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RESUMO

E apresentada uma descricdo da Sindrome de Li-Fraumeni (SLF), avaliando
o impacto dessa sindrome na populacdo do Parana, dada sua alta
prevaléncia nessa regido, de 0,3%. Além disso, em 90% dos casos no Sul e
Sudeste do Brasil, a SLF esta associada mutacdo R337H no gene TP53.
Por meio de revisdes bibliograficas, foi possivel identificar o efeito fundador
na mutagdo R337H como sendo a causa da alta prevaléncia da sindrome
no Parana. O presente estudo também identificou a eficacia de triagens e
vigilancias para o aumento de qualidade de vida para os portadores da SLF.
Por outro lado, dificuldades para esse cuidado também foram encontradas.
A falta de estudos recentes sobre 0 assunto torna necesséario o debate a
respeito dessa sindrome tanto no meio académico, quanto na sociedade em
geral.

Palavras-Chave: Sindrome de Li-Fraumeni, TP53, mutacdo R337H



ABSTRACT

This work aims to describe the Li-Fraumeni Syndrome (LFS), assessing its
impact on the population of Parana state, given the high prevalence in this
region, of 0.3%. Moreover, in 90% of the cases in southern and
southeastern Brazil, the LFS is associated with R337H mutation in the TP53
gene. Bibliographic reviews allowed the identification of a founder effect in
R337H mutation as the cause of the high prevalence of the syndrome in the
state of Parana. This research also identified the effectiveness of screening
and surveillance for the LFS carriers’ better quality of life. On the other hand,
difficulties for that caring have been found. The lack of studies regarding this
subject in recent years shows the need for this debate in academic field and
in society.

Keywords: Li-Fraumeni Syndrome, TP53, R337H mutation.
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1. INTRODUCAO
1.1.CONTEXTO DO PROBLEMA

O cancer é uma doenca bastante estudada atualmente; porém, ainda
existe um vasto campo para ser pesquisado, para que sindromes como a Li-
Fraumeni (SLF) e sua variante Li-Fraumeni like (LFL) , a qual acomete algumas
pessoas ao redor do mundo, possa ser melhor compreendida. Esta € uma
sindrome que, no Brasil, mais especificamente nos estados do sul e sudeste,
esta associada a mutacdo a R337H no gene TP53 encontrada com uma alta
prevaléncia nos estados do Sul e do Sudeste em criancas portadoras da SLF
que esta associada com um aumento no risco de cancer (CUSTODIO et al,
2013).

Por conta disso, esta revisdo bibliografica tem como objetivo
compreender melhor a Sindrome de Li-Fraumeni. Sera avaliado como a
mutacdo R337H tem sua frequéncia significativamente aumentada quando
comparada com outros estados nao-pertencentes as regides sul e sudeste,
levando em conta o provavel efeito fundador.

Para levar este trabalho a bom termo, ele foi dividido em cinco partes. A
primeira é a introducao, iniciada por esta contextualizacdo do problema, e
apresentara, a seguir, 0os objetivos e a justificativa do trabalho. Na segunda
parte, descreve-se a metodologia utilizada nesta pesquisa. A terceira parte, que
contém o referencial tedérico, foi dividida em cinco subtdpicos. O primeiro trata
da Sindrome de Li-Fraumeni, explicando suas caracteristicas e estudos
encontrados a respeito da sindrome. Em seguida, no segundo subtépico,
elaborou-se uma explanacéo do gene afetado pela SLF, o TP53, descrevendo-
o em seu funcionamento normal e o que ocorre quando ele estd mutado. O
subtopico de numero trés apresentara a proteina p53, codificada pelo gene
TP53. No subtdpico seguinte, descreve-se as principais mutagdes no gene em
questdo, focando, especialmente, a mutagdo R337H. A razdo desse foco sera
descrita no decorrer deste estudo. O quinto subtépico da terceira parte revisa
estudos a respeito da SLF no estado do Parana. No subtopico de numero 6,

trata-se das pesquisas que evidenciam a influéncia do efeito fundador na
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regido. O Ultimo subtdpico dedica-se a demonstrar a importancia de triagens,
acompanhamentos e diagnosticos para o tratamento e cura da sindrome.

A quarta parte consiste em conclusdes e recomendagodes oriundas desta
pesquisa. Por fim, a ultima parte, sdo as referéncias bibliograficas. A seguir

apresenta-se 0s objetivos deste trabalho.

1.2. OBJETIVOS

Avaliar o impacto da Sindrome de Li-Fraumeni na populagcédo do Parana,
considerando a alta prevaléncia da mutacdo R337H no gene TP53 e outras

possiveis causas genéticas como mutagdesnos éxons 5-8 do gene TP53.

