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RESUMO

Introducdo - A sindrome de Li-Fraumeni (SLF) € uma rara sindrome familial de
cancer herdada dominante caracterizada por um grande espectro de neoplasias
acometendo criangas e adultos jovens. A identificagcdo de muta¢des germinativas no
P53 em raras SLF causou um numero de estudos in vitro usando cultura de células
cancerosas e fibroblastos ndo tumorais apresentando a mutagdo TP53 herdada.
Muitos estudos reportaram as mutagdes germinativas em familias com SLF em
varias partes do mundo. Objetivos - No presente estudo, a documentacao detalhada
de um heredograma de uma familia com SLF permitiu uma analise completa da
relacdo gendtipo-fendtipo e um entendimento dos tumores que s&o associados com
mutacgdes germinativas no TP53. Além disso, os objetivos do presente estudo foram
(1) definir a sequéncia total do DNA e P53 para a possibilidade de combinagéo de
uma ou mais mutacdes ou polimorfismos capazes de aumentar o risco de cancer em
uma paciente (probanda) com cinco canceres, e (2) testar a fungédo do p53 na cultura
de fibroblastos da probanda expostos a radiagdo gama (5 Gy), avaliando a indugéo
de parada do ciclo celular e a apoptose. Material e métodos - O DNA foi
sequenciado utilizando um sequenciador automatico. Os métodos usados para
estudar a taxa de proliferacao de fibroblastos foram baseados na incorporacao de 5-
bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) durante a replicagdo do DNA seguido do
reconhecimento de BrdU pela fluoresceina (FITC) conjugada com um anticorpo
monoclonal. A morte celular foi analizada usando o protocolo TUNEL (quebras de
fita de DNA marcadas com dUTP-FITC). Resultados - A proteina p53 demonstrou
mediar a parada em G1 seguida do dano ao DNA. De acordo com o heredograma, a
probanda é a unica membra viva carregando a mutagdo germinativa no P53. A
analise do sequenciamento revelou uma mutagdo germinativa nonsense no cédon
146 (TGG—>TGA, stop codon). Dentre os 5 polimorfismos no gene P53, um é
particularmente interessante, o Arg72Pro. No entanto, os experimentos em
andamento ainda tentam definir se esta 72Pro esta localizada no P53 selvagem e se
tal proteina demonstra alguma fungao diminuida. Em qualquer caso, os fibroblastos
heterozigotos da probanda n&o foram tdo eficientes como os fibroblastos de uma
voluntaria (sem SLF) em causar parada no ciclo celular e morte celular 6 horas apos
o dano ao DNA com radiacdo gama. A extensao da parada em G1 foi extremamente
reduzida em fibroblastos de SLF comparadas com os normais (p<0,05). Um impacto
menos pronunciado foi observado na diferenca na indugcdo de morte celular, no
entanto foi estatisticamente menor em fibroblastos da probanda depois da irradiagao
(p<0,05). Concluséo - A conclusdo do presente estudo in vitro indica uma reduzida
capacidade para a funcdo do p53 em fibroblastos, que pode contribuir
significativamente para a predisposi¢cado ao cancer nesta sindrome familial.

Palavras-chaves: Sindrome de Li-Fraumeni, TP53, fibroblastos, proliferagao celular,
apoptose.
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ABSTRACT

Introduction - The Li-Fraumeni syndrome (LFS) is a rare familial dominantly
inherited cancer syndrome characterized by a wide spectrum of neoplasms occurring
in children and young adults. The identification of germline P53 mutations in rare LFS
has given rise to a number of in vitro studies using cell cultures of cancer cells and
non-tumoral fibroblasts presenting the inherited TP53 mutation. Many studies have
reported TP53 germline mutations in LFS families in various parts of the world.
Objectives - In the present study, a detailed documentation of the pedigree of a LFS
family has allowed a comprehensive analysis of genotype-phenotype correlations
and an understanding of the tumors that are associated with germline TP53
mutations. In addition, the objectives of the present study were (1) to define the full
p53 DNA sequence for the possibility of combination of one or more mutations or
polymorphisms capable of increasing the risk of cancer in a patient (proband) who
had five types of cancer; and (2) test p53 functions in the proband’s cultured
fibroblasts exposed to gamma irradiation (5 Gy), evaluating induction of cell cycle
arrest and apoptosis. Material and methods - DNA was sequenced using an
automatic sequencer. The methods used to study rate of fibroblasts proliferation was
based in the incorporation of 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) during DNA replication
followed by recognition of BrdU by an fluorescein (FITC) conjugated monoclonal
antibody. Cell death was analyzed using the TUNEL protocol (DNA strand breaks
labeled by dUTP-FITC). Results - The p53 protein has been shown to mediate G1
arrest following DNA damage. According to the pedigree, the proband is the only
alive member carrying a germline p53 mutation. Sequencing analysis has revealed a
nonsense germline mutation in codon 146 (TGG—TGA, stop codon). Among the 5
polymorphims in the P53 gene, one is particularly intriguing, the Arg72Pro. However,
ongoing experiments are still trying to define whether this 72Pro is located in the wild-
type P53 and if such protein displays any diminished function. In any case, the
heterozygous fibroblasts from the proband were not as efficient as the fibroblasts of a
volunteer (without LFS) in causing cell arrest and cell death 6 hours after DNA
damage with gamma irradiation. The extent of G1 arrest was greatly reduced in LFS
fibroblasts compared with normals (p<0,05). A less striking impact was observed for
the difference in cell death induction, although it was statistically lower in fibroblasts
from the proband after irradiation (p<0,05). Conclusion - The conclusion from the
present in vitro studies indicate a reduced capacity for p53 function in fibroblasts,
which may contribute significantly to cancer predisposition in this familial syndrome.

