresentaram diferenças significativas nos ensaios realizados, se assemelhando à 



 

 

condição WT de cada gene. As variantes S27F e R591Q, classificadas como VUS, apresentaram 

impacto na funcionalidade de FAN1 em um modelo de câncer de ovário, mas seu 

comportamento se assemelhou a condição WT em um modelo mamário. Conclusões: Através 

das nossas análises, conseguimos estabelecer relações entre variantes genéticas, sejam elas 

germinativas ou somáticas, e o desenvolvimento da doença, para 7 (23,33%) participantes do 

estudo, já que essas variantes estão presentes em genes sabidamente associados ao câncer 

e/ou síndromes hereditárias. Os estudos funcionais realizados demonstraram que a variante 

identificada em MRE11 apresenta um comportamento semelhante ao de uma variante 

patogênica, visto que sua presença impacta deficiência das linhagens celulares no reparo de 

danos ao DNA e ineficácia na resolução do dano ao longo do tempo. Já as variantes 

identificadas em BRIP1 e MSH6, demonstraram um comportamento semelhante à condição 

WT, sem impactar na funcionalidade da proteína resultante. As variantes identificadas em 

FAN1 apresentaram comportamento patogênico no modelo de câncer de ovário, mas não 

desempenharam o mesmo papel em um modelo mamário. Embora outras abordagens sejam 

necessárias para a classificação das variantes analisadas, os resultados obtidos neste estudo 

representam uma importante contribuição no fornecimento de dados que possam auxiliar na 

classificação definitiva quanto à sua patogenicidade. 

 

Palavras-chave: câncer de mama em homens; câncer de mama hereditário; síndromes de 

predisposição ao câncer hereditário; sequenciamento completo do exoma; classificação de 

variantes; análises funcionais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

PEREIRA AS. Identification of germline variants in men diagnosed with breast cancer and 

assessment of their biological impact in vitro. Thesis (Doctorate’s degree). Barretos: Barretos 

Cancer Hospital; 2024. 

 

Background: Male breast cancer (MBC) is a rare tumor type, with germline pathogenic 

variants (PVs) in genes such as BRCA1, BRCA2, PALB2, CHEK2, and ATM recognized as risk 

factors. Despite this, many MBC cases have unknown genetic factors, limiting our 

understanding of the disease. Aims: This study aims to identify new predisposition genes for 

MBC through whole exome sequencing (WES) and to determine the biological impact of 

selected variants in vitro. Methodology: The study was conducted in two main steps. Step I: 

Thirty men with a personal history of breast cancer, negative for PVs in BRCA1, BRCA2, and 

TP53, were included. Sociodemographic, clinicopathological data, and personal and family 

history of cancer were collected. Germline WES was performed to identify pathogenic (P) or 

likely pathogenic (LP) variants, classified according to the American College of Medical 

Genetics and Genomics (ACMG) criteria. Five variants were selected for in vitro functional 

studies: BRIP1 c.2119C>T (R707C), MRE11 c.1516G>T (E506*), and MSH6 c.1109T>C (L370S) – 

considered P/LP – c.80T>C (S27F) and c.1772G>A (R591Q) in FAN1 – classified as variants of 

uncertain significance (VUS). Step II: Gene editing was performed on vectors containing the 

sequences of these genes. These variants were inserted into expression vectors and 

overexpressed in cell lines to evaluate their biological impact through functional assays. 

Results: The median age at diagnosis was 55 years (range 32-78; SD: 12.13). P/LP variants were 

identified in 30% of cases (9/30), in genes associated with cancer predisposition, such as 

CHEK2, BRIP1, MSH6, and MUTYH, as well as DNA damage repair genes like MRE11. Functional 

studies showed that the E506* variant in MRE11 impacts the resulting protein's functions, 

reducing its clonogenic capacity and DNA damage repair via the homologous recombination 

pathway, indicating a potential role in tumor development. The R707C variant in BRIP1 and 

L370S variant in MSH6 did not show significant differences in the assays, resembling the wild-

type (WT) condition of each gene. The S27F and R591Q variants, classified as VUS, affected 

FAN1 functionality in an ovarian cancer model but behaved similarly to the WT condition in a 

breast cancer model. Conclusions: Our analyses established relationships between genetic 

variants, whether germline or somatic, and disease development for 7 (23.33%) study 



 

 

participants. These variants are present in genes known to be associated with cancer and/or 

hereditary syndromes. Functional studies demonstrated that the MRE11 E506* variant 

behaves similarly to pathogenic variants, impacting DNA damage repair. The BRIP1 and MSH6 

variants exhibited WT-like behavior, while FAN1 variants showed pathogenic behavior in an 

ovarian cancer model but not in a breast cancer model. Further approaches are necessary to 

classify the analyzed variants definitively, but the results provide important data to assist in 

the classification of their pathogenicity. 

 

Keywords: Male Breast Cancer; Hereditary Breast Cancer; Hereditary Cancer Syndromes;   

Whole-exome sequencing; Variants classification; Functional analysis. 
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1. Introdução 

1.1. Câncer de mama em homens 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais comum entre as mulheres, sendo estimados 

para o ano de 2020 quase 2,2 milhões de novos casos pelo mundo1. Esse tipo tumoral é o mais 

diagnosticado entre todos os tipos, considerando homens e mulheres (11,7% do total de casos 

de câncer)1. No Brasil, estimou-se que para o triênio 2023-2025 tenhamos 73.610 novos casos 

para cada ano, representando 30,1% dos casos de câncer em mulheres2. No entanto, para os 

homens, esse número é bem menor, representando menos de 1% dos casos entre todos os 

tipos de câncer, o que faz com que esse tipo tumoral não esteja presente entre os tipos mais 

frequentes para o sexo masculino1, 2. Um estudo realizado com informações presentes no 

banco de dados Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program, que utiliza dados 

de pacientes dos Estados Unidos, demonstrou que entre 1975 e 2017 foram registrados 

20.067 casos de câncer de mama entre homens, sendo 169 diagnosticados até os 39 anos e 

19.898 casos em homens com 40 anos ou mais3. Para o ano de 2023, foram estimados 2.800 

novos casos de câncer de mama invasivo masculino e cerca de 530 mortes pela doença no 

país4. 

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do câncer de mama em 

indivíduos do sexo masculino (CMM) são semelhantes aos das mulheres, como idade 

avançada, exposição à radiação, consumo excessivo de álcool, hormonioterapia com 

estrógeno, além de fatores hereditários, como variantes em genes associados à doença e 

história familiar de câncer de mama5. Além desses fatores, também podemos destacar 

ginecomastia e a Síndrome de Klinefelter, que afeta 1 em cada 1.000 homens. É uma síndrome 

congênita caracterizada pela presença de dois cromossomos X e um Y, acarretando um menor 

nível de andrógeno e maior nível de estrógeno quando comparados a homens sem a 

síndrome. Essa condição confere de 20 a 60 vezes mais chance de um homem desenvolver 

câncer de mama do que outro homem da população5. Por fim, problemas relacionados aos 

testículos, como caxumba, testículos que não tenham descido ou a remoção dos dois 

testículos, podem conferir um risco maior para o desenvolvimento do câncer de mama5. 

Apesar de apresentar fatores de risco semelhantes às mulheres, em geral, homens têm cerca 

de 70 a 100 vezes menor chance de desenvolver esse tipo tumoral. Estima-se que 1 em cada 

833 (0,12%) terão a doença ao longo da vida4, enquanto, entre as mulheres, a estimativa é de 

que 1 em cada 8 (13%) desenvolva câncer de mama6. 
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A prevenção do câncer de mama entre os homens é dificultada pela detecção tardia 

da doença, uma vez que pequenos nódulos podem ser confundidos com inflamações e, até 

mesmo, pela falta de informação sobre o acometimento desse tipo de câncer. No entanto, um 

levantamento entre os anos de 2011 e 2017 do SEER, demonstra que quando a doença é 

detectada precocemente apresenta uma alta taxa de sobrevida relativa em cinco anos7. De 

acordo com o SEER quando os homens são diagnosticados no estágio localizado (que 

corresponde aos casos em que não há sinais de câncer em outros órgãos), sua taxa de 

sobrevida em cinco anos é de 95%, diminuindo essa taxa ao passo que a doença é 

diagnosticada em estágio mais avançados, sendo de 83% no estágio regional (engloba os casos 

em que o tumor se espalhou para áreas adjacentes e linfonodos) e 19% para o estágio distante 

(casos onde há metástase para órgãos distantes)7. Outro estudo com dados obtidos do 

National Cancer Database (NCDB), demonstrou que a taxa de sobrevida em 5 anos para 

homens diagnosticados no estadio I foi de 87,8%, no estadio II de 78,9%, no estadio III de 

63,3% e no estadio IV, o mais avançado, de 21,4%8. Nesta perspectiva, um estudo realizado 

na Unidade da Mama do Hospital Universitário de Trieste, na Itália, constatou que homens 

diagnosticados com tumores em estágios mais avançados (pT4) possuem um risco de morte 

maior do que aqueles em estágios precoces (pT1a-b) [Hazard ratio (HR)=10,58 (1,05 – 106,67); 

Intervalo de confiança (IC) 95%]9. Assim, ressalta-se a importância de um diagnóstico precoce 

e métodos que possam ser preventivos e, para que isso ocorra, é necessário um melhor 

entendimento sobre os fatores predisponentes ao desenvolvimento do CMM, incluindo a 

presença de alterações patogênicas em genes de predisposição ao câncer. 

1.2. Genes de predisposição ao câncer de mama em homens 

Ainda há uma escassez de estudos sobre genes de predisposição ao CMM, no entanto, 

sabe-se que o supressor tumoral BRCA2 tem um importante papel no desenvolvimento da 

doença. Fostira e colaboradores realizaram um estudo, onde foi sequenciado o DNA 

germinativo de homens com câncer de mama, e observaram que o gene mais frequentemente 

alterado foi BRCA2, que apresentava 6,9% das alterações totais encontradas (7/102). Além 

disso, 53,84% (7/13) das variantes patogênicas (VPs) (de perda de função) encontradas 

estavam presentes nesse gene10. Homens portadores de variantes germinativas 

patogênicas/provavelmente patogênicas (P/PP) em BRCA2 possuem um risco cumulativo de 

desenvolver câncer de mama de 8,3% aos 80 anos. Para os portadores de variantes P/PP em 

BRCA1 esse risco é de 1,8% aos 80 anos11. Esses números são elevados quando comparamos 
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ao risco cumulativo para homens sem variantes nesses genes (população em geral), que é de 

aproximadamente 0,12% aos 80 anos11. Nessa perspectiva, Li e colaboradores apontam que o 

risco absoluto idade-específico para o desenvolvimento da doença em homens que possuem 

VP em BRCA1 é de 0,4% e em BRCA2 de 3,8% aos 80 anos12. O mesmo trabalho refere que o 

risco relativo (RR) para desenvolvimento de CMM é de 4,30 (RR = 4,30; 95% IC, 1,09 – 16,96) 

para portadores de variantes P/PP em BRCA1 e de 44,0 (RR = 44,0; 95% CI, 21,3 – 90,9) para 

os portadores de variantes P/PP em BRCA212. 

A presença de variantes patogênicas nos genes que BRCA1 e BRCA2, frequentemente 

alterados em casos de CMM, predispõem à Síndrome Hereditária de Câncer de Mama e Ovário 

(HBOC, do inglês Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome). Segundo o National 

Comprehensive Cancer Network (NCCN) um dos critérios sugestivos para a síndrome é possuir 

história pessoal ou familiar de câncer de mama em homens. Além da predisposição aos 

tumores de mama e ovário, pessoas com HBOC ainda possuem risco aumentado para o 

desenvolvimento de tumores de pâncreas e próstata, dentre outros13, 14. 

Ainda que os casos de CMM sejam tratados como suspeitos para HBOC (critério de 

história pessoal), variantes patogênicas presentes em outros genes podem estar envolvidas 

em sua predisposição. Nessa perspectiva, diferentes estudos investigam fatores genéticos 

causais para o desenvolvimento da doença. Em um trabalho publicado por Pritzlaff e 

colaboradores, utilizando um painel gênico que contempla 16 genes de predisposição ao 

câncer de mama, observou-se que os genes mais frequentemente alterados em homens com 

a doença eram BRCA2 (Odds ratio (OR)= 13,9), CHEK2 (OR= 3,7), e PALB2 (OR= 6,6), sendo 

estes relacionados com um aumento significativo do risco15. Portanto, possuir variantes P/PP 

nesses três genes, ou em BRCA1 (OR= 1,8)15, é considerado um fator de risco para o 

desenvolvimento do câncer de mama hereditário em homens16. Recentemente, o gene ATM 

também foi adicionado a esse grupo de genes, uma vez que Bucalo e colaboradores 

observaram que a presença de variantes patogênicas nos genes PALB2 (OR= 7,28) e ATM (OR= 

4,79), confere um risco aumentado para o desenvolvimento do CMM17. 

Apesar de alguns genes já estarem bem relacionados ao câncer de mama masculino, 

como BRCA116, 18, BRCA215, 18, PALB215, 17, 18, CHEK215, 18 e ATM17, 18, ainda existe uma parcela 

significativa de casos cuja causa genética é desconhecida. Em uma coorte italiana, utilizando 

um painel com 94 genes de predisposição hereditária (TruSight Cancer, Illumina), Tedaldi e 

colaboradores demonstraram que 78,6% dos casos de câncer de mama masculino não 
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possuíam variantes P/PP nos genes analisados e, portanto, sua causa genética foi considerada 

desconhecida19. 

 Na tentativa de um melhor entendimento da etiologia de doenças em que painéis 

gênicos não são capazes de trazer respostas, estudos em larga escala, incluindo 

sequenciamento exômico completo (WES, do inglês: whole exome sequencing) e 

sequenciamento genômico completo (WGS, do inglês: whole genome sequencing), têm sido 

utilizados para identificação de possíveis causas genéticas. O emprego dessas técnicas, no 

estudo de diversos tipos tumorais, possibilita a identificação de novos genes associados à 

susceptibilidade ao câncer de mama e ovário em famílias de alto risco20, 21. Em um estudo com 

pacientes negativas para variantes P/PP em BRCA1/2, Felicio e colaboradores identificaram 

variantes germinativas P/PP nos genes CHEK2, MUTYH, PMS2, RAD51C FAN1, POLQ, RAD54L, 

DROSHA e SLC34A221. Alguns desses genes são, sabidamente, envolvidos nas vias da 

carcinogênese ou já associados à predisposição ao câncer hereditário, enquanto outros estão 

presentes nas vias de reparo de danos ao DNA21. Esse tipo de estudo permite uma avaliação 

personalizada de risco para famílias portadoras de VPs em genes previamente associados ao 

câncer20. Doddato e colaboradores demonstraram que famílias com tumores de mama e 

ovário sem VPs em BRCA1 ou BRCA2, portavam variantes P/PP nos genes ATM, BRIP1, CDH1, 

PALB2, PTEN, RAD51C e TP53, já associados ao câncer hereditário, além de DPYD, ERBB3, 

ERCC2, MUTYH, NQO2, NTHL1, PARK2, RAD54L e RNASEL, genes candidatos à susceptibilidade 

ao câncer20. No entanto, apesar dos avanços nas técnicas de biologia molecular e na 

diminuição do seu custo, há uma escassez na literatura sobre genes envolvidos no 

desenvolvimento do câncer de mama masculino22, 23. Seria importante, em termos de 

diagnóstico precoce e tratamento, que o papel de outros genes e sua associação com o CMM 

fosse esclarecido no que diz respeito ao desenvolvimento da doença e no impacto das 

variantes na funcionalidade da proteína resultante. Isso facilitaria a tomada de decisões de 

condutas clínicas e poderia beneficiar pacientes com tratamentos mais adequados de acordo 

com o perfil molecular do tumor. 

1.3. Identificação e classificação de variantes 

É crescente o número de estudos utilizando técnicas como WES e WGS para uma busca 

por alterações moleculares envolvidas na predisposição ao câncer. No entanto, a análise e 

interpretação dos dados gerados por essas técnicas ainda é um desafio intimamente 

relacionado ao grande número de variantes encontradas e à priorização daquelas 
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potencialmente ligadas à causalidade da doença24. Neste sentido, é importante contarmos 

com um pipeline de análises de bioinformática que eleja variantes promissoras para a 

realização de estudos funcionais. Essas análises de bioinformática nos dão indícios sobre a 

influência de variantes na proteína resultante, no entanto, ainda são necessários outros tipos 

de avaliação, como as funcionais, para que possamos obter mais informações acerca da 

variante de interesse25. Esse conjunto de estudos constituem poderosas ferramentas para que 

essas variantes sejam classificadas quanto à sua patogenicidade25 e, consequentemente, seus 

portadores possam receber o manejo adequado. 

Para uma melhor interpretação clínica em relação à patogenicidade de variantes 

genéticas, Plon e colaboradores propuseram um sistema de classificação em que as variantes 

podem apresentar cinco níveis diferentes, que são graduais e levam em conta diversos 

parâmetros26. A classe 1 corresponde às variantes não patogênicas, ou seja, aquelas que não 

possuem indícios de patogenicidade (probabilidade menor que 0,1% de ser patogênica), 

sendo conhecidas como benignas (B). A classe 2 é composta por variantes provavelmente 

benignas (PB), que representam aquelas em que a probabilidade de serem patogênicas é de 

0,1 a 4,9%. A classe 3, composta pelas variantes de significado clínico desconhecido, também 

chamadas de VUS (do inglês: Variant of Uncertain Significance), ou seja, não há informação 

suficiente para que seja feita qualquer recomendação em termos de manejo para as variantes 

deste grupo. Nessa classe se encontram variantes que possuem de 5 a 94,9% de probabilidade 

de serem patogênicas. A classe 4 engloba variantes chamadas de provavelmente patogênicas, 

porque apresentam uma probabilidade de 95 a 99% de possuírem patogenicidade. Por fim, a 

classe 5 é aquela com variantes consideradas patogênicas, já que a probabilidade de 

apresentarem patogenicidade é superior a 99%26. 

Posterior à proposição do sistema de classificação em cinco níveis, o American College 

of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e a Association for Molecular Pathology (AMP), 

recomendaram que a terminologia fosse comum em todo o mundo. Diante disso, os 

especialistas propuseram a classificação das variantes em benigna, provavelmente benigna, 

significado clínico incerto (VUS), provavelmente patogênica (PP) e patogênica (P)25. Uma vez 

que houvesse um consenso, a classificação facilitaria o diálogo entre médico e paciente, 

fazendo com que o segundo possa ter um melhor entendimento da situação26. O sistema 

também tem grande aplicabilidade na clínica para que o paciente possa receber o manejo 

mais adequado de acordo com a classificação da variante portada por ele e/ou familiares. O 
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artigo publicado por Richards e colaboradores definiu uma série de diretrizes (estabelecidas 

pela ACMG/AMP) para a classificação das variantes genéticas germinativas em uma das cinco 

categorias acima definidas25. Segundo essa diretriz, os critérios mais relevantes para que uma 

variante seja considerada patogênica são: i) variante de perda de função em um gene onde 

essa perda é um mecanismo conhecido de doença; ii) alteração de aminoácidos de uma 

variante patogênica previamente estabelecida, independentemente da alteração de 

nucleotídeos; iii) alteração de novo em paciente com a doença e sem história familiar; iv) 

estudos funcionais in vitro ou in vivo bem estabelecidos que demonstram um efeito prejudicial 

no gene ou proteína resultante; v) prevalência da variante significativamente aumentada em 

indivíduos com a doença quando comparados aos indivíduos saudáveis25. Vale ressaltar que 

ainda existem outros critérios que são considerados moderados ou fracos (supporting), mas 

que por si só não garantem a classificação de uma variante como patogênica ou benigna. 

Artigos publicados na sequência ao artigo de Richards e colaboradores tem detalhado vários 

critérios27, bem como grupos de experts do Clinical Genome Resource (ClinGen) e do Cancer 

Variant Interpretation Group (CanVIG) vêm publicando um direcionamento das diretrizes 

ACMG para genes específicos28, como, por exemplo, BRCA1/BRCA229, 30, TP5331, CDH132 e 

CHEK233. 

Sendo assim, a utilização de ensaios funcionais robustos, adequados aos genes em 

análise, pode auxiliar na classificação de variantes identificadas, bem como na validação dos 

dados provenientes de ferramentas computacionais de predição in silico. Esses ensaios são de 

suma importância, especialmente no caso de variantes novas ou pouco estudadas, com 

ausência de informações adicionais em bancos de dados ou na literatura científica. Conforme 

a ACMG, a combinação de resultados de ensaios funcionais (in vivo e in vitro) consiste na 

forma mais robusta de esclarecimento do papel das variantes genéticas na saúde humana25, 

34. 

1.4. Variantes patogênicas presentes em genes envolvidos em vias de reparo de danos ao 

DNA e seu potencial como alvo terapêutico 

Devido à importância dos genes envolvidos nas vias de reparo de danos ao DNA, é 

crescente a investigação do papel da predisposição desses genes na carcinogênese. Nessa 

perspectiva, em um estudo com casos de CMM, utilizando um painel gênico para genes 

envolvidos em vias de reparo, foram identificadas variantes consideradas patogênicas nos 

genes BRCA2, BRIP1, MUTYH e PMS235. As variantes encontradas nesses 4 genes estavam 
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presentes em 22 pacientes (23%)35. Adicionalmente, foram identificadas 12 variantes 

classificadas como VUS em 9 genes diferentes, sendo eles BARD1, BRCA1, BRIP1, CHEK2, 

ERCC1, NBN, PALB2, PMS1 e RAD5035. 

Também foram realizadas análises epigenéticas de genes envolvidos na via de reparo 

de quebra de dupla fita (DSB, do inglês double-strand break) por recombinação homóloga 

(RH), em homens com câncer de mama36. Foi observado que, ao comparar amostras de tecido 

de ginecomastia (tecido normal) com tecido tumoral de mama, dois genes, RAD51B e XRCC3, 

apresentaram diferença nos níveis de metilação de suas regiões promotoras, sugerindo que 

eles possam ser utilizados como biomarcadores para o desenvolvimento do câncer de mama 

masculino36. Esse estudo corrobora aos achados de Rizzolo e colaboradores, que demonstrava 

que alterações nos perfis de metilação gênica são comuns em casos de CMM37. Os autores 

ainda afirmam que essas alterações do padrão de metilação poderiam permitir uma 

classificação dos casos de CMM em subgrupos moleculares, implicando em manejos clínicos 

diferenciados para os pacientes37. 

Ao avaliarmos os diversos estudos sobre genes de predisposição ao câncer, tem sido 

observado que, especialmente, os genes envolvidos na via de reparo da RH possuem um papel 

fundamental na tumorigênese. Nguyen e colaboradores observaram que a maior causa da 

deficiência no reparo de danos ao DNA por RH (DRH) ocorre quando há inativação bialélica 

dos genes envolvidos nessa via, como  BRCA1, BRCA2, RAD51C e PALB238. As alterações 

bialélicas são as maiores causadoras de perda na eficiência do reparo em uma série de 

tumores presentes na HBOC39. Adicionalmente, existe uma forte correlação entre a inativação 

bialélica e a perda de heterozigose dos genes envolvidos no reparo de danos por RH38, 40. 

Diante desse cenário, diversas variantes, antes classificadas como VUS, foram reanalisadas 

quanto à sua patogenicidade, e reclassificadas com base no poder dessa variante causar 

deficiência no reparo por RH39. 

O papel dos genes presentes na via de reparo de danos por RH ganha uma importância 

ainda maior na carcinogênese devido à existência de tratamentos direcionados, já aprovados, 

para portadores de VPs nesses genes. Um dos principais alvos são os inibidores da poli (ADP-

ribose) polimerase (iPARP), utilizados, principalmente, nos casos em que os pacientes são 

portadores de VPs (deletérias) em BRCA1 ou BRCA241. Os iPARP Niraparibe e Olaparibe ainda 

são aprovados para a utilização no tratamento de pacientes adultos com câncer em estágio 

avançado de ovário, trompas de falópio ou peritoneal primário, associado a um status positivo 
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de DRH definido por: suspeita de mutação BRCA deletéria; ou instabilidade genômica e que 

tenham progredido mais de seis meses após a resposta à última quimioterapia à base de 

platina42, 43. O critério de utilização para ambos é que, além do tumor estar associados à DRH, 

os pacientes tenham sido tratados com três ou mais regimes de quimioterapia anteriores42, 43. 

O Olaparibe ainda pode ser utilizado i) no tratamento de pacientes adultos com câncer de 

próstata metastático resistente à castração, com variantes somáticas ou germinativas em 

genes da via de RH, que tenham progredido após tratamento prévio com Enzalutamida ou 

Abiraterona43; ii) em combinação com Bevacizumabe para o tratamento de manutenção de 

pacientes adultos com câncer epitelial avançado de ovário, trompa de Falópio ou câncer 

peritoneal primário que estão em resposta completa ou parcial à quimioterapia de primeira 

linha à base de platina e cujo câncer está associado à DRH - estado positivo definido por: uma 

mutação BRCA deletéria ou suspeita de ser deletéria e/ou instabilidade genômica43. 

1.5. Tratamento para o câncer de mama em homens 

No que diz respeito ao tratamento do câncer de mama masculino, apesar do tipo 

tumoral  se manifestar de maneira diferente entre homens e mulheres, em geral, o manejo e 

tratamento realizado nos homens segue um padrão semelhante ao das mulheres, sendo o 

tamoxifeno um dos quimioterápicos mais utilizados para o sexo masculino44-46. Isso se deve 

ao fato de que os tumores em homens, em sua grande maioria, apresentam receptores 

positivos para os hormônios estrógeno e progesterona, sendo a terapia endócrino um 

importante fator no tratamento à doença, apresentando aumento na sobrevida dos 

pacientes16, 47. 

Segundo as recomendações da American Society of Clinical Oncology (ASCO)46, homens 

com câncer de mama com receptores hormonais positivos, candidatos à terapia endócrina 

adjuvante, devem receber tamoxifeno por um período inicial de cinco anos, enquanto aqueles 

com contraindicação ao medicamento podem ser tratados com um agonista/antagonista do 

hormônio liberador de gonadotrofina em adição a um inibidor de aromatase. Homens que, 

após cinco anos de tratamento com tamoxifeno, toleraram a terapia, e ainda apresentam alto 

risco de recorrência da doença, podem continuar sendo tratados com tamoxifeno por mais 

cinco anos. Nos casos de doença avançada ou metastática, os homens devem receber terapia 

endócrina como terapia de primeira linha (exceto em casos de crise visceral ou doença 

rapidamente progressiva) e, ainda, pode-se usar a terapia sistêmica direcionada, seguindo as 

mesmas indicações e combinações oferecidas às mulheres46. 
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Como uma alternativa terapêutica eficaz, podemos destacar os iPARP, como o 

Olaparibe, que demonstraram efetividade em ensaios clínicos de fase I, II ou III para pacientes 

com câncer de ovário48, 49, mama50 e pâncreas51 que possuem variantes germinativas 

patogênicas ou de perda de função em BRCA. Esse grupo de medicamentos atua através do 

mecanismo de letalidade sintética52. Esse mecanismo parte do princípio de que, quando uma 

via é inativada por uma variante presente em um gene da via (ou um iPARP, por exemplo), 

mas outras vias continuam funcionais, a viabilidade celular não se altera. No entanto, quando 

duas vias são inativadas por VPs em genes que atuam nelas, ou por um iPARP e uma VP em 

um gene de outra via, a células apresentam uma instabilidade genética e, consequentemente, 

ocorre a morte celular52. Nessa perspectiva, pacientes com CMM que possuem VPs em genes 

como BRCA1 e BRCA2 poderiam se beneficiar do tratamento com a utilização de iPARP, assim 

como outros pacientes portadores de VPs nesses genes41. 

Outros estudos ainda sugerem que os iPARP teriam efeito similar em pacientes com 

VPs em outros genes envolvidos no reparo de danos ao DNA que não BRCA1/2, tais como 

PTEN53, RAD51, RAD54, DSS1, RPA1, NBS1, ATR, ATM, CHK1, CHK2, FANCD2, FANCA, FANCC54 

e PALB255, 56, já que eles apresentaram sensibilidade a esse tipo de medicamento. Segundo os 

autores, o efeito dos iPARP se daria por causa da inatividade da via, não seria um fator gene-

específico53-56. 

Diante disso, a necessidade de um melhor conhecimento sobre genes que conferem 

predisposição ao CMM torna-se maior, já que pacientes com variante em genes de via de 

reparos poderiam beneficiar-se de tratamentos já estabelecidos, como os iPARP.
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2. Justificativa 

O câncer de mama representa apenas 1% dos casos de câncer que acometem a 

população masculina, sendo assim, os estudos sobre o tema são escassos e, em consequência, 

o nosso conhecimento acerca da patologia e de seus fatores causais é bastante limitado.  

Dentre os fatores que podem estar associados destaca-se a presença de variantes 

germinativas patogênicas em genes de alto e moderado risco para câncer. Indivíduos com 

variantes germinativas patogênicas apresentam um risco cumulativo vital que pode ser 

bastante elevado para o desenvolvimento do câncer, quando comparados à população em 

geral. Somados a isso, o desconhecimento sobre o fator causal de uma parcela significativa 

dos casos de CMM e o grande potencial de prevenção associado à realização do teste genético 

preditivo, nos leva a crer que a utilização de uma metodologia ampla e robusta seja necessária 

para o diagnóstico molecular do CMM e para a descoberta de novos mecanismos moleculares 

envolvidos na origem ou relacionados ao desenvolvimento desse tipo tumoral. 

Adicionalmente, pacientes e famílias que possuem variantes patogênicas germinativas 

em genes envolvidos nas vias de reparo ao DNA, como a de recombinação homóloga, 

poderiam se beneficiar da utilização de fármacos como os iPARP, que possuem uma eficiência 

comprovada para alguns tipos tumorais em genes dessa via. 

Dessa forma, o presente estudo pretende realizar uma ampla caracterização clínica e 

molecular de pacientes com CMM, bem como uma análise funcional detalhada de genes 

potencialmente associados ao desenvolvimento do câncer de mama masculino. Esperamos 

dessa forma contribuir para um melhor entendimento da doença em relação aos genes 

envolvidos em sua predisposição e desenvolvimento tumoral e, consequentemente, um 

melhor direcionamento no manejo dos pacientes e seus familiares. 
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3. Objetivo geral 

Identificar variantes germinativas patogênicas/provavelmente patogênicas em 

pacientes do sexo masculino com câncer de mama através do sequencimento completo do 

exoma e determinar o impacto biológico, in vitro, de variantes selecionadas. 

3.1. Objetivos específicos 

• Caracterizar a amostra de estudo quanto à história pessoal e familiar de câncer, 

dados sociodemográficos e informações clínico-patológicas. 

• Identificar alterações germinativas em pacientes com história pessoal de 

câncer de mama, a partir do sequenciamento completo do exoma; 

• Classificar e caracterizar as variantes germinativas identificadas seguindo as 

diretrizes da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); 

• Identificar variantes somáticas em peças de tumores criopreservados dos 

pacientes e classificá-las com o auxílio de ferramentas de predição in silico; 

• Estabelecer linhagens celulares knockout para os genes que apresentam 

variantes genéticas selecionadas para o estudo; 

• Construir vetores com as sequências gênicas de interesse wild-type ou 

modificadas através da técnica de mutagênese sítio-dirigida; 

• Avaliar o efeito biológico das variantes genéticas selecionadas, através de 

diferentes ensaios, para as principais funções das proteínas resultantes. 
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4. Material e Métodos 

4.1. Delineamento do Estudo 

Com o intuito de identificar novos genes associados ao câncer hereditário, foi realizado 

em nosso grupo de pesquisa, um estudo intitulado “Estudo Epidemiológico e Molecular para 

Avaliação da Oncogenética no Contexto do SUS”, aprovado pelo Programa Nacional de Apoio 

à Atenção Oncológica (PRONON), com auxílio financeiro do Ministério da Saúde. Este estudo 

foi coordenado pela Dra. Edenir I. Palmero, e contemplava o sequenciamento exômico 

completo de pacientes com história pessoal e/ou familiar sugestiva de câncer hereditário cujo 

teste genético para os genes sabidamente associados ao tumor/síndrome tenha sido negativo. 

O projeto foi subdividido em grupos de acordo com os tipos tumorais, sendo destacado a 

partir de agora o grupo de pacientes do sexo masculino diagnosticados com câncer de mama, 

tema da presente tese de Doutorado. 

A Figura 1 representa um esquema do delineamento do estudo, que foi dividido em 

duas etapas principais. A primeira etapa consistiu na análise in silico dos dados obtidos no 

sequenciamento exômico dos pacientes selecionados. A classificação das variantes 

identificadas foi realizada através de um pipeline e de consultas a bancos de dados 

populacionais e doença-específicos, bem como através da aplicação das diretrizes de 

classificação de variantes preconizada pela ACMG25. Foram identificadas variantes que 

sugeriam causalidade ou associação ao desenvolvimento do fenótipo sob investigação (CMM). 

Em seguida, foram selecionadas variantes presentes em genes ainda não associados ao CMM, 

sendo três delas classificadas como P/PP e duas como VUS. 

A segunda etapa do estudo baseia-se em ensaios funcionais para a caraterização e 

determinação do impacto dessas variantes na funcionalidade da proteína. Para isso, as 

construções wild type (WT) ou com as variantes selecionadas dos genes de interesse foram 

superexpressas nas linhagens celulares para a realização das análises funcionais.  
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Figura 1. Delineamento do estudo 

 

4.2. Seleção de pacientes e aspectos éticos 

Este estudo faz parte do projeto PRONON, que foi aprovado pelo comitê de ética em 

pesquisa (CEP) do Hospital de Câncer de Barretos (CAAE: 56164716.9.0000.5437). 

Foram incluídos 30 homens com história pessoal de câncer de mama, previamente 

testados, negativos para variantes P/PP em BRCA1, BRCA2 e TP53 (painel realizado pelo 

Departamento de Oncogenética do Hospital de Câncer de Barretos). Esses pacientes também 

foram avaliados quanto a presença de grandes deleções ou rearranjos em BRCA1 e BRCA2 

através da técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e para a presença 

da variante c.156_157insAlu em BRCA2.  

Os participantes do estudo foram selecionados de acordo com a conveniência de casos 

atendidos pelo Hospital de Câncer de Barretos e um dos participantes foi atendido pelo 

serviço do Hospital das Clínicas de Porto Alegre. Além disso, não existiram critérios de inclusão 

com base na história familiar para esse tipo tumoral, uma vez que ter história pessoal e/ou 

familiar de CMM é um dos critérios para HBOC57, uma das principais síndromes de 

predisposição hereditária ao câncer de mama. Sendo assim, os participantes selecionados são 

o próprio critério para a síndrome. Adicionalmente, todos os participantes foram incluídos 

mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 
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Os dados clínico-patológicos e sociodemográficos dos pacientes incluídos no estudo 

foram coletados através de consulta aos prontuários médicos e a história familiar foi obtida 

junto ao setor de Oncogenética do Hospital de Câncer de Barretos. Todos os dados foram 

armazenados na plataforma RedCap58. 

4.3. Sequenciamento completo do exoma (WES) germinativo 

Para a realização do sequenciamento completo do exoma germinativo foi utilizada 

uma amostra de sangue periférico coletada dos pacientes. O DNA genômico foi extraído com 

o auxílio do QIAmp DNA Blood Mini QIAcube Kit (Qiagen, #51104) de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

O sequenciamento completo do exoma foi realizado de maneira terceirizada pela 

SOPHiA GENETICS™, utilizando 200ng de DNA germinativo, e o Whole Exome Solution version 

1 kit (203.058 regiões alvo, 40.907.213 pares de base e 19.682 genes) e a plataforma NovaSeq 

6000 (Illumina). 

Os dados obtidos no sequenciamento dos exomas estão depositados no repositório 

European Genome-phenome Archive (https://ega-archive.org/), sob o número 

EGAS50000000028. 

4.4. Chamada de variantes 

Para a chamada de variantes germinativas, a qualidade das reads foi analisada através 

do FASTQ e, quando necessário, trimada pelo software CUTADAPT. As reads foram mapeadas 

contra o genoma humano (GRCh37/hg19) pelo software BWA e pós-processadas pelo Genome 

Analysis Toolkit (GATK) para recalibração dos scores de qualidade. A chamada de variantes foi 

realizada pelo HaplotypeCaller do GATK. Apenas aquelas variantes com cobertura superior a 

30x e uma fração alélica superior a 25% foram consideradas para as próximas etapas. 

4.5. Genes analisados 

Para a análise de variantes foram considerados apenas genes envolvidos, direta ou 

indiretamente, na carcinogênese, no reparo de danos ao DNA e/ou em síndromes 

hereditárias. Para isso, nosso grupo de pesquisa elaborou um painel com 2.389 (Anexo 1) 

genes baseado no Catalogue of Somatic Mutations in Cancer59 (COSMIC – utilizando as 

plavras-chave: “cancer”, “tumor-suppressor gene”, “proto-oncogene” e “oncogene”), no 

Universal Protein Resource (UniProt)60 e no estudo DISEASE61. Adicionalmente, contamos com 

228 genes envolvidos em vias de reparo de danos ao DNA13, e 260 genes relacionados a 

síndromes hereditárias retirados de painéis comerciais e revisado na literatura (PubMed 
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(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) e no banco de dados Genetics Home Reference 

(https://medlineplus.gov/genetics/) (Anexo 1). 

4.6. Anotação das variantes 

A anotação das variantes germinativas foi realizada através do ANNOVAR62, que nos 

permite acessar informações como o tipo de variante, possíveis impactos biológicos, 

patogenicidade através de scores, além de acessar informações em bancos de dados doença-

específicos (ClinVar63) e em bancos de dados populacionais (ABraOM64 e gnomAD65).  

Após a anotação, todas as variantes foram submetidas a um pipeline, desenvolvido no 

ambiente R, pelo nosso grupo de pesquisa para o estudo do PRONON (Figura 2), para 

selecionarmos aquelas que passariam para a priorização manual.  

Foram consideradas as variantes com Minor Allele Frequency (MAF) <1% nos dois 

bancos de dados populacionais, ABraOM64 e gnomAD65. Nos casos em que identificamos 

consanguinidade, também foram analisadas as variantes com MAF≥1% em homozigose. 

Variantes classificadas como provavelmente patogênicas (classe 4) ou patogênicas (classe 5) 

de acordo com o ClinVar63 ou InterVar66, bem como aquelas que levam à perda de função, 

assim como as consideradas de significado clínico desconhecido (VUS) foram diretamente 

para a próxima fase de classificação, a priorização manual. 

4.7. Priorização manual 

A última etapa de análise contou com a inspeção manual das variantes por dois 

investigadores (EIP, orientadora e ASP, doutoranda). Essa fase incluiu avaliação das variantes 

através da revisão da literatura e dos parâmetros avaliados anteriormente no pipeline 

utilizado. Para a priorização manual, foram utilizados os critérios estabelecidos pela ACMG-

AMP25. 