1.2.1. Objetivos especificos

Para cumprir o0 objetivo deste trabalho, o0s seguintes objetivos
especificos serdo perseguidos:
i. Descrever a SLF e LFL;
ii.  Evidenciar o efeito fundador;

iii. Revisar os casos no Parang;

1.3.JUSTIFICATIVA

A sindrome de Li-Fraumeni, com alta prevaléncia no sul e sudeste do
pais, especialmente no Parana, estd associada ao maior risco de
desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Pesquisadores como Custodio, et
al. (2013) afirmam que para um diagnostico precoce e maior eficacia no
progndéstico sdo necessarias triagem, vigilancia e heredograma. Portanto, esta
revisdo visa evidenciar a importancia do entendimento da doenca, dos
possiveis efeitos envolvidos no seu surgimento, e também em mecanismos
estudados ja estudados, como € o caso em TP53. Avaliar as diferencas
populacionais também é de grande valia, visto que especificamente a R337H é
uma mutacdo com uma alta prevaléncia na regido do Parana, como visto por
alguns pesquisadores. Dessa forma sim, se justifica triagem e montagem de

heredogramas visando a busca por mutac¢des nessas familias.
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2. METODOLOGIA

O trabalho foi do tipo exploratorio, desenvolvido através de uma
pesquisa bibliografica em livros, teses e dissertacdes, além de artigos
cientificos, para descrever a Sindrome de Li-Fraumeni e seu impacto na

populacdo do Parand.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. SINDROME DE LI-FRAUMENI

A sindrome foi descoberta no ano de 1969 por dois médicos americanos,
Frederick Pei Li e Joseph Fraumeni Junior, com base em um estudo que
revisou 280 prontudrios e 418 atestados de 6bito de criangas norte americanas
que tinham diagndstico de rabdomiossarcoma, tumor que se desenvolve nos
musculos, tenddes e tecidos conjuntivos (VARLEY, 1997a). Buscando o
histérico familiar dos pacientes, verificaram que dentre as familias estudadas, 5
apresentaram uma alta prevaléncia de tumores nas geragbes que foram
avaliadas, incluindo diagndstico de sarcoma e casos de cancer de mama em
idade jovem (LI e FRAUMENI, 1969a). As familias também relataram a
presenca de outros tipos de tumores em idades mais avancadas. A partir das
analises do agrupamento pouco comum de tumores malignos em idade jovem,
percebeu-se um padrao de transmissao hereditaria. Com base nesses estudos,
os autores Li e Fraumeni propuseram uma nova sindrome de cancer familiar
relacionada a diversos tipos de tumores: a Sindrome de Li-Fraumeni (LI e
FRAUMENI, 1969a).

A Sindrome de Li-Fraumeni (SLF, OMIM #151623) € uma predisposicao
hereditaria ao cancer de carater autossémico dominante, basta que o individuo
herde um alelo mutado para que esteja predisposto a manifestar os sintomas
da doenca (VARLEY et al.,, 1997b). Essa sindrome é caracterizada pelo risco
aumentado no desenvolvimento de diversos tipos de cancer, frequentemente
em idade jovem, tais como cancer de mama pré-menopausa, sarcomas de
partes moles e osteosarcomas, leucemias, tumores do sistema nervoso central

e adrenocorticais, cancer de pulméo, pancreas, entre outros (GUHA e MALKIN,
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2017; ACHATZ, 2008). A SLF também é tida como uma sindrome de alta
penetrancia, cujo risco cumulativo de cancer € de 50% aos 40 anos de idade e
de até 90% aos 60 anos (ACHATZ, 2008).

Os critérios de diagnoéstico da sindrome de Li-Fraumeni (SLF) é definido
pela presenca de um individuo diagnosticado com sarcoma antes dos 45 anos
de idade, um parente de primeiro grau com cancer antes dos 45 anos de idade
e um segundo parente, este de primeiro ou segundo grau, diagnosticado com
cancer antes dos 45 anos de idade ou sarcoma em qualquer idade (LI et al.,
1988). Também foram observadas familias que apresentavam algumas
caracteristicas da sindrome, mas ndo a expressao do fendtipo completo. Essas
familias passaram a ser denominadas como portadoras da Sindrome de Li-
Fraumeni like (LFL), a qual € definida pelo probando com um tumor do espectro
LFS antes dos 45 anos, e mais um parente de primeiro ou segundo grau que
também tenha apresentado algum cancer do espectro SLF antes dos 60 anos
(BIRCH et al.,, 1994). H4 também uma definicdo alternativa de LFL, ainda
menos restrita, que considera a presenca de dois tumores diferentes
relacionados ao SLF em parentes de primeiro ou segundo grau, mas em
qualquer idade (EELES, 1995). A idade média de cancer na SLF é mais tardia
qgue na LFL (ROSSI et al., 2015).

A SLF e LFL, estdo associadas a mutacfes no gene supressor de tumor
que codifica para a proteina p53 (TP53) em células germinativas (FETT-
CONTE; SALLES, 2002). Portanto, é importante conhecer o gene e na proxima
secao falaremos sobre ele.

