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RESUMO

O céncer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e, para o
Brasil, o Instituto Nacional do Cancer estimou uma incidéncia de 57.120 novos casos
e 13.345 o numero de mortes para 2014 (INCA 2014). A carcinogénese mamaria é
um processo de varias etapas caracterizado por alteragdes na constituicdo genética
e epigenética das células e pode se expressar de duas maneiras: doenca in situ ou
invasiva. Mutacdes no gene supressor de tumor TP53 sdo associadas ao
desenvolvimento de cancer de mama com prognostico desfavoravel. A mutacao
R337H TP53 se caracteriza por codificar uma histidina no lugar de arginina (R337H),
no exon 10 do gene TP53, no dominio de dimerizacdo da proteina p53. E associada
principalmente com o cancer de cortex da glandula adrenal em criancas, e tem uma
frequéncia elevada no sul do Brasil (0,3%). Outros canceres associados a esta
mutacdo na vida adulta sdo os de mama e estdbmago, justificando a presente
investigacdo. O objetivo principal deste projeto € verificar a frequéncia da mutagéo
R337H, em uma amostra de pacientes portadoras de carcinomas mamarios
esporadicos, atendidas no Hospital Nossa Senhora das Gracas de Curitiba, PR.
Desta amostra sera selecionada uma subamostra de pacientes com idade inferior a
35 anos considerando, que carcinomas diagnosticados nesta faixa etaria sao
considerados mais agressivos. Foram utilizados tumores congelados armazenados
no Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, e a técnica de PCR-RFLP
para a avaliagdo da mutacdo. Foram genotipadas 314 pacientes para a mutacao
R337H TP53 e uma paciente foi identificada como sendo portadora da mutacéo
confirmando até o momento a mesma frequéncia da populacao geral. O estudo tera

continuidade envolvendo cerca de 3000 pacientes.

Palavras- Chave: Cancer de Mama, TP53, Muta¢do R337H, PCR-RFLP.
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1 INTRODUCAO

O céncer de mama vem sendo intensamente estudado nos ultimos anos por
ter se tornado um problema de saude publica que atinge um numero significativo de
mulheres a cada ano. Ampliar os conhecimentos sobre a sua etiologia, causas,
meios de diagndstico precoce efetivos e desenvolver tratamentos séo prioridades da
oncologia. O estudo do gene supressor de tumor TP53 resultou na identificacdo da
mutacdo R337H TP53, que se caracteriza por codificar uma histidina no lugar de
arginina (R337H), no exon 10 do gene TP53, no dominio de dimerizacéo da proteina
p53. Esta mutacdo ocorre em 95% dos pacientes pediatricos portadores de Tumor
de Cortex Adrenal (ATC), que ocorre em frequéncias elevadas no Sul do Brasil,
comparativamente a outras regifes e paises (MARIGO et al., 1969; PIANOVSKI et
al.,2006). Como exemplo, a incidéncia de TCA na Franca € 18 vezes mais baixa do
que no Estado do Parana (DESANDES et al.,2004)

A mutacdo R337H TP53 é possivelmente associada ao desenvolvimento de
cancer de mama com prognéstico desfavoravel (ASSUMPCAO et al., 2008). Assim,
utiizando a técnica de PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo), o presente projeto tem
como objetivo estimar a frequéncia da mutacdo R337H TP53 em pacientes com
carcinomas esporadicos de mama atendidas no Hospital Nossa Senhora das Gracas

de Curitiba, Parana.

2 OBJETIVO
Estimar a frequéncia da mutacdo R337H TP53 em pacientes com carcinomas

mamarios esporadicos, atendidas no Hospital Nossa Senhora das Gracas de

Curitiba, Parana.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama € considerado como o segundo tipo mais freqiente de
neoplasia do mundo entre as mulheres. Sua incidéncia é cada vez maior em paises
em desenvolvimento, correspondendo a cerca de 69% de mortes pela doenca,
devido principalmente ao aumento na expectativa de vida e a precariedade de
deteccdo e diagndstico da doenca em paises subdesenvolvidos (WHO-World Health
Organization -WHO Global Burdenof Disease,2014).

Uma estimativa feita pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de
2014 sugere o diagnostico de 57.120 novos casos de cancer de mama no Brasil, e
13.345 mortes pela doenca. O alto nimero de mortes causadas pelo cancer de
mama no pais deve-se principalmente ao diagndstico tardio. Segundo o Ministério
da Saude (2014), o rastreamento mamografico deve ser realizado a cada dois anos
em mulheres entre 50 e 69 anos de idade. Cerca de 15-25% da mortalidade
resultante da doenca poderia ser evitada pela utilizacdo adequada desse método
que detecta, em média, de 80-90% dos canceres de mama em mulheres
assintomaticas (JEMAL et al., 2010). Paises como Estados Unidos, Canada, Reino
Unido, Holanda, Dinamarca e Noruega, embora apresentem um aumento
consideravel na incidéncia, uma reducdo da mortalidade é observada devido a

deteccao precoce e ao tratamento adequado das pacientes (WHO, 2010).