Os parâmetros de dados populacionais foram novamente avaliados para determinar 

se as variantes possuem características benigna ou patogênica através da consulta aos bancos 

populacionais ABraOM64 e gnomAD65. Para variantes consideradas benignas são marcados os 

parâmetros de frequência alélica alta (BA1/BS1 – Strong) ou com frequência de população 

controle inconsistente com a penetrância da doença (BS2 – Strong). Para aquelas consideradas 

com característica patogênica, são marcados os parâmetros de ausência em banco de dados 

populacionais (PM2 – Moderate) ou uma prevalência em indivíduos afetados muito maior do 

que em indivíduos controles (PS4 – Strong)25. 
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Para a checagem dos parâmetros de predições in silico, utilizamos as ferramentas Rare 

Exome Variant Ensemble Learner (REVEL – threshold score: 0.700)67, o Mendelian Clinically 

Applicable Pathogenicity (M-CAP – threshold score: 0.025)68 e o Combined Annotation 

Dependent Depletion (CADD – threshold score: 25) para variantes do tipo missense; e o Human 

Splicing Finder (HSF)69 para variantes modificadoras de sítio de splicing. Adicionalmente, as 

ferramentas Eigen (threshold score: 0.700)4 e GenoCanyon (threshold score: 0.700)5 foram 

utilizadas como complementares nos casos em que não havia consenso entre as demais. Com 

essas ferramentas pudemos  assinalar os parâmetros BP4, BP1, ou BP7 (todas Supporting) para 

as variantes consideradas benignas, ou o parâmetro PP3 (supporting), para variantes 

consideradas patogênicas25. 

A busca na literatura para que pudéssemos avaliar dados funcionais das variantes foi 

realizada através do banco de dados PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), e consulta 

de informações e da classificação depositadas no Clinvar63. Dessa forma pudemos avaliar os 

parâmetros BS3 (Strong) para variantes consideradas benignas e PP3 associado com 

patogenicidade. De forma adicional a literatura científica foi criteriosamente revisada em 

busca de envidência adicionais que nos levassem a pontuar critérios adicionais tais como PM1, 

PM5, PS1,25. Em alguns casos, ainda pudemos checar na literatura dados de segregação das 

variantes (quando descritas em artigos), sendo considerados os parâmetros BS4 (Strong – 

Benigna) para variantes que não segregam e PP1 (Supporting – Patogênica) para variantes que 

segregam e estão relacionadas à doença25. 

Alguns parâmetros como casos de variante De novo e segregação na família dos 

pacientes participantes do estudo não puderam ser avaliados, visto que não tínhamos acesso 

a dados referentes aos familiares. Adicionalmente, não conseguimos avaliar parâmetros que 

levavam em consideração associação do gene com a doença, ou grande número de variantes 

em um gene associado à doença, uma vez que grande parte das variantes foram identificadas 

em genes ainda não associados à doença ou pouco estudados. 

Os parâmetros de classificação das variantes germinativas foram checados e 

assinalados de acordo com os critérios preconizados pela ACMG, e as variantes reclassificadas 

com o auxílio das ferramentas VarSome6 e Franklin (https://franklin.genoox.com, Franklin by 

Genoox). 

Por fim, para a remoção de artefatos, que representam falsos-positivos, as variantes 

consideradas provavelmente patogênicas ou patogênicas (P/PP) foram verificadas, através de 
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seu arquivo BAM original, no Integrative Genomics Viewer (IGV)7, 70. Para todas as análises 

citadas foram considerados os transcritos canônicos, verificados no Matched Annotation from 

NCBI and EMBL-EBI (MANE Select)71. 

 

 

Figura 2. Fluxograma de análise in silico para a seleção de variantes germinativas. DP: Depth 
Coverage; VAF: Variant Allele fraction; MAF: Minor Allele Frequency; ACMG: American College 
of Medical Genetics and Genomics; VUS: Variant of Uncertain Significance.   
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4.8. Confirmação da presença das variantes germinativas por Sequenciamento de Sanger 

Todas as variantes germinativas classificadas como patogênicas ou provavelmente 

patogênicas foram confirmadas por sequenciamento de Sanger. Para que fosse realizada a 

reação de sequenciamento, foram adicionados a um microtubo 50ng de DNA do paciente, 

primers específicos (Tabela 1) da região contendo a variante de interesse, o buffer de 

sequenciamento, BigDye™ Terminator (Applied Biosystems, #4337455) e água ultrapura para 

um volume final de 10 µL de solução. A reação foi colocada em um termociclador, com o 

programa de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C, por 30 ciclos. Em 

seguida, foi realizada a purificação da reação de sequenciamento com o BigDye XTerminator™ 

Purification Kit (Applied Biosystems, #4376486), na qual foram adicionadas à placa a solução 

de XTerminator™ e a SAM solution™. A placa foi mantida em agitação por 30 minutos e, em 

seguida, levada à plataforma de sequenciamento. A plataforma utilizada foi a 3500 Series 

Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Todas as análises dos produtos sequenciados foram 

realizadas com o auxílio dos programas ApE – A plasmid Editor v2.0.52 (Wayne Davis, 

University of Utah) e Vector NTI 10.3.0 (Invitrogen). 

 

Tabela 1. Sequências de primers utilizados para a amplificação e o sequenciamento das 

regiões para a confirmação da presença de variantes consideradas patogênicas. 

Gene 
Variante – mudança no 

cDNA (HGVS) 
Sequência de primers 5’ – 3’ 

BRIP1 c.2119C>T 
Forward: TGCCGTAGTCACATTGGCTT 

Reverse: GAAGACTGTGAGATGATGGC 

CHEK2 c.349A>G 
Forward: ATTCAACAGCCCTCTGATGC 

Reverse: TGACCAAATTACCAGCTCTCC 

CTC1 c.322C>T 
Forward: AGTAGGCTTGGACCTGGCTT 

Reverse: GCCTTGATCCTTGGACACCA 

DACH1 c.235_241del 
Forward: AATCTCCACGTCTGCTTCCT 

Reverse: TTGAGTACACGGGTTTCCC 

LRP1B c.2395C>T 
Forward: CACCTCCTAGAAAGAACGTGA 

Reverse: TAGTCTTCAGAAAGAGCCCGA 

MRE11 c.1516G>T 
Forward: TGAAACATTTTGGCAGCAGG 

Reverse: CCTAGACCTATGGACTGACT 

MSH6 c.1109T>C 
Forward: GAATGGCTTAAGGAGGAAAAGAGA 

Reverse: GCCTTGATCCTTGGACACCA 

MUTYH c.452A>G 
Forward: TACTTTGGGGTGGGTGTAGA 

Reverse: CCTGATTGGAGTGCAAGACTC 

PPM1D c.1438dupA 
Forward: CATAGATTTGTTGAGTTCTGG 

Reverse: TGAGCACCACTACTTCGACT 
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SAV1 c.278T>A 
Forward: GACTGACATTTTGATTTTGGGG 

Reverse: GGCCGCTTTCTCTGACCAT 

SH2B3 c.1183G>A 
Forward: CCCAGGACATAAGGTAGCCC 

Reverse: TTCAGCAAAGGGCAGTAGGG 

SMAD3 c.1117C>T 
Forward: CTTGCTTTATCCAGGAGGGG 

Reverse: CCTCTCTCTGATCTTTGGTC 

TINF2 c.1202dupA 
Forward: TTGGATTGCTACATGGACCC 

Reverse: CCTCCTTCACATCAAGGCAG 

HGVS = Human Genome Variation Society 

4.9. Sequenciamento completo do exoma (WES) somático 

Para aqueles pacientes que possuíam material tumoral criopreservado armazenado no 

Biobanco do Hospital de Amor72 (ID’s 1342, ID 1634 e ID 2318) ainda foi realizado o WES 

somático. O DNA foi extraído de forma automatizada pela plataforma QIAsymphony (Qiagen), 

utilizando o QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (Qiagen, #937236) e o sequenciamento completo 

do exoma foi realizado de maneira terceirizada pela SOPHiA GENETICS™, como descrito no 

item 4.3. 

4.10. Análise de variantes somáticas 

As leituras das sequências pareadas foram alinhadas contra a construção de referência 

do genoma humano GRCh37 (hs37d5-decoy) usando BWA-MEM com o Burrows–Wheeler 

Aligner versão 0.7.10-r7893917 e as variantes germinativas foram excluídas da análise. O pré-

processamento dos dados do NGS seguiu um workflow de melhores práticas que é 

amplamente utilizado73. Para identificar potenciais mutações drivers em tumores, aplicamos 

análise do Cancer Genome Interpreter (CGI)74. Resumidamente, o CGI anota potenciais 

mutações drivers detectadas em tumores, identificando variantes tumorigênicas conhecidas 

e classificando variantes de significado clínico incerto por meio do algoritmo OncodriveMUT. 

Após a classificação CGI, mantivemos variantes classificadas como tumorigênicas e variantes 

previstas como Tier1 (que possuem papel relevante na tumorigênese) ou Tier2 (que possuem 

fortes indícios de papel relevante na tumorigênese). Portanto, mutações previstas como 

neutras ou passengers para oncogênese, e encontradas em sequências de DNA fora das 

regiões codificantes, não foram consideradas para análise posterior. As mutações candidatas 

foram validadas visualmente usando o IGV70. 

4.11. Análise de perda de heterozigose para a variante c.1516G>T, presente em MRE11 

Para avaliação da perda de heterozigose (LoH, do inglês: Loss of Heterozygozity), foi 

extraído material tumoral fixado em formalina e embebido em parafina, com o auxílio do 

DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, #69506), de acordo com as recomendações do fabricante. 
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O ensaio foi realizado em parceria com o A.C. Camargo Cancer Center, por sequenciamento 

de nova geração, utilizando a Ion Torrent Proton Platform. Para o sequenciamento foram 

utilizados dois pares de primers para a região, descritos na Tabela 2. A análise dos dados foi 

realizada no software Torrent Suite 5.10.1, e a variante de interesse foi inspecionada 

manualmente, utilizando o IGV. Consideramos LoH do alelo selvagem quando o alelo variante 

tinha uma frequência superior a 60%. 

 

Tabela 2. Sequência de primers utilizados para avaliação da perda de heterozigose da variante 

c.1516G>T (E506*) em MRE11 

Par de primer Sequências de primers 5’ – 3’ 

MRE11_ E506* - Primer 1 
Forward: GCATTTCTTAATTGTAGCCCCTTGT 

Reverse: ACCTCACGGACTTCATCATCTT 

MRE11_ E506* - Primer 2 
Forward: GGAATAGGCAACATGTTTGTGA 

Reverse: CACAAGAATTTGCAGCAGAATAA 

 

4.12. Seleção de variantes para ensaios funcionais 

A partir dos dados obtidos pelas análises de bioinformática, selecionamos, entre as 

variantes identificadas e consideradas P/PP, aquelas presentes nos genes BRIP1 (c.2119C>T – 

p.Arg707Cys – R707C), MRE11 (c.1516G>T – p.Glu506Ter – E506*) e MSH6 (c.1109T>C – 

p.Leu370Ser – L370S) para realização dos ensaios funcionais. Adicionalmente selecionamos 

duas variantes presentes em FAN1 (c.80C>T – p.Ser27Phe – S27F; e c.1772G>A – p.(Arg591Gln 

– R591Q), classificadas como VUS. 

A escolha dessas variantes foi baseada no somatório das informações obtidas nas 

predições in silico realizadas na Etapa I do projeto, bem como nas análises da localização das 

variantes e na relevância do gene no contexto das síndromes de predisposição hereditária ao 

câncer. Nesse cenário, BRIP1 é um gene relacionado à Anemia de Fanconi (AF) (OMIM 

#609054), sem associação bem estabelecida ao câncer de mama, no entanto, a presença de 

variantes germinativas nesse gene confere um risco aumentado para o desenvolvimento do 

câncer de ovário75-78 e, consequentemente, está no espectro da HBOC. Diante disso, 

pacientes/famílias com variantes germinativas nesse gene possuem manejo bem 

estabelecido57, 79. Por fim, BRIP1 faz parte da via de reparo ao DNA por RH, formando um 

complexo heterodimérico com BRCA1 através de dois domínios BRCT na região C-terminal de 

BRCA1 (Figura 3)80. De forma semelhante, a variante no gene MRE11 se torna interessante por 

também estar envolvido nessa via de reparos ao DNA, já que sua proteína se liga às proteínas 
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RAD50 e NBS1, formando o complexo  MRN (Figura 3)80. Adicionalmente, MRE11 é associado 

a síndromes como a  Ataxia-Telangiectasia-Like Disorder 1 (OMIM #604391)81 e Nijmegen 

Breakage Syndrome-Like Disorder (OMIM #251260)82. 

 

 

Figura 3. Via de reparo de danos de quebra de dupla fita do DNA (DSBs) por recombinação 
homóloga e representação de moléculas-chave (complexo MRN, ATM, CHEK2, BRCA1, PALB2, 
BARD1, BRIP1, BRCA2, RAD51, RAD51C e RAD51D). Figura retirada de YAMAMOTO et al. 
(2021)80. 
 

Com relação à variante presente em MSH6, devemos considerar que variantes 

germinativas neste gene predispõem à Síndrome de Lynch (SL), ressaltando que ainda não há 

um consenso sobre a presença do câncer de mama no espectro de tumores dessa síndrome 

hereditária (SH). Além disso, a proteína MSH6 forma um heterodímero com MSH2 (Figura 4)83, 

desempenhando um papel importante na via de reparo de danos ao DNA por mismatch repair 

(MMR). Isso faz com que nosso interesse em seu impacto biológico seja maior. 
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Figura 4. hMutSα (complexo formado pelo heterodímero MSH2-MSH6) na configuração de 
ligação ao DNA. Também estão listadas as influências ambientais e seus efeitos no hMutSα. 
Figura retirada de EDELBROCK et al. (2013)83. 
 

Além das variantes classificadas como P/PP por ferramentas de predição in silico, 

também selecionamos duas variantes classificadas como VUS para a realização dos ensaios 

funcionais. Assim como BRIP1, FAN1 é relacionado à AF84-86 e atua no reparo de danos de 

ligações cruzadas interfilamentares (ICL, do inglês: interstrand cross-link) do DNA (Figura 5). A 

proteína pode ser recrutada por FANCD2–FANCI para o local do dano, e FAN1 pode atuar nas 

incisões e/ou etapas de excisão subsequentes durante o reparo de ICL. Também pode haver 

um processo com participação de múltiplas vias de reparo de DNA, incluindo RH87. Além disso, 

FAN1 também pode estar envolvido em etapas posteriores deste modelo, como excisão de 

DNA e RH88 (Figura 5). Já foi demonstrado que, quando não está atuando na via da AF, FAN1 

possui um papel importante na manutenção do genoma e a inibição da sua função em 

tumores deficientes em BRCA podem levar à letalidade celular89. Os estudos em relação à 

associação desse gene à predisposição hereditária para o câncer são escassos. Por fim, a 

variante c.149T>G, que já foi associada ao risco aumentado para o câncer colorretal90, 

também foi identificada em outros estudos do nosso grupo, que sequenciaram o exoma de 

mulheres com câncer de mama21 com alto risco para HBOC e famílias com câncer colorretal 

familiar do tipo X91. Diante disso, é interessante que possamos caracterizar funcionalmente as 

variantes identificadas em FAN1, e classificadas como VUS, para que possamos auxiliar em 

uma classificação definitiva quanto a sua patogenicidade. 

Também foram selecionadas uma variante sabidamente patogênica para cada um dos 

genes, como um controle positivo para os ensaios. As VPs selecionada para os genes de 
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interesse foram BRIP1 c.139C>G (p.Pro47Ala – P47A), MRE11 c.1726C>T (p.Arg576Ter – 

R576*) e MSH6 c.1444C>T (p.Arg482Ter – R482*). Para FAN1, selecionamos uma combinação 

de variantes, c.130-131TG>GC + c.139-140TG>GC (p.Cys44Ala + p.Cys47Ala – C44/47A), que é 

uma variante sintética descrita anteriormente por abolir a atividade nuclease de FAN1 através 

da perda da interação com FANCD285, 92. 

 

Figura 5. Papel de FAN1 em vias de reparo. A – Reparo de DNA interstrand cross-link (ICL) 
regulado pela via de Anemia Fanconi (AF). Figura retirada de HUANG; ANDREA87. B – Atuação 
da proteína FANCD2 e seus ligantes sob condições de estresse. Figura retirada de NEPAL et 
al.88. UBZ = ubiquitin-binding zinc finger; NER = nucleotide excision repair; HR = homologous 
recombination; TLS = translesion synthesis; SSB = single strand break; DBS = double strand 
break. 
 

4.13. Linhagens celulares estabelecidas 

Para os ensaios funcionais, em colaboração com a Queen’s University of Belfast, 

utilizamos as linhagens KTMBE (epitelial de mama masculina), estabelecida pelo grupo de 

pesquisa do Dr. Nick Orr, e MCF10AneoT (derivada da MCF10A – epitelial de mama feminina). 

A última possui uma modificação com o oncogene T24 Ha-Ras, que a torna pré-maligna93. 

Adicionalmente, utilizamos as linhagens T-47D (HTB 133™) e OVCAR-3 (HTB-161™), presentes 

no acervo do Banco de Células do Hospital de Câncer de Barretos, para os ensaios realizados 

nesta instituição.  

A linhagem T-47D foi utilizada para os ensaios envolvendo as variantes presentes em 

BRIP1, MRE11, MSH6 e FAN1. A OVCAR-3, se trata de uma linhagem de ovário, no entanto, foi 

selecionada visto que as variantes identificadas em FAN1 foram analisadas em um projeto 
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paralelo que buscava avaliar outras variantes presentes no mesmo gene, identificadas em 

famílias do espectro de HBOC. 

Por fim, para o ensaio de análise de reparo de danos por RH, foi utilizada a linhagem 

T-47D-pDRGFP, estabelecida pelo nosso grupo de pesquisa. Essa linhagem é derivada da 

linhagem T-47D, que foi modificada para expressar, constitutivamente, o plasmídeo pDRGFP 

(Addgene, #26475), o qual possui duas cópias em tandem do gene Green Fluorescent Protein 

(GFP)94. Para garantir que a linhagem continue expressando o plasmídeo, a cada três 

passagens celulares é realizada a pressão seletiva com a adição de puromicina na 

concentração de 3µg/mL. 

Essas linhagens foram mantidas em garrafas de cultura de 75 cm2, em estufa 

umidificada a 37°C e 5% de CO2, nas condições descritas na Tabela 3. Ao atingirem confluência, 

as células são dissociadas com o auxílio de uma solução de tripsina (0,05%/EDTA 0,53 mM- 

TripLE Express, Life Technologies) e, novamente, cultivadas nas condições descritas na Tabela 

3 para a realização dos ensaios funcionais. Adicionalmente, as linhagens são submetidas ao 

teste de detecção de micoplasma e confirmação da sua autenticidade a partir da análise de 

Short Tandem Repeat (STR), de acordo com a International Reference Standard for 

Authentication of Human Cell Lines, usando um painel de 9 loci STR95. 

 

Tabela 3. Principais características das linhagens celulares selecionadas para os ensaios funcionais de variantes. 

Linhagem Tecido Morfologia Meio 

KTMBE 
(masculina) 

Glândula 
mamária 

Epitelial 
DMEM/F12 suplementado 

com 10% de SBF e 1% de P/E 

MCF10AneoT 
(feminina) 

Glândula 
mamária 

Epitelial pré-maligna (derivada da 
linhagem celular MCF10A transformada 

com o oncogene T24 Ha-Ras93) 

DMEM/F12 suplementado 
com 10% de SBF e 1% de P/E 

T-47D  
(HTB 133™) 
(feminina) 

Glândula 
mamária (sítio 
metastático) 

Epitelial 
DMEM suplementado com 

10% de SBF e 1% de P/E 

T-47D-pDRGFP 
(feminina) 

Glândula 
mamária (sítio 
metastático) 

Epitelial (derivada da linhagem T-47D, 
expressando, constitutivamente, o 

plasmídeo pDRGFP (que possui duas 
cópias em tandem de GFP94) 

DMEM suplementado com 
10% de SBF e 1% de P/E 

OVCAR-3  
(HTB-161™) 
(feminina) 

Ovário Epitelial 
RPMI-1640 suplementado com 

20% de SBF e 1% de P/E. 

SBF: Soro bovino fetal; P/E: Penicilina e Estreptomicina. 
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4.14. Edição gênicas e ensaios funcionais para variantes identificadas em homens 

diagnosticados com câncer de mama e consideradas patogênicas/provavelmente 

patogênicas por predições in silico 

Durante o período de doutorado, obtivemos a aprovação do projeto “Estabelecimento 

e caracterização de um modelo de câncer de mama masculino in vitro para a avaliação do 

impacto biológico e terapêutico de variantes germinativas patogênicas identificadas por 

whole exome sequencing (WES)” (401066/2022-3) na Chamada CNPq Nº 26/2021 - Apoio à 

Pesquisa Científica, Tecnológica e de Inovação: Bolsas no Exterior. Dentro deste projeto, 

contamos com o período de doutorado sanduíche (200476/2022-0), onde foram realizadas 

análises para as variantes presentes nos genes MRE11 e MSH6.  

O projeto concedido contou com uma parceria estabelecida com um grupo de pesquisa 

coordenado pelo Dr. Nick Orr, na Queen’s University of Belfast, na Irlanda do Norte, Reino 

Unido. Essa parceria se deu devido a inexistência de linhagens comerciais de câncer de mama 

masculino96, 97, somada à expertise do grupo no estabelecimento de linhagens primárias. O 

principal objetivo era estabelecer e caracterizar linhagens primárias de câncer de mama 

masculino para determinar o impacto biológico das variantes selecionadas nos genes MRE11 

e MSH6 projeto. O grupo de pesquisa possui experiência no protocolo de estabelecimento e 

de caracterização de linhagens primárias, assim como em análises funcionais em linhagens 

editadas geneticamente. 

Inicialmente, o doutorado sanduíche foi proposto para o período de um ano, no 

entanto foram aprovados, em caráter especial, apenas 6 meses. Por isso, adaptamos o projeto 

ao tempo concedido. A principal mudança foi relacionada ao estabelecimento de culturas 

primárias para a realização dos ensaios funcionais. Elaboramos um novo plano de trabalho 

(Figura 6) no qual optamos por tentar o estabelecimento de culturas primárias em paralelo à 

realização dos ensaios funcionais. No entanto, durante o período do doutorado sanduíche, 

contamos apenas com uma coleta de biópsia tumoral, que entrou em senescência, após o 

processamento e não passou pelo processo de imortalização. Diante disso, não foi possível o 

estabelecimento de linhagens primárias, a partir de tumores de mama masculina, uma vez 

que vários fatores influenciam essa abordagem como: i) diagnóstico de um caso de câncer de 

mama masculina (tumor raro); ii) necessidade de cirurgia (disponibilidade de amostra); iii) 

além do aceite do paciente para doação da amostra; iv) tempo de bolsa concedido que 

inviabilizaria a execução. Sendo assim, todos os ensaios funcionais foram realizados em 



26 

 

 

linhagens estabelecidas epiteliais de mama masculina (KTMBE) e feminina (MFC10AneoT), 

que são utilizadas pelo grupo do Dr. Nick Orr. 

Os ensaios para avaliação da funcionalidade das variantes em BRIP1 foram realizados 

após o período de doutorado sanduíche e, portanto, para as análises, utilizamos a linhagem 

T-47D, que faz parte do acervo do Banco de Células do Centro de Pesquisa em Oncologia 

Molecular do Hospital de Câncer de Barretos. Adicionalmente, alguns ensaios para as 

variantes presentes em MRE11 e MSH6, executados após o período de doutorado sanduíche, 

também foram realizados na linhagem T-47D pela impossibilidade de trazer amostras das 

linhagens MCF10AneoT e KTMBE. Por fim, a linhagem modificada T-47D-pDR-GFP foi utilizada 

para o ensaio que avaliou a taxa de reparo por RH, através da restauração da fluorescência, 

para as variantes presentes em MRE11 e BRIP1. 

 

 

Figura 6. Fluxograma de trabalho após o replanejamento do projeto para adequação ao tempo 
de bolsa concedido no exterior. 
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eSpCas9-2A-Puro (PX459) V2.0 (Genscript), que é resistente à ampicilina e puromicina, e 
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Para o aumento da eficiência do sistema knockout, obtivemos 2 plasmídeos comerciais 

diferentes, construídos com RNA-guias (gRNAs) específicos, para cada gene-alvo (Tabela 4). 

Foram plaqueadas 4x105 e 3x105 células por poço para as linhagens MCF10AneoT e 

KTMBE, respectivamente, em uma placa de 6 poços. A transfecção foi realizada concomitante 

ao plaqueamento, com o auxílio da Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, #L3000001), conforme 

orientações do fabricante. A seleção dos clones knockout foi realizada com o antibiótico 

puromicina, já que os plasmídeos possuem uma sequência de resistência a esse antibiótico, 

até que o poço com células não transfectadas (controle) não tivesse mais células viáveis. Para 

a linhagem MCFAneoT foi utilizada a concentração de 0,75 µg/mL e para a linhagem KTMBE 

0,5 µg/mL. 

 

Tabela 4. RNA-guias (gRNA) para o sistema CRISPR/Cas9 utilizados para os genes-alvo. 

Gene gRNA Sequência alvo do gRNA 

MRE11 
MRE11 CRISPR Guia RNA 2 GTTGCAACAGATATTCATCT 

MRE11 CRISPR Guia RNA 4 TTCATGAAAATAAGCCCTCA 

MSH6 
MSH6 CRISPR Guia RNA 1 GGAACATTCATCCGCGAGAA 

MSH6 CRISPR Guia RNA 4 GATAGAGTGTTTACTAGACT 

gRNA = RNA-guia 

 

4.14.1.1. Confirmação de edição de linhagens por Western Blot (WB) 

As linhagens celulares foram cultivadas em placas de 6 poços (4x105 e 3x105 células 

para MCF10AneoT e KTMBE, respectivamente) e, depois de 24 horas, coletadas. As células 

foram lisadas com tampão de lise (10 mM Tris–HCl; pH 7,8; 0,25 M glicose; 6N HCl; 1 mM 

EDTA) à 4°C, com um tablete de PhosSTOP™ (Roche, #4906845001) e um tablete de 

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Coktail (Roche, #11836170001) para extração 

de proteínas. Os sobrenadantes foram coletados, e a concentração total de proteínas 

mensurada pelo ensaio de Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, 

#5000006), de acordo com as recomendações do fabricante. As amostras contendo as 

proteínas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições 

desnaturantes e não redutoras (SDS-PAGE), e as proteínas transferidas para membrana de 

nitrocelulose (Hybond-C™ Extra, Amersham Biosciences). Ao fim da transferência, a 

membrana foi corada com uma solução à 0,1% de Ponceau S (Sigma, #P3504) e 5% de ácido 

acético para conferência da efetividade da transferência. A membrana foi lavada com uma 
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solução TBS-T (Trizma®base 200mM; NaCl 1.4M) e bloqueada com 5% de leite em pó diluído 

em TBS-T por uma hora em temperatura ambiente. Após o bloqueio, a membrana foi incubada 

com os anticorpos primários MSH6 (D60G2) XP® Rabbit (Cell Signaling, #5424) e MRE11 (31H4) 

Rabbit (Cell Signaling, #4847), em uma solução de 5% de leite em TBS-T, ambos diluídos na 

concentração de 1:1000. Por fim, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário 

específico conjugado com peroxidase, em 5% de leite em pó diluído em TBS-T, por 1 hora à 

temperatura ambiente, na concentração de 1:5000. A reação foi revelada por 

quimiluminescência ECL (GE), detectada pelo ImageQuant™ 800 (Cytiva Life Sciences) e as 

bandas quantificadas por densitometria utilizando o software ImageJ (National Institutes of 

Health – NIH). 

4.14.1.2. Confirmação de edição dos genes MRE11 e MSH6, nas linhagens MCF10AneoT e 

KTMBE, por sequenciamento de Sanger 

Para confirmar a edição gênica nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE, foi realizado o 

sequenciamento de Sanger das regiões alvo do gRNA para o sistema CRISPR/Cas9. Dessa 

forma, poderíamos confirmar se as linhagens haviam sofrido uma deleção no local da 

sequência alvo. Para isso, extraímos o DNA das linhagens parentais, e dos clones selecionados, 

após a técnica de silenciamento para cada um dos genes. As linhagens foram semeadas em 

placas de cultura celular de 60 mm até que elas atingissem confluência de, aproximadamente, 

80%, e a extração do DNA foi realizada com o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, #69504), de 

acordo com as recomendações do fabricante. As regiões foram amplificadas por uma reação 

de PCR, utilizando os primers descritos na Tabela 5 em uma concentração de 10 µM, e a 

AmpliTaq Gold™360 Master Mix (Applied Biosystems, #4398876), seguindo as recomendações 

do fabricante. Após a amplificação, o sequenciamento foi realizado de maneira terceirizada 

pela empresa Eurofins Genomics, utilizando o Mix2Seq Kit. Nos tubos contendo os barcodes 

foram adicionados 10 µL da amostra em uma concentração de 10 ng/µL e 10µL dos primers 

para sequenciamento (Tabela 5) em uma concentração de 5 µM. 

 

Tabela 5. Sequências de primers utilizados para amplificação e sequenciamento das regiões 

alvo do RNA-guia presente no sistema CRISPR/Cas9. 

Região de Sequenciamento 
Sequência de primers para PCR convencional e 

sequenciamento de Sanger 

MRE11 CRISPR RNA-guia 2 
Forward: GGGCCTGGGTTACATGAGTT 

Reverse: CGAATAGACACTGCCACAGG 
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MRE11 CRISPR RNA-guia 4 
Forward: GATCACCTTGTGTGGCCTGA 

Reverse: GGAAGGCAAAACAGTTGTGTG 

MSH6 CRISPR RNA-guia 1 
Forward: CATGCCTTTTTCCTGCCATCA 

Reverse: TTCACAACTGCCACCCCTTG 

MSH6 CRISPR RNA-guia 4 
Forward: CTCCCTCATTCACAGGCTG 

Reverse: CTATCATGAGCTACACATATTG 

 

4.14.2. Edição gênica: Construção de vetores e inserção das variantes através de 

mutagênese sítio-dirigida em BRIP1, MRE11 e MSH6 

Para os ensaios envolvendo o gene BRIP1, foram utilizados os vetores comerciais 

pcDNA3-myc-his-BACH1-WT (Addgene, #17642), para a condição WT e para a inserção da 

variante de interesse, e pCDNA3-myc-his-BACH1-P47A (Addgene, #17644), como controle 

positivo (variante patogênica), uma vez que essa variante é associada à perda de função da 

proteína resultante98. 

Para a construção dos vetores de expressão com os genes MRE11 e MSH6, suas 

sequências foram obtidas e subclonadas no vetor pcDNA™3.1 (Invitrogen, #V790-20). Para 

isso, contamos com o auxílio de enzimas de restrição para a remoção das sequências gênicas 

dos plasmídeos comerciais pICE-HA-MRE11-WT (Addgene, #82033) e pFB1_hMSH6 (Addgene, 

#129424). De forma semelhante, pcDNA™3.1 foi linearizado com as mesmas enzimas, através 

dos procedimentos descritos nos subitens a seguir. 

4.14.2.1. Subclonagem das sequências gênicas de MRE11 e MSH6 em pcDNA™3.1 

4.14.2.1.1. Obtenção da sequência de MRE11 e linearização de pcDNA™3.1 

O plasmídeo pcDNA™3.1 não possui sítios de restrição na mesma ordem das enzimas 

presentes nas regiões 5’ e 3’ da sequência de MRE11 (inserto), para que a ligação ocorra na 

posição correta de leitura (5’>3’). Portanto, para sua linearização, bem como a obtenção da 

sequência de MRE11, contamos com o auxílio a enzima Klenow Fragment (Thermo Scientific), 

que possui atividade de polimerase 5’>3’ e atividade de exonuclease 3’>5’, para a realização 

das técnicas. Dessa forma, uma das extremidades, tanto da sequência de MRE11, quanto de 

pcDNA™3.1, ficariam “cegas”, e a outra extremidade, que possui sítio de restrição para a 

mesma enzima no vetor e no inserto, ficariam coesivas, e facilitariam a ligação na posição 

correta. Adicionalmente, para a linearização do vetor pcDNA™3.1 utilizamos as enzimas XhoI 

e NotI. Para a obtenção da sequência do gene MRE11, utilizamos as enzimas NotI (New 

England BioLabs) (sítio de restrição na porção 5’ de MRE11 no plasmídeo pICE-HA-MRE11-WT) 
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e KpnI (Thermo Fisher Scientific) (sítio de restrição na porção 3’ de MRE11 no plasmídeo pICE-

HA-MRE11-WT).  

Em um microtubo foram adicionados 5 µg de DNA do plasmídeo pICE-HA-MRE11-WT, 

3 µL do buffer da enzima, 0,5 µL da enzima KpnI e H20 ultrapura para completar um volume 

final de 30 µL. Em outro microtubo, foram adicionados 5 µg de DNA do plasmídeo pcDNA™3.1, 

3 µL do buffer da enzima, 0,5 µL da enzima XhoI e H20 ultrapura para completar um volume 

final de 30 µL.  As reações foram incubadas por, no mínimo, 1 hora a 37°C e, posteriormente, 

purificadas através do kit ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration System (Promega, 

#A2891), de acordo com as recomendações do fabricante. Em seguida, utilizamos 10 µL das 

reações purificadas, 3 µL do buffer da enzima, 1 µL da enzima Klenow, 1 µL de dNTP e H20 

ultrapura para completar os volumes finais de 30 µL. As reações foram incubadas por 15 

minutos a 30°C. Novamente, as reações foram purificadas. Em outros microtubos, foram 

adicionados 10 µL das reações purificadas, 3 µL do buffer da enzima, 0,5 µL da enzima NotI e 

H20 ultrapura para completar os volumes finais de 30 µL. As reações foram incubadas por, no 

mínimo, 1 hora a 37°C. A reação com pcDNA™3.1 foi purificada. A reação com o plasmídeo 

pICE-HA-MRE11-WT foi aplicada em um gel a 1% de agarose, e passou por eletroforese. Assim 

obtivemos bandas de diferentes tamanhos, sequência do MRE11 e restante da sequência do 

plasmídeo, advindos da digestão. A banda com o tamanho de fragmento da sequência de 

MRE11 foi retirada do gel, com o auxílio de um bisturi. O fragmento no gel foi purificado 

através do kit ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration System (Promega, #A2891), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Em seguida foi realizada a ligação do vetor com 

o inserto. 

4.14.2.1.2. Obtenção da sequência de MSH6 e linearização de pcDNA™3.1 

Para obtenção da sequência de MSH6, foram utilizadas as enzimas BamHI (Thermo 

Fisher Scientific) (sítio de restrição na porção 5’ de MSH6 no plasmídeo pFB1_hMSH6) e XhoI 

(Thermo Fisher Scientific) (sítio de restrição na porção 3’ de MSH6 no plasmídeo 

pFB1_hMSH6). Em um microtubo foram adicionados 5 µg de DNA do plasmídeo pFB1_hMSH6, 

5 µL do buffer BamHI, 0,5 µL da enzima BamHI, 1 µL da enzima XhoI e H20 ultrapura para 

completar um volume final de 50 µL. A reação foi incubada por 1 hora a 37°C e, 

posteriormente, purificada com o kit ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration System 

(Promega, #A2891). 
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Para a linearização de pcDNA™3.1, digerimos 10µg do plasmídeo pcDNA™3.1 com as 

enzimas BamHI/XhoI, como descrito para pFB1_hMSH6. Ao final da linearização de 

pcDNA™3.1, para desfosforilação das extremidades 5’ e 3’ do vetor, adicionamos à reação 1 

µL da enzima fosfatase alcalina CIP (New England BioLabs, #M0525S), 7 µL do CutSmart Buffer 

e H20 ultrapura para completar um volume final de 70 µL.  A reação foi incubada por 4 horas 

a 37°C e, posteriormente, purificada com o kit ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration 

System (Promega, #A2891). Esse procedimento foi realizado para que as extremidades, agora 

com cortes coesivos, não se religassem antes da incorporação da sequência de interesse. Em 

seguida foi realizada a ligação do vetor com o inserto. 

4.14.2.1.3. Ligação de MRE11 ou MSH6 com pcDNA™3.1 

As sequências obtidas de MRE11 e MSH6 foram ligadas aos seus respectivos vetores 

linearizados com o auxílio da enzima T4 DNA ligase (New England BioLabs). Foram utilizados 

10 µL de inserto, 1,5 µL de T4 DNA ligase, 1,5 µL do buffer específico da enzima, 1 µL do vetor 

linearizado e 1 µL de H2O (volume final de 15 µL). As reações foram incubadas por 2 horas à 

temperatura ambiente. 

4.14.2.1.4. Transformação das ligações de pcDNA3-MSH6/pcDNA3-MRE11 em bactérias 

Os produtos das ligações dos insertos com o vetor foram transformados em bactérias 

competentes NEB® 5-alpha E. coli (New England BioLabs, #C2987). Em 70 µL de bactéria foram 

acrescentados 7 µL de produto da ligação, que foram incubados por 30 minutos em gelo e 

submetidos a choque térmico, por 30 segundos a 42°C e 2 minutos em gelo. Foram 

acrescentados 1mL de SOC Outgrowth Medium (New England BioLabs, #B9035) e incubados 

por 1 hora a 37°C e 200 rpm, para recuperação da membrana. As bactérias contendo os 

plasmídeos foram cultivadas em meio ágar para seleção com ampicilina na concentração de 

0,1 mg/mL por cerca de 16 horas. Posteriormente, as colônias selecionadas foram cultivadas 

em meio LB Broth (Sigma, #L3522) líquido com 0,1 mg/mL de ampicilina por aproximadamente 

16 horas, a 37°C e 200 rpm. A extração do DNA plasmidial foi realizada com o NucleoSpin 

Plasmid, Mini Kit (Macherey-Nagel, USA), de acordo com as recomendações do fabricante.  

A sequência gênica foi confirmada, em primeiro momento, através de um screening 

realizado a partir de uma digestão, com enzimas de restrição. A partir do padrão de bandas 

gerado foi possível identificarmos se ocorreu a ligação de pcDNA™3.1 com as sequências de 

MRE11 e MSH6 na posição correta de transcrição ou, ainda, se o vetor se fechou sem a ligação. 

Para o screening dos clones pcDNA3-MSH6 utilizamos a enzima HindIII (Thermo Fisher 
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Scientific) e para os clones pcDNA3-MRE11, utilizamos a enzima BamHI (Thermo Fisher 

Scientific). Clones que apresentaram a condição desejada para cada gene foram selecionados 

para a realização da mutagênese sítio-dirigida.  