Key-words: fibroblast, Li-Fraumeni syndrome, TP53, cell proliferation, apoptosis
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1 INTRODUCAO

Atualmente, conhece-se uma variedade de tipos de tumores, diferenciados
pela etiologia, historia natural e formas de tratamento. Apesar da grande evolugao
do conhecimento na area da oncologia, tal progresso nao refletiu de maneira
proporcional o desenvolvimento de técnicas eficazes de prevencgao, diagnéstico,
tratamento e cura do cancer.

A etiologia do cancer € multifatorial, envolvendo virus, exposigcao a agentes
ambientais, estilo de vida e alteragbes genéticas. Essas mutagdes, que levam ao
desenvolvimento do cancer, afetam os genes responsaveis pela proliferagcdo e
desenvolvimento celulares, além de outras fungbes essenciais para as células
(FEARON,VOGELSTEIN, 1990). Quando a regulacdo normal é alterada, um
crescimento desordenado se inicia e sobrevém um tumor maligno.

O conceito de cancer como doenga genética é relativamente recente. Tornou-
se evidente que todos os tipos de cancer, mesmo na auséncia de qualquer
componente hereditario aparente, resultam de mutagdes em células somaticas e que
sua progressao também envolve, de um lado, a expressao de uma série de genes e,
de outro, a supressao da expressao de outros (TURNBULL,HODGSON, 2005).

Estudos epidemiolégicos levaram a definicdo de uma sindrome de cancer
com uma variedade de formas de cancer, como sarcomas, tumores cerebrais, de
mama e outras, com inicio precoce e com padrdo de transmissao autossdmico
dominante. Este grupo de caracteristicas ficou conhecido como Sindrome de Li-
Fraumeni (LI,FRAUMENI, 1969).

A Sindrome de Li-Fraumeni Classica se caracteriza pela ocorréncia de
sarcoma em um individuo antes dos 45 anos de idade; um parente de primeiro grau
com qualquer cancer diagnosticado antes dos 45 anos de idade e outro parente de
primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes dos 45 anos de idade ou um
sarcoma em qualquer idade (LI et al., 1988).

Ja as familias que n&o preenchem exatamente os critérios da Sindrome de Li-
Fraumeni sdo denominadas de Li-Fraumeni simile, definida como um sujeito com
qualquer tumor na infancia, ou um sarcoma, tumor cerebral ou tumor adrenocortical

antes dos 45 anos de idade, mais um parente de primeiro ou segundo grau com um



dos tumores tipicos da Sindrome de Li-Fraumeni em qualquer idade e, além disso,
um parente de primeiro ou segundo grau com cancer antes dos 60 anos de idade
(BIRCH et al., 1994).

A maior parte dessas familias apresenta uma mutagdo germinativa no gene
TP53 (MALKIN et al., 1990). Este gene de supressao tumoral (P53) é responsavel
pela parada no ciclo celular, ou apoptose no caso de um dano irreparavel do DNA.
As alteragbes somaticas neste gene também sao bastante comuns em tumores
humanos, como por exemplo cancer de pulmao e bexiga (SLEE et al., 2004).

Diversos testes laboratoriais estao disponiveis para a analise do gene TP53 e
suas mutagoes. No entanto, como em diversas desordens genéticas, muito pouco se
pode oferecer aos portadores e familiares, em se tratando de tratamento e
prevencao de novos tumores, isto devido a raridade desta Sindrome, complexidade
do fendtipo e escassez de estudos basicos e clinicos.

Buscando contribuir para os avangos das pesquisas na Sindrome de Li-
Fraumeni Classica, no presente estudo serdo discutidas as principais caracteristicas
do gene P53, suas fungdes e as mutagbes germinativas relacionadas com a
Sindrome de Li-Fraumeni, assim como o comportamento proliferativo e de morte

programada de fibroblastos in vitro.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Relatar um caso de Sindrome de Li-Fraumeni Classica, avaliando respostas

de fibroblastos a radiagao in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar um caso de Sindrome de Li-Fraumeni

Classica a partir da histéria familiar e heredograma;
2) Identificar polimorfismos e/ou mutagdes no gene TP53;
3) Em caso de mutacdo no TP53, verificar se existe uma resposta

atenuada da proteina p53 em fibroblastos da probanda antes e apds a exposigao a

radiacéo, avaliando quantitativamente a proliferagéo e a apoptose.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BASES CLINICAS E MOLECULARES DA SINDROME DE LI-FRAUMENI

A Sindrome de Li-Fraumeni foi relatada inicialmente em 1969 a partir de
uma revisao retrospectiva epidemiolégica com mais de 600 pacientes pediatricos
portadores de sarcomas. Um exame mais detalhado do histérico de quatro familias
permitiu que F.P. Li e J.F. Fraumeni notassem uma alta incidéncia de cancer de
mama ocorrendo em algumas maes antes da menopausa. Também foi observada
em parentes a ocorréncia de outros tumores com inicio precoce, como sarcomas e
leucemias. A partir disso, F.P. Li e J.F. Fraumeni propuseram que o desenvolvimento
de cancer nessas familias estava associado a uma predisposicao hereditaria
(LI,FRAUMENI, 1969).

Estudos posteriores consagraram a nomenclatura desta rara sindrome
familiar de céncer como Sindrome de Li-Fraumeni (SLF), caracterizada por um
amplo espectro de neoplasias ocorrendo em criangas e adultos jovens. E transmitida
de forma autossbmica dominante, o que predispde aos individuos afetados o
surgimento de multiplas neoplasias com inicio precoce e afetando diversos membros
da mesma familia (LI et al., 1988).