O desenvolvimento de tumores mamarios é resultado de uma combinacéo de
alteracdes genéticas e epigenéticas das células. A maioria dessas alteracdes resulta
em morte celular, porém algumas delas podem ocorrer em genes associados a
proliferacdo celular, invasdo, caracterizando um processo de carcinogénese
(NUSSBAUM, 2008).

As mudancas genéticas e epigenéticas envolvidas na progressao tumoral
ocorrem em duas classes principais de genes:. proto-oncogenes e genes

supressores de tumor.



Os proto-oncogenes sao 0s responsaveis pela ativacao da proliferagcdo celular,
dessa forma, alteracdes nesses genes caracterizam um processo de proliferacao
celular desordenado, propriedade indispensavel para o processo de carcinogénese.
Os oncogenes sao derivados dos proto-oncogenes com ocorréncia de mutacdes
ativadoras, com ganho de funcdo ou expressdo aumentada. A ativacdo desses
genes pode ocorrer por meio de translocagcbes cromossoOmicas, amplificacbes
génicas, superexpressao ou, ainda, mutacdes de ponto (NUSSABAUM et al.,2008).
Diversos oncogenes foram caracterizados e estudados no cancer de mama, sendo
os principais: HRAS, MYC, e HER2, sendo o dultimo, um dos oncogenes
fundamentais para a progressdo do cancer de mama. A ativacdo do gene HER2,
ocorre em aproximadamente 20% dos casos de cancer de mama primario
(OSBORNE et al., 2004).

Genes supressores de tumor atuam regulando negativamente a proliferacéo
celular e positivamente a morte celular programada (apoptose). Dessa forma,
desempenham um papel fundamental na manutencdo da integridade do genoma.
Entre os genes supressores de tumor identificados como mutados em cénceres de
mama pode-se citar: BRCAL, BRCA2, TP53.

Fatores epigenéticos estao também envolvidos no processo de carcinogénese
mamaria. Mudancas no padrao de metilacdo das ilhas CpG que ocorrem em regides
promotoras de genes supressores de tumor e de outros genes associados ao cancer
podem contribuir para o silenciamento transcricional e, de modo geral, estar

envolvidas na progressao de neoplasias (READ e DONNAI, 2007).

3.2 CANCER DE MAMA HEREDITARIO

O cancer de mama hereditario corresponde de 5 a 10% dos casos
diagnosticados. Mutacbes germinativas nos genes BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN e
CHEK?2 séo as principais causas do desenvolvimento dessa doenca (NUSSBAUM et
al.,2008).

Duas sindromes principais séo caracteristicas do cancer de mama hereditario:

A Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditario (HBOC) e a Sindrome de Li
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Fraumeni (LFS). A Sindrome HBOC é herdada de forma dominante, e é
caracterizada pelo aparecimento de tumores de mama e/ou ovario em idade

precoce.

Aproximadamente 30% das pacientes diagnosticadas com HBOC apresentam
mutacOes germinativas nos genes BRCAL1 e BRCA2 ou rearranjos gendmicos que
resultam em uma alteracdo no nimero de cépias desses genes. Para as portadoras,
o risco de desenvolvimento de cancer até cerca dos 80 anos de idade é de 45-70%
para o cancer de mama e 20-40% para o cancer de ovario (CLARK,2011). Muta¢fes
nos genes BRCA1 e BRCA2 também conferem um aumento de risco para outros
tipos de cancer, como pancreas, prostata e cancer de mama masculino
(DUROCHER, 1996). A avaliacdo precoce da presenca de mutacdes nesses genes
contribui para a tomada de medidas profilaticas. Quando sédo detectadas alteracbes
nos genes BRCAL, por exemplo, pode-se sugerir uma mastectomia e ooforectomia
profilaticas, diminuindo consideravelmente o risco da portadora. Além disso, quando
mutacOes sdo detectadas pelo diagndstico molecular, o teste genético pode ser
estendido para familiares da paciente analisada, ampliando o programa de
prevencao (PELVITRIS, 2006).