4.14.2.2. Inserção das variantes nas sequências de BRIP1, MRE11 e MSH6, por mutagênese 

sítio-dirigida 

As variantes selecionadas foram introduzidas na sequência de pcDNA3-myc-his-

BACH1-WT, pcDNA3-MRE11 ou pcDNA3-MSH6 através da técnica de mutagênese sítio-

dirigida, adaptada a partir do método utilizado pelos kits QuickChange™ (Agilent). Para isso, 

utilizamos as construções pcDNA3-MRE11-WT e pcDNA3-MSH6-WT. Foi realizada a técnica de 

mutagênese sítio-dirigida com primers que contêm a sequência gênica modificada na posição 

da variante de interesse (Tabela 6), com o auxílio da enzima PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 

(Takara, #R045A), de acordo com as recomendações do fabricante. Foram adicionados 10 µL 

de PrimeSTAR®, 0,5 µL de cada um dos primers (forward e reverse) na concentração de 10 µM, 

50 ng de DNA do plasmídeo (pcDNA3-myc-his-BACH1-WT, pcDNA3-MRE11 ou pcDNA3-MSH6) 

e H2O para um volume final de 20 µL de reação. As reações para as variantes em MRE11 e 

MSH6 foram incubadas no termociclador com a programação de 98°C por 5 segundos; 30 

ciclos de 98°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 72°C por 10 segundos; 72°C por 50 

segundos. Para a inserção da variante em BRIP1 realizamos um ajuste no protocolo e a reação 

foi incubada no termociclador com a programação de 98°C por 10 segundos; 30 ciclos de 98°C 

por 10 segundos, 55°C por 15 segundos e 72°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto. 

Após a reação de mutagênese sítio-dirigida, as amostras foram digeridas com a enzima 

DpnI, para que a fita molde fosse degradada. Para isso, foram adicionados 18 µL da amostra, 

3µL do buffer CutSmart® (New England BioLabs), 0,5µL da enzima DpnI (New England BioLabs) 

e 8,5 µL de H2O MilliQ (para um volume final de 30µL). A reação foi incubada a 37°C, overnight 

e, em seguida, purificada com o kit ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration System 

(Promega, #A2891) e transformada em bactérias como descrito no item 4.14.2.1.4. A 

confirmação da inserção das variantes foi realizada por sequenciamento de Sanger, como 

descrito no item 4.8. 
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Tabela 6. Sequências de primers utilizados na técnica de inserção de variantes por 

mutagênese sítio-dirigida. 

Variante Sequência de primers 5’ – 3’# 

BRIP1 c.2119C>T (R707C) 
Forward: TATTAGAAAAATTAAAAGAATGTTGGCTCTC 

Reverse: TAAACCAGTAGAGAGCCAACATTCTTTTAAT 

MRE11 c.1561G>T (E506*) 
Forward: AGGAGGTACGTCGTTTCAGATAAACCAGACA 

Reverse: AGTATTTTTTTGTCTGGTTTATCTGAAACGA 

MRE11 c.1726C>T (R576*) 
Forward: GAAGAGGCCGAGGAAGAGGTTGAAGAGGTGG 

Reverse: CTGCCCTCTTCCACCTCTTCAACCTCTTCCT 

MSH6 c.1444C>T (R482*) 
Forward: AGAAGGGCTATAAAGTAGCATGAGTGGAACA 

Reverse: AGTCTCAGTCTGTTCCACTCATGCTACTTTA 

MSH6 c.1109T>C (L370S) 
Forward: TGTTTGGTATCATGAAACTTCAGAATGGCTT 

Reverse: TTTCCTCCTTAAGCCATTCTGAAGTTTCATG 
#Em amarelo estão as bases de substituição, na posição correta, para a inserção das variantes 

 

Ao fim da realização da mutagênese sítio-dirigida, obtivemos as construções pcDNA3-

myc-his-BACH1-WT, pcDNA3-myc-his-BACH1-R707C, pcDNA3-myc-his-BACH1-P47A, pcDNA3-

MRE11-WT, pcDNA3-MRE11-E506*, pcDNA3-MRE11-R576*, pcDNA3-MSH6-WT, pcDNA3-

MSH6-L370S e pcDNA3-MSH6-R482*. As construções foram utilizadas nos ensaios funcionais 

para a avaliação do impacto de cada uma delas na funcionalidade das proteinas avaliadas. 

4.14.3. Ensaios Funcionais 

Uma vez que as edições gênicas das linhagens MCF10AneoT e KTMBE, tanto para 

MRE11, quanto para MSH6, realizadas na Queen’s University of Belfast, não foram 

satisfatórias, e considerando a ausência de tempo hábil para o ajuste e repetição da técnica, 

decidimos mudar a estratégia para que o impacto das variantes selecionadas pudesse ser 

avaliado. Assim, analisamos o impacto das variantes para cada gene em dois ensaios com 

tratamentos específicos que influenciam na funcionalidade das proteínas em cada uma das 

vias. Para os ensaios, foram utilizadas as linhagens sem edição com a superexpressão das 

construções com as sequências gênicas WT, com as variantes de interesse ou com as variantes 

sabidamente patogênicas. Para os ensaios que envolviam dano ao DNA, utilizamos a 

irradiação para avaliação do impacto da presença de variantes em MRE11, já que esse agente 

causa um dano de dupla fita, permitindo avaliar a funcionalidade de MRE11 na via de reparo 

de danos ao DNA por RH. Já para os ensaios onde analisamos o impacto das variantes 

presentes em MSH6, utilizamos a cisplatina como fármaco indutor de dano. Ela inibe a síntese 

de DNA através de ligação covalentes com as porções nucleofílicas, principalmente da 
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guanina, causando danos estruturais e, consequentemente, ativando a via em que a proteína 

MSH6 está relacionada, a via de MMR. 

Para os ensaios realizados no Hospital de Câncer de Barretos, também 

superexpressamos os vetores na linhagem T-47D e T-47D-pDRGFP para a avaliação do impacto 

das variantes de interesse. De forma semelhante a MRE11, para os ensaios de avaliação de 

dano ao DNA na presença de variantes em BRIP1, utilizamos a irradiação como agente 

causador de dano, já que esse gene também está envolvido na via de reparo de danos ao DNA 

por RH. 

4.14.3.1. Ensaio clonogênico 

A propriedade de inibir a formação de colônias foi avaliada nas linhagens T-47D, para 

o gene BRIP1 WT ou na presença de variantes, e nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE, para 

os genes MRE11 e MSH6 WT, ou na presença de variantes. As linhagens, T-47D e MCF10AneoT 

foram plaqueadas em uma densidade de 4x105 células por poço, enquanto para KTMBE a 

densidade foi de 3x105 células por poço. As células foram transfectadas com 2,5µg de DNA das 

construções BRIP1 WT, BRIP1 R707C, BRIP1 P47A, MRE11 WT, MRE11 E506*, MRE11 R576*, 

MSH6 WT, MSH6 L370S ou MSH6 R482* e incubadas por 24 horas.  

Para as condições transfectadas com as construções de BRIP1 e MRE11, foram 

utilizadas 6 placas de 6 poços para a realização do ensaio. Em cada placa foram distribuídas 

500 células por poço de cada construção (WT ou com variantes avaliadas), em duplicata. As 

placas foram incubadas por 24 horas. Uma das placas permaneceu sem irradiação (UT, do 

inglês untreated – controle sem tratamento) e as demais foram irradiadas com 1Gy, 2Gy, 4Gy, 

6Gy ou 8Gy. Utilizamos os irradiadores MultiRad 160 (PRECISION X-Ray), para os ensaios que 

avaliaram MRE11, e o RS-2000 (Rad Source Technologies), para os ensaios que avaliaram 

BRIP1.  

As condições transfectadas com as construções de MSH6, foram distribuídas, em 6 

placas de 6 poços, cada condição em duplicata, nas seguintes proporções: 2 placas com 200 

células por poço; 2 placas com 500 células por poço; e 2 placas com 1000 células por poço de 

com cada construção. As placas foram incubadas por 24 horas e tratadas com cisplatina nas 

condições descritas na Tabela 7. Vale ressaltar que as concentrações utilizadas para o 

tratamento da linhagem KTMBE são menores em relação às concentrações utilizadas para 

MCF10AneoT por se tratar de uma linhagem mais sensível a drogas.  
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Todas as placas foram mantidas em estufa umidificada, a 37°C e 5% de CO2 até que 

pudéssemos observar as colônias formadas na condição UT – 7 dias após o agente indutor de 

dano (irradiação ou cisplatina) para as linhagens MCF10AneoT e KTMBE, e 8 dias após o agente 

indutor de dano (irradiação) para a linhagem T-47D. Após esse tempo, as células foram fixadas 

com metanol resfriado e coradas com uma solução de 0,5% de cristal violeta (Sigma) e 10% 

de metanol, diluídos em uma tampão fosfato salino (PBS, do inglês Phospate-buffered saline), 

por 20 minutos. Por fim, as placas das linhagens MCF10AneoT e KTMBE foram escaneadas 

com o auxílio do GelCount™ (Oxford Optronix) e a contagem de colônias foi realizada com o 

auxílio do software ImageJ (NIH). Para a análise das condições transfectadas com as 

construções de MSH6, foi realizada uma proporção entre o número de colônias para o número 

de células plaqueadas. Para as placas da linhagem T-47D, as imagens foram obtidas pelo 

microscópio estereoscópio Olympus SZX7 (Olympus Life Science)  e analisadas pelo software 

OpenCFU99. 

 

Tabela 7. Tratamento com cisplatina para condições transfectadas com as construções de 

MSH6 no ensaio clonogênico. 

Número de 

células por poço 

Tratamento para a linhagem 

MCF10AneoT 

Tratamento para a linhagem 

KTMBE 

200 UT e 0,5 µM de cisplatina UT e 0,1 µM de cisplatina 

500 1 e 1,5 µM de cisplatina 0,5 e 1 µM de cisplatina 

1000 2 e 5 µM de cisplatina 1,5 e 2 µM de cisplatina 

Legenda: UT = sem tratamento (do inglês: untreated) 

 

4.14.3.2. Análise de capacidade de reparo de danos (histona fosforilada 2A.X) e expressão 

de RAD51, BRIP1 e BRCA1 na presença de variantes em BRIP1 por Western Blot (WB) 

Para avaliar as condições sob indução de dano ao DNA para as variantes presentes em 

BRIP1, analisamos a expressão das proteínas Histona fosforilada 2A.X (p-H2A.X, do inglês 

phospho-Histone 2A.X) e RAD51 por WB, uma vez que os anticorpos disponíveis no laboratório 

não permitiam essa análise, concomitantemente, por imunofluorescência. Adicionalmente, 

avaliamos a expressão de BRCA1, uma das proteínas que interagem com BRIP1, e a expressão 

de BRIP1. A linhagem T-47D foi plaqueada em uma densidade de 4x105 células/poço e foram 

transfectadas 2,5 µg de DNA plasmidial para cada condição (BRIP1 WT ou com variantes), com 

Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, #L3000001), conforme orientações do fabricante. Cada 
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condição de células transfectadas foram divididas em 4 poços e as placas foram incubadas por 

24 horas. As células foram irradiadas com 2Gy e as proteínas coletadas 1, 4 e 24 horas após a 

irradiação (também coletamos uma condição sem irradiação denominada UT).  

As células foram lisadas com auxílio do tampão de lise (10 mM Tris–HCl; pH 7,8; 0,25 

M glicose; 6N HCl; 1 mM EDTA) resfriado, com adição de inibidores de protease. Os 

sobrenadantes foram coletados, e a concentração total de proteínas mensurada pelo ensaio 

de Bradford100 (Sigma, #B6916), de acordo com as recomendações do fabricante. As amostras 

contendo as proteínas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida sob 

condições desnaturantes e não redutoras (SDS-PAGE), e as proteínas transferidas para 

membrana de nitrocelulose (Hybond-C™ Extra, Amersham Biosciences). Ao fim da 

transferência, a membrana foi corada com uma solução à 0,1% de Ponceau S (Sigma, #P3504) 

e 5% de ácido acético para conferência da efetividade da transferência. A membrana foi lavada 

com uma solução TBS-T (Trizma®base 200mM; NaCl 1.4M; 1% TWEEN® 20) e bloqueada com 

5% de leite em pó diluído em TBS-T por uma hora em temperatura ambiente. Após o bloqueio, 

a membrana foi incubada com os anticorpos primários Phospho-Histone H2A.X (Ser139) (Cell 

Signaling Technology, #2577), RAD51 (D4B10) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology, #8875), 

Anti-BRCA1 (Ab-1) Mouse mAb (MS110) (Millipore, #OP92) e BRIP1/FANCJ Antibody (Cell 

Signaling, #4578), e o endógeno Laminin B1 Antibody (Cell Signaling Technology, #9087), 

diluídos em uma solução de 5% de albumina de soro bovino (BSA, do inglês: bovine serum 

albumin), todos na concentração 1:1000. Por fim, a membrana foi incubada com o anticorpo 

secundário conjugado com peroxidase, em 5% de leite em pó diluído em TBS-T, por 1 hora à 

temperatura ambiente. Os anticorpos secundários utilizados foram o anti-rabbit IgG, HRP 

linked antibody (Cell Signaling, #7074) ou anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling, 

#7076), ambos concentrados 1:5000, de acordo com o anticorpo primário. A reação de 

quimioluminescência foi revelada pelo SignalFire™ ECL Reagent (Cell Signaling, #6883), 

detectada pelo ImageQuant LAS 4000 mini (GE) e as bandas quantificadas por densitometria 

utilizando o software ImageJ (National Institutes of Health – NIH). 

Para a avaliação da expressão das proteínas, todas foram normalizadas pela proteína 

endógena Laminina B1. Para as análises estatísticas da atividade de RAD51 e p-H2A.X, 

consideramos a condição UT como sendo 100% (=1) e calculamos as taxas relativas da demais 

condições de tratamento (1, 4 e 24 horas após a irradiação). 
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4.14.3.3. Análise de capacidade de reparo de danos (fosfo-Histona H2A.X) e número de foci 

(RAD51) na presença de variantes em MRE11 por imunofluorescência 

Uma das variantes selecionadas para os ensaios funcionais está presente em MRE11, 

um gene presente na via de reparo de danos ao DNA por recombinação homóloga. Diante 

disso, avaliamos a capacidade de reparo de danos nas condições MRE11 WT ou na presença 

da variante de interesse (MRE11 E506*) e, ainda de uma variante sabidamente patogênica 

(MRE11 R576*). 

Em uma placa de 6 poços, foram colocadas 4 lamínulas por poço e plaqueadas 4x105 e 3x105 

células por poço para as linhagens MCF10AneoT e KTMBE, respectivamente, transfectadas 

com as diferentes condições (MRE11 WT, E506* ou R576*). Foram transfectadas 2,5µg de 

DNA por poço, o auxílio da Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, #L3000001), conforme 

orientações do fabricante. As placas foram incubadas por 24 horas, uma das lamínulas de cada 

condição (WT, E506* e R576*) foi retirada e considerada a condição UT e as placas foram 

irradiadas com 2Gy, utilizando o MultiRad 160 (PRECISION X-Ray). As outras lamínulas foram 

retiradas com 1, 4 e 24 horas após a irradiação. As células foram fixadas com uma solução à 

4% de paraformaldeído (PFA), por 20 minutos, e permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 

diluído em PBS por 20 minutos. Foi realizado o bloqueio de sítios inespecíficos com 5% de BSA, 

diluído em H2O, por 1 hora. As células foram incubadas com os anticorpos primários Anti-

phospho-Histone H2A.X (Ser139) clone JBW301 (Millipore) em uma concentração de 1:1000 e 

Anti-RAD51 (H-92) (Santa Cruz Biotechnology, #sc-8349) em uma concentração de 1:500 

diluídos em uma solução de 5% de BSA, a 4°C, overnight. As células foram incubadas nos 

anticorpos secundários Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ Plus 488 (Thermo Fisher Scientific, #A32731) para a marcação de p-H2A.X, e Goat 

anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ Plus 594 

(Thermo Fisher Scientific, #A32742) para a marcação de RAD51, à temperatura ambiente, por 

1 hora. As lamínulas foram montadas em lâminas com o auxílio do ProLong™ Glass Antifrade 

Mountant with NucBlue™ (Invitrogen, #P36983). As imagens foram adquiridas com o 

microscópio invertido ECLIPSE Ti (Nikon®) e o software NIS-Elements (Nikon), utilizando os 

canais DAPI, TXRED e FITC. Foi calculada a proporção de número de foci por 50 células e 

mensurada a fluorescência para marcação de permanência de dano (p-H2A.X). Para as 

análises estatísticas, consideramos a condição UT como sendo 100% (=1) e calculamos as taxas 

relativas da demais condições de tratamento (1, 4 e 24 horas após a irradiação). 
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4.14.3.4. Análise de capacidade de reparo de danos ao DNA por recombinação homóloga 

(RH) através de restauração de fluorescência 

A taxa de reparo de danos ao DNA por RH nas condições com MRE11 WT, ou com 

variantes, foi avaliada através de um sistema de restauração de fluorescência. Para isso, 

utilizamos uma linhagem estabelecida pelo nosso grupo de pesquisa, a T-47D-pDRGFP. Essa 

linhagem é derivada da linhagem comercial T-47D e expressa, constitutivamente, o plasmídeo 

pDRGFP (Addgene, #26475), que possui duas cópias em tandem do gene Green Fluorescent 

Protein (GFP)94. Uma das cópias, SceGFP, é inativa, uma vez que possui um stop códon dentro 

do sítio de clivagem (I-Scel) do vetor de expressão que será utilizado, o pCBAScel (Addgene, 

#26477). A outra cópia, iGFP, é truncada nas duas extremidades. Quando a clivagem de 

SceGFP é feita por I-Sce, iGFP é utilizada pela recombinação homóloga como template para 

restaurar o marco de leitura da GFP94. Por isso, apenas na presença do reparo por 

recombinação homóloga ambas as cópias truncadas da GFP formarão uma única cópia do 

gene funcional.  

Para a realização do ensaio, foram eletroporadas 5x105 células para cada uma das 

condições em cubetas de 4 mm com 100 µL de meio OPTIMEM contendo 20 µg de cada vetor 

(pCI-neo_mCherry, pCBASceI e pcDNA3-MRE11/pcDNA3-myc-his-BACH1 com cada uma das 

variantes de interesse). As células foram eletroporadas, com o auxílio do Gene Pulser Xcell™ 

Eletroporation System (Bio-Rad), em pulso único de 120V, com a capacitância de 960µF por 

10ms. Após a eletroporação, as células foram recuperadas em 2 mL de meio nas condições de 

cultivo em um poço de placas de 6 poços. As placas foram incubadas por 72 horas e analisadas 

por citometria de fluxo utilizando o FACSMelody™ (BD Biosciences). Foram analisados 20.000 

eventos no gate da população viável de singlets para os canais FITC (GFP) e PE-CY594 

(mCherry). O cálculo utilizado para determinar a eficiência da edição foi a razão de células 

GFP+/mCherry+101, 102. Após a normalização das taxas de transfecção, as taxas de reparo foram 

relativizadas em relação às condições “sem reparo” (sem a transfecção do vetor pCBASceI). 

Cada uma das condições “sem reparo” (controles) receberam o valor de 1 e as taxas onde há 

reparo (transfectadas com o plasmídeo pCBASceI) foram calculadas relativas aos seus 

respectivos controles. 
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4.14.3.5. Análise da capacidade de formação do heterodímero MSH2-MSH6 por 

imunoprecipitação 

A fim de avaliar a capacidade da proteína MSH6 formar um heterodímero, ainda que 

na presença de variantes, foi realizado o ensaio de imunoprecipitação. Foram semeadas 1x106 

células em placas de cultura de 60mm, transfectadas com 5,5 µg de DNA de cada uma das 

construções para MSH6 (MSH6 WT, L370S ou R482*) com Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, 

#L3000001), conforme orientações do fabricante. As placas foram incubadas por 24 horas, as 

células foram desagregadas com auxílio da Tripsina, cada uma das condições foi dividida em 

dois poços de placas diferentes e incubadas por mais 24 horas. Uma placa contendo cada uma 

das condições foi tratada com cisplatina para que houvesse indução do dano ao DNA. Foi 

utilizada a concentração de 10 µM para as condições transfectadas na linhagem MCF10AneoT 

e 5 µM para as condições transfectadas na linhagem KTMBE. As células foram lisadas com o 

tampão NP-40 (50 mM TRIS-HCL, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA e 1% NP-40) contendo inibidores 

de protease, incubadas em gelo por 30 minutos e centrifugadas em velocidade máxima (12000 

xg) por 20 minutos. Os sobrenadantes foram coletados e quantificados com o Bio-Rad Protein 

Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, #5000006), de acordo com as recomendações do 

fabricante. Foram preparados 100µL de amostra em uma concentração de 1 µg/µL. 

Para o ensaio de imunoprecipitação, utilizamos Dynabeads™ protein G (Invitrogen, 

#10004D), com algumas modificações das recomendações do fabricante. Brevemente, 

ressuspendemos as beads magnéticas e transferimos 50 μL (1.5 mg) para microtubos. 

Ressuspendemos as beads em 5 µg do anticorpo Purified mouse Anti-MSH6, clone 44 (BD 

Transduction Laboratories™, #610919) diluídos em PBS Tween™ 20 para um volume final de 

200 µL para cada condição. A solução foi incubada por 2 horas à temperatura ambiente e, ao 

fim da incubação, adicionamos as amostras em cada um dos microtubos. O complexo beads 

magnéticas-anticorpo-amostra foi incubado por 1 hora, à temperatura ambiente. Ao final, o 

complexo de cada uma das condições foi eluido em uma solução contendo 20 µL de buffer de 

eluição (Glicina 50 mM, pH 2,8), 7 µL de 4X Bolt™ LDS Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific, 

#B0007) e 3 µL de 10X Bolt™ Sample Reducing Agent (Thermo Fisher Scientific, #B0004). As 

amostras foram aquecidas a 70°C, por 10 minutos e, imediatamente, aplicadas em um gel para 

a análise por WB, como descrito no item 4.14.3.2. Para a detecção de MSH2 utilizado no WB, 

utilizamos o anticorpo MSH2 (D-6) (Santa Cruz Biotechnology, #sc-376384). Adicionalmente, 

a proteína G pode ser detectada por qualquer anticorpo secundário (anti-IgG), para controle 
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do funcionamento da reação. A detecção das reações de quimioluminescência foi realizada 

com o auxílio do ImageQuant™ 800 (Cytiva Life Sciences) e as bandas quantificadas por 

densitometria utilizando o software ImageJ (National Institutes of Health – NIH). 

4.14.3.6. Análise de co-localização de MSH2-MSH6 

Em uma placa de 6 poços, foram colocadas 3 lamínulas por poço e plaqueadas as 

células da linhagem T-47D, transfectadas com cada uma das construções de MSH6 (WT ou 

com as variantes L370S e R482*). Foram transfectados 5 µg de DNA de cada uma das 

construções em 2,5x105 células/poço com o auxílio da Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, 

#L3000001). As placas foram incubadas por 24 horas, uma das lamínulas de cada condição 

(WT, L370S e R482*) foi retirada (sem tratamento – UT) e as placas foram tratadas com 

cisplatina, na concentração 10µM. As lamínulas foram retiradas com 1 e 4 horas após o 

tratamento. As células foram fixadas com PFA (4%) por 20 minutos e permeabilizadas com 

0,5% de Triton X-100 diluído em PBS por 20 minutos. Foi realizado o bloqueio de sítios 

inespecíficos com 5% de BSA, diluído em H2O, por 1 hora. As células foram incubadas com os 

anticorpos primários MSH6 (D60G2) XP® Rabbit (Cell Signaling, #5424) e MSH2 (3A2) MOUSE 

MAB (Cell Signaling, #2850S) ambos em uma concentração de 1:50, diluídos em uma solução 

de 5% de BSA, a 4°C, overnight. As células foram incubadas nos anticorpos secundários Donkey 

anti-mouse IgG (Alexa flúor® 488 - Abcam, #ab150105), e Donkey anti-rabbit IgG (Alexa flúor® 

647 – Abcam, #ab150075), por 1 hora, a temperatura ambiente, em câmara escura. As 

lamínulas foram montadas em lâminas com o auxílio do ProLong™ Gold Antifade Mountant 

with DAPI (Invitrogen, #P36941). As imagens foram adquiridas pelo microscópio confocal 

Olympus FluoView FV10i (Olympus), utilizando os canais DAPI, TXRED e FITC. As análises foram 

realizadas com o software ImageJ (National Institute of Health, USA). As imagens com a 

marcação de MSH2 foram processadas para uma melhor visualização, subtraindo 100 pixels 

de cada. Os tresholds de demarcação de área de cálculo foram ajustados com o auxílio do 

plug-in JACoP (disponível em https://imagej.net/plugins/jacop), que também auxiliou no 

cálculo do coeficiente de Pearson103. Quando o coeficiente de Pearson é igual ou maior que 

0,5, consideramos que há um nível de co-localização. 

4.14.3.7. Análise de ciclo celular para MSH6 WT na presença de variantes 

Foram plaqueadas 1x105 células, eletroporadas com cada uma das condições, MSH6 

WT, L370S ou R482*, em cubetas de 4 mm com meio OPTIMEM contendo 5µg de DNA por 

poço. As células foram recuperadas com meio de cultivo nas condições de manutenção. Cada 
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amostra foi dividida em 4 poços, para que pudessem ser avaliadas nas condições tratadas e 

não tratadas, 24 e 48 horas após o tratamento. Após 6 horas de recuperação, o meio foi 

trocado com redução de soro (0,5% de SFB), para que houvesse sincronização do ciclo, e as 

placas foram incubadas overnight. Em seguida, realizamos o tratamento com cisplatina 5µM 

(Supelco, #PHR1624). O ciclo foi avaliado 24 e 48 horas após o tratamento, com o BD 

Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (BD Biosciences, #340242), de acordo com as recomendações 

do fabricante. Utilizamos a plataforma BD FACSCanto™ II (BD Biosciences) para avaliação das 

amostras e o software ModFit LT™ (Verity Software House) para as análises. 

4.15. Edição gênicas e ensaios funcionais para variantes identificadas em homens 

diagnosticados com câncer de mama e consideradas de significado incerto (VUS) por 

predições in silico 

A metodologia para os ensaios envolvendo as variantes presentes em FAN1 foram 

diferentes daquelas empregadas para os genes BRIP1, MRE11 e MSH6, uma vez que as 

análises funcionais foram realizadas dentro de um projeto aprovado pela FAPESP. O projeto 

foi denominado “Avaliação funcional de genes de reparo de danos ao DNA para determinação 

do seu papel no desenvolvimento e tratamento do câncer de mama hereditário” (processo 

número 18/25118-8). Neste projeto avaliamos diversas variantes, classificadas como VUS ou 

não reportadas na literatura, identificadas em genes presente em vias de reparo, dentre elas, 

as variantes presentes em FAN1. Duas das variantes avaliadas nesse gene foram identificadas 

neste projeto de doutorado e, portanto, a avaliação funcional está presente nesta tese. 

4.15.1. Estabelecimento de linhagens celulares knockout para FAN1 

As linhagens OVCAR-3 e T-47D foram transduzidas com partículas lentivirais contendo 

o vetor MISSION®pLKO.1-puro-CMV-tGFP (Sigma Aldrich, TRCN0000136648), que possui 

expressão de GFP, e 6 mg/mL do reagente polibrene, de acordo com as recomendações do 

fabricante. Também foram transduzidas com a partícula contendo o controle de transdução 

MISSION® pLKO.1-puro Non-Target shRNA Control Transduction Particles (Sigma Aldrich, 

#SHC016V). As células transduzidas foram selecionadas por Puromicina (1 µg/mL para OVCAR-

3 e 3 µg/mL para T47D). Após a seleção e expansão dos clones, foi realizado o cell sorting para 

enriquecimento da população com o BD FACSMelody™ Cell Sorter (BD Biosciences). Foram 

coletadas 103 células GFP positivas (infectadas com o vetor lentiviral), que foram mantidas em 

condições de cultivo até que atingissem confluência para realização dos ensaios. 
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4.15.2. Confirmação do silenciamento gênico de FAN1 por Western Blot 

 As proteínas extraídas dos clones obtidos de OVCAR-3 e T-47D shFAN1 ou 

shSCRAMBLE (controle) foram quantificadas, avaliadas e reveladas conforme descrito no item 

4.14.3.2. Adicionalmente, utilizamos extratos proteicos da linhagem HeLa como controle de 

detecção de FAN1 (controle do anticorpo). Para detecção das proteínas FAN1 e α-Tubulina, 

utilizamos os anticorpos primários anti-FAN1 antibody (Abcam, #ab95717) e endógeno α-

Tubulin (DM1A) Mouse mAb (Cell Signaling, #3873), ambos em concentrados 1:2000. Os 

anticorpos secundários utilizados foram o anti-rabbit IgG, HRP linked antibody (Cell Signaling, 

#7074) e o anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling, #7076), respectivamente, 

ambos em uma concentração de 1:5000. Para a avaliação da expressão das proteínas, todas 

foram normalizadas pela proteína endógena α-Tubulina. 

4.15.3. Edição gênica: Construção de vetores e inserção das variantes em FAN1, através de 

mutagênese sítio-dirigida 

Para a construção das sequências variantes de FAN1, utilizamos o vetor 

pcDNA™5/FRT/TO-GFP-FAN1 (MRC PPU Reagents and Services, University of Dundee, 

Dundee, Escócia, #DU19495), na técnica de mutagênese sítio-dirigida, descrita no item 4.14.2. 

Os primers utilizados na reação estão descritos na Tabela 8, com modificações nas posições 

específicas de inserção das variantes. 

 

Tabela 8. Sequências de primers utilizados na técnica de inserção de variantes por 

mutagênese sítio-dirigida para as variantes em FAN1. 

Variante Sequência de primers 5’ – 3’ 

FAN1 c.80C>T (S27F) 
Forward: CAAGAATAAGAAAAAAGCATTTAATTCTATT 

Reverse: AACACGAAATAATAGAATTAAATGCTTTTTT 

FAN1 c.1772G>A (R591Q) 
Forward: TCCTAGTTACACCATCAATCAGAAAACCCAC 

Reverse: CTTGGAAGATGTGGGTTTTCTGATTGATGGT 

FAN1 c.130-131TG>GC (C44A) 
Forward: CACCACCTGCTAAACTTGCCGCCCCCGTTTGC 

Reverse: CCATTTTACTGCAAACGGGGCGGCAAGTTTGC 

FAN1 c.139-140TG>GC (C47A) 
Forward: CTAAACTTGCCGCCCCCGTTGCCAGTAAAATG 

Reverse: ATCTAGGCACCATTTTACTGGCAACGGGGGCG 
#Em amarelo estão as bases de substituição, na posição correta, para a inserção das variantes 
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4.15.4. Avaliação da permanência de danos e morte celular na presença de variantes em 

FAN1 

Para avaliar as condições sob indução de dano ao DNA, analisamos a expressão da 

proteína H2A.X na forma fosforilada. As linhagens celulares OVCAR-3 shFAN1, T-47D shFAN1e 

seus respectivos controles (OVCAR-3 shSCRAMBLE e T47D shSCRAMBLE), foram irradiadas 

com 10Gy e, seus extratos proteicos foram extraídos 2, 4 e 24 horas após a irradiação. 

Realizamos o WB pra avaliação de expressão proteica conforme descrito no item 4.14.3.2. Os 

anticorpos primários utilizados foram Phospho-Histone H2A.X (Ser139) (Cell Signaling 

Technology, #2577) na concentração de 1:1000, e α-Tubulin (DM1A) Mouse mAb (Cell 

Signaling Technology, #3874), concentrado 1:2000. Os anticorpos secundários utilizados 

foram o anti-rabbit IgG, HRP linked antibody (Cell Signaling, #7074) e anti-mouse IgG, HRP-

linked Antibody (Cell Signaling, #7076), respectivamente, ambos concentrados 1:5000. Para a 

avaliação da expressão das proteínas, todas foram normalizadas pela proteína endógena α-

Tubulina. 

4.15.5. Ensaio de recuperação de radiossensibilidade (RRS) nas linhagens modificadas pela 

técnica de short hairpin RNA 

O ensaio de recuperação de radiossensibilidade foi realizado para verificar se as 

linhagens celulares eram capazes de formar colônias após a irradiação. Para isso, as linhagens 

celulares OVCAR-3 shFAN1, OVCAR-3 shSCRAMBLE, T47D shFAN1e T47D shSCRAMBLE foram 

semeadas, em duas placas diferentes, na proporção de 500 células por poço e incubadas por 

24 horas. Uma placa com cada condição foi irradiada com 4Gy e a outra permaneceu em 

condições normais. Ambas as placas foram incubadas até as células formarem colônias visíveis 

(aproximadamente 14 dias). As células foram fixadas com metanol resfriado e coradas com 

uma solução de 0,5% de cristal violeta. As diferentes condições foram documentadas com o 

microscópio estereoscópio Olympus SZX7 (Olympus Life Science) e as colônias analisadas com 

o software ImageJ (NIH). 

4.15.6. Ensaio de proliferação celular para a linhagem OVCAR-3 na presença de variantes em 

FAN1 

Devido a observação de um aumento na capacidade clonogênica da linhagem OVCAR-

3 shFAN1 em relação ao controle (shSCRAMBLE), realizamos o ensaio de proliferação para 

essa linhagem, expressando as construções de FAN1. Adicionalmente, transfectamos a 

construção pCI-neo-mCherry, como um controle do ensaio, uma vez que observamos que a 



44 

 

 

transfecção de um DNA exógenos estava impactando a proliferação celular. O ensaio foi 

realizado na linhagem celular OVCAR-3, utilizando o kit BrdU Cell Proliferation ELISA (Abcam, 

#ab1266556). Foram semeadas 1x104 células/poço em placa de 96 poços e incubadas por 24 

horas. Foram transfectados 160 ng de DNA plasmidial por poço para cada condição, em 

sextuplicata. A placa foi incubada por 24 horas. O reagente BrdU foi adicionado e as demais 

etapas do ensaio seguiram conforme recomendações do fabricante. A medida de absorbância 

foi realizada em 450nm, utilizando o leitor de placas Varioskan® Flash (Thermo Fisher 

Scientific). Foram realizados três experimentos independentes. As médias de cada 

experimento foram consideradas na análise e o percentual de cada condição foi relativo ao 

percentual da condição transfectada com a construção pCI-neo-mCherry (considerado 100%). 

4.15.7. Análise de reparo de danos ao DNA por Recombinação Homóloga (RH) por Western 

Blot (WB) na presença de variantes em FAN1 

A capacidade de reparar danos no DNA por RH foi analisada por WB, uma vez que as 

linhagens silenciadas com o vetor lentiviral expressam GFP, o que torna inviável a realização 

do ensaio de reparo de danos por restauração de fluorescência. Foram analisadas as proteínas 

BRCA1, FAN1, RAD51 e a proteína endógena Laminina B1.  

As linhagens knockdown OVCAR-3 e T-47D shFAN1 foram transfectadas com 4 µg de 

cada construção de FAN1 (WT ou com variantes). Para T-47D shFAN1 e shSCRAMBLE, 

semeamos 2,5x105 células/poço, em 2 placas diferentes, incubadas por 24 horas e 

transfectadas usando o reagente de transfecção de DNA X-tremeGENE™ HP (Roche, 

#6366236001), de acordo com as recomendações do fabricante. Para OVCAR-3 shFAN1 e 

shSCRAMBLE, realizamos a transfecção reversa com Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, 

#L3000008), semeando 5x105 células/poço ao mesmo tempo em que transfectamos os 

vetores, de acordo com as recomendações do fabricante. Após 24 horas de transfecção, uma 

das placas com cada condição foi irradiada com 10Gy. As proteínas foram extraídas 2 horas 

após a irradiação para T-47D e 4 horas após a irradiação para OVCAR-3. Esses tempos foram 

estabelecidos com base na análise de acúmulo de danos nas linhagens celulares em diferentes 

momentos, a partir dos resultados do ensaio descrito no item 4.15.4. 

O WB foi realizado como descrito no item 4.14.3.2. Os anticorpos primários utilizados 

foram o anti-FAN1 (Abcam, #ab95717) concentrado 1:2000, anti-BRCA1 (Ab-1) Mouse mAb 

(MS110) (Millipore, #OP92), concentrado 1:1000, RAD51 (D4B10) Rabbit mAb (Cell Signaling 

Technology, #8875) concentrado 1:1000, e Laminin B1 (Cell Signaling, #9087), concentrado 
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1:1000. Os anticorpos secundários utilizados foram o anti-rabbit IgG, HRP linked antibody (Cell 

Signaling, #7074) ou anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling, #7076), ambos 

concentrados 1:5000, de acordo com o anticorpo primário. 

4.16. Análises Estatísticas 

Os dados obtidos foram analisados como média e erro padrão utilizando o programa 

GraphPadPrisma versão 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Foram realizados 

testes de normalidade e, em casos de testes paramétricos as diferenças entre grupos foram 

analisadas pelo teste ANOVA com pós-teste de Tukey; casos não paramétricos foram 

analisados pelo teste Kruskal-Wallis. Consideramos significantes as diferenças estatísticas 

quando p<0,05. 
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5. Resultados 

5.1. Etapa I – Caracterização da população de estudo, sequenciamento do exoma, análises 

de variantes 

5.1.1. Dados sociodemográficos e clínico-patológicos 

As principais características sociodemográficas e histopatológicas dos pacientes estão 

presentes na Tabela 9. Resumidamente, a mediana de idade ao diagnóstico foi de 55 anos (32 

– 78; SD: 12,13), sendo a maior parte dos tumores ductais invasivos (73,3%), com moderado 

grau de diferenciação (76,7%), e diagnosticados precocemente (73,4% com estadiamento 

TNM 0, I ou II) (Tabela 9). Em relação aos receptores hormonais, 90% e 76,6% apresentaram 

receptores positivos para estrógeno e progesterona, respectivamente (Tabela 9). Três 

pacientes foram diagnosticados com outro tumor primário (vias biliares; gástrico; tireoide), 

um paciente foi diagnosticado com outros dois tumores primários (próstata e pele) e um 

paciente foi diagnosticado com outros três tumores primários (gástrico, rim e baço) (Tabelas 

9 e 10). 

 

Tabela 9. Características sociodemográficas e histopatológicas de homens diagnosticados 

com câncer de mama. 