3.2.0 GENE TP53

No final da década de 80, Finlay et al. (1989), identificaram o gene TP53

como um supressor de tumor. Esse gene, que apresenta 11 éxons, esta

localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1), figura 1, e codifica uma
proteina nuclear tetramérica de 53 kDa (quilodaltons) que atua como fator
transcricional (FETT-CONTE e SALLES, 2002; ACHATZ, 2008; CORREA,
2016), produzindo um mRNA de aproximadamente 2500 pb (ACHATZ, 2008).
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FIGURA 1: FIGURA ESQUEMATICA DO CROMOSSOMO 17P13.1 REGIAO ONDE ESTA
LOCALIZADO O GENE TP53.
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Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53&keywords=p53

Conhecido como “guardido do genoma”, o gene TP53 desenvolve uma
funcdo central na manutencdo da integridade do genoma, sendo que sua
expressao esta envolvida com o controle da proliferacdo e da morte celular, em
resposta a varios sinais, incluindo danos ao DNA. As situagfes de estresse que
podem ativar a transcricdo do TP53 sdo, por exemplo, radiacdo ionizante ou
ultravioleta, hipodxia, encurtamento telomérico, dano ao DNA e sinalizacao
oncogénica (Kastan et al.,, 1991; 2003; Shulin Harris e Levine, 2005; 2003;
Oren, 2003; Levine e Oren, 2009). Apo6s a traducdo do mRNA, a proteina tem
um tempo de meia vida curto, durando cerca de 10 a 30 minutos, e, em
condicBes de homeostase celular, seus niveis sdo mantidos baixos (Picksley e
Lane, 1993; Kubbutat et al., 1997).

A perda de fun¢do do gene TP53, que pode ocorrer por mutagdes, esta
associada ao cancer em humanos. Mais de 75% das mutacbes em TP53
conduzem a expressdo de uma proteina de comprimento completo com uma

Unica substituicdo de aminoacido (BROWN et al., 2009).

3.3.A PROTEINA P53

A p53 é uma fosfoproteina nuclear que desempenha um papel
fundamental na regulagcdo do ciclo celular, particularmente na inibicdo da
proliferacdo celular. Trata-se de uma proteina composta por um
homotetramero, cujas subunidades possuem 393 aminoacidos cada. Divide-se
cada monémero em cinco dominios bem definidos (I-V), os quais tém uma
funcd@o importante na regulacédo da proteina (fig. 02). O primeiro € o dominio
amino-terminal (N) de transativacdo, o segundo rico em prolina, o terceiro de
ligacdo ao DNA, o quarto dominio € de oligomerizacdo e o quinto de regulacdo
carboxi-terminal (C) (ACHATZ, 2008; LOPEZ et al, 2006).
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Segundo Lopez et al. (2006), o dominio | corresponde aos dominios de
ativacdo 1 e 2 (Activation Domain 1 and 2 - AD1 e AD2), responsaveis pela
ativacdo da proteina. O dominio II, rico em prolina (Proline Rich Domain -
PRD), esta envolvido na atividade supressora da p53 e é responséavel pela
ativacdo da proteina; observa-se que também esta envolvido no processo de
apoptose da célula. O dominio Il estd envolvido no reconhecimento e na
ligacdo a sequéncia especifica no DNA (DNA Binding Domain - DBD). Esse
dominio de ligacdo contém pontos quentes de mutacdo (hot spots); muito
importantes, pois mutacdes nessa regido podem comprometer a capacidade da
proteina p53 se ligar a sequéncias-alvo no DNA. Os codons 248 e 273 sdo o0s
coédons de contato com o DNA, e os codons 175, 249 e 282 sao os que dao
estabilidade a proteina. Os sitios citados acima estdo envolvidos com 25% dos
canceres que apresentam a mutacdo da p53. O dominio IV (Tetramerization
Domain - TD) é responsavel pela tetramerizacdo das subunidades da p53; essa
€ uma regiao de alfa-hélice, e as moléculas da p53 com mutacfes neste local
tornam-se mais instaveis, afetando a ligacdo ao DNA. O V e ultimo dominio é o
alcalino (DB), necessario para regulacdo da atividade da p53 (LOPEZ et al.,

2006). Os dominios estdo demonstrados na figura 02.

FIGURA 2: DOMINIOS DE |-V DA PROTEINA P53.

I | Prokinaps3
e WA e

N w— —_— - ’-‘ - C
R W— -

ADI, AD2 PRD 08D ™ 08

Fonte: Adaptado de Lopez; Sanchez; Salcedo (2006).

Legenda: Dominios AD1 e AD2 sao responsaveis pela ativacdo do gene; dominio PRD tem
papel na atividade supressora da p53; dominio DBD € o de ligagdo ao DNA; dominio TD atua
na oligomerizacéo das subunidades de p53; dominio DB participa na regulacédo da proteina.
Acima do dominio DBD encontra-se o grafico que mostra a frequéncia dos hot spots, nesse
dominio.