3.3 SINDROME DE LI FRAUMENI E SINDROME DE LI FRAUMENI LIKE

Em 1969, os pesquisadores Frederick Li e Joseph Fraumeni realizaram uma
revisdo de 280 prontudrios e 418 atestados de O6bito de criancas que foram
diagnosticadas com rabdomiossarcoma, uma neoplasia maligna da musculatura
esquelética. A partir da andlise desses resultados, os pesquisadores buscaram
informacdes sobre o histérico familiar dessas criancas. Entre as familias estudadas,
cinco apresentavam um perfil de alta ocorréncia de tumores nas geragoes avaliadas,

incluindo diagnostico de sarcoma na infancia e outros tumores em idade precoce.

A observacdo da ocorréncia de tumores malignos em idade precoce, levou
aos pesquisadores Li e Fraumeni, sugerirem um padréo hereditario de transmissao
entre essas familias, foi proposta entdo, a Sindrome de Li-Fraumeni (LI e
FRAUMENI, 1969)

11



A sindrome de Li Fraumeni (LFS) é uma sindrome de predisposi¢do ao cancer
de carater autossémico dominante, e € definida clinicamente pela presenca de um
probando diagnosticado com sarcoma antes dos 45 anos de idade, um parente de
primeiro grau com cancer antes dos 45 anos de idade e um parente de primeiro ou
segundo grau diagnosticado com cancer antes dos 45 anos ou sarcoma em
qualquer idade (LI e FRAUMENI, 1988). Os principais tipos de tumores encontrados
na LFS s&o sarcomas, cancer de mama, leucemia e tumor de cortex adrenal

(International Agency for Research on Cancer - IARC).

Desde a definicdo cladssica da LFS foi observado que algumas familias
apresentavam algumas caracteristicas, porém nao se enquadravam em todos 0s
critérios da doenca. Essas familias passaram entdo a ser denominadas como
portadoras da Sindrome de Li Fraumeni-like (LFL), que exclui a presenca de um

probando com sarcoma (BIRCH,1994).

A LFS é causada principalmente por mutacbes germinativas no gene
supressor de tumor TP53 (FUNK et al.,1992; JACKS et al., 1994). Estudos iniciais
analisavam mutagfes que ocorriam nos exons 5-8, regido de ligagdo ao DNA. A
maioria das mutacdes observadas nessa regido é classificada como missense e
atuam bloqueando a acao de fator de transcricdo da proteina p53 (OLIVER et al.,
2010). Foram identificadas mutacGes no gene TP53 fora da regido de ligacdo ao
DNA, assim como rearranjos e delecbes que expandiram as possibilidades de

mutacdes neste gene na LFS.

A LFS é uma sindrome altamente penetrante. Individuos diagnosticados como
portadores de mutacdes germinativas no gene TP53 apresentam aproximadamente
50% de chance de desenvolver cancer antes dos 40 anos de idade, comparada com

a chance de 1% da populacéo geral (BIRCH et al.,1998).
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3.4 A PROTEINA p53
O TP53 - tumor protein p53 — (Genetics Home Reference, 2012) identificado

como um gene supressor de tumor no final da década de 80 (FINLAY e LEVINE,
1989), esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1) (McBRIDE,
MERRY e GIVOL, 1986). Contém 11 exons e codifica uma fosfoproteina nuclear

tetramérica de 53 Kilodaltons (kDa), denominada proteina 53 (p53).

A proteina p53 humana é composta por 393 aminoacidos (aa) e é classificada
como um ativador transcricional (LEVINE, 1997). A por¢cdo aminoterminal (142 aa)
possui aminoacidos acidos que sdo necessarios para a interacdo com fatores
associados a transcricdo de outras proteinas (como Mdmz2). A carboxila terminal (aa
311-393) é rica em amino&cidos basicos e contém trés sinais nucleares: um dominio
para dimerizacao/oligodimerizacdo, um dominio regulatorio negativo que modula a
atividade da p53 e um dominio central (aa 102-290), responsavel pela sequéncia
especifica de ligacdo ao DNA. A p53 normal liga-se seletivamente ao sitio alvo do
DNA.

A proteina p53 é expressa em muitos tipos celulares, estando na sua forma
inativa ou latente, em concentragbes muito baixas sob condigcbes normais
(OKOROKOQV et al., 2006; ROSSNER et al. 2010) devido a acédo realizada pela
ubiquitina E3-ligase Mdm2/Hdm2, por meio de dois mecanismos: promovendo a
liberacdo da p53 para o citoplasma e sua consequente degradacdo pelo
proteassomo, e bloqueando seu dominio de transativacdo (SUTCLIFFE e BREHM,
2004; BERTHEAU et al., 2008; MARCEL e HAINAUR, 2009).