Etnia (autodeclarada)  Total (%) 

Branco 22 (73,4) 

Pardo 7 (23,3) 

Negro 1 (3,3) 

Escolaridade Total (%) 

Analfabeto 1 (3,3) 

Ensino fundamental incompleto 14 (46,7) 

Ensino fundamental completo 5 (16,7) 

Ensino médio incompleto 1 (3,3) 

Ensino médio completo 3 (10) 

Ensino Superior 5 (16,7) 

Não informado 1 (3,3) 

Idade ao diagnóstico 
Mediana de idade 
(mínimo – máximo) 

 55 (32 – 78; SD: 12,13) 

Outro sítio de tumor primário Total 

Baço 1  

Gástrico 2 

Pele 1 

Próstata 1 
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Rim 1 

Tireoide 1 

Vias biliares 1 

Lado da lesão Total (%) 

Direito 11 (36,7) 

Esquerdo 19 (63,3) 

Morfologia Total (%) 

In situ 2 (6,7) 

Ductal invasivo 22 (73,3) 

Papilífero 6 (20,0) 

Grau histopatológico Total (%) 

Pouco diferenciado 3 (10) 

Moderadamente diferenciado 23 (76,7) 

Bem diferenciado 4 (13,3) 

Estadiamento TNM* Total (%) 

0 2 (6,7) 

I ou II 20 (66,7) 

III ou IV 7 (23,3) 

Não informado 1 (3,3) 

Receptor de estrógeno Total (%) 

Positivo 27 (90) 

Negativo 1 (3,3) 

Não informado 2 (6,7) 

Receptor de progesterona Total (%) 

Positivo 23 (76,6) 

Negativo 5 (16,7) 

Não informado 2 (6,7) 

Status HER2 Total (%) 

Positivo 1 (3,3) 

Negativo 19 (63,3) 

Não informado 10 (33,4) 

Subtipo molecular Total (%) 

Luminal A 4 (13,3) 

Luminal B 14 (46,7) 

Não informado 12 (40,0) 

Status do paciente Total (%) 

Vivo em seguimento 25 (83,3) 

Óbito 5 (16,7) 
*Estadiamento TNM: T é referente ao tamanho e extensão do tumor; N é referente ao número de linfonodos 
comprometidos ao redor do tumor; e M é referente a presença de metástase. 
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5.1.2. História pessoal e familiar 

A história pessoal e familiar dos pacientes participantes está representada na Tabela 

10 e, aqueles com variantes P/PP nos heredogramas, no Anexo 2. Cinco pacientes foram 

diagnosticados com mais de um tumor primário (IDs 148, 1153, 1757, 2179 e 2318). Cerca de 

87% dos homens relataram história familiar de câncer. Treze (43,3% dos pacientes; 50% entre 

aqueles que relataram história familiar – HF), possuem outros casos de câncer de mama na 

família, sendo que dois deles possuem outros casos de câncer de mama masculino em 

familiares de primeiro grau. Também destacamos a presença de tumores de próstata (onze 

famílias), gástricos (cinco famílias), colorretais (três famílias), tireoide (três famílias) e uterinos 

(duas famílias) (Tabela 10). Por fim, cinco pacientes (16,6%) possuem história de casamento 

consanguíneo entre os pais (ID’s: 333, 1153, 1439, 1757 e 2349). 
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Tabela 10. História pessoal e familiar de homens diagnosticados com câncer de mama. 

ID do 
paciente 

Câncer (idade ao diagnóstico) História familiar – Tipo tumoral (sexo, idade ao diagnóstico) 

1 Mama (42) Materno: Cólon (F,?)1, (F,53)3; Leucemia (M,?)3. Paterno: Mama (M,?)1; Próstata (M,?)3; Leucemia (F,?)3; Uterino (F,?)3 

4 Mama (55) Mama (F,50)2, (F,60)2; Próstata (M,?)1; Garganta (M,60)3, (M,?)3*; Outro (F,57; M,?)3 

67 Mama (51) Mama (F,44)3; Colón (M,80)1, (M,63)3; Garganta (M,>50)3 

148 Mama, Vias biliares (73, 75) Sem história familiar 

187 Mama (45) Sem história familiar 

333 Mama (47) Materno: Mama (F,60; F,55)3; Pulmão (F,72)1. Paterno: Próstata (M,78)1 

527 Mama (45) Próstata (M,60; M,60)3, (M,?)2; Tireoide (F,?)3; Coluna cervical (M,?)3 

1153 Mama, Gástrico (61, 61) 
Mama (F, 54)1, Intestino (F,65; M,65)2, Próstata (M,?)2, Boca (M,70)3, Osso (M,23)3, Leucemia (F,75; F,40; M,60)3, Gástrico 

(F,45)3 

1342 Mama (64) Próstata (M,82)1 

1439 Mama (78) Mama (F,70)1, (F,40; F,<40)3; Fígado (F,48)1 

1634 Mama (78) Sem história familiar 

1757 Próstata, Mama, Pele (62, 71, 71) Gástrico (M,?)1, Intestino (F,79)1, Pele (F,?)1 

1784 Mama (59) Melanoma (F,>60)1 

1918 Mama (50) Próstata (M,85)1 

2001 Mama (40) Mama (F,<50; F,<30)3; Tireoide (M,?)3; Colorretal (F,?)3 

2104 Mama (49) Sem história familiar 

2170 Mama (58) Mama (F,38; F,40; F,40; F,55)3, (F, 65)2; Pâncreas (M,?; M,?)1; Uterino (F,60)2; Intestino (F,?)1, (M,?)3 

2179 Gástrico, Rim, Baço, Mama (47,55,55, 56) Mama (M,63; F,66)2; Pulmão (M,?)1*; Outro (M, 70)2 

2200 Mama (56) Mama (F,60)3; Boca (M,48)1*; Garganta (M,53)1* 

2272 Mama (47) Síndrome mielodisplásica (M,58)2 

2279 Mama (56) Mama (F,?; F,?)3 

2284 Mama (49) Mama (F,60; F,47)3; Cólon (F,60)3 

2302 Mama (51) Materno: Mama (F,>50; F,>50; F,?)3; Colorretal (M,65)3; Garganta (M,59)3*. Paterno: Mama (F,>50)3; Próstata (M,95)3 

2318 Mama, Tireoide (35, ?) Outro: osso/Sangue (F,?)1 

2329 Mama (59) Materno: Perna (M,60)3. Paterno: Mama (F,57)3; Próstata (M,55)1; Colo de útero (F,84)3; Próstata (M,60)3 

2344 Mama (73) Gástrico (F,56)1 

2349 Mama (62) Materno: Mama (F,75)3; Gástrico (M,65)2, (M,70)3. Paterno: Próstata (M,69)1 

2353 Mama (74) Perna (F,55)1 

2421 Mama (52)# Paterno: Intestino (F,54)3. Materno: Outro (F,?; F,?; F,?; F,?)3 

2554 Mama (32)   Bexiga (F,?)3 

Legenda: F = Feminino; ? = sem informação; M = Masculino; 1 = Familiar de 1° grau; 2 = Familiar de 2° grau; 3 = Familiar de 3° grau. *Fumante e/ou alcóolatra. #Paciente com 7 familiares 
com má formação peniana do lado paterno (1 de segundo grau, 1 de terceiro grau e 5 de quarto grau). Os ID’s em negrito são correspondentes aos pacientes com pais com casamento 
consanguíneo. 
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5.1.3. Identificação de variantes germinativas 

Após o sequenciamento do exoma e primeira filtragem pelo pipeline desenvolvido pelo 

grupo de pesquisa, foram descartadas todas as variantes consideradas benignas. Ao final, 

identificamos 424 variantes em 314 genes diferentes. Essas variantes seguiram para a fase de 

priorização manual. 

Na priorização manual, foram excluídas variantes consideradas provavelmente 

benignas e benignas, artefatos do sequenciamento (falsos positivos) e variantes duplicadas. 

Após essa verificação, restaram 271 variantes, sendo que 53 (19,5%) estão presentes em 

genes que fazem parte de vias de reparo ao DNA e 78 (29%) presentes em genes de 

predisposição a síndromes hereditárias. Além disso, 13 variantes (4,8%) foram consideradas 

patogênicas ou provavelmente patogênicas (Tabela 11). 

5.1.3.1. Variantes provavelmente patogênicas ou patogênicas germinativas 

As variantes consideradas provavelmente patogênicas (PP) ou patogênicas (P) foram 

13 variantes, identificadas em 9 pacientes diferentes (30% dos pacientes). Entre elas, 7 

(53,8%) são variantes de perda de função (frameshift, nonsense ou splicing) e 6 (46,2%) são 

missense. 

Identificamos 4 variantes (em 4 pacientes diferentes) em genes que são relacionados 

a síndromes hereditárias, sendo eles BRIP1 (c.2119C>T), CHEK2 (c.349A>G), MSH6 (c.1109T>C) 

e MUTYH (c.452A>G), sendo esta última em heterozigose, para um gene de padrão recessivo 

autossômico (Tabela 11). Quatro variantes P/PP foram identificadas em genes que fazem 

parte da via de reparo de danos ao DNA, sendo elas MRE11 (c.1516G>T) (DSB DNA repair – 

DSB-repair), e as já mencionadas BRIP1 (DSB-repair), MSH6 (MMR) e MUTYH (base excision 

repair – BER) (Tabela 11). 

Entre os pacientes com variantes em genes já associados a SH, o participante portador 

da variante em BRIP1, possui uma HF sugestiva, com outro caso de CMM e uma familiar com 

CM, além de outro familiar com câncer não especificado (Tabela 10). O participante com a 

variante em CHEK2 também possui HF sugestiva para SH e, sua filha, também diagnosticada 

com CM apresenta a mesma variante (Tabela 10). O portador da variante em MSH6 não 

reportou HF de câncer (Tabela 10). O paciente com a variante P/PP em MRE11 reportou 3 

familiares com câncer de próstata, um familiar com câncer de tireoide e um familiar com 

câncer cervical (Tabela 10). O participante portador da variante em MUTYH não reportou HF 



51 

 

 

sugestiva (apenas um familiar com câncer de bexiga), no entanto foi diagnosticado com CM 

em idade jovem, 32 anos (Tabela 10).  

Quatro pacientes apresentaram mais de uma variante PP/P. Um dos pacientes (ID 

2554) possui duas variantes P/PP, nos genes MUTYH e TINF2 (Tabela 11). Esse paciente foi 

diagnosticado com câncer de mama em uma idade muito jovem (32 anos) e possui apenas um 

familiar de terceiro grau com câncer de bexiga (Tabela 10). Outro paciente que apresentou 

mais de uma variante classificada como P/PP (ID 1757), nos genes SAV1 e SH2B3, também foi 

diagnosticado com câncer de próstata e de pele. Esse participante possui pais em casamento 

consanguíneo e reporta HF com tumores de intestino, gástrico e de pele (Tabela 10). Já o 

paciente com variantes nos genes CTC1 e LRP1B (ID 333), também possui pais em casamento 

consanguíneo, duas familiares diagnosticadas com CM, uma com câncer de pulmão e um 

familiar com câncer de próstata (Tabela 10). Por fim, o participante ID 2001, com variantes 

identificadas nos genes DACH1 e SMAD3, possui duas familiares com CM em idade jovem (>50 

e >30 anos), um familiar com câncer de tireoide e um familiar com câncer colorretal (Tabela 

10). A história familiar de cada paciente está descrita na Tabela 10 e, para aqueles que são 

portadores de variante P/PP, os heredogramas estão representados no Anexo 2. 

Realizamos uma análise de interações proteicas envolvendo os genes nos quais 

identificamos variantes P/PP em nosso estudo. Podemos destacar que BRIP1 está no centro 

da rede de interações, sendo que, os genes relacionados a SH ou em que suas proteínas estão 

envolvidas em vias de reparo ao DNA (BRIP1, CHEK2, MRE11, MSH6 e MUTYH) demonstram 

maiores interações entre si (Figura 7). Esse resultado reforça a importância desses genes na 

predisposição ao CMM. Vale destacar que as proteínas LRP1B e SH2B3 não possuem rede de 

interações com nenhuma das outras proteínas avaliadas (Figura 7). Além disso, as proteínas 

DACH1 e SAMD3 só interagem entre si (Figura 7). 
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Tabela 11. Variantes patogênicas/provavelmente patogênicas em homens diagnosticados com câncer de mama. 

ID Gene Transcrito 
Mudança no 
cDNA (HGVS) 

Mudança a nível 
proteico 

Tipo de 
variante 

dbSNP 
ACMG- 

AMP 
REVEL ClinVar# 

gnomAD 
(FA) 

AbraOM 
(FA) 

2179 BRIP1 NM_032043 c.2119C>T p.Arg707Cys Missense rs764803896 PP 0,854 VUS 0,000279 NR 
1153 CHEK2 NM_007194 c.349A>G p.Arg117Gly Missense rs28909982 P SP P/PP 0,0001 0,000821 
333 CTC1 NM_025099 c.322C>T p.Arg108Ter Nonsense rs372031509 P SP P 0,004007 NR 

2001 DACH1 NM_080759 c.235_241del p.Gly79_Gly82del Frameshift  NR PP SP NR NR NR 
333 LRP1B NM_018557 c.2395C>T p.Arg799Ter Nonsense NR PP SP NR NR NR 
527 MRE11 NM_005591 c.1516G>T p.Glu506Ter Nonsense rs587781384 P SP ICP (P/PP/VUS) 0,0003193 NR 

1634 MSH6 NM_000179 c.1109T>C p.Leu370Ser Missense rs587779204 PP 0,811 P/PP NR NR 
2554 MUTYH NM_001048174 c.452A>G p.Tyr151Cys Missense rs34612342 P 0,963 P/PP 0,0015 0,002463 
148 PPM1D NM_003620 c.1438dupA p.(Ala479_Lys480dup) Frameshift  rs777478387 PP SP NR 0,00398 NR 

1757 SAV1 NM_021818 c.278T>A p.Leu93Ter Nonsense NR P SP NR NR NR 
1757 SH2B3 NM_005475 c.1183G>A p.Glu395Lys Missense rs148636776 PP 0,635 P/PP 0,0002 NR 
2001 SMAD3 NM_005902 c.1117C>T p.Arg373Cys Missense rs863223746 PP 0,958 ICP (P/PP/VUS) NR NR 
2554 TINF2 NM_001099274 c.1202dupA p.(Asn401_Gly402dup) Frameshift  NR PP SP VUS NR NR 
Legenda: HGVS = Human Genome Variantion Society; dbSNP = Single Nucleotide Polymorphism database; ACMG-AMP = American College of Medical Genetics and Genomics – Association 
of Molecular Pathology;  FA = Frequência alélica; NR = Não reportada; P = Patogênica; PP = Provavelmente patogênica; SP = Sem predição; ICP = Interpretação conflitante de 
patogenicidade; VUS = Variante de significado clínico incerto. #Última consulta realizada em Março de 2024. 
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Figura 7. Redes de interações proteicas, relacionando as proteínas resultantes dos genes nos quais 
foram identificadas variantes classificadas como P/PP. Text mining = Utilização do método de 
mineração de dados na recriação de redes de interações proteicas, bem como na detecção de 
domínios de ligação de pequenas moléculas nas estruturas proteicas. Análise realizada no banco de 
dados STRING104 (https://string-db.org/). 
 

5.1.3.2. Variantes de significado clínico incerto (VUS) germinativas 

Entre as variantes identificadas em nosso estudo, 258 (95,2%) foram consideradas como 

variantes que possuem impacto biológico e clínico incerto (Anexo 3). Quarenta e duas (16,6%) 

dessas variantes estão presentes em genes que predispõem ao câncer hereditário. Podemos 

destacar uma variante em BRCA1 (c.4390C>G) e uma em ATM (c.1444A>C) – genes já relacionados 

ao CMM –, uma variante em MSH2 (c.286C>A), uma variante em POLG (c.2145A>T), duas variantes 

em APC (c.8524T>G e c.7158G>C) e duas variantes em FAN1 (c.80C>T e c.1772G>A) (Anexo 3). 

As variantes presentes em BRCA1 e ATM foram identificadas no mesmo paciente (ID 2318), 

que não é portador de variantes consideradas P/PP. Esse paciente não apresenta HF significante 

(apenas um familiar com câncer ósseo), no entanto foi diagnosticado com CM aos 35 anos e câncer 

de tireoide em idade não especificada (Tabela 10). A variante presente em BRCA1 preenche os 
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parâmetros PM2 (associado à frequência baixa/ausente da variante em bancos de dados 

populacionais) e BP4 (associado com predição de benignidade por ferramentas de predição in silico). 

Já a variante presente em ATM preencheu apenas o critério PM2 (raridade em populações 

teoricamente saudáveis).  

O participante portador da variante em MSH2 (ID 2344; c.286C>A) reportou apenas um 

familiar com câncer gástrico (Tabela 10). Essa variante preencheu os parâmetros PM2 e PP3 

(patogênica supporting; as ferramentas de predição in silico apontam para um efeito deletério no 

gene). O portador da variante em POLG (ID 2104; c.2145A>T) foi diagnosticado aos 49 anos e não 

reportou HF. 

Com relação às variantes identificadas em APC, um dos participantes (ID 2001; c.7158G>C) 

possui HF sugestiva para SH, já que tem outros dois familiares diagnosticada com CM, uma com 

menos de 50 ano e outra com menos de 30 anos, um familiar com câncer de tireoide e uma com 

câncer colorretal, um dos tipos tumorais com o qual a presença de mutações patogênicas no gene 

APC é associada (Tabela 10). Com relação ao outro participante com variante identificada nesse 

gene (ID 2554; c.8524T>G), ele não reportou HF significativa (apenas um familiar diagnosticado com 

câncer de bexiga) (Tabela 10). Ambas as variantes em APC preencheram apenas o parâmetro PM2. 

Para os portadores das variantes identificadas em FAN1, vale ressaltar que o participante ID 

333, portador da variante (c.1772G>A), possui pais com casamento consanguíneo e HF sugestiva 

para SH (Tabela 10). Essa variante preencheu apenas o parâmetro PM2. O participante também é 

portador de duas variantes consideradas P/PP, nos genes CTC1 e LRP1B. Já o participante ID 148, 

portador da variante c.80C>T, foi diagnosticado com câncer de mama e de vias biliares (com 73 e 

75 anos, respectivamente), e não reportou HF. A variante preencheu o parâmetro BS1 (benigna 

strong; frequência alélica maior do que a esperada para uma doença) Esse participante também é 

portador da variante c.1438dupA, no gene PPM1D, classificada como P/PP, e duas variantes 

consideradas VUS no gene FANCD2 (c.860A>C e c.2180C>T), cuja proteína resultante é uma das 

principais ligantes de FAN1. 

Para que essas variantes (com exceção da c.80T>C em FAN1), classificadas como VUS, fossem 

consideradas P/PP, seria necessário preencher algum outro parâmetro considerado strong ou very 

strong para patogenicidade, por exemplo, ensaios funcionais que apontem para perda de função; 

maior frequência em casos do que em controles. Para a variante c.80C>T, em FAN1, o 

preenchimento de outro parâmetro que a considere benigna faria com que essa variante fosse 

classificada como B/PB. 
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Além disso, dentre as VUS identificadas, 14 (5,4%) são variantes de perda de função. No 

entanto, devido à falta de evidência sobre o impacto na funcionalidade dos genes nos quais elas 

estão presentes, são consideradas VUS. Elas estão presentes nos genes APTX, ECT2L (2 pacientes), 

FAT1, HTATIP2, INSL3, KLK2, MUC4, NBPF3, OBSCN, PDE4DIP, RINT1, SAMD9, TBP e USP6 (Anexo 3). 

5.1.4. Identificação de variantes provavelmente patogênicas ou patogênicas somáticas 

Em relação às variantes somáticas potencialmente deletérias identificadas em genes 

drivers para os três pacientes em que o tecido tumoral criopreservado estava disponível para 

sequenciamento (IDs 1342, 1634 e 2318), realizamos análise CGI, conforme descrito anteriormente. 

As informações detalhadas das variantes somáticas identificadas na análise CGI estão resumidas na 

Tabela 12. 

Em relação aos portadores de variantes somáticas, dois deles não portavam variantes 

germinativas classificadas como oncogênicas ou provavelmente oncogênicas. Destacamos o ID 

1342, que porta uma variante somática no gene PIK3CA. O outro caso em nossa coorte é o 

participante ID 2318, portador da variante, bem estabelecida como patogênica, BRAF V600E e outra 

variante em MAP3K1. Já o participante ID 1634, portador de uma variante germinativa no gene 

MSH6 (c.1109T>C), também porta uma variante somática no gene MTOR. 

 

Tabela 12. Variantes somáticas preditas como drivers em homens diagnosticados com câncer de mama. 

ID Gene 
Mudança no 

cDNA 
Mudança a 

nível proteico 
Tipo de 

mutação 
Status 
Driver 

Predição 
Driver 

Papel no gene 

1342 

ARAP3 c.3197C>T p.Thr1066Met Missense Predito TIER 1 Perda de função 

FAT1 c.2650G>T p.Asp884Tyr Missense Predito TIER 1 Perda de função 

HERC2 c.4904T>C p.Leu1635Pro Missense Predito TIER 1 Ambíguo 

PIK3CA c.1634A>G p.Glu545Gly Missense Conhecido TIER 1 Funcional 

PIK3R2 c.1885C>T p.Arg629Cys Missense Predito TIER 1 Perda de função 

RASA1 c.580C>T p.Arg194Cys Missense Predito TIER 1 Perda de função 

ROS1 c.6337G>A p.Asp2113Asn Missense Predito TIER 1 Funcional 

1634 

BCL9L c.2240delG p.Gly747fs Frameshift Predito TIER 2 Ambíguo 

CLSPN c.2285C>T p.Ser762Leu Missense Predito TIER 1 Perda de função 

MAP3K11 c.1195T>A p.Trp399Arg Missense Predito TIER 1 Ambíguo 

MTOR c.6887G>A p.Gly2296Glu Missense Predito TIER 1 Funcional 

MYOD1 c.607C>T p.Arg203Cys Missense Predito TIER 1 Ambíguo 

SMARCA4 c.567delG p.Met189fs Frameshift Predito TIER 1 Perda de função 

WRN c.2008G>A p.Ala670Thr Missense Predito TIER 1 Perda de função 

2318 

ACTB c.172G>C p.Ala58Pro Missense Predito TIER 1 Funcional 

BRAF c.1799T>A p.Val600Glu Missense Conhecido TIER 1 Funcional 

ELF4 c.986G>A p.Arg329Gln Missense Predito TIER 1 Funcional 

FES c.368T>A p.Leu123Gln Missense Predito TIER 1 Perda de função 
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MAP3K1 c.(13_486) p.Ala5fs Frameshift Predito TIER 1 Perda de função 

RMND5B c.574_575delinsTC p.Leu192Ser Missense Predito TIER 1 Ambíguo 

ZEB1 c.383A>T p.Glu128Val Missense Predito TIER 1 Ambíguo 

 

5.1.5. Análise de perda de heterozigose para a variante c.1516G>T, presente em MRE11 

Na análise de perda de heterozigose da variante c.1516G>T (E506*), presente em MRE11 

(Figura 8), observamos uma VAF de 2,1%, quando consideramos o sequenciamento realizado com 

o primer 1 (Figura 8A), e 0%, quando consideramos o primer 2 (Figura 8B). Portanto, concluímos que 

não houve LoH para essa variante. 

 

Figura 8. Análise da perda de heterozigose da variante c.1516G>T (E506*) em MRE11. Comparação 
da fração alélica da variante (VAF) do DNA germinativo (DNA leucócitos) e do DNA tumoral para os 
primer 1 (A) e primer 2 (B). Em verde podemos observar as bases com a troca avaliada (G>T). 
 

5.2. Etapa II – Edição gênica e ensaios funcionais para as variantes consideradas P/PP pelas 

predições in silico 

5.2.1. Edição Gênica: silenciamento dos genes MRE11 e MSH6 através do sistema CRISPR/Cas9 

Foi realizada a técnica de silenciamento utilizando o sistema CRISPR/Cas9 para cada um dos 

genes selecionados nas duas linhagens de mama (masculina e feminina). A técnica foi realizada três 

vezes, sendo que, na primeira tentativa ambas as linhagens morreram, tanto no silenciamento para 

A

B
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MRE11, quanto para MSH6. Na segunda tentativa, obtivemos um clone de MCF10AneoT após o 

silenciamento para MRE11, que foi chamado de MRE11 OLD (O), no entanto, as demais condições 

morreram. Diante disso, foi necessário ajustar a dose de puromicina para a seleção dos clones. Após 

a terceira vez da realização da técnica e seleção com puromicina, para a linhagem MCF10AneoT, 

obtivemos outro pool de células para o silenciamento de MRE11, que foi chamado de MRE11 NEW 

(N), e um clone para KTMBE. No silenciamento para MSH6, obtivemos apenas um pool de células 

para cada linhagem. 

5.2.1.1. Análise do knockout de MRE11 e MSH6 por Western Blot (WB) 

Para avaliação da eficiência do silenciamento de MRE11 e MSH6, analisamos a expressão 

proteica pela técnica de WB. Para a linhagem MCF10AneoT, não observamos diminuição na 

expressão da proteína MRE11 nos clones selecionados (Figura 9), mas observamos uma diminuição 

na expressão da proteína MSH6 no clone selecionado, quando comparado à linhagem parental 

(Figura 10). Para a linhagem KTMBE, observamos uma diminuição na expressão de MSH6 e MRE11 

nos clones selecionados, quando comparados à linhagem parental (Figuras 9 e 10). Os resultados 

revelam que não obtivemos clones knockout para nenhum dos genes, apenas um indício de 

linhagens knockdown para MRE11 na linhagem MCF10AneoT, e de MSH6 para ambas as linhagens 

(Figuras 9 e 10). 

 

Figura 9. Análise de expressão da proteína MRE11 após o silenciamento com o sistema CRIPR/Cas9 
nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE. A – Imagem representativa da avaliação da expressão de 
MRE11 (~81kDa) na condição parental de ambas as linhagens, dois clones selecionados por 
puromicina em MRF10AneoT, MRE11 (O) e MRE11 (N), e um clone selecionado por puromicina, 
MRE11, em KTMBE. Também estão incluídas na imagem os clones que passaram por silenciamento 
de MSH6. Para controle da técnica, foi avaliada a proteína endógena α-Tubulina (~52kDa). B – 
Quantificação da expressão proteica de MRE11 na linhagem MCF10AneoT para as condições 
parental e editadas (CRISPR MRE11 (O) e CRISPR MRE11(N)), normalizada pela quantificação da 
expressão de α-Tubulina. C – Quantificação da expressão proteica de MRE11 na linhagem KTMBE 
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para as condições parental e editada (CRISPR MRE11), normalizada pela quantificação da expressão 
de α-Tubulina. Foi realizada apenas uma réplica biológica. 
 

 
Figura 10. Análise de expressão da proteína MSH6 após o silenciamento com o sistema CRIPR/Cas9 
nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE. Avaliação da expressão de MSH6 (~160kDa) na condição 
parental e em um clone selecionado por puromicina de ambas as linhagens após o silenciamento 
de MSH6. Também estão incluídos na imagem os clones que passaram por silenciamento de MRE11. 
Para controle da técnica, foi avaliada a proteína endógena α-Tubulina (~52kDa). B – Quantificação 
da expressão proteica de MSH6 na linhagem MCF10AneoT para as condições parental e editada 
(CRISPR MSH6), normalizada pela quantificação da expressão de α-Tubulina. C – Quantificação da 
expressão proteica de MSH6 na linhagem KTMBE para as condições parental e editada (CRISPR 
MSH6), normalizada pela quantificação da expressão de α-Tubulina. Foi realizada apenas uma 
réplica experimental. 
 

5.2.1.2. Análise do knockout de MRE11 e MSH6 por Sequenciamento de Sanger 

Para avaliar a edição gênica nas sequências de MRE11 e MSH6 nas linhagens celulares, 

realizamos o sequenciamento de Sanger na região em que as sequências-alvo dos gRNAs do sistema 

CRISPR/Cas9 deveriam reconhecer e deletar. Todos os clones avaliados após a técnica de 

licenciamento por CRISPR/Cas9, em ambas as linhagens, apresentaram as sequências que deveriam 

ser deletadas, o que nos indicou que a técnica não funcionou para nenhum dos genes (MRE11 e 

MSH6) nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE (Anexo 4). Além disso, através do sequenciamento, 

analisamos o espectro de inserções e deleções dos clones, quando comparados com as linhagens 

parentais para determinar a porcentagem de eficiência da técnica (Itens B das figuras do Anexo 4). 

As porcentagens variaram de 1,3% de eficiência para o clone MRE11 NEW para a região do gRNA-4 

na linhagem MCF10AneoT (Anexo 4D) a 11,3% para o clone MRE11 NEW para a região do gRNA-2 

na linhagem MCF10AneoT (Anexo 4C). No entanto, ao observarmos o espectro de controle de 

qualidade, onde comparamos a porcentagem de similaridade entre os clones avaliados e as 

linhagens parentais, notamos que algumas dessas inserções e deleções estão presentes na 
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extremidade da sequência, em uma região onde o sequenciamento não ocorre de maneira correta. 

Diante disso, podemos concluir que, até mesmo nas linhagens onde a porcentagem de eficiência foi 

ligeiramente maior, a similaridade à parental é quase de 100%, uma vez que as regiões consideradas 

diferentes se trata de artefatos da técnica. 

5.2.2. Edição gênica: construção de vetores através da subclonagem da sequência gênica de 

MRE11 ou MSH6 interesse em pcDNA™3.1 

Para a confirmação das construções de pcDNA3-MRE11 e pcDNA3-MSH6, realizamos um 

screening com o auxílio de enzimas de restrição. Através dos perfis de bandas depois de uma 

digestão foi possível confirmarmos a inserção na posição correta de leitura das sequências de 

MRE11 (Figura 11) e MSH6 (Figura 12). 

Na Figura 11, observamos que, com exceção das colônias 3 e 5 (nas quais identificamos a 

ligação do plasmídeo pcDNA™3.1 sem a inserção da sequência), obtivemos construções de pcDNA3-

MRE11 na posição correta de leitura. Na Figura 12, observamos que todas as construções obtidas 

de pcDNA3-MSH6 estão na posição correta de leitura. 

As sequências de WT (pcDNA3-myc-his-BACH1-WT) e com a variante P47A pcDNA3-myc-

his-BACH1-P47A) BRIP1 foram adquiridas comercialmente subclonadas no vetor pcDNA™3.1, 

portanto, esse passo não foi necessário. 

 

Figura 11. Screening para confirmação da inserção da sequência de MRE11 na posição correta de 
leitura em pcDNA™3.1. A – Simulação de gel com os perfis de bandas após uma digestão com a 
enzima BamHI realizada no programa Vector NTI. É possível observarmos a referência dos tamanhos 
de fragmentos 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen, #10787018) (1) e a situação em que pcDNA™3.1 se 
fecha sozinho, sem a inserção da sequência (2), há a inserção do fragmento na posição correta de 
leitura (3) e há a inserção do fragmento na posição incorreta de leitura (4). B – Gel com as amostras 
de DNA plasmidial obtidas das colônias com a ligação de pcDNA™3.1 e MRE11. 

1 2 3 4 5 6
A B
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Figura 12. Screening para confirmação da inserção da sequência de MSH6 na posição correta de 
leitura em pcDNA™3.1. A – Simulação de gel com os perfis de bandas após uma digestão com a 
enzima HindIII realizada no programa Vector NTI. É possível observarmos a referência dos tamanhos 
de fragmentos usando o 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen, #10787018) (1) e as situação em que 
pcDNA™3.1 se fecha sozinho, sem a inserção da sequência (2), há a inserção do fragmento na 
posição correta de leitura (3) e há a inserção do fragmento na posição incorreta de leitura (4). B – 
Gel com as amostras de DNA plasmidial obtidas das colônias com a ligação de pcDNA™3.1 e MSH6. 
 

5.2.3. Edição gênica: inserção de variantes nas sequências dos genes BRIP1, MRE11 e MSH6 

Para a inserção das variantes, realizamos a mutagênese sítio-dirigida em vetores contendo 

as sequências dos genes BRIP1, MRE11 e MSH6. Após a realização da técnica, os fragmentos foram 

submetidos ao sequenciamento de Sanger para confirmação de sua inserção. A variante de 

interesse (c.2119C>T) foi inserida corretamente na sequência de BRIP1 (Figura 13), já para a variante 

patogênica (c.139C>G), adquirimos o plasmídeo comercial com a alteração. Ambas as variantes 

(c.1516G>T e c.1726C>T) foram inseridas corretamente conforme observamos nos 

eletroferogramas para o fragmento de MRE11 (Figuras 14 e 15). Para as variantes avaliadas em 

MSH6 (c.1444C>T e c.1109T>C), observamos sua inserção nos eletroferogramas (Figuras 16 e 17). 

 

A B
1 2 3 4 5 6
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Figura 13. Eletroferogramas dos fragmentos dos plasmídeos pcDNA3-myc-his-BACH1-WT e 
pcDNA3-myc-his-BACH1-R707C. Sequência de BRIP1 WT forward (A) e reverse (B). Sequência de 
BRIP1 forward (C) e reverse (D), após a inserção da variante c.2119C>T (R707C), através da 
realização da técnica de mutagênese sítio-dirigida. A seta preta aponta a posição exata da troca de 
bases. 

Sequência BRIP1 WT

Sequência BRIP1 com a variante c.2119C>T

A

C D

B
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Figura 14. Eletroferogramas dos fragmentos dos plasmídeos pcDNA3-MRE11-WT e pcDNA3-MRE11-
E506*. Sequência de MRE11 WT forward (A) e reverse (B). Sequência de MRE11 forward (C) e 
reverse (D), após a inserção da variante c.1516G>T (E506*), através da realização da técnica de 
mutagênese sítio-dirigida. A seta preta aponta a posição exata da troca de bases. 

Sequência MRE11 com a variante c.1516G>T

Sequência MRE11 WT

A

C D

B
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Figura 15. Eletroferogramas dos fragmentos dos plasmídeos pcDNA3-MRE11-WT e pcDNA3-MRE11-
R576*. Sequência de MRE11 WT forward (A) e reverse (B). Sequência de MRE11 forward (C) e 
reverse (D), após a inserção da variante c.1726C>T (R576*), através da realização da técnica de 
mutagênese sítio-dirigida. A seta preta aponta a posição exata da troca de bases. 

Sequência MRE11 com a variante c.1726C>T

Sequência MRE11 WT

A

C D

B
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Figura 16. Eletroferogramas dos fragmentos dos plasmídeos pcDNA3-MSH6-WT e pcDNA3-MSH6-

L370S. Sequência de MSH6 WT forward (A) e reverse (B). Sequência de MSH6 forward (C) e reverse 

(D), após a inserção da variante c.1109T>C (L370S), através da realização da técnica de mutagênese 

sítio-dirigida. A seta preta aponta a posição exata da troca de bases. 

Sequência MSH6 WT

A

Sequência MSH6 com a variante c.1109T>C

C D

B
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Figura 17. Eletroferogramas dos fragmentos dos plasmídeos pcDNA3-MSH6-WT e pcDNA3-MSH6-

R482*. Sequência de MSH6 WT forward (A) e reverse (B). Sequência de MSH6 forward (C) e reverse 

(D), após a inserção da variante c.1444C>T (R482*), através da realização da técnica de mutagênese 

sítio-dirigida. A seta preta aponta a posição exata da troca de bases. 

 

 

 

Sequência MSH6 WT

Sequência MSH6 com a variante c.1444C>T

A

C D

B



66 

 

 

5.2.4. Ensaios funcionais 

5.2.4.1. Avaliação da capacidade clonogênica na presença de variantes em BRIP1 

Para avaliação da capacidade clonogênica na presença de variantes em BRIP1, 

superexpressamos as construções de BRIP1 WT, ou com as variantes R707C e P47A, na linhagem T-

47D. Não observamos diferenças estatísticas significantes em nenhuma condição de irradiação na 

presença das variantes em relação à condição WT (Figura 18). 

 

Figura 18. Avaliação da capacidade clonogênica da linhagem T-47D na presença de variantes em 

BRIP1. A – Representação do ensaio clonogênico para a linhagem T-47D com a superexpressão das 

construções de BRIP1 WT ou na presença das variantes R707C e P47A, em diferentes doses de 

tratamento de irradiação (Gy). UT = sem tratamento. B – Representação gráfica da capacidade 

clonogênica de T-47D frente às diferentes doses de irradiação (Gy) quando superexpressa com as 

construções BRIP1 WT ou na presença das variantes R707C e P47A. Todas as comparações 

estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados significativos p<0,05 

(*). 

 

5.2.4.2. Avaliação de reparo de danos do DNA por Western Blot: expressão de proteínas presentes 

na via de reparo de danos ao DNA por RH na presença de variantes em BRIP1 

Para avaliar a funcionalidade da via de reparo de danos ao DNA e a resolução do dano, 

avaliamos proteínas presentes na via de reparo por RH (RAD51 e BRCA1) e permanência de dano 

(p-H2A.X), bem como a expressão e a atividade de BRIP1 (Figuras 19 e 20). 

Não foram observadas diferenças estatísticas entre as condições na expressão proteica de 

BRCA1 e BRIP1 em nenhum dos tempos nas condições normais (UT) ou com indução de dano (Figura 

19). Com relação à expressão proteica de RAD51 (Figura 20A e B), observamos diferença estatística 

apenas para a linhagem parental, que apresentou uma diminuição na expressão da proteína, em 

comparação a BRIP1 WT, após 24 da irradiação (Figura 20A e B). Na avaliação da atividade da 
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proteína p-H2A.X, que indica a permanência de dano, não observamos diferenças estatísticas nas 

condições normais ou com indução de dano (Figura 20A e C). 

 

Figura 19. Avaliação da expressão proteica de BRCA1 e BRIP1 diante do dano na linhagem T-47D. 
Foram avaliadas a linhagem parental ou transfectada com as construções do vetor pcDNA™3.1 vazio 
(EV) ou com a sequência de BRIP1 WT ou na presença de variantes (R707C e P47A). A – Imagem 
representativa da expressão proteica de BRCA1 (~220 kDa), BRIP1 (~145 kDa) e o endógeno 
Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem danos (UT) e 1, 4 e 24 horas após a irradiação (2Gy). B – 
Representação gráfica da expressão proteica de BRCA1 (~220 kDa) e BRIP1 (~145 kDa) após a 
normalização pela expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem danos (UT) e 
1 hora após a irradiação (2Gy). C – Representação gráfica da expressão proteica de BRCA1 (~220 
kDa) e BRIP1 (~145 kDa) após a normalização pela expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) 
nas condições 4 e 24 horas após a irradiação (2Gy). Todas as comparações estatísticas foram 
realizadas em relação à condição WT. As diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,05 (*). 
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Figura 20. Avaliação da expressão proteica de RAD51 e p-H2A.X diante do dano na linhagem T-47D. 
Foram avaliadas a linhagem parental ou transfectada com as construções do vetor pcDNA™3.1 vazio 
(EV) ou com a sequência de BRIP1 WT ou na presença de variantes (R707C e P47A). A – Imagem 
representativa da expressão proteica de RAD51 (~37 kDa), p-H2A.X (~15 kDa) e o endógeno 
Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem danos (UT) e 1, 4 e 24 horas após a irradiação (2Gy). B – 
Representação gráfica da expressão proteica de RAD51 (~37 kDa) e p-H2A.X (~15 kDa) após a 
normalização pela expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem danos (UT) e 
1 hora após a irradiação (2Gy). C – Representação gráfica da expressão proteica de BRCA1 RAD51 
(~37 kDa) e p-H2A.X (~15 kDa) após a normalização pela expressão do endógeno Laminina B1 (~68 
kDa) nas condições 4 e 24 horas após a irradiação (2Gy). Todas as comparações estatísticas foram 
realizadas em relação à condição WT. As diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,05 (*); p<0,005 (**). 
 