Diferente de outras sindromes predominantemente caracterizadas por locais
especificos de cancer, como por exemplo, o cancer de mama e o colorretal, a SLF
apresenta-se com uma variedade de tipos de tumores. Os mais comuns s&o:
sarcomas de partes moles, osteossarcoma, cancer de mama, tumores cerebrais,
leucemia e carcinomas adreno-corticais (LI,FRAUMENI, 1969; LI et al., 1988).

A Sindrome de Li-Fraumeni Classica é definida como um probando’ que
apresenta um sarcoma antes dos 45 anos de idade com um parente de primeiro
grau apresentando qualquer tipo de céancer antes de 45 anos e, ainda, um outro
membro da familia de primeiro ou segundo grau, com qualquer cancer antes dos 45
anos ou um sarcoma em qualquer idade (LI et al., 1988).

Familias que nao preenchem todos os critérios sdao enquadradas como

Sindrome de Li-Fraumeni-simile (SLF-simile). Segundo Birch e colegas (1994), os

! Probando: denominagdo empregada para todo individuo que se submete a um teste genético.



critérios para a Li-Fraumeni-simile sdo: um probando com qualquer cancer infantil ou
sarcoma, ou um tumor adrenocortical diagnosticado antes dos 45 anos de idade, um
parente de primeiro ou segundo grau com um tipico cancer de SLF (sarcoma, cancer
de mama, tumor cerebral, tumor adrenocortical ou leucemia) em qualquer idade e
um parente, de primeiro ou segundo grau, com qualquer cancer antes dos 60 anos.
De acordo com Eeles (1995) os critérios para a Li-Fraumeni-simile incluem: dois
parentes de primeiro ou segundo grau com tumores relacionados a SLF em qualquer
idade.

Mulheres adultas com a SLF apresentam um risco maior de cancer que o0s
homens devido a alta freqiéncia de cancer de mama nessa populagao
(LUSTBADER et al., 1992; CHOMPRET, 2002). Estima-se que 25% das mulheres
com idade inferior a 30 anos com a SLF sejam diagnosticadas com cancer de mama,
sendo que este numero se eleva para 89% na populagdo abaixo de 50 anos (LI et
al., 1988; MALKIN et al., 1990). Os mecanismos moleculares que explicam esta alta
incidéncia de cancer de mama comparado com outros tumores presentes nas
familias com a SLF ainda n&o s&o conhecidos (HERBERT et al., 2001).

A descricdo da SLF mudou de parametros clinicos e familiares para critérios
moleculares depois da publicagcdo dos estudos de Malkin e seus colaboradores
(1990) e Srivastava e seus colaboradores (1990) que descreveram o envolvimento
de mutagdes germinativas do TP53. Na maior parte dos casos, a SLF resulta de
mutacado envolvendo um alelo do P53, seguida da perda somatica do outro alelo,
sendo este o primeiro evento para o desenvolvimento do cancer (MALKIN et al.,
1990; SRIVASTAVA et al, 1990; SANTIBANEZ-KOREF et al., 1991;
VARLEY;MCGOWN et al., 1997).

Aproximadamente 70% dos casos de Sindrome de Li-Fraumeni Classica
contém mutagdes germinativas no gene TP53, localizado no cromossomo 17p13.1
(SIDDIQUI et al., 2005), 22% dos pacientes com SLF-simile segundo Birch (BIRCH
et al., 1994) e 8% dos pacientes com SLF-simile segundo Eeles (EELES, 1995). A
observacao de que o TP53 nao apresenta mutagdo em todos os pacientes, tanto da
Sindrome de Li-Fraumeni Classica como a Sindrome de Li-Fraumeni-simile, sugere
que mutagdes germinativas em outros genes na via do TP53 podem conferir o
mesmo fendtipo de cancer (SIDDIQUI et al., 2005).



Ja foram relatados, em alguns casos raros, mutagdes em outros genes que
podem desencadear a SLF, como por exemplo, no gene CHEK2 presente no
cromossomo 22911 (LEE et al., 2001), responsavel pela ativagcdo e modulagdo do
TP53 (VAHTERISTO et al., 2001) e, mais recentemente um gene desconhecido no
cromossomo 1923 (BACHINSKI et al., 2005).

Muitos destes ensaios de genética molecular estdo disponiveis para uso
clinico, servindo para a confirmagdo do diagnostico, definicdo de progndstico,
avaliacao de predisposicao familiar (ENG et al., 2001) e para diagnostico pré-natal e
pré-implantagdo (KANAVAKIS,TRAEGER-SYNODINOS, 2002). Uma variedade de
painéis de analise da sequéncia do TP53, cobrindo diversos subgrupos de regides
codificadoras e ndo-codificadoras do gene, € oferecida para o estudo clinico basico.

Na literatura sao relatados diversos estudos sobre o comportamento celular
in vitro, avaliando as linhagens celulares de diversas patologias, oncolégicas ou nao,
englobando o modo como essas células reagem a determinados estimulos, lesdes
ou drogas. Acredita-se que este tipo de estudo com culturas de células de individuos
portadores da SLF contribua de modo singular para o avango no conhecimento do

papel da mutacdo do TP53 na carcinogénese desta doenca hereditaria.