A via da p53 é composta por uma rede complexa de proteinas que
evoluiram para responder a diferentes sinais de estresse, principalmente a
danos ao DNA. As fung¢@es principais da proteina envolvem sua atuagdo como

fator de transcricdo, bem como a interacdo com outras proteinas a partir da



16

formacdo de complexos (Kern et al., 1991; Farmer et al., 1992; Zhao et al.,
2000).

A expressao dos genes regulados pela p53 e a atuacdo dessa proteina
em complexos depende da natureza e da intensidade do estresse, do tipo
celular e do microambiente em que a célula esta inserida. Assim, a proteina
pode regular diferentes processos celulares de acordo com a situacao
especifica em que a célula se encontra. Os mecanismos controlados pela p53
sao, por exemplo, proliferacdo, senescéncia, parada do ciclo celular, reparo de
dano no DNA, apoptose e autofagia (FETT-CONTE e SALLE, 2002).

A proteina suspende o ciclo celular de células que apresentam danos ao
DNA, a fim de corrigir o erro e entdo liberar novamente a célula para que ela
continue sua divisdo normalmente apds a correcdo (FETT-CONTE e SALLE,
2002). Em outra maneira de acao para interromper o ciclo celular em resposta
a algum dano celular, a p53 atua conjuntamente com outros seis genes,
ligando-se ao promotor do gene p21, do qual o produto proteico € um inibidor
de quinase dependente de ciclina, que inibe a proteina Retinoblastoma (pRb)
pela quinase dependente de ciclina 4 (CDK4). Essa interagcdo promove a
parada do ciclo celular na fase G1, antes da fase S onde ocorre a duplicacao
do DNA (FETT-CONT e SALLE, 2002). Uma outra forma da proteina p53 atuar
é fazer check point (ponto de checagem) de S para G2, dependente do dominio
C-terminal (FETT-CONTE e SALLE, 2002). Uma desregulacdo do crescimento
celular nas fases G1 e G2, ocasionada por um erro de checagem da p53, pode
contribuir para o desenvolvimento de muitos tipos de canceres. Tais células,
que perderam essa caracteristica de regulacdo do crescimento, sao
denominadas transformadas (SHERR, 1996).

A parada do ciclo celular na fase G1, antes de ocorrer a duplicacdo do
DNA (fase S), permite o reparo do DNA danificado. Uma alternativa de atuacao
da p53 a danos ndo reparados, caso a via com a proteina pRb ndo seja
reparada totalmente, é aquela na qual ocorre a indugdo para a morte celular
programada (apoptose) pelas proteinas sensoras de checagem (FETT-CONTE
e SALLE, 2002).

A proteina p53 tem papel essencial na regulacdo do ciclo celular em

resposta a um dano, como descrito acima. Quando ocorre uma mutagao no



17

TP53, a proteina pode perder seu papel de correcdo em um evento de estresse
celular, este sendo tanto externo quanto interno (GIACCIA e KASTAN, 1998).

3.4.MUTACOES DO GENE TP53

Segundo Weinberg (2008), foram realizados estudos em 1987 que
demonstraram que alelos do TP53 com mutagbes pontuais s&o comuns no
genoma de uma ampla variedade de células de tumores em humanos.
Pesquisas com dados até o ano de 2002 demonstraram que o gene TP53 esta
mutado em 30 a 50% dos céanceres humanos que ocorrem com mais
frequéncia (WEINBERG, 2008).

Mutacdes no gene TP53 geram variabilidade somética na sequéncia
codificante, que estdo relacionadas com 33% de todos os tumores malignos
esporadicos, podendo chegar até 50% de todos o0s tumores invasivos
(GIACOMAZZI, 2012). Cerca de 84% das mutagbes vistas no gene TP53
ocorrem no dominio de ligacdo ao DNA, codificado pelos éxons 5 a 8 do gene
TP53, (GIACOMAZZI, 2012). Segundo Giacomazzi (2012), no banco de dados
R15 do Internatonal Agency for Research on Cancer, 2012 (IARC) foram
descritas 597 mutacBes germinativas, 27.580 mutacdes somaticas e 85
polimorfismos no TP53.

Segundo Weinberg (2008), as células tumorais que sdo mutantes no
loco do TP53 podem sofrer perda de heterozigosidade, dessa forma o alelo tipo
selvagem é descartado, produzindo uma célula com dois alelos TP53
mutantes.

Normalmente a proteina p53 atua como um fator transcricional
homotetramérico. Porém, uma célula que carregue um unico alelo mutado,
portanto heterozigota para o gene TP53, vai expressar os dois alelos — o
selvagem e o mutado. Quando as quatros subunidades da proteina forem
montadas, a cadeia polipeptidica de cada subunidade sera selecionada ao
acaso. Assim ha uma chance de apenas 1/16 de todas as combinacdes
possiveis serem de fato funcionais, ou seja, de as quatro subunidades virem do
alelo selvagem (Weinberg, 2008). As demais 15/16 combinacdes possiveis
levardo ao menos uma subunidade mutada, o que pode reduzir a estabilidade

e/ou funcionalidade da proteina.