5.2.4.3. Avaliação da capacidade clonogênica na presença de variantes em MRE11 

Para avaliação da capacidade de formar colônias, superexpressamos as construções com 

MRE11 WT ou com as variantes E506* e R576*, utilizando as linhagens MCF10AneoT e KTMBE 

(Figura 21). Na linhagem MCF10AneoT, observamos que as condições MRE11 WT e a variante R576* 

(sabidamente patogênica) possuem comportamento semelhante em todos os tratamentos (Figura 

21A e B). Já a condição com a variante E506* (variante de interesse) demonstrou uma sensibilidade 

maior aos tratamentos e, ainda, um impacto na capacidade de formar colônias até mesmo na 

condição não tratada (UT), quando comparada à condição WT (Figura 21A e B). Com exceção do 

tratamento com 8Gy, todos os outros tratamentos apresentaram diferença significativa (*p<0,05). 
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Ao analisarmos o ensaio para a linhagem KTMBE, não observamos impacto de nenhuma das 

variantes na condição não tratada (Figura 21C e D). Para a condição tratada com 1Gy, observamos 

uma maior proliferação para a variante E506* (p<0,005) e menor proliferação para a variante R576* 

(p<0,05), quando comparadas à condição WT (Figura 21C e D). No entanto, ao observarmos o 

tratamento com 6Gy, as condições com ambas as variantes possuem maior sensibilidade à 

irradiação, quando comparadas à condição WT, sendo a condição com a variante E506* a que 

apresentou maior sensibilidade (p<0,0001) (Figura 21C e D).  

 

Figura 21. Avaliação da capacidade clonogênica nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE na presença 

de variantes em MRE11. A – Representação do ensaio clonogênico para a linhagem MCF10AneoT 

com a superexpressão das construções de MRE11 WT ou na presença das variantes E506* e R576*, 

em diferentes doses de tratamento de irradiação (Gy). UT = sem tratamento. B – Representação 

gráfica da capacidade clonogênica de MCF10AneoT frente às diferentes doses de tratamento com 

irradiação (Gy) quando superexpressa com as construções MRE11 WT ou na presença das variantes 

E506* e R576*. Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. 

Foram considerados significativos p<0,05 (*), p<0,005 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001(****). C – 

Representação do ensaio clonogênico para a linhagem KTMBE com a superexpressão das 

construções de MRE11 WT ou na presença das variantes E506* e R576*, em diferentes doses de 

tratamento de irradiação (Gy). UT = sem tratamento. D – Representação gráfica da capacidade 

clonogênica de KTMBE frente às diferentes doses de tratamento com irradiação (Gy) quando 
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superexpressa com as construções MRE11 WT ou na presença das variantes E506* e R576*. Todas 

as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados 

significativos p<0,05 (*), p<0,005 (**) e p<0,0001(****), a partir de três experimentos 

independentes. 

 

5.2.4.4. Avaliação de reparo de danos do DNA por imunofluorescência: formação de foci (RAD51) 

e permanência de dano (p-H.2AX) na presença de variantes em MRE11 

Para avaliar a capacidade de reparo no DNA, avaliamos número de foci (RAD51) por célula e 

permanência de dano (p-H2A.X) utilizando abordagens de imunofluorescência.  As Figuras 22 e 23 

evidenciam imagens representativas e gráficos referentes à quantificação de fluorescência do 

ensaio. 

Os resultados na linhagem MCF10AneoT demonstram que, na presença da variante E506*, 

há o aumento o número de foci de RAD51 nos tempos de 1 (p<0,0001) e 4 horas (p<0,001) após a 

irradiação, voltando a níveis semelhantes ao WT em 24 horas após a irradiação (Figura 22E). Ao 

analisarmos a permanência de danos na presença das variantes, observamos que na presença da 

variante E506*, há um aumento de dano 4 horas após a irradiação (p<0,05), mas que em 24 horas 

esse dano é resolvido, quando comparamos à condição WT. Já para a variante R576* há uma 

tentativa de resolução de danos nas primeiras horas após a irradiação, no entanto esse dano é 

aumentado em 24 horas em relação à MRE11 WT (p<0,005) (Figura 22F). 

Para KTMBE (Figura 23), observamos que, na presença das variantes, há o aumento o 

número de foci de RAD51 nos tempos de 1 e 4 horas após irradiação, e o número de foci diminui, 

voltando a níveis semelhantes ao WT em 24 horas após a irradiação (Figura 23E). Por outro lado, 

quando consideramos a condição WT, observamos a queda dos níveis de p-H2A.X, nos indicando a 

resolução do dano. Ao fazermos a mesma análise com as variantes, observamos que há 

permanência de dano nas condições em que as variantes E506* e R576* estão presentes (Figura 

23F). Encontramos significância estatística para a presença variante R576* nos tempos de 1 

(p<0,01), 4 (p<0,0005) e 24 horas (p<0,0001) após a irradiação, e para a variante E506* nos tempos 

de 4 (p<0,0005) e 24 horas (p<0,0005) após a irradiação, quando comparadas à condição WT. 
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Figura 22. Avaliação da capacidade de reparo de danos ao DNA por recombinação homóloga com 
MRE11 WT ou na presença das variantes E506* e R576* na linhagem MCF10AneoT (barra de escala 
= 300 pixels). Avaliação da formação de foci (RAD51) e permanência de dano (p-H2A.X), além da 
marcação de DAPI, sem irradiação (UT) (A), 1 hora (B), 4 horas (C) e 24 horas (D) após a irradiação 
por 2Gy. E – Representação gráfica do número de foci de RAD51 por 50 células, nas condições 
MRE11 WT ou com as variantes E506* e R576*, UT, após 1, 4 e 24 horas de tratamento. F 
– Representação gráfica da permanência de danos por fosfo-H.2AX, nas condições MRE11 WT ou 
com as variantes E506* e R576*, UT, após 1, 4 e 24 horas de tratamento. Todas as comparações 
estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. As diferenças estatísticas entre condições 
foram consideradas significativas quando p<0,05 (*), p<0,005 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001(****).   
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Figura 23. Avaliação da capacidade de reparo de danos ao DNA por recombinação homóloga com 
MRE11 WT ou na presença das variantes E506* e R576* na linhagem celular KTMBE (barra de escala 
= 300 pixels). Avaliação da formação de foci (RAD51) e permanência de dano (p-H2A.X), além da 
marcação de DAPI, sem irradiação (UT) (A), 1 hora (B), 4 horas (C) e 24 horas (D) após a irradiação 
por 2Gy. E – Representação gráfica do número de foci de RAD51 por 50 células, nas condições 
MRE11 WT ou com as variantes E506* e R576*, UT, após 1, 4 e 24 horas de tratamento. F 
– Representação gráfica da permanência de danos por fosfo-H.2AX, nas condições MRE11 WT ou 
com as variantes E506* e R576*, UT, após 1, 4 e 24 horas de tratamento. Todas as comparações 
estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. As diferenças estatísticas entre condições 
foram consideradas significativas quando p<0,05 (*), p<0,005 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001(****).   
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5.2.4.5. Avaliação de reparo de danos do DNA por restauração de fluorescência: taxa de reparo 

por RH na presença de variantes em BRIP1 e MRE11 

Na avaliação da taxa de reparo do DNA por RH, na presença de variantes em BRIP1, notamos 

que todas as condições (WT ou com as variantes R707C e P47A) apresentaram diferenças 

significativas na taxa de reparo, em relação à condição considerada sem reparo (Figura 24). Vale 

ressaltar que BRIP1 com as variantes R707C (média = 3,69) e P47A (patogênica) (média = 4,28) não 

apresentaram diferença estatística em relação à taxa de reparo de BRIP1 WT (média = 3,42). 

 

Figura 24. Taxa relativa de reparo de danos ao DNA por recombinação homóloga na presença de 
variantes em BRIP1. A condição sem reparo foi considerada = 1 (barra preta) e as demais condições 
(BRIP1 WT ou com as variantes R707C e P47A) foram relativizadas à condição sem reparo. Todas as 
comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. As diferenças foram 
consideradas significativas quando p<0,05 (*), p<0,01(**). 

 

Ao avaliarmos a taxa de reparo ao DNA por RH na presença de variantes em MRE11, 

observamos que todas as condições com as variantes E506* (média = 4,43) e R576* (média = 5,22) 

apresentaram diferença estatística em relação à condição WT (média = 7,07) – p<0,005 e p<0,001, 

respectivamente – (Figura 25). Vale ressaltar que todas as condições WT (p<0,0001) ou com as 

variantes E506* (p<0,001; estatística não demonstrada graficamente) e R576* (p<0,0001; estatística 

não demonstrada graficamente) apresentaram diferença estatística significante em relação à 

condição em que não há reparo (sem reparo). 
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Figura 25. Taxa relativa de reparo de danos ao DNA por recombinação homóloga na presença de 
variantes em MRE11. A condição sem reparo foi considerada = 1 (barra preta) e as demais condições 
(MRE11 WT ou com as variantes E506* e R576*) foram relativizadas à condição sem reparo. Todas 
as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. As diferenças foram 
consideradas significativas quando p<0,05 (*); p<0,005 (**), p<0,001(***) e p<0,0001(****). 

 

5.2.4.6. Avaliação da capacidade clonogênica na presença de variantes em MSH6 

Ao avaliarmos a capacidade de formar colônias na linhagem MCF10AneoT superexpressando 

MSH6 WT ou com as variantes L370S e R482*, observamos que, apenas a variante R482* 

(sabidamente patogênica) teve uma diferença significativa normais (UT) ou com uma baixa dose de 

cisplatina (0,5 µM) quando comparada à condição WT. Já a variante L370S (de interesse) se 

assemelha à condição WT, independente de tratamento. 

Para a linhagem KTMBE, observamos diferença significativa na capacidade de formar 

colônias para ambas as variantes, quando comparadas à condição WT, apenas para as células não 

tratadas (L370S p<0,005 e R482* p<0,001) (Figura 26C e D).  
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Figura 26. Avaliação da capacidade clonogênica nas linhagens MCF10AneoT e KTMBE na presença 

de variantes em MSH6. A – Representação do ensaio clonogênico para a linhagem MCF10AneoT 

com a superexpressão das construções de MSH6 WT ou na presença das variantes L370S e R482*, 

em diferentes doses de tratamento de irradiação (Gy). UT = sem tratamento. B – Representação 

gráfica da capacidade clonogênica de MCF10AneoT frente às diferentes doses de tratamento com 

irradiação (Gy) quando superexpressa com as construções MSH6 WT ou na presença das variantes 

L370S e R482*. Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. 

Foram considerados significativos p<0,05 (*) e p<0,0001(****). C – Representação do ensaio 

clonogênico para a linhagem KTMBE com a superexpressão das construções de MSH6 WT ou na 

presença das variantes L370S e R482*, em diferentes doses de tratamento de irradiação (Gy). UT = 

sem tratamento. D – Representação gráfica da capacidade clonogênica de KTMBE frente às 

diferentes doses de tratamento com irradiação (Gy) quando superexpressa com as construções 

MSH6 WT ou na presença das variantes L370S e R482*. Todas as comparações estatísticas foram 

realizadas em relação à condição WT. Foram considerados significativos p<0,005 (**) e 

p<0,001(***). Foram realizados três experimentos independentes. 

 

5.2.4.7. Avaliação da capacidade de formação do heterodímero MSH2-MSH6 na presença de 

variantes em MSH6 

Para a avaliação da formação do heterodímero MSH2-MSH6 realizamos o ensaio de 

imunoprecipitação. Não foram observadas diferenças estatísticas significantes para as condições 
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normais (UT), ou com a indução de dano causado pela Cisplatina, tanto para as análises na linhagem 

MCF10AneoT (Figura 27), quanto para a linhagem KTMBE (Figura 28).  

       

Figura 27. Análise de capacidade de formação do heterodímero MSH2-MSH6 por imunoprecipitação 

para a linhagem MCF10AneoT. Foram avaliadas as proteínas MSH6 (~160kDa), MSH2 (~105kDa) e 

Banda G (~50kDa). A – Western Blot (WB) para expressão de MSH2 e MSH6 após a técnica de 

imunoprecipitação para as condições MSH6 WT ou na presença das variantes L370S e R482*, sem 

tratamento (UT) ou com o tratamento com 10µM de cisplatina como agente causador de dano. B – 

Quantificação de área das bandas presentes no WB e cálculo da taxa de MSH2 em relação à MSH6, 

nas condições MSH6 WT ou na presença das variantes L370S e R482*, sem tratamento (UT) ou com 

o tratamento com 10µM de cisplatina como agente causador de dano. Todas as comparações 

estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram realizados dois experimentos 

independentes. 

 

Figura 28. Análise de capacidade de formação do heterodímero MSH2-MSH6 por imunoprecipitação 
para a linhagem KTMBE. Foram avaliadas as proteínas MSH6 (~160kDa), MSH2 (~105kDa) e Banda 
G (~50kDa). A – Western Blot (WB) para expressão de MSH2 e MSH6 após a técnica de 
imunoprecipitação para as condições MSH6 WT ou na presença das variantes L370S e R482*, sem 
tratamento (UT) ou com o tratamento com 5µM de cisplatina como agente causador de dano. B – 
Quantificação de área das bandas presentes no WB e cálculo da taxa de MSH2 em relação à MSH6, 
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nas condições MSH6 WT ou na presença das variantes L370S e R482*, sem tratamento (UT) ou com 
o tratamento com 5µM de cisplatina como agente causador de dano. Todas as comparações 
estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram realizados dois experimentos 
independentes. 
 

5.2.4.8. Avaliação da capacidade de co-localização de MSH2-MSH6 na presença de variantes em 

MSH6 

Para avaliar a co-localização de MSH2-MSH6 após o dano, superexpressamos as construções 

contendo a sequência de MSH6 WT ou com as variantes L370S e R482*. Induzimos um dano agudo 

com cisplatina (10µM) e avaliamos a co-localização das 2 proteínas nas condições sem o dano, 1 e 

4 horas após o dano (Figura 29). 

Na condição em que não houve dano (sem tratamento com cisplatina), observamos que a 

presença das variantes L370S e R482* aumenta a co-localização das proteínas MSH2 e MSH6, em 

relação à MSH6 WT (Figura 29A e D). Quando avaliamos as condições 1 e 4 horas após o dano com 

cisplatina, observamos que a presença da variante L370S em MSH6 não interfere seu nível de co-

localização com MSH2 em relação à proteína WT (Figura 29B, C, E e F). Já a presença da variante 

R482* em MSH6 diminui a co-localização da proteína MSH2 (Figura 29B, C, E e F), sendo que no 

tempo de 4 horas após o dano, essa co-localização apresenta menores níveis, quando comparada à 

MSH6 WT (Figura 29C e F). 
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Figura 29. Avaliação da co-localização das proteínas MSH2-MSH6 na linhagem celular T-47D superexpressando MSH6 WT ou com as variantes L370S e R482*. 
Representação das condições não tratadas (A), 1 hora (B) e 4 horas (C) após o tratamento com cisplatina (10µM), para MSH6 WT ou na presença das variantes 
L370S e R482*. Estão demonstradas as marcações de DAPI, MSH6, MSH2 e a combinação de MSH2-MSH6. Representação gráfica da quantificação através do 
cálculo do Coeficiente de Pearson para a co-localização das proteínas MSH2-MSH6 nas condições sem tratamento (D), 1 hora (E) e 4 horas (F) após o tratamento 
com cisplatina (10µM). Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados significantes as diferenças com p<0,05, 
com p<0,005 (**), p<0,0005 (***), p<0,0001(****). 
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5.2.4.9. Análise de ciclo celular na presença de variantes em MSH6 

A análise das fases do ciclo celular na linhagem T-47D parental, contendo a construção pCI-

neo (EV), ou as construções de MSH6 WT e com as variantes L370S e R482*, foi realizada nos tempos 

de 24 e 48 horas, na presença ou ausência do indutor de dano, cisplatina (Figura 30). Nas condições 

sem o tratamento com cisplatina, os ciclos permaneceram com pico na fase G1 (Figura 30A). Com a 

utilização da Cisplatina, em 24 horas observamos um aumento da fase S e, 48 horas após o 

tratamento, observamos uma parada na fase G2/M (Figura 30B). Nenhuma diferença estatística foi 

observada entre as condições avaliadas. 

 

Figura 30. Análise das fases do ciclo celular na linhagem T-47D na presença de variantes em MSH6. 
Avaliação do ciclo celular em 24 e 48 horas na ausência (A) ou presença (B) de um agente indutor 
de danos (Cisplatina) para a linhagem T-47D parental, a construção de pCI-neo (EV), ou as 
construções de MSH6 WT e com as variantes L370S e R482*. 
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5.3. Etapa II – Edição gênica e ensaios funcionais para as variantes consideradas VUS pelas 

predições in silico 

5.3.1. Edição Gênica: silenciamento do gene FAN1 através do sistema short hairpin RNA (shRNA) 

Após o cell sorting, a análise do clone obtido da linhagem T47-D não evidenciou uma 

alteração na expressão da proteína FAN1 na linhagem controle (shSCRAMBLE) comparado à 

linhagem silenciada (shFAN1). Para as linhagens OVCAR-3, observamos uma diminuição significativa 

na expressão de FAN1 (p<0,005) após o silenciamento (shFAN1), quando comparamos ao controle 

(shSCRAMBLE) (Figura 31B). Os resultados demonstram ainda um maior nível de expressão basal da 

proteína FAN1 na linhagem T-47D comparado à linhagem OVCAR-3. 

 

Figura 31.  Avaliação da expressão proteica de FAN1 (~114 kDa) nas linhagens T-47D e OVCAR-3 
após o silenciamento com shRNA. A – Imagem representativa da expressão proteica de FAN1 (~114 
kDa) e da proteína endógena β-Actina (~37 kDa) nas linhagens controle (shSCRAMBLE) e silenciadas 
(shFAN1) de T-47D e OVCAR-3. B – Representação gráfica da expressão proteica de FAN1 (~114 kDa) 
após a normalização pela expressão da proteína endógena β-Actina (~37 kDa) nas linhagens controle 
(shSCRAMBLE) e silenciadas (shFAN1) de T-47D e OVCAR-3. Foram consideradas significantes as 
diferenças com p<0,05(*); p<0,005(**). 

 

5.3.2. Análise de permanência de danos ao DNA (p-H2A.X) em diferentes tempos após a irradiação 

Para avaliar a permanência do dano ao DNA, analisamos a expressão dos níveis de atividade 

da proteína p-H2AX. Para o modelo de ovário (OVCAR-3), foi possível verificar o pico de expressão 

4 horas após a irradiação na condição controle (shSCRAMBLE), enquanto na linhagem silenciada 

para o gene FAN1 (shFAN1), observou-se os mesmos níveis de expressão entre os tempos avaliados 

(Figura 32A e B). Também observamos a expressão de p-H2A.X 24 horas após a irradiação nas 

condições FAN1 silenciada (shFAN1) e controle (shSCRAMBLE) (Figura 32A e B). 

Para o modelo mamário (T-47D) foi possível verificar um aumento da atividade de p-H2A.X 

ocorreu após os tempos de 2 e 4 horas da irradiação, principalmente na condição FAN1 silenciada 



81 

 

 

(Figura 32C e D). A partir do nível de expressão obtido para a proteína p-H2A.X com esse ensaio, 

selecionamos os tempos de 4 e 2 horas para investigar a resposta ao dano no DNA para as linhagens 

OVCAR-3 e T-47D, respectivamente. 

 

Figura 32. Avaliação de permanência de danos (p-H2A.X) ao longo do tempo nas linhagens OVCAR-
3 e T-47D. A – Avaliação de permanência de danos na condição sem danos (UT) e nos tempos de 2, 
4 e 24 horas após a irradiação (10Gy) na linhagem OVCAR-3 controle (shSCRAMBLE) e silenciada 
(shFAN1). B – Representação gráfica da expressão proteica de p-H2A.X (~15 kDa) após a 
normalização pela expressão da proteína endógena α-Tubulina (~52 kDa) na condição sem danos 
(UT) e nos tempos de 2, 4 e 24 horas após a irradiação (10Gy) na linhagem OVCAR-3 controle 
(shSCRAMBLE) e silenciada (shFAN1). C – Avaliação de permanência de danos na condição sem 
danos e nos tempos 2, 4 e 24 horas após a irradiação (10Gy) na linhagem T-47D controle 
(shSCRAMBLE) e silenciada (shFAN1). D – Representação gráfica da expressão proteica de p-H2A.X 
(~15 kDa) após a normalização pela expressão da proteína endógena α-Tubulina (~52 kDa) na 
condição sem danos (UT) e nos tempos de 2, 4 e 24 horas após a irradiação (10Gy) na linhagem T-
47D controle (shSCRAMBLE) e silenciada (shFAN1). 

 

5.3.3. Ensaio recuperação de radiossensibilidade (RRS) para linhagens editadas com shRNA 

A capacidade de formar colônias após irradiação foi avaliada para ambas as linhagens 

celulares (OVCAR-3 e T-47D), nas condições silenciada (shFAN1) e controle (shSCRAMBLE). A 

capacidade de formar colônias foi reduzida em todas as condições quando submetidas à irradiação, 

confirmando a sensibilidade das linhagens a esse tipo de dano (Figura 33).  
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Para a linhagem OVCAR-3, foi possível observar um aumento na capacidade clonogênica na 

condição shFAN1 em relação ao controle (shSCRAMBLE) (Figura 33A e B). Para a linhagem T-47D, 

não observamos diferenças estatísticas significantes entre as condições shSCRAMBLE e shFAN1, UT 

ou irradiadas (Figura 33C e D). 

 

Figura 33. Análise da capacidade de recuperação à radiossensibilidade (RRS) nas linhagens OVCAR-
3 e T-47D. Imagem representativa do ensaio de RRS para as condições sem irradiação e irradiadas 
(4Gy) nas linhagens OVCAR-3 (A) e T-47D (C). Representação gráfica da quantificação do número de 
colônias nas condições sem irradiação e irradiadas (4Gy) nas linhagens OVCAR-3 (B) e T-47D (D). 
Foram considerados significantes as diferenças com p<0,05(*), com p<0,005(**). 

 

5.3.4. Proliferação celular na linhagem OVCAR-3 na presença de variantes em FAN1 

Na análise da proliferação das linhagens celulares OVCAR-3, consideramos a condição 

KDmCherry como 100% e as taxas de proliferação foram calculadas em relação a ela. Isso se deu porque 

observamos que a presença de qualquer transfecção impactava na proliferação. Diante disso, 

observamos um aumento significativo na proliferação da condição FAN1 KD em relação às demais 

condições (Figura 34). Quando comparamos a proliferação de OVCAR-3 na presença das variantes 
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selecionadas com FAN1 WT, observamos um aumento significativo da proliferação celular na 

presença da variante R591Q em FAN1 (Figura 34). As condições FAN1 KD e FAN1 R591Q ainda 

apresentaram diferenças significativas de proliferação celular em relação ao controle KD mCherry 

(estatística não demonstrada graficamente; ambos com p<0,0001). 

 

Figura 34. Taxa relativa de proliferação pelo método de incorporação de BrdU para FAN1 na 
presença de variantes, na linhagem OVCAR-3. Foram avaliadas as condições da linhagem OVCAR-3 
knockdown (KD), ou KD transfectada com as construções WT, na presença das variantes S27F, 
C44/47A ou R591Q, e transfectada com a construção pCI-neo-mCherry (utilizada como controle). A 
taxa relativa foi calculada de acordo com a condição OVCAR-3 FAN1 KD transfectada com a 
construção pCI-neo-mCherry (considerada 100%). Todas as comparações estatísticas foram 
realizadas em relação à condição WT. Foram considerados significantes as diferenças com 
p<0,05(*); p<0,0001(****). 
 

5.3.5. Análise de reparo de danos ao DNA por Recombinação Homóloga (RH) na presença de 

variantes em FAN1 

Foi realizada a análise de expressão das proteinas BRCA1 e RAD51, envolvidas na via de 

reparo por RH, bem como da proteina FAN1, nas linhagens OVCAR-3 e T-47D na presença de 

variantes em FAN1. Na avaliação da atividade de BRCA1, não observamos diferença estatística 

significante entre as condições avaliadas, quando comparadas à condição FAN1 WT, nas condições 

com ou sem indução de dano, tanto na linhagem OVCAR-3 (Figura 35), quanto na linhagem T-47D 

(Figura 36).  
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Figura 35. Avaliação da expressão de BRCA1 na linhagem OVCAR-3 na presença de variantes em 
FAN1. Imagem representativa da expressão proteica de BRCA1 (~220 kDa) e da proteína endógena 
Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (A) e irradiadas (10Gy) (B). Representação 
gráfica da expressão proteica de BRCA1 (~220 kDa) após a normalização pela expressão do 
endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (C) e irradiadas (10Gy) (D). Todas as 
comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados 
significantes as diferenças com p<0,05(*). A variante M50R foi excluída das análises desse trabalho 
por não fazer parte da amostra de estudo. 
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Figura 36. Avaliação da expressão de BRCA1 na linhagem T-47D na presença de variantes em FAN1. 
Imagem representativa da expressão proteica de BRCA1 (~220 kDa) e da proteína endógena 
Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (A) e irradiadas (10Gy) (B). Representação 
gráfica da expressão proteica de BRCA1 (~220 kDa) após a normalização pela expressão do 
endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (C) e irradiadas (10Gy) (D). Todas as 
comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados 
significantes as diferenças com p<0,05(*). A variante M50R foi excluída das análises desse trabalho 
por não fazer parte da amostra de estudo. 

 

As expressões proteicas de FAN1 e de RAD51, também foram avaliadas nas condições com 

e sem indução de dano. Para a linhagem OVCAR-3 (Figura 37), em condições normais (sem 

irradiação), observamos uma diminuição estatisticamente significativa (p<0,05) na atividade de 

FAN1 para a condição FAN1 KD, em comparação à FAN1 WT (Figura 37A e C). Quando as células não 

irradiadas, não observamos diferenças estatísticas (Figura 37B e D). Para a atividade de RAD51, não 

observamos diferenças na ausência do dano (irradiação) (Figura 37A e E). Para as células irradiadas, 

observamos uma diminuição significativa na expressão proteica de RAD51 nas condições FAN1 S27F 

e FAN1 R591Q (p<0,05 para ambas), quando comparadas à condição FAN1 WT (Figura 37B e F). Já 

para a condição FAN1 C44/47A, a atividade de RAD51 aumentou (p<0,01), em relação à condição 

FAN1 WT (Figura 37B e F).  
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Figura 37. Avaliação da expressão de FAN1 e RAD51 na linhagem OVCAR-3 na presença de variantes 
em FAN1. Imagem representativa da expressão proteica de FAN1 (~114 kDa), RAD51 (~37 kDa) e da 
proteína endógena Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (A) e irradiadas (10Gy) (B). 
Representação gráfica da expressão proteica de FAN1 (~114 kDa) após a normalização pela 
expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (C) e irradiadas (10Gy) 
(D). Representação gráfica da expressão proteica de RAD51 (~37 kDa) após a normalização pela 
expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (E) e irradiadas (10Gy) 
(F). Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram 
considerados significantes as diferenças com p<0,05(*). P<0,01(**). A variante M50R foi excluída 
das análises desse trabalho por não fazer parte da amostra de estudo. 
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Para a linhagem T-47D (Figura 38), observamos uma diminuição significativa na atividade de 

FAN1, quando comparamos a condição FAN1 KD com FAN1 WT (p<0,01), sem a indução do dano 

(Figura 38A e C). Quando as células são irradiadas, observamos diminuição estatisticamente 

significativa nas condições shSCRAMBLE (p<0,05), FAN1 KD (p<0,01) e FAN1 R591Q (p<0,05), quando 

comparadas à condição FAN1 WT (Figura 38B e D). não foram observadas diferenças estatísticas 

significantes na atividade de RAD51, em nenhuma das condições, quando comparamos com FAN1 

WT (Figura 38A, B, C e D). 

 

Figura 38. Avaliação da expressão de FAN1 e RAD51 na linhagem T-47D na presença de variantes 
em FAN1. Imagem representativa da expressão proteica de FAN1 (~114 kDa), RAD51 (~37 kDa) e da 
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proteína endógena Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (A) e irradiadas (10Gy) (B). 
Representação gráfica da expressão proteica de FAN1 (~114 kDa) após a normalização pela 
expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (C) e irradiadas (10Gy) 
(D). Representação gráfica da expressão proteica de RAD51 (~37 kDa) após a normalização pela 
expressão do endógeno Laminina B1 (~68 kDa) nas condições sem irradiação (E) e irradiadas (10Gy) 
(F). Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram 
considerados significantes as diferenças com p<0,05(*); p<0,01(**). A variante M50R foi excluída 
das análises desse trabalho por não fazer parte da amostra de estudo. 

 

Além da expressão de proteínas envolvidas no reparo de danos ao DNA, também avaliamos 

a atividade de p-H2A.X, que indica a permanência de danos, nas condições com e sem indução de 

dano. A análise das linhagens OVCAR-3 (Figura 39) na presença das variantes em FAN1, não 

demonstraram diferença estatística significante, quando comparadas a FAN1 WT, em nenhuma das 

condições (irradiadas ou não). Quando consideramos a linhagem T-47D (Figura 40), observamos 

que, com exceção da condição FAN1 C44/47A, todas as condições apresentaram diferença 

estatística significativa na presença do dano (irradiação), quando comparadas à condição FAN1 WT 

(Figura 40A e C). As condições KD (p<0,0001), shSCRAMBLE (p<0,0001) e FAN1 R591Q (p<0,01) 

demonstraram diminuição na atividade da proteína, enquanto a condição FAN1 S27F (p<0,01) 

demonstrou aumento da expressão proteica. Quando as células foram irradiadas, as condições 

FAN1 R591Q e shSCRAMBLE apresentaram redução significativa na atividade de p-H2A.X, em 

comparação à condição WT. 



89 

 

 

 

Figura 39. Avaliação da expressão de p-H2A.X e β-Actina na linhagem OVCAR-3 na presença de 
variantes em FAN1. Imagem representativa da expressão proteica de p-H2A.X (~15 kDa) e da 
proteína endógena β-Actina (~45 kDa) nas condições sem irradiação (A) e irradiadas (10Gy) (B). 
Representação gráfica da expressão proteica de p-H2A.X (~15 kDa) após a normalização pela 
expressão do endógeno β-Actina (~45 kDa) nas condições sem irradiação (C) e irradiadas (10Gy) (D). 
Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados 
significantes as diferenças com p<0,05(*). A variante M50R foi excluída das análises desse trabalho 
por não fazer parte da amostra de estudo. 
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Figura 40. Avaliação da expressão de p-H2A.X e β-Actina na linhagem T-47D na presença de 
variantes em FAN1. Imagem representativa da expressão proteica de p-H2A.X (~15 kDa) e da 
proteína endógena β-Actina (~45 kDa) nas condições sem irradiação (A) e irradiadas (10Gy) (B). 
Representação gráfica da expressão proteica de p-H2A.X (~15 kDa) após a normalização pela 
expressão do endógeno β-Actina (~45 kDa) nas condições sem irradiação (C) e irradiadas (10Gy) (D). 
Todas as comparações estatísticas foram realizadas em relação à condição WT. Foram considerados 
significantes as diferenças com p<0,05(*); p<0,01(**); p<0,0001(****). A variante M50R foi excluída 
das análises desse trabalho por não fazer parte da amostra de estudo. 
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6. Discussão 

O câncer de mama em homens é um tipo tumoral raro e, portanto, pouco estudado. 

Atualmente, a maioria dos casos de CMM são tratados com a mesma abordagem terapêutica da 

que é utilizada em indivíduos do sexo feminino (CMF), embora já esteja estabelecido que os casos 

de câncer de mama diferem entre homens e mulheres em relação ao risco de recorrência9, 

estadiamento ao diagnóstico105, às características metastáticas e prognóstico106, 107, incluindo taxas 

de sobrevida global, que são mais baixas entre os homens8, 105-107. Essas observações dão ênfase à 

necessidade de um melhor entendimento do CMM8, 9, 105-107, uma vez que apenas os genes BRCA116, 

18, BRCA215, 16, 18, CHEK215, 16, 18, PALB215-18 e, mais recentemente, ATM17, 18 foram associados ao 

desenvolvimento desse tipo tumoral. O fato de ser um tumor raro, faz com que poucos estudos 

avaliem fatores genéticos causais ou moduladores a partir de uma abordagem genômica robusta15, 

108. Diante disso, buscamos identificar variantes consideradas P/PP em genes que ainda não foram 

associados ao CMM, em probandos em acompanhamento pelos departamentos de Oncogenética 

do Hospital de Câncer de Barretos e do Hospital das Clínicas de Porto Alegre, em genes que ainda 

não foram associados ao CMM. 

A mediana da idade ao diagnóstico dos participantes do nosso estudo foi de 55 anos (32 – 

78; DP: 12,13). Essa mediana foi menor do que os dados descritos na literatura em outros trabalhos 

com CMM. Em geral, encontramos uma média de idade ao diagnóstico de CMM de mais de 60 anos 

(com variações em torno de 65 anos)3, 17, 108-113. 

Um dos principais fatores no conhecimento sobre a doença e dos genes envolvidos na sua 

suscetibilidade está na possibilidade de prevenção e detecção precoce. A detecção precoce é 

importante para um bom prognóstico dos pacientes. Em um estudo com a população chinesa, foi 

demonstrado que pacientes diagnosticados em estágios iniciais apresentam sobrevida de quase 

100%, enquanto para aqueles diagnosticados em estágio avançado (IV) esta taxa foi de 0%114. De 

forma semelhante, a taxa de sobrevida relativa em 5 anos dos pacientes diagnosticados no estágio 

SEER localizado (estágio inicial) foi de 97%, enquanto para aqueles diagnosticados no estágio SEER 

distante (estágio tardio) essa taxa foi de 22%115. Nesta perspectiva, a maior parte dos nossos 

pacientes foi diagnosticada nos estágios precoces (TNM0 - 6,7%; ou TNM I ou II - 66,7%), 

consistentes com a literatura109, 116. Esse dado não era esperado, visto que já foi demonstrado que 

a maior parte dos homens (83,9%) não sabia da possibilidade de desenvolver CM antes de serem 

diagnosticados111.  
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A maioria dos participantes do nosso estudo apresentou tumores positivos para receptores 

hormonais (estrogênio e/ou progesterona) e nenhum paciente apresentou o subtipo molecular 

triplo-negativo. Esses dados são consistentes com os da literatura, em que há prevalência dos 

subtipos moleculares Luminal ou HER2-positivo116, 117, com um número baixo de casos triplo-

negativo118. Da mesma forma, nossos dados em relação à morfologia corroboram a literatura, sendo 

a maior parte dos tumores ductais17, 116, 117. 

Entre os participantes do estudo portadores de variantes consideradas P/PP, 44,4% 

apresentavam variantes em genes previamente associados ao câncer hereditário (4/9). É 

importante mencionar que este estudo incluiu probandos recrutados pelos departamentos de 

Oncogenética do Hospital de Câncer de Barretos e do Hospital das Clínicas de Porto Alegre. Esses 

participantes são considerados de alto risco para o desenvolvimento de câncer, uma vez que a 

presença de câncer de mama em indivíduos do sexo masculino é, per se, um indicativo sugestivo de 

presença de alterações em genes de alto risco para câncer hereditário57. Adicionalmente, metade 

dos participantes reportou HF significativa de câncer. Também é importante destacar que os 

participantes com variantes P/PP nos genes BRCA1/BRCA2, que são associados a doença e 

frequentemente mutados neste tipo tumoral, não foram incluídos neste estudo. 

Considerando a HF dos participantes, todos apresentam critérios para HBOC – câncer de 

mama masculino em qualquer idade – de acordo com a NCCN57. A maior parte dos participantes 

reportou outros casos de câncer de mama na família (43,3%), corroborando aos achados de Calip e 

colaboradores, que também realizaram um estudo com homens diagnosticados com CM e negativos 

para variantes deletérias em BRCA1 e BRCA2119. Neste estudo foi encontrada uma associação do 

CMM com a presença de outros casos de CM em familiares de primeiro ou segundo grau (OR 4,7; 

IC95%, 4,1 - 5,3)119. As associações com CMM foram mais fortes para HF de CM em 2 ou mais 

familiares de primeiro grau (FPG) (OR 7,8; IC 95%, 5,2 - 11,6); probandos e FPG diagnosticados em 

idade < 45 anos (OR 6,9; 95% IC, 3,9 - 12,4) e para HF de CMM (OR 17,9; IC 95%, 7,6 - 42,1)119. Ainda 

podemos destacar a presença de outros tipos tumorais já associados ao CMM na HF dos 

participantes do nosso estudo, como colorretal, tireoide e sítios primários desconhecidos120. 

Nesse trabalho, identificamos variantes P/PP potencialmente associadas ao CMM em 30% 

dos probandos analisados (9/30), através do sequenciamento do exoma dos participantes. 

Considerando estudos de identificação de variantes em coortes de CMM, negativos para VPs em 

BRCA1 e BRCA2, encontramos variadas porcentagens de participantes com VPs identificadas em 

outros genes. Bucalo e colaboradores observaram que, ao utilizar um painel gênico de 50 genes 
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associados ao câncer, foram identificadas variantes P/PP em 4,8% dos participantes17. De maneira 

semelhantes, Rizzolo e colaboradores, também utilizando um painel gênico de 50 genes associados 

ao câncer, identificaram que 5,4% dos participantes eram portadores de variantes P/PP 108. Já no 

estudo conduzido por Al Saati e colaboradores, esse número foi de 21,2%113. A principal explicação 

para essa variação é o método utilizado para a identificação de variantes, principalmente o número 

de genes avaliados. Rizzolo e colaboradores utilizaram um painel gênico customizado com 50 genes 

associados ao câncer, enquanto o painel gênico utilizado por Al Saati e colaboradores contava com 

585 genes relacionados à carcinogênese. Por isso, era esperado que em nosso estudo 

encontrássemos mais participantes portadores de variantes P/PP, uma vez que realizamos o WES e, 

posteriormente, avaliamos um grupo de mais de 2 mil genes relacionados à carcinogênese, SH e 

vias de reparo ao DNA. Diante disso, reforçamos que, a utilização de painéis gênicos mais amplos, 

que contemplem um maior número de genes relacionados à carcinogênese e SH, poderiam auxiliar 

em um melhor entendimento da etiologia do CMM, bem como na identificação de variantes em 

pacientes que não possuem VPs em genes já associados ao tipo tumoral. Se considerarmos apenas 

genes conhecidamente associados com câncer hereditário, o percentual de pacientes com variantes 

P/PP no presente estudo seria de 13,3%, representando uma parcela significativa, em comparação 

aos achados de outros estudos, conforme supramencionado. 