3.2 A PROTEINA p53 E SUA REGULAGCAO

A fosfoproteina nuclear p53 foi identificada em 1979 como uma proteina que
se complexava com oncogenes virais, como o0 adenovirus E1 B e o papilomavirus E6
(LEVINE, 1990). Desde entado diversos estudos descreveram a fungado do p53 como
regulador dos pontos de verificagao do ciclo celular (KASTAN et al., 1991; LIN et al.,
1992; MERCER, 1992) e da apoptose (FISHER, 2001; HICKMAN et al., 2002;
VOUSDEN, 2002), sendo por isso designado de “guardidao do genoma” (LANE,
1992).

A proteina p53 contém 393 aminoacidos com cinco dominios conservados
ao longo da evolugao (Figura 1):

FIGURA 1: A proteina p53
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O supressor tumoral p53 realiza seu papel como um fator de transcricao
(RYAN et al., 2001), induzindo a expressao de varios genes de regulacdo negativa
em resposta a fatores de estresse genotoxico (EL-DEIRY, 1998). Testes realizados
com a tecnologia de microarranjo e bioinformatica identificaram mais de 4800 genes

contendo regides regulatorias responsivas ao p53 (WANG et al., 2001).

FIGURA 2: A proteina p53 e seus dominios
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Como esquematizado na Figura 2, a porgdo N-terminal do p53 contém um
dominio acido (aminoacidos 1-42) que interage com outros componentes da
maquinaria transcricional, sendo necessario para a regulagao da transcricao do p53
(SETO et al., 1992; THUT et al., 1995). Além desse dominio, ha a regiao rica em
prolina (aminoacidos 64-92), necessaria para a apoptose (SAKAMURO et al., 1997)
(VENOT et al., 1998) e estd relacionada com a regulagdo negativa do p53
(MULLER-TIEMANN et al., 1998; PRIVES,HALL, 1999).

O dominio central (aminoacidos 102-292) é necessario para a ligacao
especifica com o DNA e reconhece pelo menos duas repeticoes de sequéncia de
DNA (EL-DEIRY et al., 1992; LEVINE, 1997). O dominio de oligomerizagao (324-
355) participa na formagao de tetrameros de p53 (dimeros de dimeros), ja que esta
forma é a que faz a ligagdo com o DNA de uma forma sequéncia-especifica
(FRIEDMAN et al., 1993; WANG et al., 1993).

A porgdo C-terminal (aminoacidos 311-393) contém uma sequéncia de
localizagédo terminal com capacidade de ligar-se tanto ao DNA, como ao RNA ou,
ainda com uma fita simples de acido nucléico (WU et al, 1997);
(CADWELL,ZAMBETTI, 1998). O significado dessas interagcbes ainda nao é
totalmente compreendido, mas acredita-se que colaborem para detectar diretamente
o dano ao DNA. A porcao C terminal age também como um dominio regulatério
negativo, talvez com a participagdo dos dominios central e o de prolinas, para
manter o p53 numa forma inativa até que as reacdes de fosforilacdo e acetilagao
modifiquem a proteina (CADWELL,ZAMBETTI, 2001).



Também sao encontrados um sinal principal de localizagdo nuclear e dois
secundarios na regido do dominio de tetramerizacao, respectivamente nas posicoes
dos aminoacidos 316-324, 369-375 e 379-385 e, na ultima parte do dominio
(aminoacidos 340-351), esta o sinal unico de exportagado nuclear (SHAULSKY et al.,
1990).

A proteina p53 humana pode ser detectada em muitas atividades
proliferativas de células sadias, mas € praticamente indetectavel em células na fase
de descanso, ou GO, do ciclo celular. Possui um tempo de meia-vida curto (em torno
de 10-20 minutos) (GRONOSTAJSKI et al., 1984), mas diante de um estado
estressante, como radiagao ionizante ou ultravioleta, drogas que lesam o DNA ou
hipdxia, ocorre a estabilizacdo e o acumulo de proteinas p53 recém sintetizadas. O
p53 ativado rapidamente é transportado para o nucleo, funcionando como um fator
de transcripgao especifico de sequéncia de DNA (EL-DEIRY et al., 1992; FUNK et
al., 1992). A partir dai, ha a indugao de varios genes envolvidos na parada do ciclo
celular, reparo de DNA e apoptose (YU et al., 1999; ZHAO et al., 2000), conforme
esquematizado na Figura 3.

FIGURA 3: O gene P53 e suas interagdes

JNK Mdm2 Ub
1 1
T < —— p53 —
Degradacgdo por Degradacao por
proteossoma ubiquitinizacao

e .

Parada Ciclo
ativa P21 l

se liga cdk

‘ Ligagao com Geracao Familia
receptores de ROS Bcl-2
parada fase de morte
G1e G2 celular (Fas) ativa PUMA
? Bax
reparo 4 nOoxa

Caspases

4

Morte

Reproduzido e adaptado de PLUQUET e HAINAUT, 2001, com permissao.



Inicialmente acreditava-se que o dano ao DNA era o unico sinal de ativagao
da proteina p53. Outros estudos demonstraram que sinais ndo genotoxicos, como
processos fisiolégicos (como hipoxia, andxia e hipertermia) e agentes
farmacologicos (como agentes anti-microtubulos como os taxanos), poderiam ativar
o p53 (PLUQUET,HAINAUT, 2001).

Um dos responsaveis pela estabilizacdo da proteina p53 € o protooncogene
Mdm2 (SHIEH et al., 1997), o qual atua tanto como um alvo transcricional como um
supressor da fungdo do p53, formando como uma alga autoreguladora negativa de
feedback (MOMAND et al., 1992; WU et al., 1993).

O Mdm2 se liga com o terminal amina (N) do p53 (nos residuos 17-22) e,
consequentemente, bloqueia sua interacdo com a maquinaria transcricional da
célula (KUSSIE et al., 1996). Além disso, faz a mediagdo da exportagdo nuclear do
p53 e direciona a sua destruigao via protedlise mediada por ubiquitinizagdo (HONDA
et al.,, 1997; FREEDMAN,LEVINE, 1998).