Em células expostas a sinais de estresse, primariamente genotoxicos, a p53 se
torna estavel através de modificacdes poés-traducionais que ndo permitem a sua
degradacdo, e se acumula na célula. Uma vez ativada, a p53 vai exercer varios
efeitos antiproliferativos, determinados de acordo com a intensidade do dano,
através da inducdo de genes alvos envolvidos com a regulagdo do ciclo celular,

reparo do DNA, senescéncia, apoptose e angiogénese (ROSSNER. et al., 2010).

Células que néo apresentam o gene TP53, ou 0 apresentam inativado, néo

desencadeiam essas respostas e continuam a se dividir, replicando o DNA sem que
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ocorra reparo de quebras e de outras lesbes no DNA decorrentes de estresse
(BRAITHWAITE e PRIVES, 2006; SMEENK et al., 2008).

Assim, a perda da funcdo de p53, seja por mutacdo no gene TP53 (mais
frequente), ou mediante uma inativacdo funcional da propria proteina p53, por
interagdo com proteinas virais ou celulares (comportando-se na forma equivalente a
uma mutacdo do gene), determina um aumento da instabilidade gendmica, que
eleva a frequéncia de amplificagcdes génicas, rearranjos cromossOémicos ou outros
tipos de mutagBes. Como resultado desses processos pode ocorrer um acumulo de
danos genéticos que contribuem para a formacdo do tumor (BRAITHWAITE e
PRIVES, 2006).

3. 5 DOMINIOS DA PROTEINA p53
A proteina p53 atua como um fator de transcricdo tetramérico e cada

mondmero da proteina tem 393 aminoacidos organizados em dominios bem
definidos. O dominio N-terminal é formado pelos primeiros 73 aminoacidos. Em
seguida, encontra-se um dominio rico de prolinas, envolvido na interacdo proteina-
proteina e na funcao pré-apoptética da proteina p53. Na regido central, encontra-se
o dominio de ligacdo ao DNA, que compreende dos exons 5 ao 8, regido onde séo
encontradas as maiorias das mutacées no gene TP53 associadas a tumores. Por
fim, estd localizada a regido C-terminal com um dominio de oligodimerizacéo,

fundamental para a tetramerizacéo da proteina p53. (FIGURA 1)
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Figura 1- Representacdo esquematica de organizacdo genomica do gene TP53 e dos diferentes dominios
protéicos da proteina p53.

3.6 A MUTACAO R337H TP53

A mutacdo R337H TP53 foi primeiramente descrita em 1998 em uma familia
da Franca, em uma regido do gene TP53 em que poucas muta¢cdes germinativas
foram descritas, fora da regido de ligacdo ao DNA (BOUGEARD,2001).

No ano de 1999, Figueiredo e colaboradores, notaram uma alta incidéncia do
Tumor de Cortex Adrenal (TCA) no sul do Brasil. Sabe-se hoje, que o TCA pediatrico
ocorre em aproximadamente um caso para cada trés milhdes de individuos com
menos de 15 anos de idade, na maioria dos paises. Devido a alta incidéncia do TCA
nesta regido do pais, iniciou-se uma busca por mutacbes que pudessem estar
desenvolvendo esse tipo de cancer. A mutacdo R337H TP53, foi identificada por

Ribeiro e colaboradores (2001), em pacientes pediatricos diagnosticados com TCA.

A mutacao ocorre no exon 10 do gene TP53 e como resultado, é codificada
uma histidina no lugar de arginina (R337H) no dominio de dimerizacdo da proteina
p53. A troca dos aminoacidos parece alterar pontes de hidrogénio entre os
mondmeros da proteina p53, desta forma, a proteina ndo pode realizar sua fungéo

como supressora de tumor (CURY, 2014). Ao contrario do que € visto ha maioria das
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mutacOes do gene TP53, a mutacdo R337H néo ocorre na regido de ligacdo ao

DNA, e sim na regido de oligodimerizacéo da proteina p53.

A alta incidéncia da mutacdo R337H no sul do Brasil, deve-se a ocorréncia de
um evento de efeito fundador. Garritano e colaboradores (2009), realizaram um
estudo detalhado do locus do gene TP53, e foi verificado que 12 pacientes nao
relacionados, diagnosticados com a mutacdo R337H apresentavam 0 mesmo
haplétipo. Apesar dos diversos estudos realizados para se determinar a prevaléncia
da R337H TP53 no Brasil, ainda é controversa a sua origem, mas sugere-se que a
mutacao tenha se estabelecido na populacdo, devido as atividades realizadas pelos
tropeiros, nos séculos XVIIl e XIX entre os estados de Sédo Paulo e Rio Grande do
Sul.