18

O dominio de ligacdo ao DNA da p53, contido nos éxons 5-8 (fig. 02),
corresponde a regido mais estudada e relacionada com a SLF/LFL, sendo que
a maioria das mutacOes patogénicas nessa regiao sdo mutagdes de ponto que
alteram a sequéncia especifica de ligacdo (YAN e CHEN, 2010). Entretanto,
foram identificadas mutagdes no gene TP53 fora da regido de ligagdo ao DNA,
assim como rearranjos e delecbes que expandiram as possibilidades de
mutacdes neste gene (OLIVIER et al., 2010; KAMIHARA et al., 2014).

A prevaléncia das SLF e LFL ainda nédo foi estabelecida no mundo.
Porém, a partir de estudos conduzidos nos Estados Unidos e na Europa, foi
estimado que as mutacdes germinativas no gene TP53 ocorrem em uma
frequéncia aproximada de 1 em 5.000 individuos (LALLOO et al.,, 2003;
GARBER e OFFIT, 2005), ou seja, 0,02%. Ja no Brasil, ha uma prevaléncia
relativamente alta da sindrome devido a presenca de uma mutacao fundadora,
que causa uma substituicdo do aminoacido Arginina (Arg) por uma Histidina
(His) na posicdo 337 da proteina p53, a qual denomina-se R337H. Essa
mutacdo parece ocorrer em 0,3% da populacdo do Sul do Brasil (ACHATZ,
2008), ou seja, 15 vezes a taxa observada nos Estados Unidos e Europa. Dada
essa alta prevaléncia e o objetivo deste trabalho, de revisar o impacto da SLF
na populacao do Parana, ressaltar-se-a a mutacao R337H na secao a seguir.

3.4.1. Mutacdo R337H TP53

Em 1998, a mutacdo R337H foi descrita pela primeira vez em uma
familia na Franca, revidado por Achatz, 2008, sendo que trés anos depois, em
2001, ela foi identificada no Brasil por Ribeiro et al. (2001), ao analisarem 36
pacientes com carcinoma pediatrico adrenocortical tratados no Parana, dos
quais 35 apresentavam a mesma mutacao germinativa R337H.

A mutacdo R337H néo esta localizada no dominio de ligacdo ao DNA do
gene TP53, como a maioria das mutagdes conhecidas no TP53 relacionadas
as sindromes de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni like. Essa mutag¢do, que ocorre no
cédon 337, no éxon 10 (fig. 02) do TP53, corresponde a uma regido que
participa da oligomerizacdo da p53 e leva a uma mudanca de arginina para
histidina no local citado (R337H — CGC para CAC no cédon 337) (ACHATZ,
2008; CUSTODIO et al., 2013). Essa mutacéo foi relacionada com a maior
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incidéncia de tumores adrenocorticais (ACTs) encontrado em criancas no
Brasil. A maioria dos portadores eram menores de 15 anos, sendo que em
idade avancada o mais comum eram tumores de pulmao, cérebro e estbmago.
Os ACTs sao mais agressivos quando R337H esta presente em homozigose
em criancas (CUSTODIO et al., 2013). A principal consequéncia desta
caracteristica é que, ao contrario da esperada selecdo negativa durante a
evolucdo, seus portadores possuem maior probabilidade de viver até idades
reprodutivas, possibilitando a propagacdo desta mutacdo e sua permanéncia
ao longo de geracdes (GARRITANO et al., 2009).

Garritano et al. (2009) concluiram que seu estudo deve ser visto com
parcimonia, pois os critérios que foram utilizados para avaliagdes familiares séo
muito amplos. Nas familias que preencheram os critérios da SLF, o risco que
esta associado a R337H parece ser o mesmo encontrado em outras mutacoes.

DiGiammarino e colaboradores (2002), a partir de uma andlise
cromatografica in vitro da estrutura e estabilidade da p53-R337H, viram que
elas sdo muito semelhantes a proteina p53-wt (proteina 53 wild type). No
entanto a p53-R337H dependia da estabilidade do pH da célula, sendo a
molécula menos estavel em pH alcalino. Em temperatura de 37°C e pH 8,
cerca de 70% da p53-R337H encontrava-se desnaturado, no entanto a p53-wt
desnaturava apenas a 50°C, independente do pH a qual fosse submetida. Foi
observado posteriormente que na proteina selvagem se formava uma ponte de
sal, formada por uma ligacdo de moléculas com cargas opostas, entre 0s
aminoacidos Arginina 337 (Arg 337), de carga positiva, e Asparagina 352
(Asp352), negativa. A ponte € essencial para dimerizacdo e posteriormente a
formacao do tetrAmero. Ja na proteina mutada, a Arginina (R) é substituida por
uma Histidina (H) na posi¢cado 337, induzindo diferentes mudangas quimicas
nessa regido. Assim, had uma desestabilizacdo nas pontes salinas,
desestruturando o tetramero conforme demonstra a fig.03 (GIACOMAZZI,
2012).
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FIGURA 3: DELINEAMENTO DE DESNATURAGAO DAS PROTEINAS P53-WT E P53-R337H.
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Fonte: Giacomazzi (2012).