O gene MDM2 esta amplificado em fragédo significativa nos mais comuns
sarcomas humanos e, consequentemente, a super expressao do MDM2 ocorre para
interferir com a atividade do p53 (OLINER et al., 1992).

Shieh e colaboradores (1997) demonstraram que, uma vez ocorrido o dano
ao DNA, o p53 é fosforilado na serina 15 e este evento faz com que o p53 reduza a
sua interagcdo com o Mdmz2, seu regulador negativo. Além disso, foi demonstrado
que a fosforilagdo das serinas 15 e 37 por uma proteina quinase dependente de
DNA impede a habilidade do Mdm2 em inibir a transativacdo dependente de p53.
Estes efeitos sdo mais comuns através da mudanga conformacional induzida pela
fosforilagdo do p53.

Os mesmos autores propuseram o seguinte mecanismo para o
envolvimento do p53 na lesdo do DNA: sob condi¢gdes normais de estresse, o p53
associa-se com seus inibidores e a transativagao dependente de p53 é reprimida. Se
houver um dano ao DNA, o p53 é fosforilado na serina 15, a qual induz uma
mudanga conformacional que torna o Mdm2 incapaz de se ligar ao p53, resultando
na inibicao do efeito do Mdm2 sobre o p53.

Além do Mdm2, a proteina c-Jun N-terminal quinase (JNK) é responsavel
pela estabilidade constitutiva do p53, participando de duas maneiras no controle de

sua ativagdo. Quando a JNK esta inativa, ela se liga nos residuos 97-116 do p53,
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conduzindo a degradacéao realizada por proteossoma. Mas, quando a JNK é ativada
por sinais como ultra-violeta, raios X e estresse oxidativo, ocorre o bloqueio da
ligacdo JNK-p53 por um peptideo, culminando na ativagéo do p53 com alta afinidade
por seu alvo: o DNA (FUCHS et al., 1998).

A conversao do p53 da forma latente para ativa, capaz de se ligar a
sequéncia especifica do DNA e a transativagcdo, € ainda pouco entendida. Um
modelo da forma latente seria através da interagdo do C-terminal com o dominio
central da proteina, desta forma fechando o tetramero numa conformacédo que nao
se liga ao DNA. Modificagbes pos-translacionais ou a interagdo de outras proteinas
com o p53 promoveriam a ativagao. Outros fatores de ativagao seriam a fosforilagao,
glicosilagdo, acetilagdo, interagdo proteina-proteina, truncagdo C e N-terminal,
ligacdo com o DNA e splicing alternativos (HANSEN et al., 1998; LUO et al., 2004).

3.2.1 O p53 e o ciclo celular

A ativacdo do p53 quase sempre resulta na parada do ciclo celular,
presumidamente para que o DNA seja reparado antes da replicagao ou da mitose.
Foi demonstrado que a inibicdo da progressdao do ciclo celular pelo p53 é, em
grande parte, devido a sua habilidade de ativar genes trascricionais que diretamente
controlam a atividade de quinases dependentes de ciclina (EL-DEIRY, 1998).

Um desses mecanismos pelo qual o p53 controla negativamente o ciclo
celular é através da ativacao transcricional do P21 (WAF1, Cip-1) (PRIVES,HALL,
1999). O produto da expressao do P21 ¢ a proteina p21 que, em células normais, se
liga a varios complexos ciclinas dependentes de quinases (cdk), prevenindo a
fosforilagao (inativagao) do Rb e tendo, como consequéncia, a parada das células na
fase G1 e G2 (AMUNDSON et al., 1998).
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FIGURA 4: Resposta do p53 a lesao celular

Remogio do genoma Apoptose
e preservagao da
integridade gendmica

Dano irreparavel

ao DNA processo de etc.
reparo mediado

pelo p53 PIG
PUMA

saudavel ao dano

Anti-apoptose

Processos de reparo

Célula
reparada

NOTA: a partir de um dano ao DNA, a via do p53 é ativada, podendo
ocorrer a apoptose (com ativagao de genes como o PUMA e o PIG3) e a
morte celular, ou podendo ocorrer a via antiapoptética (com ativagcao do

P21) e reparo celular.
Reproduzido e adaptado de Weiss, 2003, com permissao.

Conforme demonstrado na Figura 4, a via do p53 é ativada a partir de um
dano ao DNA, cabendo a decisao de ativagao de genes apoptoticos, como PUMA e
PIG3, que culminardo com a morte celular; ou a decisao pela via antiapoptética,
através da ativacao transcricional do p21. Assim, este aumento do p21 permite a
sobrevivéncia da célula até a finalizacdo do processo de reparo do DNA.

Além de funcionar como um supressor negativo do p53, o p21 participa
como um inibidor da ciclina quinase G1 (XIONG et al., 1993), na diferenciagcéo
celular (SHERR,ROBERTS, 1999) e na progressao da fase G1 para a fase S do
ciclo proliferativo em alguns tipos celulares, podendo ser reconhecida como uma

proteina anti-apoptotica e promotora do crescimento (WEISS, 2003).
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3.2.2 O p53 e a apoptose

Numerosos fatores afetam a decisao da célula em realizar a parada do ciclo
celular ou induzir a apoptose, ambos mediados pelo p53. Danos causados por
estresse ndo genotdxicos (como a hipodxia) induziriam um acumulo moderado de
p53, com ativagao preferencial de genes envolvidos no ciclo celular (GRAEBER et
al., 1994; KOUMENIS et al., 2001). Em contraste, a opg&o pela apoptose prevalece
diante de danos severos ao DNA, quando ha limitagbes dos fatores de sobrevivéncia
ou quando um oncogene ¢é ativado (LEVINE, 1997; SIONOV,HAUPT, 1999)

Essas duas respostas tém, fundamentalmente, o mesmo objetivo de
manutengdo da integridade genética: enquanto as células gravemente danificadas
sdo extintas, as células sujeitas a estresse ndo genotdxico sdo removidas do grupo
de células que entrardo em replicagao do DNA (PLUQUET,HAINAUT, 2001).