Um dos fatores que pode ter facilitado a persisténcia da mutacdo R337H
TP53 na populacdo do Sul do Brasil, deve-se ao seu impacto relativamente limitado
em criangcas e adolescentes, quando comparado com outras mutagdes no TP53,
associadas a LFS ou LFS-like. Este impacto leve pode ser consequéncia de
propriedades moleculares incomuns da mutacdo. Estudos bioquimicos revelaram,
que a troca de uma arginina por uma histidina no cédon 337 do gene TP53, alteram
a estrutura de oligodimerizacao da proteina p53, reduzindo sua afinidade ao DNA. A
troca desses aminodcidos, resulta em um pequeno aumento do pH no interior da
célula, de 7,5 para 8, alterando a estrutura conformacional da p53 (DiIGIMMARINO
et al., 2002; LWIN et al., 2007).

A especificidade de tecido da mutacdo R337H pode ser devida ao aumento
do pH nas células adrenais durante o desenvolvimento da glandula adrenal, quando
se observa uma elevacao do pH intracelular. Este aumento seria responsavel pelo
bloqueio da oligodimerizacdo da proteina p53. Esta hipotese é corroborada pelo
restabelecimento da oligodimerizagdo quando o pH se aproxima de 7,0
(DIGIMMARINO et al, 2002)

Apesar do crescente numero de estudos sobre a mutagdo R337H TP53, ainda
ndo é bem estabelecida a relacéo entre a presenca da mutacdo e as SLF e SLF like.
Figueiredo e colaboradores (2007) postularam a hipotese de que a mutacdo tem

uma especificidade 6rgdo dependente e penetrancia relativamente baixa (10%
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durante a primeira década de vida) para o desenvolvimento de céancer, nao
considerando portanto, estes pacientes, como portadores da SLF ou SLF like. Em
contrapartida, Achatz e colaboradores (2007), sugerem que a idade, sexo e espectro
de tumores, observados em portadores da mutagdo R337H TP53, sdo semelhantes

aos pacientes com SLF ou SLF like.

3.7 A MUTACAO R337H TP53 E O CANCER DE MAMA

O desenvolvimento de cancer de mama é visto em aproximadamente 30%
das familias LFS portadoras da mutacdo R337H TP53. A mutacdo parece estar
relacionada com tumores mais agressivos de mama. Em estudos realizados por
Assumpcéo e colaboradores (2008), tumores representativos de carcinoma ductal in
situ, ndo apresentam a mutacdo, ao contrario dos carcinomas ductais invasivos.
Entretanto, isso ndo é uma regra, ja que mutacdes em TP53 podem estar presentes
em estagios precoces, particularmente em tumores agressivos, como é o caso dos
mamarios triplo-negativos (auséncia de expressdo de ER, PR e HER2),
determinando a rapida progressao da doenca a estagios mais avancados (OLIVER e
HAINAUT, 2001).

Casos de cancer de mama associados com muta¢cdes germinativas no gene
TP53 parecem estar mais relacionados com tumores hormonio positivo e com
amplificacdo do oncogene HER2 (MASCIARI, 2012).

Custédio (2011) analisou 353 familias de 461 recém-natos no Estado do
Parand, entre os anos de 2005 e 2010, e constatou que parentes do ramo familiar
gue segregava a mutacdo R337H TP53 apresentavam um numero 3,5 vezes maior
de casos de cancer (n=550) do que aqueles que ndo segregavam (n=158). A autora
observou também que em familias que segregavam a mutacdo mas ndo tinham
casos identificados de TCA, o tipo de cancer mais frequente na vida adulta era o de
mama (87/353=24,7%), seguido pelo de estdbmago e de outros tipos. Estas familias
apresentavam trés ou mais casos de cancer, considerados como LFL de acordo com
os critérios de Birch, 1994 (cf. CUSTODIO, 2011). Neste mesmo trabalho,
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analisando 171.649 recém-natos no Estado do Parana a autora observou 461 com a
referida mutacéo, definindo a sua frequéncia em 0,27%.

A associacao entre o tipo de mutacao e o fenétipo clinico em cancer de mama
tem sido objeto de estudo de vaérios trabalhos que procuraram estabelecer uma
correlacdo entre a presenca de mutacoes e a agressividade do tumor. Em geral, o
tipo de mutacdo (dobramento da proteina, interacdo proteina-DNA) pode ser um
indicador de tumores biologicamente mais agressivos (LAl et al., 2004; MOURA-
GALLO et al., 2004).