Legenda: O gréfico da esquerda demonstra que a p53-wt s6 em temperatura acima de  50°C
e em qualquer PH desestabiliza-se. O da direita evidencia a p53-R337H que aproximadamente
70% dos tetrdmeros estdo desestruturados em temperatura de 37°C e PH 8.

Portanto, a desestabilizacdo da oligomerizacdo da proteina ira afetar
indireta e negativamente a ligacdo de p53 aos dominios de ligacdo no DNA dos
genes-alvo, afetando sua funcéo. Dito isso, analisar-se-a, no item a seguir, a

alta prevaléncia dessa mutagéo no estado do Parana.
3.5. ESTUDOS NO ESTADO DO PARANA (PR)

As SLF e LFL na populacdo do estado do PR tem uma alta prevaléncia
da mutacdo R337H TP53 associadas a tumores adrenocorticais (ACTS)
pediatricos (CUSTODIO et al., 2013). A mutagdo R337H no gene TP53, esta
associada no Sul e Sudeste do Brasil de 90% a 97% das mutacdes
encontradas nesse gene. No Parana aproximadamente, 27% das familias com
outros tumores (principalmente de mama e gastrintestinais) preencheram, nos
estudos, parcialmente os critérios para SLF ou seja, elas sdo LFL (DUDEQUE
PIANOVSKI e FIGUEIREDO, 2017).

Estudo realizado por Custédio et al. (2013) sobre o impacto da triagem
neonatal e vigilancia da mutagdo TP53 R337H no estado do PR. Nesse estudo,
foram testados 171.649 recém-nascidos, sendo que 461 (0,27%) carregavam a
mutacdo R337H, demonstrando uma prevaléncia dessa mutacdo para a

populacao estudada.
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Os resultados obtidos por Custodio et al. (2013) demonstraram que, das
criancas heterozigotas para a mutagdo (461), 11 desenvolveram ACTS.
Portanto, a penetrancia média estimada foi de 2,39%. Cumulativamente, a
penetrancia média aos 2 anos de idade foi de 0,7%; aos 5 anos, de 2,21%.
Esses dados corroboram com o fato de que os ACTs associados a R337H
desenvolvem-se durante os primeiros 5 anos de vida.

Os autores concluiram que a triagem e a vigilancia foram altamente
efetivas para a deteccdo de ACTs, uma vez que o valor preditivo negativo foi
de aproximadamente 100% (apenas 2 casos dos 171.188 recém-nascidos
triados como negativos para a R337H desenvolveram ACTs). Além disso, a
abordagem utilizada pelos autores, com base na predisposicdo genética a
ACTs, permitiu um monitoramento sensivel nos primeiros anos do tumor
(CUSTODIO et al. 2013).

Os resultados de Custodio et al. (2013) sugerem que de 90 a 95% das
criangas portadoras de ACTs poderiam ser curadas como resultado de triagem
e acompanhamento, sem 0s quais apenas 50% das criancas com ACTs
sobrevive e muitos requerem uma quimioterapia intensiva e toxica (CUSTODIO
et al. 2013).

O estudo de Mathias (2014) analisou as frequéncias da mutacdo R337H
em TP53 em casos de carcinoma mamario, atendidas no Hospital Nossa
Senhora das Gracas de Curitiba, PR. Embora as mutacdes nos genes
(BRCA1), BRCA2, TP53, PTEN e CHEK2 sejam as principais causadoras de
cancer mamario esporadico, as Sindromes de Céancer de Mama e Ovério
Hereditario (HBOC) e a SLF sdo as que caracterizam o cancer de mama
hereditario. No trabalho, a autora observou a presenca ou auséncia da
mutac&do R337H no gene TP53 em amostras de pessoas do sexo feminino com
diagnostico de cancer de mama. Foram usados varios métodos de analises
moleculares nas amostras obtidas. Foram genotipadas 314 mulheres com
cancer de mama, dessas, uma (0,32%) era portadora da mutacdo R337H no
gene TP53, demostrando que a frequéncia era a mesma da populacdo em
geral.