Foram identificadas 13 variantes consideradas P/PP, representando 4,8% de todas as 

variantes identificadas, após a exclusão de variantes B/PB. As porcentagens de VPs encontradas em 

outros estudos variaram, dependendo da metodologia utilizada, sendo 7,5% (neste estudo o total 

de variantes inclui as classificadas como B/PB)113, 14,8%17 e 25,9%108. Nessa análise, o raciocínio é 

inverso ao da porcentagem de participantes portadores de VPs. Isso porque, quando consideramos 

um painel gênico pequeno, com genes já associados ao câncer, as chances de identificarmos VPs 

aumentam, uma vez que o conhecimento sobre aquele gene e os estudos relacionados a ele, 

tendem a ser maiores. Quando utilizamos painéis gênicos maiores, ou outro tipo de análise em larga 

escala, como o WES, aumentam as chances de encontrarmos variantes em genes desconhecidos ou 

poucos estudados e, dessa forma, a tendência é que as variantes presentes nesses genes sejam 

classificadas como VUS. 

Em relação aos genes previamente associados ao CMM, identificamos uma variante no 

CHEK2 em um paciente com diagnóstico de câncer de mama e câncer gástrico. Este gene foi um dos 

mais frequentemente mutados (4,1%) em uma coorte de 716 casos de CMM, em pacientes sem 

teste genético prévio para variantes em BRCA1/2, utilizando um painel multigênico15. A variante 
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c.349A>G (presente em um dos participantes do nosso estudo) foi identificada em 7 pacientes em 

uma coorte brasileira com CM, utilizando um painel gênico, representando 41,2% entre todas as 

variantes em CHEK2 no estudo121. Adicionalmente, essa variante foi associada a um aumento 

significativo do risco para o desenvolvimento de CM (OR 2,22; 95% IC, 1,34 – 3,68)122. No nosso caso, 

o participante possui uma história familiar sugestiva (3 casos de leucemia, 2 casos de câncer de 

intestino e 1 caso de cada tipo tumoral: mama, próstata, boca e osso) e seus pais são consanguíneos. 

Sua filha, também diagnosticada com câncer de mama, porta a mesma variante (c.349A>G). 

Em uma das famílias com dois casos de CMM (o probando e um familiar de primeiro grau), 

foi identificada uma variante PP no gene supressor de tumor BRIP1. Ensaios funcionais 

demonstraram que a presença dessa variante conferiu um aumento da sensibilidade à cisplatina123 

e diminuição na dimerização e a processabilidade da helicase124. A variante identificada foi 

classificada como PP com base em sua frequência populacional, ensaios funcionais publicados e 

predições in silico. Ainda consideramos a história pessoal e familiar reportada pelo participante 

portador da variante. Além do irmão com diagnóstico de CMM, ele relatou uma irmã diagnosticada 

com CM e um irmão com câncer não especificado. Apesar disso, vale ressaltar que é necessário um 

estudo de segregação em sua família para associar a presença da variante BRIP1 à causalidade da 

doença. Com relação ao participante ID 1, que também reportou outro caso de CMM na família, não 

identificamos nenhuma variante classificada como P/PP. 

Além de BRIP1 e CHEK2, identificamos uma variante classificada como P/PP no gene MSH6, 

também considerado de predisposição à SH. A variante foi previamente descrita co-segregando em 

uma família com câncer colorretal jovem125, bem como em pacientes com câncer de endométrio 

em coortes com SL126, 127. Curiosamente, Lu et al. demonstraram um enriquecimento de variantes 

patogênicas em MSH6 em pacientes com alto risco para CM, sugerindo que o gene possa ser um 

candidato à susceptibilidade da doença e associando o gene a um moderado risco128. Entre nossos 

participantes, o portador da variante em MSH6 não relatou HF, apresentou MSS e foi positivo para 

a expressão de todas as proteínas da via de MMR (MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2). Adicionalmente, a 

avaliação do seu tecido tumoral criopreservado não demonstrou a presença de variantes em MSH6, 

o que nos leva a acreditar que a presença da variante não é o principal fator no desenvolvimento 

da doença, que pode ser de origem esporádica. O tumor também apresentou variantes em genes 

envolvidos em vias importantes, com relevância clínica e terapêutica no câncer, como MTOR129. 

Apesar dos indícios apontarem para um CM esporádico neste participante, vale ressaltar que a 

presença da variante patogênica em MSH6 confere um aumento do risco para o desenvolvimento 
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de câncer colorretal ou outros dentro do espectro da Síndrome de Lynch, como endométrio, ovário, 

vias biliares, etc. Esse risco é aumentado tanto para o participante do estudo, quanto para seus 

familiares que, possivelmente, possam ser portadores da variante. Diante disso, reforçamos a 

importância da utilização de painéis gênicos expandidos, que englobem a análise de genes 

presentes em diferentes SH e vias da carcinogênese, que ainda não foram associados à doença e/ou 

SH investigados108, 113. Nessa perspectiva, o fato de o tumor de mama ser MSS, não significa que, 

caso haja o surgimento de outro tumor, o perfil será o mesmo, podendo apresentar instabilidade 

de microssatélites (MSI, do inglês microsatellite instability). 

A última variante relacionada a genes de predisposição à SH está presente em MUTYH. A 

mesma variante, considerada patogênica foi previamente associada à predisposição do CMM em 

uma coorte italiana130. No estudo realizado na Itália, a variante foi identificada em 8 (de 560) 

homens com CM (1,6%), sendo que 7 desses pacientes eram portadores da variante monoalélica, 

como em nosso caso, e um paciente era portador das variantes patogênicas 

p.Tyr179Cys/p.Arg241Trp (heterozigoto composto). A variante foi associada a um aumento de risco 

baixo/moderado para o desenvolvimento de CMM (OR, 4.54; 95% CI, 1.17–17.58)130. Diante disso, 

foi sugerido que o CMM fosse adicionado ao espectro tumoral da Síndrome de Polipose associada 

ao MUTYH (MAP, do inglês MUTYH-associated polyposis)130. Variantes monoalélicas em MUTYH 

(9,9%), foram identificadas em um estudo que utilizava painel gênico para pacientes diagnosticados 

com CM, na população brasileira121. No entanto, esse tipo de variantes não foi associado ao 

aumento de risco para o CM121, 131, 132. Apesar de não haver essa associação, foi observado que, 

portadores de variantes germinativas monoalélicas em MUTYH, podem apresentar maior 

agressividade da doença quanto ela surge de maneira esporádica133. Por fim, o risco cumulativo para 

desenvolver CM até os 70 anos para portadores de variantes monoalélicas em MUTYH é de 11% (8 

– 16%; IC 95%)134. O participante do nosso estudo (ID 2554) foi diagnosticado aos 32 anos e não 

reportou HF sugestiva para SH. Esse paciente ainda apresentou uma variante classificada como VUS 

no gene APC (c.8524T>G), que é relacionado à Polipose Adenomatosa Familial135. 

Alguns genes nos quais identificamos variantes consideradas P/PP em nosso estudo, não 

foram previamente associados à SH e/ou predisposição ao CM, como DACH1, LRP1B E CTC1. Em 

contrapartida, já foi descrito que esses genes estão envolvidos em processos importantes na 

carcinogênese, no desenvolvimento tumoral ou na resistência a drogas/tratamento136-138. 

Um achado surpreendente foram 5 participantes (16,6%) cujos pais estão em casamentos 

consanguíneos. Apesar desse tipo de casamento ser considerado um fator de risco, devido à falta 
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de variabilidade genética e existir a sugestão para que seja considerado um critério para a 

susceptibilidade a síndromes de câncer hereditário139, não foi considerado um fator de risco para o 

desenvolvimento de CM140. Vale ressaltar que, neste último estudo, os autores destacam o fato da 

literatura ser limitada em relação e esse tipo de informação140. Entre os nossos resultados, não 

identificamos variantes em homozigose (ou componentes homozigotos) que pudessem apresentar 

um efeito patogênico, especialmente em genes cuja doença é de origem autossômica recessiva. 

Em relação às variantes somáticas identificadas no DNA tumoral dos participantes do estudo, 

podemos destacar a variante presente no gene PIK3CA, no participante ID 1342. Este gene foi 

considerado um dos mais frequentemente alterados, com variantes somáticas recorrentes em casos 

de CMM (36%)141. Adicionalmente, esse códon foi considerado um hotspots para variantes no gene 

em casos de CM142. Em um estudo que analisou o espectro de variantes somáticas em PIK3CA, e 

contou com um painel customizado com 11 variantes, a variante E545G (a mesma do nosso estudo) 

foi identificada em 13 (0,5%) participantes com CM143. Neste mesmo estudo, outra variante no 

mesmo aminoácido (E545K) foi uma das mais frequentes, representando 17% das variantes 

identificadas143. A presença dessa variante somática pode ser uma possível explicação para a 

causalidade do tumor, uma vez que o participante não é portador de variantes germinativas 

patogênicas. Além disso, o participante não reporta HF sugestiva para SH e possui baixa quantidade 

de VUS, todas presentes em genes não associados ao CM. 

Outro caso que merece destaque é o do participante ID 2318, que porta a variante V600E 

em BRAF, sabidamente patogênica e associada a outros tipos tumorais, inclusive impactando no 

direcionamento do tratamento, como no câncer colorretal metastático144, 145. Além disso, esse 

participante é portador de uma variante em MAP3K1, que já foi relatado como predominante em 

subtipos Luminal146 e relacionado ao prognóstico146, 147. No estudo de Kwong e colaboradores, 

alterações neste gene foram frequentes, representando 14,3% das variantes P/PP, entre pacientes 

com teste genético negativo para variantes patogênicas germinativas em BRCA1, BRCA2, TP53 e 

PTEN148. Apesar da importância clínica e nas vias da carcinogênese das variantes somáticas 

identificadas no participante ID 2318, não fica bem estabelecido se o tumor pode ser de origem 

esporádica. O participante não reportou HF sugestiva para SH, no entanto possui uma história 

pessoal importante, com diagnóstico de câncer de mama aos 35 anos e de tireoide em idade não 

especificada. Por fim, foram identificadas duas variantes classificadas como VUS em genes já 

associados ao CMM, uma em BRCA1 (c.4390C>G) e outra em ATM (c.1444A>C). Essas variantes 
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podem não ser diretamente relacionadas à causalidade da doença, mas juntas podem conferir um 

risco maior para o desenvolvimento tumoral. 

Após a exclusão de variantes B/PB das análises, a maior parte das variantes germinativas 

identificadas foi classificada como VUS (95,2%). Esse alto número se deve ao fato de utilizarmos um 

método de larga escala, com a avaliação de mais de 2 mil genes (relacionados às vias de 

carcinogênese, reparo ao DNA e SH). Nessa perspectiva, em outros estudos com coortes de CMM, 

também negativos para VPs em BRCA1 e BRCA2, mas com abordagens de painéis com genes já 

associados ao câncer, as porcentagens de VUS encontradas foram de, aproximadamente, 74%108 e 

85,2%17, menores do que a encontrada em nosso estudo. Para um estudo com uma coorte com os 

mesmo critérios, que utiliza um painel que engloba mais genes, a porcentagem foi de 77,6%113, mas 

a análise também comtempla variantes B/PB no número de variantes total. Se considerarmos 

apenas variantes P/PP e VUS, essa porcentagem aumenta para, aproximadamente, 91,2%113, 

ficando mais próximo da porcentagem encontrada no nosso estudo. Como já discutido nesse 

trabalho, quando utilizamos metodologias que contemplem mais genes, principalmente aqueles 

que ainda não foram associados a SH, a chance de encontrarmos variantes classificadas como VUS 

é maior, uma vez que o conhecimento acerca dos genes é limitado, não só em relação às suas 

associações a doenças, mas também a suas funções e domínios importantes. Portanto, a utilização 

de métodos que contemplem um maior número de genes, especialmente aqueles que ainda não 

estão associados à doença, é de suma importância para que possamos associar outros genes e/ou 

variantes ao desenvolvimento tumoral. No entanto, a utilização de técnicas que nos trazem um 

grande número de informações também é um desafio, principalmente quanto à sua análise e 

interpretações24. 

Diante dos achados, gostaríamos de destacar a importância da padronização na classificação 

de variantes, definidas pelos critérios sugeridos pela ACMG25. A análise de parâmetros já 

estabelecidos facilita a classificação das variantes de maneira geral e, até mesmo, os desenhos 

experimentais dos estudos que farão esse tipo de análise. Adicionalmente, direciona os 

pesquisadores para, cada vez mais, buscarmos o aprimoramento das análises gene-específicas. 

Nessa perspectiva, alguns grupos já publicaram trabalhos com diretrizes da ACMG específicas para 

alguns genes, por exemplo BRCA1/BRCA229, 30, TP5331, CDH132, CHEK233, dentre outros. Essas 

análises diferenciadas pretendem fazer com que o número de variantes classificadas como VUS 

possa ser menor, para que esses pacientes possam receber o manejo adequado. 
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As limitações para a Etapa I do projeto incluem aspectos técnicos/metodológicos, como 

regiões intrônicas e/ou não traduzidas ausentes da análise, e supostos elementos 

regulatórios/rearranjos longos e variação do número de cópias (CNVs, do inglês Copy number 

variantion) que não foram avaliados. No entanto, apesar destas limitações, fomos capazes de 

identificar variantes classificadas como P/PP em genes de predisposição ao câncer, bem como em 

genes não associados a síndromes hereditárias, mas que desempenham papéis importantes no 

reparo de danos ao DNA, apoptose, ciclo e sinalização celular, por exemplo. Vale ressaltar que 

outros parâmetros devem ser analisados para associar esses genes ao CMM, uma vez que não 

conseguimos comparar diferentes grupos (casos de CMM e controles sem doença) para determinar 

o OR dessas variantes. Além disso, seria interessante uma amostra maior de pacientes para que 

houvesse esse tipo de comparação, no entanto, nosso número amostral se deu em razão da raridade 

desse tipo de ocorrência e ao fato de o estudo ter trabalhado com uma amostra de conveniência 

representada pelo número de casos atendidos pelo Departamento de Oncogenética e sem variantes 

P/PP em BRCA1/BRCA2 e TP53, genes esses que são testados na rotina assistencial do 

Departamento. 

Diante dos resultados obtidos na Etapa I, foram selecionadas 3 variantes classificadas como 

P/PP para os ensaios funcionais. Como descrito no tópico “Seleção de variantes para os ensaios 

funcionais”, essa escolha se baseou em uma série de informações disponíveis sobre as variantes 

e/ou genes, história pessoal e familiar dos participantes do estudo, localização da variante e papel 

da proteína resultante em vias celulares. Brevemente, selecionamos variantes consideradas P/PP 

presente nos genes BRIP1 e MRE11, envolvidos na via de reparos ao DNA80, além de estarem 

relacionadas a importantes síndromes hereditárias81, 82, 149; e no gene MSH6, que predispõem à 

SL150-152, e desempenha um papel importante na via de reparo de danos ao DNA por MMR83, 153. 

Apesar dessas variantes serem consideradas P/PP, não há uma associação clara entre a presença 

delas e o desenvolvimento do CMM nesses pacientes. Com relação ao gene MSH6, ainda há uma 

discussão sobre a presença do câncer de mama no espectro da Síndrome de Lynch. Dessa forma, 

seria importante um maior conhecimento sobre os genes que predispõem ao tipo tumoral, por se 

tratar de um tumor raro e com conhecimento limitado sobre suas causas genéticas. Ao 

conseguirmos associar a presença de variantes em determinados genes à uma doença, também é 

possível melhorar o rastreio e manejo dos pacientes e/ou famílias portadores de variantes nesses 

genes, como, por exemplo, a utilização de painéis personalizados que contemplem os genes 

associados. 



99 

 

 

Além das variantes consideradas P/PP, também selecionamos duas variantes presentes em 

FAN1 e classificadas como VUS para a realização dos ensaios funcionais. FAN1 também um gene 

relacionado à Anemia de Fanconi84-86 e atua no reparo de danos de ICL, podendo participar de 

múltiplas vias de reparo de DNA, incluindo RH87, ou estar envolvido em etapas posteriores deste 

modelo, como excisão de DNA e RH88. Desse modo, seria importante fornecer mais dados que 

possam ajudar na classificação dessas variantes como benigna ou patogênica. A realização de 

ensaios funcionais é uma das ferramentas de avaliação com maior robustez para definir se a 

presença da variante de interesse impacta ou não na funcionalidade da proteína resultante25. Uma 

vez analisados os parâmetros referentes a dados funcionais, que podem trazer maiores evidências 

na definição da patogenicidade de uma variante, pacientes e/ou famílias que portam essa variante 

podem ter o manejo adequado a partir dos achados genéticos. 

É importante ressaltar que a forma de avaliação das variantes em razão da via na qual está 

envolvida, pelo contexto dos projetos nos quais elas foram avaliadas e/ou disponibilidade de 

linhagens celulares e reagentes. Para as análises das variantes presentes em MRE11 e MSH6, a 

maioria dos ensaios foram realizados em duas linhagens diferentes, em parceria com a Queen’s 

University of Belfast, e para a deleção gênica, utilizamos o sistema CRISPR/Cas9. Para a variante 

presente em BRIP1, os ensaios foram realizados no Hospital de Câncer de Barretos, através da 

superexpressão das variantes. Com relação à avaliação das variantes presentes em FAN1, a 

metodologia para silenciamento gênico utilizada foi o shRNA. 

Apesar da ampla experiência com a utilização do sistema CRISPR/Cas9 pelo grupo de 

pesquisa norte-irlandês, não conseguimos obter clones viáveis após a deleção gênica de MRE11 e 

MSH6. A nossa hipótese para a inefetividade da técnica, é de que os genes avaliados desempenham 

papéis importantes em vias de reparo de danos ao DNA e, portanto, seriam indispensáveis para o 

funcionamento das células. Nessa perspectiva já foi descrito que MRE11 é essencial para a 

proliferação celular, bem como para o reparo de danos de quebra de dupla fita no DNA em células 

tronco embrionárias de murinos154. Além disso, Kim e colaboradores observaram que a interação 

NBN-MRE11 (parte do complexo MRN) é necessária para a supressão tumoral e a integridade 

genômica155. Sendo assim, a deleção gênica faria com que não houvesse a ligação de MRE11 com 

NBN, prejudicando a formação do complexo MRN, promovendo a instabilidade genômica e, 

posteriormente, morte celular. De forma semelhante, foi observado que camundongos knockout 

para MSH6, com deficiência em TP53, apresentaram um aumento na instabilidade de 

microssatélites e a integridade genômica foi inversamente correlacionada com a sobrevida dos 
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animais156. Em outro trabalho, Hegan e colaboradores observaram que, camundongos nulizigotos 

para MSH6, foram alguns dos mais mutados em comparação com os camundongos selvagens157. 

Esses dois resultados podem corroborar à nossa hipótese inicial, visto que, diante do knockout para 

MSH6, as células começam a se proliferar sem o reparo dos erros no DNA e acumulam cada vez mais 

variantes, levando à instabilidade genômica e, consequentemente à morte celular. No trabalho de 

Young e colaboradores156, foi observada uma maior letalidade para os animais que apresentaram 

essa instabilidade genômica. 

Entre as variantes consideradas P/PP selecionadas para o estudo funcional, duas estão 

presentes em genes envolvidos no reparo de dano ao DNA por RH, BRIP1 e MRE11, e uma em MSH6, 

gene envolvido na via MMR. Ainda foram selecionadas duas variantes classificadas como VUS, 

presentes em FAN1, um gene que possui íntimo envolvimento com a via de reparo por RH. Na 

tentativa de uma melhor avaliação sobre a funcionalidade das proteínas resultantes na presença 

das variantes selecionadas, realizamos ensaios que pudessem nos dar indícios sobre o impacto na 

função dessas proteínas nas vias de reparo com as quais elas estão envolvidas. Para isso, 

caracterizamos essas proteínas em condição basal e após a indução de danos. Para a indução do 

dano de quebra de dupla fita, utilizamos a irradiação e, para a indução do dano de pareamento 

errôneo, utilizamos a Cisplatina. 

Ao considerarmos a avaliação funcional da variante R707C, presente BRIP1, não observamos 

diferenças estatísticas quando comparada à condição WT. BRIP1 se liga à BRCA1 através de dois 

domínios BRCT na região C-terminal de BRCA1, formando um complexo heterodimérico para atuar 

na via de reparo de danos ao DNA por RH80.  A presença de variantes próximas ao domínio, como a 

variante R707C, poderia fazer com que essa ligação fosse perturbada, mas não ao ponto de 

prejudicar o funcionamento da via de forma significante. Nossos resultados não demonstraram 

significância estatística da atividade de BRCA1, na presença de variantes em BRIP1, no entanto, é 

necessário realizarmos outros ensaios e/ou réplicas experimentais para que essa observação seja 

confirmada. 

Como esperado, nas condições em que superexpressamos BRIP1 WT ou com as variantes, a 

atividade da proteína é aumentada nas condições sem danos (UT), 1 (com exceção da variante 

patogênica P47A) e 4 horas após a indução do dano. Isso ocorre porque a técnica utilizada conta 

com a transfecção de um vetor que promove uma alta expressão constitutiva do inserto de interesse 

em células de mamíferos, através de promotores de Cytomegalovirus (CMV)158, 159. 
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Para atividade de p-H2A.X, notamos que, com exceção de BRIP1 modificado com a variante 

P47A, todas as condições demonstram um aumento da expressão da proteína 1 e 4 horas após a 

irradiação, e uma diminuição em 24 horas. Esse resultado é esperado, uma vez que p-H2A.X está 

presente no início da via de reparo, na sinalização celular, tendendo a diminuir sua atividade após 

o reparo do dano160-162. Isso nos indica que, apenas na condição com a variante P47A, as células não 

são capazes de resolver o dano gerado após 24 horas. Em contrapartida, a variante considerada 

patogênica teve uma alta taxa de reparo por RH no ensaio de restauração de fluorescência, avaliada 

72 horas após a indução de danos. Uma das possíveis explicações é que a presença dessa variante 

possa retardar as funções de BRIP1, no entanto, células sobreviventes ao dano gerado são capazes 

de realizar o reparo por RH em tempos maiores. Corroborando à essa hipótese, a capacidade 

clonogênica das condições na presença de variantes não demonstrou diferença significativa em 

relação à condição WT. 

Com relação a BRIP1, sua expressão proteica anormal foi relacionada ao prognóstico de 

diversos tipos tumorais, sendo a amplificação o tipo mais comum163. Ainda foi observada uma 

correlação significativa com a alteração do número de cópias do gene em 23 tipos tumorais, e com 

a metilação do DNA em 16 tipos de câncer diferentes163. A expressão aumentada de BRIP1 foi 

constatada em 28 tipos tumorais, quando comparados ao tecido normal, sendo que, na maioria 

deles, esse aumento foi relacionado ao prognóstico163.  Neste estudo, o CM não foi um dos tipos 

tumorais que apresentaram diferença significativa de expressão nas análises163. No entanto, em 

outro estudo, que avaliava uma coorte que contava apenas com pacientes diagnosticados com CM, 

a alta expressão de BRIP1 também demonstrou estar correlacionada ao prognóstico (piores taxas 

de sobrevida, sobrevida livre de doença, sobrevida livre de metástase e recidivas) e ao status de 

metilação do promotor164. Ainda foi observado que os participantes do estudo portavam tanto 

variantes germinativas, quanto somáticas164. VPs germinativas patogênicas em BRIP1 estão 

associadas a um alto risco para o desenvolvimento de câncer de ovário (OR 4,94; IC 95%, 4,07-

6,00)78, representando uma importância ainda maior para as mulheres, quando essas variantes 

segregam em famílias com HBOC. Diante disso, a classificação definitiva de variantes presentes 

nesse gene faz-se necessária para que os/as portadores possam receber o manejo adequado. 

Nossos resultados sugerem que a presença da variante R707C não impacta as funções 

avaliadas da proteína BRIP1 se assemelhando à condição WT, diferente do que foi observado foi 

Bharti e colaboradores124, que demonstraram o comprometimento na dimerização e possessividade 

da enzima na presença dessa variante. Uma das possíveis explicações para essa diferença é que a 
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maioria dos ensaios realizados no estudo citado são bioquímicos, e as avaliações funcionais 

realizadas pelos autores, contaram com uma linhagem celular proveniente do linfoblasto de uma 

ave (linhagem DT40). Em nosso estudo, foram utilizadas linhagens humanas, representando um 

modelo mais fidedigno ao que é observado no desenvolvimento tumoral, já que se trata de uma 

proteína sendo expressa em uma linhagem da mesma espécie. Nesse sentido, já foi demonstrado 

que, apesar de alguns modelos animais apresentarem alta similaridade à fisiologia humana, algumas 

proteínas podem ser expressas de maneira diferente em determinadas células e/ou tecidos 

específicos165-167. Nessa perspectiva, é importante considerarmos as diferenças fisiológicas e de 

expressão proteica em tecidos ao escolhermos os modelos para a realização de estudos de doenças 

específicas165, já que podem haver divergências de mecanismos compensatórios ou de expressão 

proteica entre espécies167. 

Por fim, nossos resultados nos levariam a atribuir o parâmetro de classificação BP6, segundo 

as recomendações da ACMG25. Atualmente (maio de 2024), a ferramenta Franklin 

(https://franklin.genoox.com) atribui o parâmetro PP5 (contrariando o que observamos), no 

entanto não atribui influência para ele (suporte, moderado ou forte). A falta de influência é marcada 

quando não há registros de que a própria ferramenta extraiu a informação e, além disso, ela 

considera que o nível de evidência encontrado na literatura não é o suficiente para atribuir esse 

parâmetro. 

Outro gene avaliado em nosso trabalho foi o MRE11. Sua proteína resultante é indispensável 

para o reparo de danos ao DNA por RH, se ligando à RAD50 e NBS1, para formar o complexo MRN. 

Esse complexo exibe uma grande versatilidade, participando de diversos processo celulares para o 

reparo de danos ao DNA168. Uma variante patogênica no gene codificante da proteína pode 

representar a perda de funcionalidade da proteína na via de reparo por RH. Apesar da avaliação de 

LoH ter demonstrado que, no tumor, a variante não apresenta VAF que indique sua presença, essa 

perda de heterozigose pode ter se dado de outras maneiras pelas quais a metodologia utilizada não 

foi capaz de identificar. 

Os resultados obtidos no ensaio clonogênico nos indicam que a presença da variante E506* 

em MRE11 pode afetar a capacidade das células desempenharem seu papel de reparo de danos ao 

DNA, ainda que isso ocorra apenas em doses maiores de irradiação, como no caso da linhagem 

KTMBE. Isso faz com que as células não sobrevivam e, consequentemente, não consigam se 

proliferar até formar colônias. A variante E506* está presente em uma posição de ligação de MRE11 

com RAD50. Essa ligação pode ser perturbada com a presença dessa variante, inserindo um stop 
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códon precoce. A ligação com RAD50, entre outros processos que ocorrem dentro do reparo de 

danos ao DNA, limita a atividade exonuclease 3’>5’ de MRE11. Dessa forma, o DNA não é 

extensivamente degradado em sua porção terminada em 3’ 168, 169. A formação de uma proteína 

truncada, perturbando a ligação MRE11-RAD50, poderia fazer com que essa atividade não fosse 

limitada e o DNA fosse degradado, levando a célula à morte, o que explicaria a perda da capacidade 

clonogênica. Além disso, já foi descrito que, assim como no reparo de danos, MRE11 é essencial 

para a proliferação celular154. 

Ao analisarmos o ensaio de imunofluorescência para a avaliação da formação de foci RAD51 

e permanência de danos (p-H2A.X), notamos o aumento de número de foci RAD51. Apesar disso, 

observamos a permanência do dano (p-H2A.X) na linhagem MCF10AneoT após 24 horas de 

irradiação, nos indicando que a via de reparo de danos por RH está deficiente. Para a linhagem 

KTMBE, observamos a permanência do dano após 24 horas de irradiação apenas na presença da 

variante R576*. A histona H2A.X é fosforilada por ATM e ATR no início da sinalização da quebra de 

dupla fita. Depois disso, outras proteínas são recrutadas para o sítio de dano e o reparo ao DNA é 

realizado160-162. Portanto, a expressão de p-H2A.X após 24 horas de irradiação indica a permanência 

de dano, uma vez que ela é uma proteína presente no início da via. Em condições normais, essa 

expressão voltaria a níveis basais, demonstrado na condição UT. Já os foci nucleares de RAD51 são 

formados após a proteína ser recrutada ao local do dano. Em seguida, RAD51 invade a cromátide 

irmã em busca da sequência homóloga para a realização do reparo161, 170. Dessa forma, o esperado 

é observarmos um aumento do número de foci nas primeiras horas após o dano e, 24 horas depois, 

a diminuição, chegando aos níveis basais (condição UT), uma vez que as células capazes de realizar 

o reparo ao DNA não precisam mais recrutar RAD51 e as que não foram capazes acumularam danos 

e, possivelmente foram enviadas para a morte. 

Ainda observamos que a presença das variantes E506* e R576* (patogênica) em MRE11 

demonstrou grande redução na taxa de reparo, quando comparadas à condição MRE11 WT. Embora 

as taxas não representem a falta de reparo, a diminuição foi o suficiente para concluirmos que a 

presença dessas variantes causa deficiência no reparo de danos ao DNA por RH, corroborando aos 

outros achados nos ensaios funcionais. 

Ainda vale ressaltar que a variante E506* em MRE11, pode estar mais associada à perda de 

funcionalidade sexo-específico, reforçando a ideia de que o desenvolvimento tumoral em homens 

e mulheres podem diferir em relação a suas causalidades genéticas e mecanismos moleculares, 

assim como diferem nos aspectos clínico-patológicos e de prognóstico9, 105-107. Isso porque os 
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resultados observados diferiram entre as linhagens analisadas. Os ensaios realizados na linhagem 

KTMBE, proveniente de um paciente do sexo masculino, não demostrou o mesmo impacto dos 

efeitos observados na linhagem MCF10AneoT. Com relação ao ensaio de restauração de 

fluorescência para determinação da taxa de recombinação homóloga, não podemos fazer essa 

comparação, já que contamos apenas com uma linhagem de CMF para sua realização. 

A avaliação da patogenicidade de variantes presentes em vias de reparo ao DNA, 

principalmente na via da RH, como BRIP1 e MRE11, se faz necessária para uma classificação 

definitiva de variantes identificadas nesses genes. Portadores de VPs em genes envolvidos nessa via 

e que, portanto, apresentam deficiência no seu funcionamento poderiam se beneficiar de 

tratamentos alternativos (aprovados em casos específicos)42, 43. Além dos iPARP, já aprovados para 

alguns casos, é crescente o número de estudos que investigam o benefício da imunoterapia para o 

tratamento do CM. Nessa perspectiva, BRIP1 demonstrou ser um potencial preditor de resposta à 

imunoterapia, representando um biomarcador para diversos tipos de câncer163. Adicionalmente, 

alterações de genes da via de reparo por RH também foram considerados bons biomarcadores de 

resposta à imunoterapia171. De forma semelhante, a classificação definitiva de variantes em genes 

da via MMR, como o MSH6, permitiria que portadores dessas variantes pudessem se beneficiar de 

tratamentos diferentes dos comumente utilizados. Foi observado que os inibidores de ATR 

demonstraram uma capacidade de selecionar as células tumorais MMR deficientes como alvo, 

induzindo à letalidade sintética. Essa seria uma estratégia promissora em complemento à 

imunoterapia, uma vez que parte dos tumores com a via MMR deficiente não respondem a esse 

tipo de tratamento172.  

A variante selecionada em MSH6, contempla a troca de uma Lisina por uma Serina no 

aminoácido 370 (L370S). Essa aminoácido está presente em uma região (aminoácidos 362 – 518) de 

MSH6 que se liga intimamente e especificamente ao DNA, principalmente nas regiões não pareadas, 

para que o complexo MutSα (formado pelo heterodímero MSH2-MSH6) possa reconhecer o erro e 

atuar no reparo de danos por MMR83, 173. Portanto, a presença de variantes nesses aminoácidos 

pode alterar a forma com que a proteína resultante se relaciona com seus ligantes e, até mesmo 

com o DNA em que ela estará em contato. Variantes missense, em geral, representam um grande 

desafio na avaliação funcional. É importante ressaltar que, a avaliação desse tipo de variante em 

vias de reparo, como a MMR, pode trazer desafios ainda maiores. A escolha da linhagem celular, o 

tipo de transfecção utilizada e os ensaios a serem realizados são passos importantes para o sucesso 

das análises, no entanto trazem diversas dificuldades técnicas e metodológicas174. Há um crescente 
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surgimento de ensaios de larga escala para avaliação da patogenicidade de variantes visando, 

principalmente, diminuir o número de variantes classificadas como VUS. No entanto, vale lembrar 

que, apesar  desses ensaios fornecerem dados importantes sobre mecanismos, ele também 

possuem diversos desafios e oferecem uma menor precisão, quando comparados a avaliações 

individuais175. Neste trabalho, buscamos realizar ensaios que pudessem avaliar a ligação de MSH6 

com seu principal parceiro, MSH2, bem como funções celulares básicas, nas quais a proteína poderia 

influenciar (clonogenicidade e ciclo celular)174, 176. 

Os resultados do ensaio clonogênico sugerem que a presença da variante R482* afeta os 

processos celulares, no entanto, doses maiores de cisplatina podem causar um extenso dano nas 

células que, até mesmo na condição WT, as proteínas resultantes não são capazes de exercer o 

reparo e não sobrevivem. Na linhagem KTMBE, observamos que as variantes L370S e R482* 

possuem um impacto na capacidade clonogênica em condições normais, no entanto, ao induzirmos 

o dano com cisplatina, as variantes possuem comportamento semelhante à condição WT. Esse fator, 

pode nos indicar que o tratamento com cisplatina afeta até mesmo a condição WT, visto que nas 

maiores doses de tratamento observamos poucas ou ausência de colônias. 

Para a avaliação da formação do heterodímero MSH2-MSH6 realizamos o ensaio de 

imunoprecipitação. No entanto, apesar de observarmos pequenas variações nas taxas de MSH2 em 

relação à MSH6, essas diferenças não foram significativas, visto que foram realizados apenas dois 

experimentos (em detrimento do tempo para experimentação e reagentes) e o desvio padrão (SD) 

em algumas condições foi alto. Esses resultados podem nos dar um indício de que, principalmente 

a presença da variante R482*, poderia impactar na formação do heterodímero MSH2-MSH6 para 

que o reparo ao DNA seja realizado mediante a indução de dano (tratamento com cisplatina). No 

entanto, serão necessárias outras replicatas biológicas para que essa afirmação seja confirmada. 

Diante disso, buscamos avaliar a co-localização das duas proteínas para observar se há presença das 

duas em concomitância. É importante frisar que esse ensaio não confirma se a capacidade de ligação 

entre MSH2 e MSH6 é afetada na presença das variantes, mas nos dá indícios de que ela pode ser 

dificultada, caso não estejam colocalizadas. Dessa forma, pudemos observar que, apesar de ainda 

haver a co-localização de MSH2-MSH6, a presença da variante R482* em MSH6 faz com que essa 

co-localização seja impactada, quando comparada com MSH6 WT. 

Nossas análises demonstram que a presença da variante L370S em MSH6 não impacta nas 

funções da proteína resultante, uma vez que a avaliação de suas principais funções demonstrou 

resultados semelhante à condição WT. A discussão em torno dessa variante pode apresentar um 
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desafio ainda maior, já que ela está presente em um gene que predispõe a uma SH bem conhecida, 

a Síndrome de Lynch, que engloba diversos tipos tumorais, mas não há um consenso sobre a 

presença do CM em seu espectro177. Além disso, sua classificação em banco de dados doença-

específicos é baseada em parâmetros atribuídos à variante diante de estudos realizados com 

portadores da SL, não levando em conta outros tipos tumorais. Considerando esse parâmetro, a 

perda capacidade de MSH6 se ligar à MSH2, resultando na formação do complexo MutSα, para que 

a via MMR seja eficiente, é um dos indícios de patogenicidade de variantes encontradas nos genes 

MSH6. Somado a isso, a perda ou diminuição da expressão das duas proteínas supracitadas no 

tumor representa um indício de deficiência na via MMR. No entanto, em um estudo que avaliou 

variantes missense, consideradas patogênicas, foi observado um padrão de expressão diferente do 

esperado pelos autores. Dois participantes com SL, portadores da mesma variante identificada em 

nosso estudo (c.1109T>C), apresentaram a expressão intacta de MSH2, sendo que um deles também 

apresentou a expressão de MSH6 intacta e o outro uma expressão de MSH6 parcial (coloração de 

30%)178. Esse pode ser um indício de que a presença dessa variante pode não impactar na 

funcionalidade da proteína da forma esperada, ou, ainda, de que ela se utiliza de outros mecanismos 

para conferir patogenicidade, como a facilitação do acúmulo de variantes somáticas, não só em 

MSH6, mas em seus parceiros na vai MMR, que possam implicar no desenvolvimento tumoral. 

De acordo com nossos resultados, o parâmetro BP6 deveria ser atribuído para essa variante, 

segundo as recomendações da ACMG25. Considerando os outros parâmetros já atribuídos, sua 

classificação não mudaria, continuando como LP. No entanto, um ponto já abordado nessa tese é 

de que, embora essa variante não tenha demonstrado perda/diminuição de função e, 

possivelmente, não está ligada à causalidade da doença (CM), o participante do estudo, bem como 

seus familiares que possam ser portadores dessa variante, possuem um risco aumentado para o 

desenvolvimento de outros tipos tumorais. Portanto, é importante, do ponto vista clínico, que esse 

participante e seus familiares sigam em acompanhamento para que recebam o manejo adequado 

para o risco aumentado para outros tipos de câncer. 

Com relação às variantes presentes em FAN1, classificadas como VUS, também foram 

avaliadas proteínas envolvidas no reparo de danos por RH (BRCA1 e RAD51) e de permanência de 

danos (p-H2A.X) nas condições com ou sem indução de dano (irradiação), nas linhagens OVCAR-3 e 

T-47D, para as construções de FAN1. Não observamos diferenças estatísticas quando comparamos 

as construções com a presença de variantes com a proteína WT na linhagem OVCAR-3. De maneira 

geral, todas as condições transfectadas apresentaram atividade de p-H2A.X (com variações), mesmo 
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quando não houve indução de dano, nos indicando que a transfecção de um DNA exógeno altera o 

funcionamento celular. Como já discutido neste trabalho para outras proteínas, esse fato nos indica 

que a transfecção de um DNA exógeno promove um estresse celular, provavelmente por causa do 

agente de transfecção utilizado, sinalizando o dano ao DNA. 