Essas observagdes sugerem que a mutacdo R337H TP53 possa ser relevante
na tumorigénese mamaria, tanto na sua origem quanto no seu desenvolvimento e

agressividade.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 ABORDAGEM ETICA E EXPERIMENTAL

Este trabalho faz parte de um amplo projeto de pesquisa em Genética do
Cancer, aprovado pelo Comité de Etica para pesquisa em seres humanos do
Hospital Nossa Senhora das Gracas (HNSG), Curitiba / PR. Processo n°
25000.007020/2003-93; registro no CONEP: 7220 e parecer n° 251/2003, de
20/02/2003. O projeto especifico foi aprovado em 6 de abril de 2013 pelo Comité de
Etica da  Universidade Positivo, Curitiba, Parand  (Processo n.
09718912.8.0000.0093). Vem sendo desenvolvido de forma multidisciplinar no
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de Genética
da UFPR, com a participacdo efetiva de oncologistas clinicos dos Hospitais Nossa
Senhora das Gracas e do Instituto Pelé Pequeno Principe, ambos de Curitiba,

Parana .

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram disponibilizadas pelo Hospital Nossa Senhora das Gracgas
(HNSG) e enviadas ao Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética do
Departamento de Genética da UFPR. As amostras foram entdo processadas para
retirada de vasos sanguineos e material adiposo, e posteriormente armazenadas em

freezer -80°C.
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4.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir do protocolo de fenol-cloroférmio

adaptado pelo Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética.

Primeiramente o tumor foi incubado com Proteinase K e deixado em banho-
maria a 55°C por 18 horas. No dia seguinte era realizada a extracdo de DNA,
utilizando dois banhos de fenol-cloroférmio e alcool absoluto para a precipitacdo do
DNA. Posteriormente, o material era lavado em &lcool 70% e eluido em 40ul de agua

ultra pura.

A gquantificacdo do DNA foi realizada no equipamento Nanodrop 2000 através
da absorbancia medida em 260nm e 280nm (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS,
2001). A concentracdo média de DNA observada nas amostras foi de 350ng/ul,

posteriormente foi feita a eluicdo dessa concentracao para 20ng/uL.

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Um fragmento de 268pb do exon 10 do gene TP53 foi amplificado utilizando-
se oligonucleotideos iniciadores 5’ -CAT GTT GCT TTT GTA CCG TC -3’ (forward) e
5-CTG CCT TCC TAG GTT GGA AA -3’ (reverse), cedidos pelo Instituto Pelé
Pequeno Principe.

A reacdo foi realizada em tubos individuais de 200 pl, utilizando o seguinte protocolo:
tampao PCR 10x, 0,3 ul deTaq polimerase Invitrogen , 0,5 ul de cada iniciador-
primers- Forward e Reverse (Invitrogen) (100pmol), 0,4 ul dNTP GE (10nmol) de
cada, 0,45ul de MgCl2 (50mM) e o 20ng/uL DNA molde, em um volume total de
reacao de 15pl.

A amplificacdo do DNA gendmico seguiu a programacdo descrita no TABELA 1
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Tabela 1- Programa de ciclagem PARA amplificagao por PCR do DNA gen6mico do exon 10
do gene TP53. Fonte: A autora, 2014

Etapas do Ciclo Temperatura Tempo
Desnaturacdo 95° 4min

30 ciclos:

- Desnaturacgao 95°C 45 segundos
- Anelamento dos primers 64°C 1 minuto

- Extens3o 72°C 45 segundos
Extensdo Final 72°C 10 min
Finalizacdo 4°C

4.5 DIGESTAO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

As enzimas de restricdo clivam fragmentos de DNA dupla fita quando
identifica sitios de restricdo especificos. Os polimorfismos de sitios de restricdo
(RSPs, do inglés Restriction Site Polymorphism) resultam em alelos que possuem ou
nao um sitio de restricdo especifico e podem ser diferenciados pela digestdo com a
endonuclease de restricdo que o reconhece. Os fragmentos resultantes possuem
dois alelos correspondendo a presenca ou a auséncia desse sitio de restricao,
gerando fragmentos cujos tamanhos s&o caracteristicos dos dois alelos, podendo
assim ser identificados (STRACHAN e READ, 2002).