Piovezan (2006) concluiu que existe uma alta prevaléncia da mutacao
R337H no gene TP53 no estado do PR, com uma prevaléncia uniforme ao

redor de 2,2 a 2,5/1000. O autor observou que ndo houve mutagao “de novo” —
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uma mutacdo que nao foi herdada por nenhum dos pais — nos recém-nascidos
avaliados. O pesquisador também verificou que a distribuicdo do alelo TP53
R337H nos grupos étnicos mostra uma predominancia em individuos de pele
branca, sendo que nédo foi observado o alelo em pessoas japonesas, chinesas
ou de outra etnia oriental. Outras pesquisas (PINTO et al., 2004; GARRITANO
et al., 2009; OLAZAR, 2013; CHAMPRET et al, 2000; RIDLEY, 2006) puderam
inferir o efeito fundador como causa dessa predominancia. A subsecao a seguir

apresenta esses trabalhos que demonstram o efeito fundador.

3.6.EFEITO FUNDADOR

Pinto et al. (2004), sugeriram que a mutacdo R337H foi estabelecida na
populacao brasileira a partir de um ancestral comum, defendendo a hipétese da
ocorréncia do efeito fundador, a partir da analise de dois marcadores
polimorficos intragénicos, em pacientes com tumores adrenocorticais que eram
portadores da mutacdo R337H em TP53.

Em estudos subsequentes no Sul do Brasil, Garritano et al. (2009)
puderam observar que desde a descoberta inicial da alta incidéncia da mutacao
no gene TP53 pR337H em criancas com ACTs no Brasil, ha muitas
controvérsias da origem da mutacdo e o impacto da predisposicdo ao cancer
familiar. No artigo foi analisado a estrutura do haplé6tipo do locus do TP53 para
identificar precisamente os haplétipos que carregam a mutacdo R337H e,
através das analises, puderam sustentar a hipotese do efeito fundador.

Para isso, Garritano et al. (2009) utilizaram resequenciamento total no
locus do TP53 e genotipagem de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs)
de alta densidade para refinar as definicdes de haplotipos do locus do TP53.
Os polimorfismos de nucleotideo Unico ou SNPs é uma forma de variacdo
(0,1%) no genoma humano, isso ocorre quando ha substituicdo de uma Unica
base adenina, citosina, guanina e timina (A,C,G e T) em um determinado locus
cromossOdmico (OLAZAR, 2013). Foram analisadas 47 amostras de DNA. Seis
amostras foram extraidas de células cancerosas cujas linhagens tinham sido
previamente estabelecidas em laboratério, tipadas como hemizigotas para

TP53 com subsequente perda de heterozigosidade. Outras 15 amostras de
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DNA eram provenientes de células linfoblastoides cancerosas extraidas de
pacientes com cancer de mama; 25 eram de pacientes brasileiros com SLF,
coletadas na regido de S&o Paulo, e uma de Chimpanzé. Para todas as
amostras humanas, os doadores eram caucasianos, entretanto a presenca de
Cromossomos ndo-caucasianos nao pode ser excluida das amostras brasileiras
(GARRITANO et al., 2009). A analise de haplotipos de 12 portadores da R337H
nao relacionados, usando um conjunto de 29 marcadores de sequéncia
genética (tags) de SNPs, revelou que todas as pessoas tinham o mesmo
haplétipo, sendo que a presenca da mutacao nesse haplétipo foi confirmada
por PCR alelo especifica. Como as andlises tinham a mesma sequéncia de
SNPs, ha uma forte sugestéo de efeito fundador. A andalise dos padrdes de 103
tumores diagnosticados em 12 familias estudadas demonstrou que a presenca
de R337H esta associada com multiplos canceres do espectro da SLF, com
baixa penetrancia antes dos 30 anos. As familias com R337H estdo bem
distribuidas ao longo do eixo historicamente conhecido como a rota principal
usada por mercadores portugueses originarios no século XVIII e XIX. A
circunstancia historica e a baixa penetrancia antes dos 30 anos pode ter
contribuido para que criancas cheguem a idade adulta e consigam passar seus
genes para seus descendentes (GARRITANO et al., 2009).

Apos a utilizacdo de alguns métodos e analise, eles puderam observar
que a hipbétese mais provavel € que a R337H surgiu em um individuo de
descendéncia europeia. O que suporta este cenario € que apenas um caso foi
encontrado fora do Brasil, diagnosticado na Franca, em uma menina de 8 anos
com ACT e com ancestralidade portuguesa (CHAMPRET et al., 2000).