Apoptose, ou morte celular programada, é a ablacdo controlada das células
durante o desenvolvimento normal. Difere da necrose tanto pelas mudancas
bioquimicas quanto pelas alteragées morfolégicas que sofrem. Em contraste com a
necrose, que € um processo passivo e descontrolado, afetando grandes campos
celulares, as células apoptéticas sofrem alteragdes caracterizadas morfologicamente
pela compactacdo da cromatina nuclear, contracido do citoplasma e producido de
corpusculos apoptéticos nos limites da membrana (SARASTE,PULKKI, 2000) que
sdo, entdo, rapidamente fagocitados por células vizinhas, incluindo macréfagos e
células parenquimatosas (KERR et al., 1994).

Bioquimicamente, a apoptose € diferenciada pela fragmentagdo do genoma e
degradacgao de diversas proteinas celulares sem desencadear resposta inflamatoéria
in vivo (FAIRBAIRN et al., 1996). Estima-se que a duragdo de uma apoptose in vivo
seja entre 6 e 24 horas, dependendo do tipo celular (GAVRIELI et al., 1992).

A funcdo do p53 na apoptose € essencial para o seu papel como agente
supressor tumoral e previne o acumulo de mutacbes que poderiam levar ao
desenvolvimento de células cancerigenas (PIETENPOL et al., 1994; CHAO et al.,
2000). Esta afirmacéao é fortemente sustentada pelo fato de que mutagdées no TP53
estdo presentes nas alteragdes genéticas mais comuns, presentes em tumores
humanos, e, também, no estudo com camundongos com genes P53 nocauteados

que desenvolvem multiplos tumores ainda muito jovens (DONEHOWER et al., 1992).
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Embora os mecanismos de morte celular programada nao sejam
completamente entendidos, sdo propostas trés vias, conforme esquematizado na
Figura 5.

FIGURA 5: Vias de ativacao da morte celular
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NOTA: 1: via de receptores de morte celular, 2: via das espécies
de oxigénio reativas, 3: via da familia Bcl-2.

Reproduzido e adaptado de http: www.portfolio.mvm.ed.ac.uk.
Acesso em 10/03/2005.

—>A primeira via envolve os receptores de membrana:

Esta via é iniciada pela ligacdo do Fas (CD95), receptor presente na
membrana celular, com seu ligante FaslL, resultando na ativacdo de caspases e
morte celular. A super expressao de Fas pode causar apoptose mediada pela super
regulacdo do p53, embora sem mecanismos conhecidos. Outros exemplos de
membros de ligantes indutores de morte celular sdo o TNF e o TRAIL (OWEN-
SCHAUB et al., 1995).


http://www.portfolio.mvm.ed.ac.uk/
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—>A segunda via é através da formagao de espécies de oxigénio reativas (EROS):

Uma rota pela qual o p53 sinalizaria a mitocondria e induziria a apoptose
seria pelo aumento dos niveis de espécies de oxigénio reativas (EROS). O p53
induziria os genes que codificam proteinas que catalisam reag¢des oxido-redutoras e,
consequentemente, gerariam EROS, os quais promoveriam a liberagdo do
citocromo-C pela mitocdndria e, entdo, a morte celular (LOTEM et al.,, 1996;
SIONOV,HAUPT, 1999).

Um desses genes induzidos pelo p53 que desencadeia a geragao de EROS e
a apoptose € a prolina oxidase ou PIG6 (DONALD et al., 2001). Interessante notar
que as EROS por si s6 sédo reguladoras do p53 e possuem um papel importante na
regulacéo da mitocondria durante a destruicao dos componentes celulares mediados
pela ativagao das caspases (VOGELSTEIN et al., 2000; RAHA,ROBINSON, 2001). A
interrupcao deste controle exercido pelas EROS esta envolvida na patofisiologia do
cancer (LIU et al., 2005).

- A terceira via envolve a familia Bcl-2:

A familia Bcl-2 contém membros tanto pré quanto anti-apoptéticos. Ha, pelo
menos, 16 proteinas da familia Bcl-2, que séo divididas em trés grupos: o primeiro
grupo é formado pelas proteinas anti-apoptoéticas (exemplos Bcl-xl e Diva), ja os
grupos dois e trés sao membros pré-apoptéticos (exemplos: Bax e Bik) (REED,
1997).

Estas proteinas permanecem em harmonia, ja que uma proteina anti-
apoptotica € capaz de se heterodimizar com sua respectiva proteina pro-apoptética,
indicando que a concentracdo de cada uma é importante na determinagao do sinal
predominante que a célula deve receber. Com isso, uma célula com maiores niveis
de proteinas anti-apoptoticas exibe maior resisténcia a apoptose, mas se houver
predominio de proteinas Bax, por exemplo, a célula morrera rapidamente
(MIYASHITA et al., 1994).