A mutacao existente na regido amplificada foi identificado através da digestao
desses fragmentos com a enzima Hhal, cujo sitio de restricdo é a sequéncia GCG/C.
Vinte microlitros do produto obtido na PCR foram incubados com 0,5ul da enzima
Hhal a 37°C por 2 horas. A enzima é capaz de clivar o fragmento de 268 pb em dois
fragmentos de 123 e 145 pb na auséncia da mutacdo R337H TP53. Na presenca da
mutacéao, o sitio de restricdo da enzima Hhal € perdido e o fragmento de 268 pb n&o
é clivado (CUSTODIO, 2011).
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4.6 ELETROFORESE DOS PRODUTOS DE DIGESTAO

A visualizacdo dos fragmentos em forma de bandas foi realizada em gel de
agarose a 3% corado com gel red (Biotium), onde cada banda corresponde a um
grupo de moléculas do mesmo tamanho.Foram utilizados 7 ul do produto digerido
para visualizacdo no gel As imagens dos géis foram capturadas pelo
fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro através do software
GelCaptureTM e analisadas visualmente posteriormente.

5.0 RESULTADOS

Foram avaliadas 314 pacientes para a presenca ou auséncia da mutacao

R337H TP53, todas do sexo feminino e diagnosticadas com cancer de mama.

Pacientes que apresentam duas bandas de DNA visualizadas no gel, séao
consideradas selvagens, uma vez que o sitio de clivagem da enzima de restricdo
Hhal é mantido nesta condicdo. Pacientes que apresentam trés bandas no gel sédo
consideradas heterozigotas, e por fim, pacientes com apenas uma banda sao

homozigotas para a mutacéo.

Até o momento, entre as pacientes analisadas somente em uma (0,32%) ha
indicacdo de ser portadora desta mutacdo (FIGURA 2). Pela presenca de trés
bandas, pode-se ainda inferir que a paciente € heterozigota para a mutacdo. Para
confirmacgédo desse resultado, devido ao aparecimento de bandas extras, a amostra
da paciente serd submetida ao sequenciamento de DNA. Esta paciente tinha 95
anos de idade, quando seu material chegou ao Laboratério de Citogenética Humana
e Oncogenética no ano de 2001, é portadora de carcinoma ductal invasor de grau |l

e auséncia de metastase no linfonodo axilar.
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Figura 2- Gel de agarose exemplificando a genotipagem de nove amostras de pacientes.

Legenda: C, controle positivo para a mutagao R337H. M, marcador de massa molecular.

Paralelamente a genotipagem pela técnica de PCR-RFLP, foi realizada a
caracterizacdo da amostra, uma vez que a escolha das pacientes foi feita ao acaso,
para néo interferir no resultado do trabalho. Das 314 pacientes analisadas, 90%
foram diagnosticadas com Carcinoma Ductal Invasor, dado que corresponde ao
encontrado na literatura (GRAFICO 1).
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Tipo de Carcinoma

m Carciona Ductal Invasor @ Outros tipos

Grafico 1- Representacdo dos tipos de carcinomas encontrados na amostra analisada.

A idade média das pacientes analisadas foi de 54,12 anos #4,76. As
pacientes foram divididas de acordo com a idade em grupos pré (55 anos de idade
ou menos) e poés-menopausa (acima de 55 anos de idade). Neste critério de
separacdo, houve uma distribuicdo bastante semelhante entre os dois grupos
(GRAFICO 2).

Distribuicao de acordo com a idade

m<55anos w>55anos mSem Informacdo

Gréfico 2- Distribuicdo de acordo com a idade. Pacientes sem a informacé&o da idade no laudo

foram agrupadas.
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As pacientes foram ainda agrupadas de acordo com a presenga ou auséncia de
metéstase no linfonodo axilar. A distribuicdo de acordo com este critério também foi
bastante equivalente, podendo ser observada somente uma pequena fracdo maior

das pacientes diagnosticadas com metastase no linfonodo axilar (GRAFICO 3)

Metastase

= Com Metastase
= Sem Metastase

m Sem Informacéo

Grafico 3- Distribui¢cdo das pacientes de acordo com a preseca ou auséncia de metastase no linfonoxo axilar.
Pacientes sem informagao no laudo foram agrupadas

6.0 DISCUSSAO

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e é
o0 mais frequente em mulheres, exceto casos de cancer de pele ndo melanoma.
Representa uma das principais causas de morte em mulheres nos paises ocidentais,
mesmo com 0S avangos no estadiamento e nos tratamentos quimio/radioterapicos e
cirargicos (ABDUL-RASOOL et al., 2006). No Brasil, a cada ano, cerca de 30% dos
novos casos de cancer sao de mama (INCA, 2013).

A forma hereditaria do cancer de mama representa cerca de 5-10% dos casos
diagnosticados e podem ser explicados por mutacdes germinativas nos genes
BRCA1, BRCA2, TP53, PALB2, ATM, CHEK2 (KEAN,2014). A presenca de historico

familial de cancer de mama, a manifestacédo precoce da doenca, a bilateralidade e
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caracteristicas histopatologicas especificas sdo importantes fatores sugestivos para

presenca de mutagbes nesses genes.