Para a expressão de FAN1, observamos uma diminuição estatística significante da condição 

FAN1 KD em relação à FAN1 WT, quando não há indução de dano, nas duas linhagens avaliadas, 

OVCAR-3 e T-47D. Quando as células são irradiadas, não encontramos diferença significante entre 

essas condições na linhagem OVCAR-3. Para T-47D, FAN1 tem sua atividade reduzida em FAN1 

shSCRAMBLE, FAN1 KD e FAN1 R591Q. A diminuição da atividade de FAN1, principalmente quando 

comparamos as condições transfectadas com as condição shSCRAMBLE e FAN1 KD, é um fenômeno 

esperado, uma vez que, assim como para as outras proteínas avaliadas neste estudo, as construções 

contendo com as sequências de FAN1 foram transfectadas utilizando vetores com promotores de 

expressão CMV (presentes em pcDNA™5/FRT/TO)179. Esse promotor faz com que a expressão 

proteica seja aumentada em relação aos níveis de expressão da proteína endógena, quando 

consideramos a condição shSCRAMBLE159, 179. 

Para as proteínas envolvidas na via de reparo ao DNA por RH, para a linhagem OVCAR-3, os 

resultados obtidos nos indicam que a presença das variantes S27F e R591Q impactam na atividade 

de RAD51, indicando uma possível falha no reparo de danos ao DNA por RH. Não observamos uma 

diferença estatística na atividade p-H2A.X dessas condições em relação à WT. Já foi descrito que o 

complexo FANCI-FANCD2 (ID2) se liga à RAD51, estabilizando o filamento RAD51-DNA e protegendo 

a extremidade do DNA na forquilha de replicação da degradação por FAN1, que está associada a 

ID2180. Adicionalmente, foi demonstrado que FAN1 é recrutada por FANCD2 ubiquitinada (Ub-

FANCD2) para as forquilhas de replicação paralisadas, permitindo o processamento dessas 

estruturas e prevenindo anormalidades cromossômicas92. No mesmo trabalho, Lauchaud e 

colaboradores ainda observaram que uma variante presente em FAN1, que confere alto risco para 

câncer de pâncreas, aboliu o recrutamento da proteína por Ub-FANCD2, causando instabilidade 

genética, sem interferir no reparo de ICLs92. Diante disso, o impacto na atividade de RAD51, 

observado na linhagem OVCAR-3, pode significar uma maior atividade de degradação do DNA na 

presença das variantes em FAN1 e, consequentemente, instabilidade genômica. Dessa forma, as 

células em divisão seriam enviadas para morte, o que explicaria a diminuição de p-H2A.X nessas 

condições, ainda que o dano não fosse resolvido. 
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Para a linhagem T-47D, apesar de observarmos diferenças nos níveis de expressão de FAN1, 

não observamos essas diferenças na atividade das proteínas envolvidas na via de reparo por RH 

avaliadas. O que nos leva a acreditar que, embora a presença dessas variantes impacte na expressão 

de FAN1, elas não interferem no recrutamento das proteínas na via de reparo por RH. Vale ressaltar 

que essa atividade diminuída pode impactar em funções que não foram avaliadas neste estudo. 

Ainda cabe destacar que a presença da variante R591Q, demonstra uma atividade proteica reduzida 

de p-H2A.X, o que nos indicaria uma resolução de danos na avaliação das células irradiadas. No 

entanto, é possível que, assim como observado para OVCAR-3, a proliferação celular na presença 

dessa variante seja aumentada na linhagem T-47D, fazendo com que sua divisão seja mais rápida 

do que as demais condições e, consequentemente, aquelas que não conseguiram resolver o dano, 

foram enviadas para a morte. 

Essas observações ainda podem nos indicar que a presença das variantes afeta a 

funcionalidade de FAN1 de maneira tumor-dependente, uma vez que os resultados obtidos para 

uma linhagem derivada de um tumor de ovário, foram diferentes dos que observamos em uma 

linhagem derivada de tumor mamário. A implicação desses resultados é de que, provavelmente, a 

presença dessas variantes pode conferir um risco maior para o desenvolvimento de alguns tipos 

tumorais em detrimento de outros. Esse fato pode estar relacionado com a expressão basal de FAN1 

em cada contexto genético, já que a diferença da atividade da proteína entre os modelos é 

expressiva. Nessa perspectiva, já foi observado que, uma variante missense que afeta o 

funcionamento da proteína FANCI, uma das principais parceiras de FAN185, fez com que o gene fosse 

considerado como de predisposição ao câncer de ovário em famílias franco-canadenses (OR = 5,8; 

IC 95% = 1,7 – 19)181. 

A partir dos resultados obtidos para a avaliação das variantes encontradas em FAN1, 

concluímos que as variantes S27F e R591Q demonstram um comportamento patogênico, porém, 

esse comportamento é tecido-dependente, uma vez que, para o modelo mamário, essas variantes 

se assemelham à condição WT. Diante disso, são necessários outros tipos de estudos, que avaliem 

melhor a funcionalidade da proteína em outros contextos, como na ligação com seus principais 

parceiros e na via de reparo de danos ICLs. Assim, seria possível uma melhor caracterização do 

impacto dessas variantes e aplicação de parâmetros que auxiliem na sua classificação quanto à 

patogenicidade. 

As principais limitações encontradas na Etapa II, referente aos estudos funcionais foram o 

estabelecimento de modelos knockout para os genes selecionados e a interferência do método de 
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transfecção utilizado174. No entanto, acreditamos que fomos capazes de contornar alguns desses 

problemas, utilizando ensaios robustos e complementares que pudessem auxiliar na avaliação de 

alguns parâmetros de funcionalidade das proteínas selecionadas. Outra limitação é a falta de 

ensaios bem estabelecidos que possam auxiliar na caracterização funcional de proteínas envolvidas 

em algumas vias específicas. Seria interessante que houvesse o estabelecimento e padronização de 

ensaios que pudessem avaliar de forma eficiente o impacto de variantes na proteína resultante, 

principalmente para variantes missense. Os ensaios funcionais compõem um parâmetro 

importante, com alto nível de evidência, no processo de classificação de variantes25. A partir dele 

podemos fornecer mais dados que possam auxiliar nessa classificação e, posteriormente, no manejo 

dos pacientes/famílias portadores dessas variantes.  
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7. Conclusões 

Em conclusão, este é o primeiro estudo com homens brasileiros diagnosticados com câncer 

de mama, utilizando uma abordagem genômica para avaliar potenciais variantes de predisposição 

para este tipo tumoral. Através das nossas análises, conseguimos estabelecer relações entre 

variantes genéticas, sejam elas germinativas ou somáticas, e o desenvolvimento da doença, para 7 

(23,33%) participantes do estudo. Diante disso, o estudo contribui para o conhecimento atual sobre 

a genética do CMM e ressalta a importância de uma abordagem genômica para uma melhor 

compreensão das causalidades genéticas da doença. 

Foi possível caracterizar nossa amostra de estudo quando aos aspectos clínico-patológicos e 

de história pessoal e familiar. A mediana de idade ao diagnóstico foi de 55 anos, a maioria dos 

homens foi diagnosticada nos estágios iniciais da doença e não observamos tumores triplo-

negativos. A maioria dos homens relatou história familiar de câncer (87%), sendo que 43,3% dos 

participantes reportaram outro caso de câncer de mama na família. 

Utilizando o sequenciamento de exoma, identificamos variantes P/PP em 30% dos 

participantes, representando 4,8% de todas as variantes identificadas. No geral, 19,5% das variantes 

identificadas estavam presentes em genes das vias de reparo de danos ao DNA. Entre as variantes 

P/PP, 44,4% estavam em genes de predisposição ao câncer e 44,4% em genes de reparo ao DNA. 

Essas variantes foram classificadas quanto à sua patogenicidade seguindo os critérios estabelecidos 

pela ACMG. Ainda foi possível identificar variantes somáticas que desempenham um papel 

importante no desenvolvimento do câncer de mama em tumores de três pacientes, sendo que dois 

deles não possuíam variantes germinativas consideradas P/PP. 

Com relação às variantes selecionadas para os estudos funcionais, classificadas como 

patogênicas, a variante identificada em MRE11 demonstra um comportamento semelhante ao de 

uma variante patogênica, visto que sua presença impacta na deficiência das linhagens celulares no 

reparo de danos ao DNA e ineficácia na resolução do dano ao longo do tempo. Já as variantes 

identificadas em BRIP1 e MSH6, demonstram um comportamento semelhante à condição WT, sem 

impactar na funcionalidade da proteína resultante. As variantes presentes em FAN1, classificadas 

como VUS, apresentaram resultados tumor-dependentes, demonstrando comportamento 

patogênico na linhagem celular de câncer de ovário.  

Embora outras abordagens sejam necessárias para a classificação das variantes analisadas, 

os resultados obtidos neste estudo representam uma importante contribuição no fornecimento de 

dados que possam auxiliar na classificação definitiva quanto à sua patogenicidade. 
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Anexo 1 – Painel de genes analisados nas análises de bioinformática – genes relacionados à carcinogênese, a síndromes hereditárias e reparo de 

danos ao DNA. 

Genes associados ao câncer 

1433S CADM3 CYP2C8 FANCL IGH MDC1 P53 RAD17 SH3R2 TNFAIP3 

2AAB CADM4 CYR61 FANCM IGK MDGA1 P73 RAD18 SHB TNFRSF10B 

A1BG CAH9 CYSLTR2 FAZ IGL MDH2 P85A RAD21 SHC1 TNFRSF14 

A1CF CALCA CYTSB FASLG IKBB MDM2 P85B RAD23A SHC2 TNFRSF17 

AAPK1 CALR DAB2 FAT1 IKBKB MDM4 PA216 RAD23B SHC3 TNFRSF8 

ABCB1 CAMTA1 DAB2P FAT3 IKZF1 MDS2 PA2G4 RAD50 SHCAF TNIP2 

ABCG2 CANT1 DACH1 FAT4 IL10 MECOM PABPC1 RAD51 SHFM1 TNIP3 

ABI1 CARD11 DACT1 FBLN1 IL15 MED1 PAF1 RAD51B SHIP2 TNK1 

ABI2 CARL3 DAPK2 FBLN2 IL18 MED10 PAF15 RAD51C SHOC2 TNR17 

ABL1 CARS DAPK3 FBSP1 IL1B MED12 PAFAH1B2 RAD51D SHPRH TNR1A 

ABL2 CASC3 DAXX FBW1A IL2 MED28 PAK1 RAD52 SHSA5 TNR6A 

ABLM3 CASC5 DCAF1 FBW1B IL21R MELK PAK4 RAD54 SIAH1 TNR6B 

ABRX1 CASL DCAF12L2 FBX5 IL24 MEN1 PAK5 RAD54B SIK1 TNR6C 

ABTB1 CASP2 DCBD2 FBX7 IL3RB MEP50 PAL4A RAD54L SIK3 TOB1 

ACACA CASP3 DCC FBXL2 IL4RA MERL PALB2 RAD9A SIR1 TOB2 

ACBD4 CASP6 DCLRE1A FBXO11 IL6 MERTK PALLD RAF1 SIR2 TOP1 

ACD CASP8 DCLRE1B FBXW7 IL6ST MET PANO1 RAI3 SIR4 TOP3A 

ACK1 CASP9 DCLRE1C FCG2B IL7R MFHA1 PAR10 RALGDS SIRPA TOPB1 

ACKR3 CASP10 DCNL1 FCGR2B IL8 MFR1L PAR6A RANB9 SIVA TOPBP1 

ACL6A CASPA DCNL3 FCRL4 ILK MGMT PARK7 RANBP2 SIX1 TOPRS 

ACPH CASR DCR1B FCSD2 ILKAP MGP PARN RAP1A SIX2 TP4A2 

ACS2B CAV1 DCTN1 FEM1B ING1 MIB2 PARP1 RAP1GDS1 SKI TP53 

ACSL3 CAVN3 DDB1 FEN1 ING2 MIEN1 PARP2 RAP2A SKIL TP53BP1 

ACSL5 CBFA2T3 DDB2 FER ING3 MINK1 PARP3 RAP2B SLAP2 TP63 
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ACSL6 CBFB DDIT3 FES ING4 MINP1 PARP4 RARA SLC25A11 TPCN2 

ACTB CBL DDIT4 FEV INSL3 MINY3 PATZ1 RARB SLC34A2 TPD52 

ACTN4 CBLB DDR1 FGF1 INSM1 MITF PAWR RASA1 SLC45A3 TPD53 

ACTZ CBLC DDR2 FGF10 INSR MK01 PAX3 RASA2 SLIP TPGS2 

ACV1B CBLL2 DDX10 FGF2 INT6 MK03 PAX5 RASAL1 SLX1A TPM3 

ACVL1 CBP DDX17 FGF22 IPMK MK06 PAX7 RASF1 SLX1B TPM4 

ACVR1 CBX8 DDX3X FGF3 IRF1 MK07 PAX8 RASF2 SLX4 TPO 

ACVR2A CC85B DDX41 FGF4 IRF3 MK09 PAXI RASF3 SMAD2 TPOR 

ADAM17 CCAR2 DDX42 FGF5 IRF4 MK15 PB1 RASF4 SMAD3 TPR 

ADAP1 CCD26 DDX5 FGF6 IRF7 MKL1 PBIP1 RASF5 SMAD4 TR10B 

AEN CCD34 DDX6 FGF7 IRS1 MKL2 PBRM1 RASF6 SMAD5 TRA 

AF10 CCDB1 DEC1 FGF8 IRS4 MKRN2 PBX1 RASFA SMAD6 TRADD 

AF17 CCDC6 DEDD FGFP1 ISK1 MLF1 PBX2 RASH SMAD7 TRAF1 

AF1Q CCL2 DEDD2 FGFR1 IST1 MLH1 PBX3 RASK SMAGP TRAF3 

AF9 CCNB1 DEF1 FGFR1OP ISX MLH3 PC11Y RASM SMARCA4 TRAF5 

AFAD CCNB1IP1 DEK FGFR2 ITA9 MLLT1 PCA3 RASN SMARCAD1 TRAF6 

AFF1 CCNC DEMA FGFR3 ITCH MLLT10 PCBP1 RB SMARCB1 TRAF7 

AFF3 CCND1 DENR FGFR4 ITGAV MLLT11 PCD15 RB1 SMARCD1 TRB 

AFF4 CCND2 DEP1A FGOP2 ITK MLLT3 PCLI1 RB11A SMARCE1 TRD 

AFP CCND3 DFFB FGR ITPA MLLT4 PCM1 RB6I2 SMC1A TREX1 

AGAP2 CCNE1 DGAT2 FH IWS1 MLLT6 PCNA RBBP6 SMC3 TREX2 

AGR2 CCNE2 DGCR14 FHIT JAG1 MLX PCSK7 RBBP8 SMC5 TRG-GCC2 

AGRA2 CCNG1 DGCR8 FHL2 JAK1 MME PCX2 RBCC1 SMCA4 TRI13 

AGRA3 CCNG2 DHB13 FIBP JAK2 MMP1 PDCD1LG2 RBG1L SMO TRI22 

AGRB1 CCNH DHSD FIP1L1 JAK3 MMP14 PDCD4 RBL1 SMUF2 TRI27 

AGRF1 CCNL1 DI3L2 FKBP9 JAZF1 MMP2 PDE4DIP RBL2 SMUG1 TRI33 

AGRF2 CCNT2 DICER FLCN JIP4 MMP9 PDGFB RBM10 SNAI1 TRI35 

AGRL2 CCR4 DICER1 FLI1 JTB MMRN2 PDGFC RBM14 SNAI2 TRI36 
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AHRR CCR7 DIRA3 FLNA JUN MMS19 PDGFD RBM15 SND1 TRI37 

AIFM2 CD19 DIS3L2 FLOT1 JUND MN1 PDGFRA RBM5 SNF5 TRIB3 

AIM2 CD70 DJC27 FLT1 JUPI2 MNAT1 PDGFRB RBM6 SNIP1 TRIM24 

AIP CD209 DKC1 FLT3 KANK1 MNX1 PDLI5 RBMS1 SNTB1 TRIM27 

AKAP9 CD274 DKK1 FLT3L KAP0 MO4L1 PDPN RBMX SNW1 TRIM28 

AKIP1 CD28 DKK2 FLT4 KAPCB MO4L2 PDRG1 RBP56 SOCS1 TRIM33 

AKP13 CD34 DKK3 FNBP1 KAT2A MOB1A PDZD4 RBTN1 SOS1 TRIM8 

AKT1 CD38 DKK4 FNIP1 KAT2B MOD5 PEA15 RBTN2 SOX2 TRIP11 

AKT2 CD3Z DLEC1 FNIP2 KAT5 MOS PEBB RBX1 SOX21 TRIP13 

AKT3 CD40LG DLG1 FOLH1 KAT6A MOV10 PEG10 RBX2 SP1 TRRAP 

ALB CD44 DLG3 FOS KAT6B MP2K1 PER1 RDM1 SP100 TS101 

ALDH2 CD5 DLGP5 FOSL1 KAT7 MP2K4 PERP REC6 SPAG1 TSC1 

ALEX CD74 DLP1 FOSL2 KC1D MP2K6 PFD3 RECK SPECC1 TSC2 

ALK CD79A DLST FOXA1 KC1E MP2K7 PGDH RECQ4 SPEN TSHR 

ALKBH2 CD79B DMAP1 FOXD1 KC1G2 MPG PGFRA RECQL SPI1 TSN31 

ALKBH3 CDC23 DMBT1 FOXE1 KCC4 MPIP2 PGFRB RECQL4 SPN90 TSN6 

ALPK1 CDC37 DMC1 FOXL2 KCD11 MPIP3 PGFRL RECQL5 SPO11 TTC23 

AMER1 CDC42 DMTF1 FOXO1 KCD21 MPL PGM1 RED SPOP TTK 

AMGO2 CDC73 DNAJB1 FOXO3 KCNA1 MPP3 PGR REL SPRTN TTP 

AN32A CDCP1 DNAJC21 FOXO4 KCNJ5 MRE11 PGRP2 REPS2 SPT13 TUSC1 

ANCHR CDH1 DNM2 FOXP1 KCTD6 MRE11A PHB RET SQSTM TUSC2 

ANDR CDH10 DNMT3A FOXR1 KDM1A MRGBP PHF23 RETN SRC TX1B3 

ANK1 CDH11 DNMT3B FR1OP KDM3B MRVI1 PHF6 REV1L SRC8 TXK 

ANKRD26 CDH17 DNTT FRAT1 KDM5A MSD3 PHLA3 REV3L SRGAP3 TXNIP 

ANM3 CDH2 DOCK4 FRK KDM5C MSH2 PHLP1 RFC1 SRGP1 TYDP2 

ANM6 CDH23 DOCK8 FRMD3 KDM6A MSH3 PHLP2 RFC2 SRP54 TYK2 

ANO1 CDK1 DP13A FSCN1 KDR MSH4 PHOX2B RFC3 SRP72 TYRO 

ANS1A CDK10 DPH1 FSTL3 KDSR MSH5 PIAS1 RFC4 SRSF1 TYRO3 
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ANS1B CDK12 DPM3 FUBP1 KEAP1 MSH6 PIAS2 RFC5 SRSF2 TYW4 

ANXA5 CDK2 DPOD1 FUMH KHDR1 MSI2 PIAS4 RFIP3 SRSF3 TYY1 

APC CDK20 DPOE1 FUND2 KI20B MSMB PICAL RFWD3 SRY TZAP 

APC10 CDK4 DPOLQ FURIN KIAA1549 MSN PICALM RGCC SS18 U2AF1 

APCL CDK6 DROSHA FUS KIAA1598 MSR1 PIDD1 RGDSR SS18L1 U2QL1 

APEX1 CDK7 DUS10 FYN KIF1B MSRE PIGU RGPD3 SSPN UB2D2 

APEX2 CDK9 DUS16 FZD1 KIF22 MTA1 PIK3CA RGRF1 SSX1 UB2R1 

APITD1 CDKA1 DUS26 FZR1 KIF5B MTA2 PIK3CB RGS7 SSX2 UB2R2 

APLF CDKL1 DUS7 G3BP1 KILIN MTA3 PIK3R1 RHBDF2 SSX4 UB2V2 

APOBEC3B CDKL2 DUT G6PC KIME MTAP PIM1 RHDF2 SSXT UBB 

APTX CDKN1A DUX4L1 GA45G KISS1 MTCP1 PIM2 RHG07 ST134 UBC 

AR CDKN1B E2F1 GADD45A KIT MTG16 PIM3 RHG20 ST14 UBC9 

ARAF CDKN1C E2F2 GALNT12 KLF4 MTG8 PIMRE RHG21 ST17A UBD 

ARF CDKN2A E2F3 GAS7 KLF5 MTG8R PIN1 RHG26 ST18 UBE2A 

ARG39 CDKN2C E2F6 GATA1 KLF6 MTND PININ RHG29 ST20 UBE2B 

ARHG1 CDKN3 E2F7 GATA2 KLH20 MTOR PINK1 RHG35 ST5 UBE2N 

ARHG4 CDN1A E2F8 GATA3 KLH22 MTSS1 PINX1 RHNO1 ST7 UBE2T 

ARHG5 CDN1B E41L3 GCNT3 KLH41 MTUS1 PIR RHOA ST7L UBE2V1 

ARHG8 CDN1C E4F1 GCR KLK10 MUC1 PIWL1 RHOB STA13 UBE2V2 

ARHGAP26 CDN2A EBF1 GDNF KLK2 MUC16 PIWL2 RHOG STABP UBE4B 

ARHGAP5 CDN2B ECT2 GDS1 KLK3 MUC4 PK3CA RHOH STAG1 UBIA1 

ARHGC CDN2C ECT2L GEN1 KLLN MUL1 PK3CB RHXF2 STAG2 UBIM 

ARHGEF10 CDN2D EDN3 GFI1 KMT2A MUS81 PK3CD RIF1 STAP2 UBP10 

ARHGEF10L CDON EED GFI1B KMT2B MUTYH PKHG2 RIG STAR8 UBP2 

ARHGEF12 CDT1 EFL1 GGA1 KMT2C MXI1 PKHG5 RINT1 STAT3 UBP28 

ARHGI CDX2 EFNA1 GIPC1 KMT2D MXRA5 PKHO1 RIOX1 STAT5B UBP32 

ARHGQ CE162 EFNA3 GIT1 KMT2E MY18B PLAG1 RIOX2 STAT6 UBP4 

ARI3A CEACAM5 EFNA4 GLI1 KMT5A MYB PLAK RIPK1 STEA3 UBP47 
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ARI3B CEAM1 EFNB3 GLI2 KNL1 MYBA PLAL1 RIT2 STEA4 UBP6 

ARI4A CEAM5 EFS GLMN KNSTRN MYBB PLCE1 RL10 STIL UBR5 

ARI5B CEAM6 EGF GLT12 KPCA MYC PLCG1 RL1D1 STK11 UBS3A 

ARID1A CEBPA EGFR GML KPCD MYCL PLGF RL40 STK25 UCHL1 

ARID1B CEBPG EGLN1 GMPS KPCD2 MYCN PLK1 RL7A STK26 UFL1 

ARID2 CENPK EGLN2 GNA11 KPCI MYCP1 PLK2 RLF STK3 UFO 

ARK73 CENPU EGR3 GNAQ KPCL MYD88 PLK3 RMI1 STK38 UHRF1 

ARK74 CENPW EHBP1 GNAS KPYM MYEOV PLPL3 RMI2 STK39 UHRF2 

ARMC5 CEP57 EHF GNAS2 KRAS MYH11 PLPP5 RMP STK4 ULA1 

ARNT CEP89 EI24 GNL3L KRIT1 MYH9 PLXB1 RN135 STRN UNG 

ASC CETN2 EIF1AX GO45 KRT19 MYO5A PLXB2 RN139 STYK1 URFB1 

ASCL1 CHAF1A EIF3E GOGA5 KRT7 MYOD1 PLXB3 RN149 SUFU US6NL 

ASF1A CHAF1B EIF4A2 GOLGA5 KS6A2 N4BP2 PML RN167 SUMO1 USE1 

ASPC1 CHCHD7 EKI2 GOPC KS6A5 NAA15 PMS1 RN213 SUSD2 USP1 

ASPP2 CHD1L ELANE GOT1B KS6B1 NAB2 PMS2 RN5A SUSD3 USP44 

ASPSCR1 CHD2 ELF3 GP15L KS6B2 NACA PMS2L3 RNASEL SUSD6 USP6 

ASXL1 CHD4 ELF4 GP5 KSYK NACC2 PNKP RNF11 SUV91 USP8 

ASXL2 CHD5 ELF5 GPAT3 KTN1 NADAP PO3F2 RNF139 SUV92 UVSSA 

ATAD2 CHDH ELK1 GPC3 L2GL1 NANO1 PO4F1 RNF168 SUZ12 VATH 

ATF1 CHEK1 ELK4 GPC5 LACTB NANP8 PO4F2 RNF213 SYCC VAV 

ATF5 CHEK2 ELL GPHN LAP4B NARR POLA1 RNF34 SYCP3 VAV1 

ATF7 CHFR ELN GPHRA LAPTM5 NAT6 POLB RNF4 SYK VAV2 

ATIC CHGA ELOC GPKOW LARP4B NAV2 POLD1 RNF43 SYNP2 VAV3 

ATM CHIC2 EME1 GPS2 LASP1 NBAS POLD2 RNF6 SYP VEGFA 

ATP1A1 CHK1 EME2 GRAP LATS1 NBEA POLD3 RNF8 SZRD1 VEGFC 

ATP2B3 CHK2 EML4 GRB10 LATS2 NBL1 POLD4 RNT2 T184B VGFR1 

ATP4A CHST11 EMP2 GRB2 LC7L3 NBN POLE RNZ2 T53I1 VGFR2 

ATR CHSTB EN113 GRB7 LCK NBPF3 POLE2 ROBO1 T53I2 VGFR3 
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ATRIP CIB1 ENDOV GREM1 LCP1 NBPFC POLE3 ROBO2 TACC1 VHL 

ATRX CIC ENG GRHL2 LDAH NCAM1 POLE4 RON TACC2 VIME 

ATXN3 CIITA ENK18 GRIN2A LDB1 NCKIPSD POLG ROR1 TACC3 VMA5A 

AURKA CIP1 ENK19 GRM3 LEF1 NCOA1 POLH RORA TAD2B VMP1 

AURKB CIP2A ENK21 GRP1 LEG1 NCOA2 POLI ROS1 TAF12 VOPP1 

AXIN1 CJ090 ENK24 GRWD1 LEG8 NCOA4 POLK RPA1 TAF15 VRK1 

AXIN2 CK095 ENK5 GSDMA LEPROTL1 NCOR1 POLL RPA2 TAF4 VTI1A 

B2CL2 CKAP2 ENK6 GSDME LEU1 NCOR2 POLM RPA3 TAL1 VWA2 

B2L10 CLD7 ENK7 GSTM1 LFG1 NDC80 POLN RPA4 TAL2 WAS 

B2LA1 CLIP1 ENK8 GSTP1 LGI1 NDE1 POLQ RPB1 TAOK1 WBP1 

B2M CLK2 ENK9 GTF2H1 LGR6 NDEL1 POT1 RPL10 TAOK2 WDR11 

BACH2 CLOCK ENL GTF2H2 LHFP NDKA POU2AF1 RPL22 TAOK3 WDR48 

BAD CLP1 ENO2 GTF2H3 LHX2 NDKB POU5F1 RPL5 TARG1 WFDC2 

BAG3 CLSPN ENTP5 GTF2H4 LHX4 NDRG1 PP1A RPN1 TAXB1 WHSC1 

BAK CLTC EP300 GTF2H5 LIFR NDRG2 PPARG RRAS TBC3A WHSC1L1 

BANP CLTCL1 EPAS1 GUAA LIG1 NDUAD PPFIBP1 RRAS2 TBK1 WIF1 

BAP1 CLUA1 EPC1 H2AFX LIG3 NDUC2 PPIE RRM2B TBL1XR1 WIPF1 

BARD1 CLUS EPCAM H3F3A LIG4 NDUF4 PPM1D RRP1B TBP WIPI1 

BATF CMC4 EPHA2 H3F3B LIMA1 NEB2 PPP2R1A RS27A TBRG1 WIPI2 

BATF2 CMTA1 EPHA3 HABP2 LIMD1 NEDD4 PPP2R3B RS30 TBX3 WIPI3 

BATF3 CNBD1 EPHA4 HASP LIMK1 NEDD8 PPP6C RSLAA TCAL7 WIPI4 

BAX CNBP EPHA5 HBA1 LIN7A NEIL1 PPR18 RSPO1 TCAM1 WISP1 

BAZ1A CNOT3 EPHA7 HCK LIN9 NEIL2 PRAF3 RSPO2 TCAM2 WN10B 

BC11A CNTNAP2 EPHA8 HCLS1 LITAF NEIL3 PRAM RSPO3 TCEA1 WNK1 

BC11B CNTRL EPHB2 HDAC1 LMBL1 NEK2 PRC1 RSSA TCF12 WNK2 

BCAR1 COL1A1 EPHB3 HDAC2 LMF1 NEK3 PRCC RT11 TCF3 WNK3 

BCAS3 COL2A1 EPHB6 HDGR2 LMNA NEK4 PRDM1 RTEL1 TCF7L2 WNK4 

BCAS4 COL3A1 EPN1 HEAT6 LMO1 NEMF PRDM16 RTKN TCHP WNT1 
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BCCIP COMD1 EPS15 HELQ LMO2 NEMO PRDM2 RTN4 TCL1A WNT10A 

BCL10 COP1 EPS8 HEMK1 LOX12 NENF PRDM5 RUBCL TCL1B WNT2B 

BCL11A COX1 ERBB2 HERC1 LPP NEO1 PRDX6 RUFY3 TCP1L WNT3 

BCL11B COX6C ERBB3 HERPUD1 LRIG3 NEUL1 PREX2 RUNDC2A TCTA WNT4 

BCL2 CPEB3 ERBB4 HEXB LRP12 NF1 PRF1 RUNX1 TDG WNT5A 

BCL2L1 CPEB4 ERC1 HEXI1 LRP1B NF2 PRKACA RUNX1T1 TDP1 WNT6 

BCL2L12 CPNE1 ERCC1 HEXI2 LRRN2 NFAT5 PRKAR1A RUNX2 TDP2 WRAP53 

BCL3 CPNE3 ERCC2 HEY1 LSM14A NFATC2 PRKCB RUNX3 TEC WRN 

BCL6 CQ080 ERCC3 HGF LSM7 NFE2L2 PRKDC RUVB1 TEF WT1 

BCL6B CR032 ERCC4 HIC1 LTK NFIB PRKN RUVB2 TEFF1 WWOX 

BCL7A CR3L2 ERCC5 HIC2 LTMD1 NFIP1 PRKX RUXG TENS4 WWP1 

BCL9 CR3L3 ERCC6 HIF1A LUR1L NFIP2 PROM1 RXFP2 TERC WWTR1 

BCL9L CRADD ERCC6L HIF3A LUZP4 NFKB1 PRPF19 RYK TERF2IP XAB2 

BCLAF1 CRBL2 ERCC6L2 HIP1 LYL1 NFKB2 PRPF40B S100A7 TERT XAF1 

BCOR CRCM ERCC8 HIPK2 LYN NFKBIE PRR14 S10A2 TES XBP1 

BCORL1 CREB1 ERD21 HIST1H3B LYOX NGAL PRR5 S22AA TET1 XIAP 

BCR CREB3L1 EREG HIST1H4I LZTR1 NGF PRRX1 S22AI TET2 XPA 

BDNF CREB3L2 ERF HLA-A LZTS1 NHEJ1 PRUN1 S2533 TEX10 XPC 

BECN1 CREB5 ERG HLF LZTS2 NHP2 PRUN2 S2547 TEX15 XPF 

BIK CREBBP ERRFI HLTF M3K1 NIN PSA5 S35B2 TF2H1 XPO1 

BIN1 CREG1 ESCO2 HMGA1 M3K10 NINL PSCA S38A3 TF65 XRCC1 

BIRC3 CRK ESR1 HMGA2 M3K11 NKX21 PSD10 SALL4 TF7L2 XRCC2 

BIRC6 CRKL ESR2 HMGB1 M3K14 NKX2-1 PSIP1 SAMD9 TFDP1 XRCC3 

BLCAP CRLF2 ESX1 HMGB2 M3K2 NKX31 PSMC3IP SAMD9L TFDP2 XRCC4 

BLK CRNKL1 ETNK1 HMGN2P46 M3K5 NKX3-1 PSMD6 SAMN1 TFDP3 XRCC5 

BLM CRPAK ETS1 HNF1A M3K7 NLS1 PTC1 SAPC2 TFE2 XRCC6 

BLNK CRTC1 ETS2 HNF1B M3K8 NME1 PTC2 SASH1 TFE3 XRN1 

BMI1 CRTC3 ETV1 HNRNPA2B1 M4K5 NMI PTCH1 SAV1 TFEB YAF2 



133 

 

 

BMP5 CRY1 ETV3 HOOK3 MAD2L2 NOL11 PTCH2 SBDS TFG YAP1 

BMPR1A CSDE1 ETV4 HOP MADD NOL7 PTEN SC23B TFIP8 YBOX1 

BMR1A CSF1R ETV5 HOT MAEA NONO PTGS2 SC31A TFPT YES 

BMR1B CSF2 ETV6 HOXA11 MAF NOP10 PTHB1 SC5A8 TFRC YETS4 

BMX CSF3 ETV7 HOXA13 MAFA NOP53 PTK6 SCRIB TG YWHAE 

BOREA CSF3R EVI2A HOXA9 MAFB NOTC4 PTK7 SCUB3 TGFA YYAP1 

BPGM CSK EVI2B HOXB13 MAFF NOTCH1 PTN13 SDC1 TGFB1 ZBT16 

BRAF CSK21 EVI5 HOXC11 MAFG NOTCH2 PTN14 SDC4 TGFBR2 ZBT17 

BRCA1 CSK22 EWS HOXC13 MAFK NOV PTN18 SDCB1 TGFR1 ZBT7A 

BRCA2 CSK23 EWSR1 HOXD11 MAGI1 NPAT PTN7 SDCG3 TGFR2 ZBT7C 

BRCC3 CSMD3 EXO1 HOXD13 MAGI3 NPM PTOV1 SDHA THA ZBTB16 

BRD1 CSN3 EXT1 HPGDS MAGT1 NPM1 PTPN11 SDHAF2 THADA ZBTB4 

BRD3 CSN5 EXT2 HRAS MAK NPRL2 PTPN12  SDHB THAP1 ZC12D 

BRD4 CSN6 EYA2 HS90B MALAT1 NR4A3 PTPN13 SDHC THB ZCCHC8 

BRD7 CSPP1 EZH2 HSP90AA1 MALT1 NRAS PTPN6 SDHD THEM4 ZDH13 

BRD8 CSRN1 EZR HSP90AB1 MAML2 NRG1 PTPRB SE6L1 THOC1 ZDH17 

BRI3B CTBP1 F107A HTAI2 MANF NS1BP PTPRC SEC23B THRAP3 ZEB1 

BRIP1 CTC1 F10A5 HTATIP2 MAP12 NSA2 PTPRD SEM3B THSD1 ZFHX3 

BRMS1 CTCF F120A HUS1 MAP2K1 NSD1 PTPRE SEM3F TIAM1 ZGPAT 

BRNP1 CTDS2 F189B HUTI MAP2K2 NSD2 PTPRH SEM5A TIE2 ZKSC3 

BTBD12 CTDSL F210B HUTU MAP2K4 NSD3 PTPRJ SENP1 TIF1A ZMAT3 

BTC CTIP FA32A HXA9 MAP2K7 NT5C2 PTPRK SENP6 TIFA ZMY10 

BTG1 CTLA4 FA58B HXB13 MAP3K1 NTHL1 PTPRN SEPT5 TINF2 ZMY11 

BTG2 CTNB1 FA72A HYAL1 MAP3K13 NTRK1 PTPRO SEPT6 TIPRL ZMYM3 

BTG3 CTND1 FA83A HYAL3 MAPK1 NTRK3 PTPRT SEPT9 TISB ZN185 

BTK CTNNA1 FA83B I17RB MAPK3 NU214 PTPRU SERPINA1 TISD ZN217 

BUB1B CTNNA2 FA83D IASPP MAPK5 NUAK1 PTTG1 SESN1 TLK1 ZN320 

C15orf65 CTNNB1 FABP7 ID1 MAPK8 NUDT1 PTTG2 SESN2 TLK2 ZN350 
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C17orf70 CTNND1 FACD2 ID3 MAPK8IP1 NUMA1 PTTG3 SET TLX1 ZN365 

C19orf40 CTNND2 FADD IDH1 MAPK8IP2 NUP214 PUM1 SETBP TLX3 ZN513 

C1orf86 CTR9 FAK1 IDH2 MARE1 NUP98 PUM2 SETBP1 TM101 ZN521 

C1QBP CUL1 FAM131B IER2 MARE3 NUTM1 PWWP2A SETD1B TM102 ZN655 

C1TC CUL2 FAM135B IF16 MAS NUTM2A PXMP4 SETD2 TM115 ZN703 

C2D1A CUL3 FAM175A IF2B3 MATK NUTM2B QKI SETMAR TM127 ZNF198 

C2orf44 CUL4A FAM3C IF4E MATR3 NYNRIN R144B SETMR TM158 ZNF278 

C56D2 CUL4B FAM46C IF5A2 MAVS OBF1 RA51C SF3B1 TM9S4 ZNF331 

C7orf11 CUL5 FAM47C IFFO1 MAX OBFC2B RA51D SFPQ TMC6 ZNF384 

CA052 CUL7 FAN1 IFIX MB21D2 OBSCN RA54B SFRP4 TMC8 ZNF429 

CA053 CUX1 FANCA IFM1 MBD4 OGG1 RAB11B SG2A2 TMED4 ZNF479 

CA2D2 CUZD1 FANCB IFM3 MBP OGR1 RAB26 SGK1 TMED8 ZNF521 

CA2D3 CXCL12 FANCC IFNA1 MC1R OLIG2 RAB5A SH21B TMEM127 ZNF687 

CABLES1 CXCR4 FANCD2 IFNG MCF2 OMD RAB7A SH2B1 TMF1 ZNRF3 

CACNA1D CXXC5 FANCE IFRD2 MCF2L OPCM RAB8A SH2B2 TMPRSS2 ZRSR2 

CADH1 CYCS FANCF IGF1 MCL1 OS9 RABEP1 SH2B3 TNAP3 ZSC32 

CADH2 CYLD FANCG IGF1R MCM4 OTU7B RAC1 SH2D1A TNC ZW10 

CADH3 CYP19A1 FANCI IGF2 MCTS1 P2RY8 RACK1 SH3G1 TNF ZWINT 

CADM1 CYP1A1 FANCJ IGF2BP2 MD1L1 P3H1 RAD1 SH3GL1 TNF15 ZZEF1 
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Anexo 2 – Heredogramas dos pacientes com variantes provavelmente patogênicas e patogênicas, eletroferograma com o sequenciamento para 

confirmação da variante e representação da localização proteica 

Anexo 2A – ID 148 
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PPM1D c.1438dupA (p.Ala479fs) 
 