Todas as proteinas da familia Bcl-2 formam canais ibnicos na membrana

mitocondrial. As proteinas anti-apoptéticas formam canais pequenos e estao
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usualmente fechadas, mas as pro-apoptéticas tendem a formar grandes canais
nesses locais. Com o aumento de proteinas pré-apoptéticas, ocorre a formacgao de
grandes canais, perda do potencial de membrana da mitocdndria e a liberagdo do
conteudo de citocromo-C ao citosol. O citocromo-C associa-se a APAF-1 e a pro-
caspase 9 para formar a caspase 9 ativada. O complexo enzimatico formado é
chamado de apopssoma e, uma vez formado, torna-se inevitavel a morte celular
(SCHENDEL et al., 1998; ANTONSSON et al., 2001; MIKHAILQV et al., 2001).

O gene TP53 funciona como um indutor pré-apoptético do gene Bax
(MIYASHITA,REED, 1995), embora a expressao do Bax ndo seja necessaria para a
via de apoptose dependente do p53 em todas as linhagens celulares (KNUDSON et
al., 1995).

Novos membros da familia pré-apoptética, como o Noxa e o p53AIP1 (ODA et
al., 2000), localizados na mitocéndria, também foram propostos como
representantes de mediadores da apoptose induzida pelo p53.

Recente interesse de como a morte celular € desencadeada pelo p53 foi
focada no p53 up-regulated modulator of apoptosis (PUMA) (NAKANO,VOUSDEN,
2001; YU et al., 2001). A expressao do gene PUMA é uma proteina mitocondrial com
dominio BH3 que induz apoptose dependente de BAX, fazendo a translocacgao
funcional do complexo BAX para a parte externa mitocondrial e também sendo
responsavel pela multimerizagcao da BAX, sendo este um evento critico na apoptose
mediado pela via intrinseca (LIU et al., 2005). Outros estudos utilizando modelos de
ratos sem o gene PUMA confirmaram que PUMA € necessario para a apoptose
dependente de p53 (YU et al., 2001; VILLUNGER et al., 2003).

Uma das caracteristicas do PUMA que o permite separar de outros genes
alvos do p53 é que sua expressdo € regulada ndo somente pelos elementos
responsivos do p53, mas também como, por exemplo, por glicocorticoides
(JEFFERS et al.,, 2003). Este gene possui esta denominagcdo devido a rapida
indugao pelo p53 e por seu potente efeito pro-apoptatico (YU et al., 2001).

Finalizando a proposta de mecanismos da apoptose sugerida na Figura 5,
encontra-se a participacdo das caspases, responsaveis pela quebra proteolitica de
uma seérie de proteinas-chaves que resulta nas alteragées morfologicas das células
em processo de apoptose (MARTIN,GREEN, 1995).

Estas caspases participam em uma cascata que é ativada em resposta a
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sinais pro-apoptoéticos (THORNBERRY,LAZEBNIK, 1998). Elas sao tipicamente
sintetizadas como precursores inativos. Inibidores ou a ligagado de cofatores ativam
as caspases através da quebra de aspartatos internos através de autocatalise ou
pela agao de outra protease (THORNBERRY et al., 1997).

As caspases compartilham similaridades em aminoacidos, estrutura e
substratos. Até o0 momento, catorze caspases foram identificadas e sdo agrupadas,
de acordo com a sequéncia de homologia, em trés subclasses: a subfamilia da
caspase 1 (caspases 1, 4, 5, 11, 12 e 13); a subfamilia da caspase 3 (caspases 3, 6,
7, 8 e 10) e a subfamilia da caspase 2 (caspases 2 e 9). Funcionalmente, algumas
caspases (como as 2, 8 e 9) atuam como proteinas iniciadoras ou sinalizadoras,
enquanto outras, como as 3,6 e 7, atuam como proteinas executoras (NUNEZ et al.,
1998).

Levando-se em consideragado a variedade de genes envolvidos, € razoavel
especular que a apoptose mediada pelo p53 € a consequéncia da combinagao da
expressao de varios genes e que esta resposta € influenciada pelo tipo celular e/ou
pela maneira especifica de lesdo celular (CADWELL,ZAMBETTI, 2001,
PLUQUET,HAINAUT, 2001).

3.2.3 Métodos de deteccao de apoptose

Assim como a viabilidade celular, nenhum paréametro unico define fielmente a
morte celular em todos os aspectos. Neste contexto, sdo necessarios varios testes
diferentes para o estudo da apoptose.

Diversos métodos sdo empregados para caracterizar e diferenciar células
apoptéticas, necréticas e viaveis. Baseado nas alteragbes morfologicas, a
microscopia eletrébnica pode ser usada na diferenciacdo de células necréticas e
apoptdticas. A adigcdo de técnicas de imagens digitalizadas quantitativas permite
detectar mudancas até na densidade nuclear. A formacédo de corpos apoptdticos
pode ser visualizada de maneira simples por microscopia 6tica de contraste de fase
(PAYNE,CROMEY, 1992).

O uso de microscopia confocal a laser, associado a corantes nucleares como
iodeto de propidio (Pl) e Hoechst 33342 (Ho342), é utilizado para técnicas
qualitativas de detecgao de apoptose (SMITH et al., 1991).



17

O evento bioquimico mais marcante da apoptose é a multipla fragmentacao
do DNA, com tamanhos entre 180-200 pares de base, realizado por endonucleases
atuando na regido de ligagdo entre os nucleossomos (OLIVE,BANATH, 1995). Este
fendbmeno pode ser visualizado por eletroforese em gel de agarose, sendo que o
emprego do brometo de etidio aumenta a sensibilidade.

Outro método para a deteccdo da degradacdo do DNA é a marcacao de
hidroxilas 3° do DNA com compostos radioativos, como P**-dATP ou P*-dCTP,
seguido de eletroforese em gel de agarose e autoradiografia (FUJITA et al., 2000).