Mutacdes germinativas no gene TP53 estdo associadas a Sindrome de Li
Fraumeni e Sindrome de Li Fraumeni like. A LFS é caracterizada pelo aparecimento
de tumores em idade precoce (antes dos 45 anos), principalmente sarcomas,
tumores de mama, cértex adrenal e leucemias (NICHOLS,2001). Familias que néo
se enquadram em todos os da LFS, sdo diagnosticadas com a Sindrome de Li-
Fraumeni like, que tem como principal diferenca a auséncia de um probando

diagnosticado com sarcoma em suas definicdes (BIRCH, 1994).

Nas regifes Sul e Sudeste do Brasil foi identificada uma mutacdo germinativa
no éxon 10 do gene TP53, a R337H. Esta mutacdo apresentava frequéncias
elevadas nessas regides, em consequéncia de um evento de efeito fundador para a
mutacédo. Foi verificado, que 95% de pacientes diagnosticados com cancer de cortex
adrenal, portadores da mutacdo R337H TP53, apresentavam o mesmo haplotipo
para esse locus (PINTO, 2004). Estudos independentes estimaram entre 0,28-0,30%
a prevaléncia da mutacdo R337H TP53 na populacdo geral da regido Sul do Brasil
(RIBEIRO, 2001; LATRONICO, 2001; ACHATZ, 2007).

No cancer de mama, cerca de 20-35% dos tumores apresentam mutacdes no
gene TP53 sendo que a maioria delas é de origem somatica (LACROIX et al., 2006).
No entanto, sdo frequentes mutacfes germinativas no TP53 em individuos com a
sindrome de Li-Fraumeni, na qual ocorrem diversos casos de cancer durante a
infancia ou adolescéncia, e que confere um risco aumentado para o cancer de
mama (hereditario). O cancer de mama representa 28,6% dos casos de cancer em
familias portadoras da mutacdo R337H (ACHATZ, 2007), comparado com 27,2% e
27,8% em familias com muta¢cBes germinativas no gene TP53, na América do Norte

e no Oeste Europeu, respectivamente (IARC, 2012).

A associacéo entre o tipo de mutacao e o fendétipo clinico em cancer de mama
tem sido objeto de estudo de varios trabalhos que procuraram estabelecer uma
correlacdo entre a presenca de mutacdes e a agressividade do tumor. Em geral, o

tipo de mutacéo (e sua consequéncia como alteracdes no dobramento da proteina,
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na interac@o proteina-DNA) pode ser um indicador de tumores biologicamente mais
agressivos (LAl et al., 2004; MOURA-GALLO et al., 2004).

De acordo com a OMS, os estudos populacionais sdo de grande importancia
para a identificacdo de fatores etiolégicos e populacdes susceptiveis ao
desenvolvimento tumoral, subsidiando o estabelecimento de estratégias de

prevencao mais eficientes.

Muitos esforcos para a melhoria no controle do cancer de mama, tanto no
ambito preventivo e diagndéstico como no terapéutico tém sido realizados. No
entanto, 0s mesmos nao tém sido suficientes para que se obtenham os resultados
esperados, necessitando o desenvolvimento e utilizacdo de procedimentos
metodologicos que fornegcam conhecimentos mais efetivos, principalmente sobre a

etiologia da doenca.

A mutacdo R337H TP53, descrita em frequéncias elevadas em populacfes do
Sul do Brasil, comparativamente a de outras regides e paises, € associada ao
cancer de mama (ASSUMPCAO et al., 2008) e com prognostico desfavoravel (cf.
CUSTODIO, 2011). Assim, a estimativa da frequéncia desta mutacdo em pacientes
portadoras de cancer de mama pode se constituir num potencial auxiliar preventivo,

diagndstico, terapéutico e progndstico.

7.0 CONCLUSAO

Este estudo teve por objetivo avaliar a frequéncia da mutacdo R337H TP53
em pacientes portadoras de carcinoma mamario esporadico para verificar se esta
frequéncia esta aumentada em relacdo a populacéo geral, estimada em 0,3%, desde
que 0s carcinomas mamarios se constituem no segundo tipo de tumor mais
frequente em familias portadoras desta mutacédo. Apesar de ser um estudo de longa
duracdo, em que se pretende genotipar 3000 mulheres, até o presente momento
concluimos que a frequéncia é a mesma da populacdo geral, desde que foi

identificada em uma paciente de 314 genotipadas (0,32%).
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