 

 

 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 2B – ID 333 
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CTC1 c.322C>T (p.Arg108Ter) 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

Forward Reverse
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LRP1B c.2395C>T (p.Arg799Ter) 

 

 
  

 

 
 

 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 2C – ID 527 
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MRE11 c.1516G>T (p.Glu506Ter) 
 

 
 
 
 

 
 

 

 

Foward Reverse
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Anexo 2D – ID 1153 
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CHEK2 c.349A>G (p.Arg117Gly) 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 2E – ID 1634 
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MSH6 c.1109T>C (p.Leu370Ser) 
 

 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 2F – ID 1757 

 
 



147 

 

 

SAV1 c.278T>A (p.Leu93Ter) 

 

 
 

 

 

Forward Reverse
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SH2B3 c.1183G>A (p.Glu395Lys) 

 

 
*O sequenciamento reverse não apresentou boa qualidade em nenhuma das tentativas realizadas 

 

 
**A posição proteica descrita e a marcada na figura não são as mesmas por causa da RefSeq utilizada pelo cBioPortal, no entanto a variante indicada na figura se trata da mesma descrita 

 
* 

 

Forward
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Anexo 2G – ID 2001 
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SMAD3 c.1117C>T (p.Arg373Cys) 

 

 
 

 

 
 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 2H – ID 2179 
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BRIP1 c.2119C>T (p.Arg707Cys) 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 2I – ID 2554 
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MUTYH c.452A>G (p.Tyr151Cys) 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

Forward Reverse
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TINF2 c.1202dupA (p.Asn401fs) 

 

 

 

 

 

 

Forward Reverse
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Anexo 3 – Variantes de significado clínico incerto (VUS) identificadas em homens diagnosticados com câncer de mama 

ID Gene Transcrito 
Variante no cDNA 

(HGVS) 
Mudança a nível 

proteico 
ClinVar dbSNP 

ACMG-
AMP  

REVEL 
gnomAD 

(FA) 
ABraOM 

(FA) 

527 ABCB1 NM_001348946 c.1762C>T p.Arg588Cys Responsivo a drogas rs201122883 3 0.916 0.0159 NR 

148 ABCG2 NM_004827 c.221G>A p.Gly74Asp NR rs199976573 3 0.87 0.0637 0.000821 

2279 ABL1 NM_005157 c.2626A>G p.Arg876Gly VUS rs587778012 3 0.238 0.00839 NR 

1153 ABTB1 NM_172027 c.266A>G p.Lys89Arg NR NR 3 0.345 0.00399 NR 

2272 ACSL6 NM_001009185 c.1234C>T p.Arg412Cys NR rs140341663 3 0.423 0.0004 0.003284 

333 AFF1 NM_005935 c.1021C>T p.Pro341Ser NR rs374948523 3 0.535 0.0482 NR 

2554 AFF1 NM_005935 c.1232C>T p.Thr411Ile NR NR 3 0.214 NR NR 

1 AFP NM_001134 c.428A>C p.Glu143Ala NR rs374723455 3 0.358 0.00796 0.001642 

4 AIP NM_001302959 c.47G>A p.Arg16His ICP (1 VUS, 6 PB) rs145047094 3 0.777 0.002 NR 

527 ANK1 NM_000037 c.4680G>A p.Met1560Ile NR rs865882131 3 0.059 0.00412 0.001642 

187 ANO1 NM_018043 c.1625T>C p.Ile542Thr NR NR 3 0.78 NR NR 

2001 APC NM_000038 c.7158G>C p.Lys2386Asn VUS NR 3 0.445 NR NR 

2554 APC NM_000038 c.8524T>G p.Ser2842Ala VUS rs587780610 3 0.394 0.012 NR 

2554 APTX NM_001195248 c.879G>A p.Trp293fs NR rs104894103 3 SP 0.0002 0.000821 

1784 ARHGEF12 NM_015313 c.1526G>A p.Arg509Gln NR rs138160103 3 0.689 0.0016 NR 

2170 ARID2 NM_152641 c.3887G>A p.Gly1296Glu NR NR 3 0.391 0.00797 NR 

2318 ATM NM_000051 c.1444A>C p.Lys482Gln ICP (9 VUS, 3 PB) rs202173660 3 0.156 0.0955 NR 

2302 ATP4A NM_000704 c.1979G>A p.Arg660His NR rs752094325 3 0.327 0.0718 NR 

2302 BANP NM_001173539 c.155C>G p.Ser52Cys NR rs777421580 3 0.19 0.00796 NR 

2318 BCAR1 NM_014567 c.665A>G p.Tyr222Cys NR rs890933316 3 0.399 0.0141 NR 

67 BCL2L12 NM_001282516 c.478C>T p.Arg160Cys NR rs201494242 3 0.12 0.0001 NR 

2302 BCR NM_004327 c.2086C>T p.Arg696Trp NR NR 3 0.324 NR NR 

2279 BLM NM_000057 c.715G>C p.Asp239His VUS rs200756519 3 0.136 0.0199 NR 

2318 BRCA1 NM_007294 c.4390C>G p.Pro1464Ala NR NR 3 0.14 0.00398 NR 

333 BRD3 NM_007371 c.1967C>T p.Ser656Leu NR rs200522998 3 0.179 0.012 NR 

1439 CARD11 NM_032415 c.2119C>T p.Arg707Cys VUS rs143049136 3 0.196 0.0935 NR 

187 CASP9 NM_001229 c.85C>A p.Leu29Met NR NR 3 0.244 0.00725 NR 
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187 CBLB NM_170662 c.1670C>T p.Pro557Leu NR rs148064625 3 0.467 0.0955 0.000821 

2302 CBLC NM_012116 c.1030A>G p.Met344Val NR rs149074838 3 0.799 0.0072 0.007389 

148 CDH23 NM_022124 c.8407G>A p.Val2803Ile VUS rs369697366 3 0.134 0.0001 0.002463 

2284 CDH23 NM_022124 c.7382C>T p.Ser2461Phe VUS rs373823262 3 0.568 0.0201 NR 

187 CEP57 NM_014679 c.95C>T p.Ser32Phe ICP (1 VUS, 1 PB) rs139110744 3 0.175 0.0003 NR 

2104 CLIP1 NM_198240 c.3421G>A p.Gly1141Arg NR NR 3 0.186 NR NR 

1153 COL2A1 NM_001844 c.3802A>G p.Ser1268Gly VUS rs374360275 3 0.27 NR NR 

148 COL2A1 NM_001844 c.4157C>A p.Ser1386Tyr NR NR 3 0.652 NR NR 

2284 COL3A1 NM_000090 c.3326G>A p.Arg1109Gln VUS rs730880062 3 0.593 0.016 NR 

2302 CPNE3 NM_003909 c.90A>C p.Leu30Phe NR NR 3 0.343 NR NR 

2421 CTNND2 NM_001332 c.1598C>T p.Pro533Leu NR rs201675268 3 0.675 0.0001 0.000821 

4 CYR61/CCN1 NM_001554 c.757A>C p.Asn253His NR NR 3 0.587 0.00398 0.000821 

2353 DDX10 NM_004398 c.960T>G p.Phe320Leu NR NR 3 0.267 NR NR 

2421 DDX10 NM_004398 c.1900G>A p.Asp634Asn NR NR 3 0.158 0.0478 NR 

1918 DMC1 NM_007068 c.449G>A p.Gly150Asp NR rs58396845 3 0.293 0.0002 0.001642 

1439 DMTF1 NM_001142327 c.2176C>A p.Pro726Thr NR NR 3 0.348 0 NR 

2179 DNMT3B NM_006892 c.481C>T p.Pro161Ser VUS NR 3 0.263 NR NR 

2349 DNMT3B NM_006892 c.73G>A p.Gly25Arg VUS rs151128145 3 0.477 0.0008 0.000821 

2349 E2F1 NM_005225 c.672G>A p.Met224Ile NR rs199745489 3 0.161 0.0000478 0.001642 

2200 E2F2 NM_004091 c.854A>G p.Asp285Gly NR NR 3 0.192 0.0421 NR 

2170 ECT2L NM_001195037 c.2227C>T p.Gln743fs NR rs199963616 3 SP 0.001 0.001642 

2279 ECT2L NM_001195037 c.2027_2028del p.Lys676fs NR rs554645676 3 SP 0.006 NR 

2302 ECT2L NM_001195037 c.2027_2028del p.Lys676fs NR rs554645676 3 SP 0.006 NR 

2344 ELF3 NM_004433 c.13T>C p.Cys5Arg NR rs143610955 3 0.269 0.0003 0.000821 

1153 EPAS1 NM_001430 c.1556C>T p.Thr519Met NR rs377001303 3 0.241 0.0000485 0.000821 

333 EPHA4 NM_004438 c.2420T>G p.Val807Gly NR NR 3 0.943 NR NR 

2349 EPN1 NM_001130072 c.1691C>T p.Pro564Leu NR rs371999678 3 0.051 0.00681 NR 

2272 ERC1 NM_178040 c.2207G>A p.Arg736Gln NR rs140918161 3 0.25 0.0005 NR 

2353 ERCC2 NM_000400 c.1802G>A p.Arg601Gln NR rs140522180 3 0.674 0.0003570 NR 

2284 ERCC4 NM_005236 c.23G>A p.Arg8Gln NR rs759843019 3 0.076 0.00824 NR 
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1918 ERCC6 NM_000124 c.1666A>T p.Thr556Ser NR NR 3 0.336 0.012 NR 

1634 ETS2 NM_001256295 c.128G>A p.Arg43Lys NR rs1023036362 3 SP NR NR 

148 FAN1 NM_014967 c.80C>T p.Ser27Phe VUS rs139353520 3 0.22 0.0958 0.000821 

333 FAN1 NM_014967 c.1772G>A p.Arg591Gln NR rs768146914 3 0.337 0.0199 NR 

148 FANCD2 NM_001018115 c.860A>C p.His287Pro NR NR 3 0.406 NR NR 

148 FANCD2 NM_001018115 c.2180C>T p.Pro727Leu ICP (3 VUS, 1 PB) rs146509445 3 0.23 0.0001 NR 

148 FAT1 NM_005245 c.7957G>A p.Gly2653Ser NR rs200149452 3 0.69 0.0006 0.004105 

2318 FAT1 NM_005245 c.3817_3818delinsTGG p.His1273delinsLeuAsp NR rs328418 3 SP NR NR 

2421 FAT1 NM_005245 c.7298A>G p.Asn2433Ser NR rs183723851 3 0.329 0.0602 NR 

1634 FAT3 NM_001008781 c.11012G>A p.Arg3671His NR rs535363004 3 0.439 0.0281 NR 

2318 FAT3 NM_001008781 c.5566A>T p.Ser1856Cys NR rs200829005 3 0.329 0.0005 0.001642 

2344 FAT4 NM_001291303 c.12812C>T p.Thr4271Ile NR NR 3 0.564 NR 0.000821 

333 FBLN2 NM_001004019 c.472C>T p.Arg158Trp NR rs199776248 3 0.151 0.0002 0.000821 

2170 FGF22 NM_001300812 c.454C>T p.Pro152Ser NR rs11572889 3 SP 0.0054 0.009046 

2421 FGF6 NM_020996 c.413T>C p.Phe138Ser NR NR 3 0.92 NR NR 

2179 FGFR3 NM_000142 c.2272G>A p.Asp758Asn ICP (1 VUS, 1 PB) rs56266857 3 0.283 0.0003 0.000824 

2284 FLOT1 NM_005803 c.775G>A p.Val259Met NR rs149283777 3 0.19 0.0004 0.000821 

2302 FLT1 NM_002019 c.2911T>G p.Phe971Val NR NR 3 0.67 0.00398 NR 

2302 FLT4 NM_182925 c.3761C>T p.Thr1254Ile NR rs201542981 3 0.645 0.0518 NR 

2349 FOLH1 NM_004476 c.802C>T p.Leu268Phe NR rs140123322 3 0.312 0.0013 NR 

1342 FOXA1 NM_004496 c.69G>C p.Gln23His NR rs139801655 3 0.166 0.0009 0.002463 

4 FOXE1 NM_004473 c.743C>G p.Ala248Gly VUS rs538912281 3 0.662 0.002 0.002517 

2179 FOXO1 NM_002015 c.1036A>G p.Met346Val NR rs1004836513 3 0.254 NR NR 

2344 FURIN NM_002569 c.433C>T p.His145Tyr NR rs370390012 3 0.185 0.0159 0.004105 

2170 GEN1 NM_001130009 c.56T>C p.Leu19Ser NR NR 3 0.619 0.00398 NR 

2272 GNAS NM_080425 c.1642G>A p.Ala548Thr VUS rs760016801 3 0.249 0.00479 NR 

4 GPC5 NM_004466 c.456A>T p.Leu152Phe NR rs766646280 3 0.254 0.0159 NR 

2554 GRB7 NM_005310 c.1547G>A p.Arg516His NR rs369894051 3 0.24 0.0479 0.000821 

2554 GRM3 NM_000840 c.1567C>A p.Pro523Thr NR NR 3 0.389 NR NR 

2104 HCLS1 NM_005335 c.487G>A p.Val163Met NR rs372191150 3 0.302 0.00398 NR 
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1342 HELQ NM_001297755 c.47A>G p.Lys16Arg NR rs150540222 3 0.207 0.0012 0.002463 

2353 HELQ NM_001297755 c.196C>T p.Leu66Phe NR rs185984250 3 0.026 0.0239 NR 

4 HEXB NM_000521 c.1367A>C p.Tyr456Ser VUS rs121907982 3 0.778 0.0000875 NR 

2344 HIF3A NM_152795 c.512C>T p.Thr171Ile NR rs143277530 3 0.55 0.0001 0.000821 

2279 HLTF NM_003071 c.2729T>C p.Leu910Pro NR NR 3 0.903 NR NR 

2554 HOXA9 NM_152739 c.565C>A p.Pro189Thr NR rs140596580 3 0.398 0.0004 NR 

2554 HOXA9 NM_152739 c.193G>A p.Ala65Thr NR rs200385248 3 0.237 0.0003 NR 

2284 HOXD11 NM_021192 c.661G>T p.Gly221Trp NR rs771107863 3 0.503 0.0669 NR 

527 HTATIP2 NM_001098522 c.109G>T p.Glu37fs NR rs202128953 3 SP 0.0718 NR 

2318 HTATIP2 NM_001098520 c.62T>C p.Leu21Pro NR rs535685405 3 0.152 NR NR 

67 IL10 NM_000572 c.185A>C p.Asp62Ala NR NR 3 0.392 NR NR 

2318 IL1B NM_000576 c.2T>C p.Met1Thr NR rs533327440 3 0.63 0.0994 0.001642 

2179 ILK NM_004517 c.806C>T p.Thr269Ile NR rs770920688 3 0.728 0.0119 NR 

1342 INSL3 NM_005543 c.143dupG p.Gly48fs NR rs757862609 3 SP 0.0774 NR 

1634 JAK3 NM_000215 c.2152G>C p.Val718Leu ICP (1 VUS, 3 PB) rs146837396 3 0.125 0.0007 0.002463 

2421 JAK3 NM_000215 c.2773C>A p.Arg925Ser ICP (1 PP, 2 VUS, 2 PB) rs149452625 3 0.52 0.001 0.005757 

2200 JUND NM_005354 c.1010A>G p.Gln337Arg NR rs200000692 3 0.29 0.0002 NR 

2349 KANK1 NM_015158 c.1699A>C p.Asn567His NR NR 3 0.309 NR NR 

1342 KAT6B NM_012330 c.2207C>T p.Ser736Leu NR NR 3 0.836 0.00000398 NR 

2200 KLK2 NM_005551 c.164_195del p.Val55fs NR rs748506110 3 SP 0.0879 NR 

2284 KLK2 NM_005551 c.164_195del p.Val55fs NR rs748506110 3 SP 0.0879 NR 

2179 KLK3 NM_001648 c.70C>T p.Arg24Trp NR rs141576693 3 0.312 0.0797 NR 

1918 KMT2D NM_003482 c.5911A>G p.Ser1971Gly NR NR 3 0.395 NR NR 

2170 KRT7 NM_005556 c.796G>A p.Ala266Thr NR NR 3 0.423 NR NR 

2200 KRT7 NM_005556 c.1078G>A p.Ala360Thr NR rs1021750369 3 0.723 NR 0.000821 

2179 LMNA NM_001282624 c.92G>A p.Arg31Gln NR rs1036587100 3 0.11 0.0043 NR 

2200 LMNA NM_170707 c.986G>A p.Arg329His VUS rs397517913 3 0.581 0.00002 NR 

333 LTK NM_002344 c.496G>T p.Asp166Tyr NR rs752575788 3 0.331 1.23e-05 NR 

1439 MAFB NM_005461 c.565G>A p.Gly189Arg NR NR 3 0.294 0.028 NR 

1634 MAGI1 NM_001033057 c.92C>T p.Thr31Met NR rs139524567 3 0.054 0.0004 NR 
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2344 MAGI1 NM_001033057 c.92C>T p.Thr31Met NR rs139524567 3 0.054 0.0004 NR 

2279 MAP2K4 NM_003010 c.83C>T p.Ala28Val NR NR 3 0.098 NR NR 

2200 MAP3K13 NM_004721 c.434T>C p.Ile145Thr NR rs767133399 3 0.757 0.0558 NR 

1 MBD4 NM_001276270 c.347T>G p.Leu116Arg NR rs200082149 3 0.377 0.0001 NR 

2353 MCF2L NM_001112732 c.79+1G>C . NR rs760992655 3 SP 0.006799 NR 

2279 MCF2L NM_001112732 c.2035C>G p.Leu679Val NR NR 3 0.294 NR NR 

2170 MDH2 NM_005918 c.725C>T p.Ala242Val NR rs782141356 3 0.524 0.0164 NR 

1439 MIB2 NM_001170688 c.2536C>T p.Arg846Trp NR rs568026207 3 0.014 0.0002 0.000836 

2421 MIB2 NM_001170688 c.1907C>T p.Thr636Met NR rs367618378 3 0.205 0.0161 NR 

2344 MINK1 NM_153827 c.2422C>T p.Arg808Trp NR rs756866863 3 0.41 0.0122 0.000821 

1757 
MKL1/ 
MRTFA 

NM_020831 c.1477C>T p.Pro493Ser VUS rs200565523 3 0.332 0.00819 NR 

4 MKRN2 NM_014160 c.853A>G p.Ile285Val NR rs772310390 3 0.402 0.00796 NR 

1153 MLLT10 NM_001195626 c.1147C>T p.Arg383Cys NR NR 3 0.184 0.00398 NR 

4 MME NM_007289 c.68G>A p.Arg23Gln VUS rs201850855 3 0.609 0.0002 NR 

4 MMP9 NM_004994 c.773C>T p.Thr258Ile ICP (4 VUS, 1 PB) rs41529445 3 0.467 0.001 NR 

1342 MMP9 NM_004994 c.773C>T p.Thr258Ile ICP (4 VUS, 1 PB) rs41529445 3 0.467 0.001 NR 

1 MPL NM_005373 c.1805T>C p.Met602Thr VUS rs770770219 3 0.12 0.0517 NR 

4 MPP3 NM_001932 c.617C>A p.Ser206Tyr NR rs189143886 3 0.575 0.0053 0.009852 

2344 MSH2 NM_000251 c.286C>A p.Arg96Ser VUS NR 3 0.77 NR NR 

2554 MSI2 NM_138962 c.904G>A p.Ala302Thr NR rs145489286 3 0.148 0.0007 NR 

4 MUC4 NM_018406 c.13187C>G p.Ala4396Gly NR rs765093267 3 0.356 0.00398 NR 

1784 MUC4 NM_018406 c.6948_6952del p.Gly2316fs NR rs780998555 3 SP 0.0197 NR 

2104 MXI1 NM_005962 c.69G>C p.Glu23Asp NR rs369915050 3 0.159 0.0002 0.000865 

333 MYH11 NM_001040113 c.1261A>G p.Lys421Glu NR NR 3 0.595 NR NR 

187 NBPF3 NM_001256416 c.106C>T p.Arg36fs NR rs758505231 3 SP 0.00399 NR 

2554 NF2 NM_000268 c.1018G>T p.Ala340Ser VUS rs780430071 3 0.316 NR NR 

2284 NFATC2 NM_012340 c.1796C>T p.Thr599Met NR rs141528841 3 0.621 0.0000517 NR 

527 NFKB2 NM_001322934 c.2531T>C p.Val844Ala VUS NR 3 0.743 NR NR 

1153 NHEJ1 NM_024782 c.455A>G p.Glu152Gly NR NR 3 0.365 NR NR 

2344 NIN NM_020921 c.2509G>C p.Glu837Gln NR NR 3 0.084 NR NR 
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2284 NOTCH1 NM_017617 c.6476G>A p.Arg2159His VUS rs1060502233 3 0.5 0.00407 NR 

1 NOTCH2 NM_024408 c.3995G>A p.Arg1332His VUS rs587609362 3 0.231 0.0429 0.00165 

1757 NTRK1 NM_002529 c.2242C>T p.Arg748Trp VUS rs778520978 3 0.65 0.0443 NR 

148 NUP214 NM_005085 c.107A>T p.Lys36Met NR rs934461763 3 0.544 NR NR 

333 OBSCN NM_001098623 c.20514_20515del p.Ala6838fs NR rs536227878 3 SP 0.0034 0.004926 

2318 OLIG2 NM_005806 c.608C>T p.Ala203Val NR NR 3 0.092 NR NR 

2353 PAX3 NM_013942 c.611C>T p.Ser204Phe NR rs28945095 3 0.213 0.0002 NR 

527 PCM1 NM_001315507 c.2954G>A p.Arg985His NR rs777684049 3 0.5 0.0161 NR 

2349 PDE4DIP NM_001198834 c.4187G>A p.Trp1396fs NR rs782516582 3 SP 0.0757 NR 

2284 PDGFD NM_025208 c.7C>G p.Arg3Gly NR rs147228586 3 0.068 0.0002 NR 

2318 PIDD1 NM_145886 c.719G>A p.Arg240Gln NR rs371538473 3 0.032 0.0001 NR 

333 PINK1 NM_032409 c.835C>T p.Arg279Cys VUS rs61735932 3 0.546 0.0596 NR 

2279 PNKP NM_007254 c.1321G>A p.Ala441Thr VUS NR 3 0.157 0.00682 NR 

2279 POLD1 NM_002691 c.3256C>T p.Arg1086Trp VUS rs963136799 3 0.171 0.00000826 NR 

2272 POLE4 NM_019896 c.28G>A p.Gly10Arg NR NR 3 0.161 0 NR 

2104 POLG NM_002693 c.2145A>T p.Gln715His VUS rs796052882 3 0.292 0.00398 0.000821 

2001 PREX2 NM_024870 c.3184C>T p.Arg1062Cys NR rs200550325 3 0.168 0.0845 0.001642 

67 PTCH2 NM_003738 c.898G>A p.Gly300Arg NR NR 3 0.941 NR NR 

1757 PTPRU NM_133178 c.1136A>C p.Lys379Thr NR rs72649292 3 0.664 0.0015 0.002463 

2421 RAD18 NM_020165 c.676C>T p.Arg226Cys NR rs773677079 3 0.177 0.0319 NR 

1918 RAD51B NM_001321812 c.1042A>G p.Arg348Gly NR rs2525524 3 SP NR NR 

2421 RASAL1 NM_001193520 c.2137G>C p.Val713Leu NR rs776452112 3 0.169 NR 0.000821 

1 RBBP8 NM_002894 c.1601C>T p.Ser534Leu NR rs75541516 3 0.156 0.00813 NR 

2302 RBL1 NM_002895 c.3181G>A p.Val1061Ile NR NR 3 0.47 0.004 NR 

1439 RBL2 NM_005611 c.247G>A p.Asp83Asn NR rs372989712 3 0.361 0.0361 NR 

2349 RBL2 NM_005611 c.2815A>G p.Arg939Gly NR NR 3 0.631 0.004 NR 

1439 RECQL4 NM_004260 c.1684C>T p.Arg562Trp VUS rs61759892 3 NR 0.0003 NR 

333 RINT1 NM_021930 c.2361G>A p.Trp787Ter VUS NR 3 SP 0.000378 NR 

1757 RIOX2 NM_153182 c.602C>T p.Pro201Leu NR rs56183666 3 0.48 0.0057 0.00821 

2200 RIOX2 NM_153182 c.602C>T p.Pro201Leu NR rs56183666 3 0.48 0.0057 0.00821 
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2318 RIPK1 NM_001317061 c.101A>G p.His34Arg NR NR 3 0.555 NR NR 

1153 RNF34 NM_194271 c.1003G>A p.Asp335Asn NR rs144819272 3 0.456 0.0011 0.000821 

2001 ROBO1 NM_002941 c.4606G>A p.Asp1536Asn NR rs756036592 3 0.084 0.0482 NR 

1342 ROR1 NM_005012 c.1639C>T p.Pro547Ser VUS rs137874089 3 0.706 0.0001 NR 

2353 RPA1 NM_002945 c.865T>C p.Cys289Arg NR rs755623911 3 0.562 0.00795 NR 

1757 RPL5 NM_000969 c.229G>A p.Ala77Thr VUS rs752867126 3 0.611 0.00801 NR 

148 RTEL1 NM_001283009 c.1519G>A p.Asp507Asn NR rs778782744 3 0.107 0.012 NR 

2279 RTEL1 NM_001283009 c.47A>G p.Gln16Arg VUS rs748145576 3 0.06 0.00796 NR 

1439 RUNX3 NM_004350 c.242C>T p.Ser81Leu NR rs757386888 3 0.912 0.0207 0.000821 

1757 RUNX3 NM_004350 c.790C>G p.Pro264Ala NR rs759924278 3 0.082 0.00897 NR 

4 SAMD9 NM_017654 c.1375C>T p.Arg459Ter VUS rs145018604 3 SP 0.0000678 NR 

2554 SASH1 NM_015278 c.3512G>A p.Arg1171Gln NR rs143577116 3 0.558 0.0013 0.001642 

1757 SAV1 NM_021818 c.1049T>C p.Ile350Thr NR rs779939064 3 0.457 0.00000796 NR 

1757 SCRIB NM_182706 c.2066C>G p.Thr689Ser NR rs373155569 3 0.008 0.011 NR 

2421 SETMAR NM_001276325 c.755T>C p.Ile252Thr NR rs139483473 3 0.911 0.0997 NR 

527 SFRP4 NM_003014 c.916G>A p.Gly306Arg NR rs762703116 3 0.061 0.00398 NR 

1634 SFRP4 NM_003014 c.652G>A p.Val218Met NR rs746754945 3 0.349 0.00795 NR 

1784 SH2B3 NM_005475 c.622G>C p.Glu208Gln ICP (1 VUS, 1 PB) rs202080221 3 0.108 0.0011 0.002521 

187 SH3GL1 NM_003025 c.647C>T p.Ser216Leu NR rs202142863 3 0.265 0.0404 NR 

67 SHB NM_003028 c.122C>A p.Pro41His NR NR 3 0.034 NR NR 

2170 SHB NM_003028 c.1510G>A p.Val504Met NR rs369726171 3 0.416 0.0281 NR 

2349 SMAD6 NM_005585 c.1271C>T p.Ala424Val VUS rs371348775 3 0.532 0.0394 NR 

2284 SNTB1 NM_021021 c.1307C>T p.Ala436Val NR rs61762674 3 0.544 0.005 0.004105 

1634 SOS1 NM_005633 c.1627T>C p.Ser543Pro VUS rs1057517868 3 0.743 0.012 NR 

2554 ST14 NM_021978 c.598C>T p.Pro200Ser NR rs781073815 3 0.362 0.00799 NR 

1634 STAT5B NM_012448 c.950A>G p.Asn317Ser NR NR 3 0.148 NR NR 

1439 STIL NM_001048166 c.728A>G p.Lys243Arg NR NR 3 0.401 NR NR 

2200 STK3 NM_006281 c.119G>A p.Ser40Asn NR rs187757501 3 0.305 0.003 0.004105 

2200 SUFU NM_016169 c.53C>G p.Pro18Arg VUS NR 3 0.095 NR NR 

2353 SUSD2 NM_019601 c.1927G>A p.Asp643Asn NR rs114116915 3 0.232 0.0001 NR 
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2554 SUSD2 NM_019601 c.2191C>T p.Pro731Ser NR rs149830913 3 0.438 0.0007 0.000821 

148 TACC1 NM_006283 c.1976C>T p.Thr659Ile NR rs934392598 3 0.107 NR NR 

187 TAF4 NM_003185 c.973G>T p.Val325Phe NR NR 3 0.057 NR 0.002924 

2353 TAF4 NM_003185 c.1135A>G p.Met379Val NR rs578126552 3 0.051 0.0002 0.000826 

1918 TAL1 NM_001287347 c.262G>A p.Val88Met NR rs769973350 3 0.576 0.0007 0.002568 

2344 TAL1 NM_001287347 c.262G>A p.Val88Met NR rs769973350 3 0.576 0.0007 0.002568 

2284 TAL1 NM_001287347 c.395C>G p.Pro132Arg NR rs886951676 3 0.411 0 NR 

2554 TAL1 NM_001287347 c.697A>G p.Met233Val NR NR 3 0.713 NR NR 

1 TAOK1 NM_025142 c.2317C>T p.His773Tyr NR NR 3 0.243 0.00398 NR 

2272 TBP NM_003194 c.216_217insG p.Gln72fs NR NR 3 SP 0.002 NR 

2353 TBRG1 NM_032811 c.617A>G p.His206Arg NR rs189473082 3 0.889 0.0751 NR 

2104 TCEA1 NM_006756 c.464G>C p.Gly155Ala NR rs200590980 3 0.122 0.0017 0.001642 

2179 TCF3 NM_003200 c.511A>C p.Lys171Gln NR NR 3 0.27 NR NR 

148 TCF7L2 NM_001146274 c.607G>A p.Glu203Lys NR rs965385818 3 0.441 0.00805 NR 

2554 TERT NM_198253 c.3116C>T p.Thr1039Met VUS rs763381198 3 0.185 0.00804 NR 

2329 TET1 NM_030625 c.4591G>A p.Asp1531Asn NR rs144272090 3 0.368 0.0003 NR 

2104 TEX15 NM_001350162 c.614A>C p.Asn205Thr NR rs77311674 3 SP 0.0004 NR 

2353 TG NM_003235 c.2560C>T p.Arg854Trp VUS rs202196940 3 0.134 0.0002 0.001642 

148 TIAM1 NM_003253 c.3625G>A p.Ala1209Thr NR rs201843661 3 0.098 0.0001 0.000821 

2200 TIAM1 NM_003253 c.109C>T p.Arg37Trp NR rs776137189 3 0.336 0.0000199 NR 

187 TLX1 NM_005521 c.254C>G p.Pro85Arg NR NR 3 0.188 NR NR 

2329 TLX1 NM_005521 c.194C>T p.Ala65Val NR rs753834322 3 0.234 0.0396 NR 

2284 TNFRSF10B NM_003842 c.1232A>G p.Glu411Gly NR rs564770528 3 0.275 NR NR 

2421 TPGS2 NM_001271953 c.681A>C p.Lys227Asn NR rs557372361 3 SP 0.0002 NR 

2302 TRIP13 NM_004237 c.451G>A p.Asp151Asn NR rs749716330 3 0.302 0.00000398 NR 

1 TTK NM_003319 c.323G>C p.Ser108Thr NR NR 3 0.404 NR NR 

527 TTK NM_003318 c.323G>C p.Ser108Thr NR NR 3 0.403 NR NR 

2302 TTK NM_003320 c.323G>C p.Ser108Thr NR NR 3 0.405 NR NR 

2344 TTK NM_003321 c.323G>C p.Ser108Thr NR NR 3 0.406 NR NR 

2200 TXK NM_003328 c.85C>G p.Gln29Glu NR rs140295228 3 0.041 0.00000798 NR 
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1342 TYK2 NM_003331 c.256C>A p.Pro86Thr VUS rs141466711 3 0.076 0.0557 NR 

2001 TYK2 NM_003331 c.602C>T p.Pro201Leu VUS rs752615354 3 0.064 0.00796 NR 

187 TYRO3 NM_006293 c.1491C>G p.Ser497Arg NR NR 3 0.434 NR NR 

1439 USP6 NM_001304284 c.532G>T p.Glu178fs NR NR 3 SP NR NR 

1439 USP6 NM_001304284 c.3565A>T p.Lys1189fs NR rs200143577 3 SP 0.0014 0.007389 

2272 VAV1 NM_005428 c.1588A>G p.Lys530Glu NR NR 3 0.41 NR NR 

527 VAV2 NM_001134398 c.1513G>C p.Glu505Gln NR rs140877645 3 0.553 0.0837 0.000821 

527 VAV3 NM_006113 c.1577C>T p.Ser526Phe NR rs769529524 3 0.26 0.0000279 0.000821 

2329 VAV3 NM_006113 c.19T>G p.Cys7Gly NR rs146244286 3 0.753 0.0003 0.001642 

1 VWA2 NM_001272046 c.1924G>A p.Gly642Arg NR rs10082357 3 0.917 0.0016 0.004926 

2344 VWA2 NM_001272046 c.1397G>T p.Arg466Leu NR rs146262074 3 0.175 0.0001 NR 

2349 VWA2 NM_001272046 c.206G>T p.Arg69Met NR rs149309552 3 0.591 0.0021 0.001642 

2200 WDR48 NM_020839 c.878A>G p.Glu293Gly NR rs766524631 3 0.422 0.00000398 NR 

2272 WIF1 NM_007191 c.1136G>T p.Trp379Leu NR rs140474921 3 0.508 0.0002 0.000821 

2302 WIPF1 NM_001375834 c.473G>A p.Arg158Lys VUS rs148175242 3 0.032 0.0004 0.000821 

148 WWP1 NM_007013 c.650C>T p.Pro217Leu NR rs144084001 3 0.189 0.0955 0.001642 

2179 WWP1 NM_007013 c.2220G>C p.Lys740Asn NR rs144060832 3 0.486 0.0005 NR 

1153 XRCC1 NM_006297 c.1844dupG p.Cys615fs NR rs773401514 3 SP 0.000119 NR 

1153 XRCC5 NM_021141 c.1123G>T p.Val375Phe NR rs192418356 3 0.382 0.036 NR 

333 XRCC6 NM_001469 c.809C>T p.Ser270Phe NR NR 3 0.258 NR NR 

1757 XRN1 NM_001282857 c.1241A>G p.Asp414Gly NR rs201934622 3 0.077 0.0002 NR 

2421 YAF2 NM_001190979 c.163T>G p.Phe55Val NR rs200164207 3 0.071 0.0006 NR 

2279 ZFHX3 NM_006885 c.5699A>C p.Glu1900Ala NR rs200008447 3 0.256 0.0318 NR 

2554 ZFHX3 NM_006885 c.10693G>A p.Ala3565Thr NR rs778895240 3 0.459 0.0239 0.001642 

Legenda: HGVS = Human Genome Variantion Society; dbSNP = Single Nucleotide Polymorphism database; ACMG-AMP = American College of Medical Genetics and Genomics – Association of 
Molecular Pathology;  FA = Frequência alélica; NR = Não reportada; PB = provavelmente benigna; B = Benigna; PP = Provavelmente patogênica; SP = Sem predição; ICP = Interpretação conflitante 
de patogenicidade; VUS = Variante de significado clínico incerto (do inglês, variant of uncertain significance). 
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Anexo 4 

Anexo 4A - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 2 em MRE11 no clone MRE11 OLD da linhagem MCF10AneoT  

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MRE11 OLD comparado à linhagem MCF10AneoT parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone 

MRE11 OLD e a linhagem MCF10AneoT parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência 

após o local de deleção, onde teríamos o marco de leitura alterado. 

A B

C
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Anexo 4B - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 4 em MRE11 no clone MRE11 OLD da linhagem MCF10AneoT  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MRE11 OLD comparado à linhagem MCF10AneoT parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone 

MRE11 OLD e a linhagem MCF10AneoT parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência 

após o local de deleção, onde teríamos o marco de leitura alterado. 

A B

C
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Anexo 4C - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 2 em MRE11 no clone MRE11 NEW da linhagem MCF10AneoT  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 
deleções do clone MRE11 NEW comparado à linhagem MCF10AneoT parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone 
MRE11 NEW e a linhagem MCF10AneoT parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência 
após o local de deleção, onde teríamos o marco de leitura alterado. 
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Anexo 4D - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 4 em MRE11 no clone MRE11 NEW da linhagem MCF10AneoT  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MRE11 NEW comparado à linhagem MCF10AneoT parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone 

MRE11 NEW e a linhagem MCF10AneoT parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência 

após o local de deleção, onde teríamos o marco de leitura alterado. 
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Anexo 4E - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 2 em MRE11 no clone MRE11 da linhagem KTMBE  

  

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MRE11 comparado à linhagem KTMBE parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone MRE11 e a 

linhagem KTMBE parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência após o local de deleção, 

onde teríamos o marco de leitura alterado. 
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Anexo 4F - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 4 em MRE11 no clone MRE11 da linhagem KTMBE  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MRE11 comparado à linhagem KTMBE parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone MRE11 e a 

linhagem KTMBE parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência após o local de deleção, 

onde teríamos o marco de leitura alterado. 
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Anexo 4G - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 1 em MSH6 no clone MSH6 da linhagem MCF10AneoT  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MSH6 comparado à linhagem MCF10AneoT parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone MSH6 

e a linhagem MCF10AneoT parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência após o local de 

deleção, onde teríamos o marco de leitura alterado. 
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Anexo 4H - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 4 em MSH6 no clone MSH6 da linhagem MCF10AneoT  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MSH6 comparado à linhagem MCF10AneoT parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone MSH6 

e a linhagem MCF10AneoT parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência após o local de 

deleção, onde teríamos o marco de leitura alterado. 

A B
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Anexo 4I - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 1 em MSH6 no clone MSH6 da linhagem KTMBE 

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MSH6 comparado à linhagem KTMBE parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone MSH6 e a 

linhagem KTMBE parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência após o local de deleção, 

onde teríamos o marco de leitura alterado. 
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Anexo 4J - Análise de deleção da sequência reconhecida pelo gRNA 1 em MSH6 no clone MSH6 da linhagem KTMBE  

 

 

A – Eletroferograma da região sequenciada. Destacado em azul a sequência alvo que deveria ter sido deletada. B – Análise do espectro de inserções e 

deleções do clone MSH6 comparado à linhagem KTMBE parental. C – Controle de qualidade de porcentagem de similaridade entre o clone MSH6 e a 

linhagem KTMBE parental. Em tracejado azul está o local onde a deleção deveria ocorrer. Em cinza está destacada a sequência após o local de deleção, 

onde teríamos o marco de leitura alterado. 

A B

C