No trabalho de Garritano et al. (2009), o resequenciamento nos locus do
gene TP53 permitiu investigar mais SNPs informativos e uma maior resolugéo
no mapa de haplotipos do que estudos anteriores. Com isso, o alelo R337H
acaba por ser um representante Unico de uma mutacédo patogénica fundadora,
a qual persiste em uma populagdo grande e heterogénea. Possivelmente, a
persisténcia seja explicada pelos cenarios historicos especificos da
incorporacao do alelo e sua penetragcdo moderada de inicio precoce, em vez de
por segregacdo cultural ou geografica na sua populacdo de acolhimento
(GARRITANO et al., 2009).
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Segundo GARRITANO et al. (2009), a maioria das pessoas
diagnosticadas com SLF/LFL no Brasil descende de imigrantes portugueses e
moram nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul. Porém, como ha décadas as pessoas desses estados
migram para outras regifes, os moradores de outras regides podem ter essa
sindrome e nunca terem sido diagnosticados. No Brasil, h4 uma prevaléncia
relativamente alta da sindrome devido a presenca de uma mutacao fundadora
(GARRITANO et al., 2009). As mutagdes fundadoras estdo divididas em 2
segmentos. O primeiro € o estabelecimento de uma populagdo nova por um
grupo pequeno de fundadores, sendo assim, chamado de efeito fundador. No
segundo segmento, os fundadores sdo uma porcao limitada da variacéo
genética. Para ser um efeito fundador completo é necesséario que tenha
fundadores que sejam geneticamente ndo representantes da populacdo de
origem (RIDLEY, 2006). Para melhor compreender as consequéncias do efeito
fundador, a realizacao de triagens, acompanhamentos e diagndsticos torna-se
necessaria. Além disso, tais ferramentas permitem uma melhora na qualidade

de vida dos portadores.

3.7.TRIAGEM, ACOMPANHAMENTO E DIAGNOSTICO

Piovezan (2006) acredita que realizar mapeamentos, estudos
moleculares e epidemiolégicos podem esclarecer melhor a penetrancia da
mutacdo R337H em casos de ACT e outros tipos de cancer no PR.
Conhecendo os individuos portadores da mutacdo R337H, seria possivel
acompanhar mais especifico e com frequéncia para 0s recém-nascidos e
adultos, podendo se oferecer um tratamento precoce e curativo do ACT. No
projeto do autor, ficou em aberto a investigacao sobre a participacdo ambiental
na origem da mutagdo, embora ndo tenha ocorrido a mutagdo “de novo”
guando o estudo foi realizado.

O trabalho de Pianovski e Figueiredo (2017), que estudou 600 familias
no estado do PR, detectou a SLF em menos de 5% delas. Foi surpresa para os
autores a auséncia de cancer em varias dessas familias. Esse dissenso
demonstra que o aconselhamento genético e o processo educativo devem se

unir ao historico de cancer, e ao heredograma completo de todos os testados
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para mutacdo em quatro ou mais geracdes, sem pressupor de que a mutacao
R337H no gene TP53 por si so indica risco de cancer. A vigilancia voltada para
o diagnostico precoce do ACT em criangcas diagnosticadas com a mutacao
R337H no gene TP53, identificada na triagem neonatal, com utilizacdo de
horménios pediatricos e ecografia abdominal, foi considerada eficiente, mas
também o treinamento educativo com os pais, focado nas manifestacfes
clinicas, se mostrou eficaz (PIANOVSKI e FIGUEIREDO, 2017).

Os avancos das pesquisas e tecnologias prometem mudancas no
diagnéstico, tratamento e aconselhamento genético, a fim de que medidas
sejam tomadas antes mesmo da definicAo do tratamento, permitindo assim
métodos menos invasivos, uma melhor qualidade de vida e uma maior
sobrevida para as pessoas acometidas pelo cancer (KAVALEC, 2006).

Apesar dos bons resultados advindos da vigilancia, existem varias
dificuldades a serem enfrentadas. Custodio et al. (2013) identificaram alguns
desafios como nivel s6cio econémico, baixa educacéo, longas distancias dos
centros de estudo, impossibilidade de deixar o trabalho e a percepcao do ACT

ter uma penetrancia baixa.

4. CONCLUSOES

Fazendo essa pesquisa bibliografica percebeu-se que devido a alta
prevaléncia da sindrome no PR, sera necessario continuar com mais estudos
para aprimorar os conhecimentos e diagnosticos. Além disso, com bases nos
trabalhos apresentados por esta pesquisa, foi possivel identificar a eficacia de
vigilancia e triagem continuos no aumento da qualidade de vida para os
portadores da sindrome.

Foi observado, ainda, a dificuldade que as pessoas tém de acesso ao
tratamento por morarem em locais de dificil acesso, por exemplo, como
identificado por Custodio et al. (2013). Outro fator muito importante € a falta de
percepcao do problema e sua gravidade. Por ser uma sindrome de penetrancia
baixa e muitos portadores ndo manifestarem sinais clinicos cedo, ja que sao
assintomaticos, individuos acometidos pela SLF chegam a idade fértil e

passam seus genes para prole. Dessa maneira, os portadores de mutagdes no
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gene TP53 podem nédo levar em conta, na opcédo de paternidade ou
maternidade, a chance de transmitir a mutacéo do TP53 a seus filhos.

Tracar heredogramas para analisar a ancestralidade da sindrome possui
também uma significancia alta. Essa metodologia permite saber os casos de
canceres na familia e orientar alguns cuidados diarios como alimentacdo mais
saudavel, ndo se expor a radiacbes como ultravioleta, raios-X, entre outros,
permitindo, assim, que a pessoa possa ter uma expectativa de sobrevida maior

com mais qualidade.
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