Um método mais comum e seguro de marcagao das hidroxilas 3° terminais do
DNA esta na aplicagao da técnica TUNEL, ou terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling (KOCKX et al., 1998). Neste método, as hidroxilas
3" terminais dos fragmentos de DNA sdo marcadas com biotina-dUTP, mediada pela
enzima terminal deoxinucleotidil transferase, seguidos de marcagdo com compostos
fluorescentes e, por ultimo, analisadas por citometria de fluxo ou microscopia
fluorescente (GORCZYCA et al., 1993).

As vantagens na utilizagdo deste tipo de marcagdo estdo na habilidade de
marcar quebras de DNA recentes, quantificar a porcentagem de células, se for
utilizada a citometria de fluxo, e a facilidade na utilizagdo em populagdes celulares
heterogéneas (SGONC,GRUBER, 1998).

Outro método é a eletroforese em gel de célula unica (SCG) ou “teste do
cometa”, um método de microscopia fluorescente rapido e muito sensivel para
examinar danos ao DNA e reparo em nivel individual de células (SINGH et al., 1988).
Neste teste, as células sdo imobilizadas em uma matriz de agarose em lamina e
lisadas suavemente. Quando submetidas a eletroforese, o DNA relaxado migra para
fora das células. Depois de corar o acido nucléico, as células que tém o dano do
DNA acumulado aparecem como cometas fluorescentes, com caudas da
fragmentacdo do DNA. Em contraste, células normais ou sem danos ao DNA
aparecem como pontos redondos, ja que o DNA intacto ndo migra para fora da
célula (COLLINS, 2004). A intensidade da fluorescéncia e o comprimento da cauda
sao correlacionados com o numero de quebras do DNA (WADA et al., 2003).

Embora o “teste do cometa” tenha uma metodologia simples, ha dificuldade
em se distinguir células apoptaticas de necréticas, além de que a analise quantitativa

exige um sistema de analise informatizado de imagens (TICE et al., 2000).
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Para os testes quantitativos, a técnica mais empregada é a citometria de
fluxo, que se baseia nas mudancas morfoldgicas das células, fragmentacao e perda
de DNA. (CARBONARI et al., 1994). A utilizacdo de diversos corantes de forma
intercalada pode ser utilizada. A combinacdo de corante Hoechst 33342, que se
difunde em membranas celulares intactas, e a solucdo de iodeto de propidio, que
nao se difunde em membranas intactas, permite a identificacdo e a quantificacao de
células viaveis, apoptoticas e necroéticas (SGONC,GRUBER, 1998).

Para a deteccdo de apoptose recente, a recomendacao é que se utilize a
Anexina V conjugada ao tiocianato de fluoresceina (FITC), que se liga
preferencialmente a uma fosfatidilserina que faz a translocagdo para fora da
membrana plasmatica no momento da apoptose, combinado com iodeto de propidio.
A célula que é positiva para o Anexina V e para o iodeto de propidio é uma célula
necrotica, enquanto que uma célula que é somente positiva para Anexina V e
negativa para iodeto de propidio € uma célula apoptética (WADA et al., 2003).

Uma outra linha de estudo para a deteccdo de apoptose envolve a
demonstracdo da ativagao de caspases. Estas proteinas podem ser detectadas pela
técnica de Western Blotting ou utilizando testes enzimaticos ou com anticorpos
especificos que demonstrem a ativacdo das proteinas. Desta forma, pode-se
determinar se a apoptose foi dependente ou ndo de caspases (SARASTE,PULKKI,
2000).

Estudos que se propdéem a avaliar os mediadores de morte e proliferagao
celular em conjunto sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento de
novos medicamentos e para o esclarecimento do seu modo de acao
(YAMAMOTO,NISHIOKA, 2005).

3.3 AS MUTAGOES NO GENE TP53

O estudo genético de desordens monogénicas e poligénicas vem
avangando nos ultimos anos, favorecendo o entendimento de doengas complexas
como o cancer. Para cada gene, numerosas alteragdes sao relatadas, de mutacdes
de ponto até extensas dele¢cdes. O aumento do numero de deteccdo de mutacdes €
alcangado gragas ao desenvolvimento e aplicagao de diversas metodologias. Varios

bancos de dados de genes e mutagbes sao viabilizados com o intuito de
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organizacao, confiabilidade dos dados armazenados e ferramenta para o
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico e cuidado dos pacientes.

De acordo com recente revisdo realizada por Soussi e colegas (2006), as
primeiras cole¢des de variagdes e mutagbes de genes humanos comegaram na
década de 80 do século passado, como por exemplo o Genome DataBase (GDB), o
GenBank e Swiss-Prot. Atualmente as bases de dados sao organizadas por l6cus
especifico e disponibilizadas na internet. Entretanto, 0 mesmo autor aponta algumas
consideragdes sobre o funcionamento dessas bases de dados. O primeiro ponto é a
falta de atualizagao dos dados, talvez relacionado com a falta de financiamento dos
projetos. O segundo ponto € que, muitas vezes, ha falta de padronizacédo de termos
e classificagdes, como, por exemplo, sobre polimorfismo. Outras discrepancias estao
presentes nas metodologias e programas informatizados empregados.

As alteragdes no DNA podem ser somaticas ou germinativas. As mutacdes
somaticas sdo adquiridas ao longo da vida pelo tecido somatico e
predominantemente desenvolve a neoplasia com a mutagao restrita ao tumor. Ja as
mutagdes germinativas, também denominadas hereditarias ou constitutivas, sao
encontradas em todas as células do organismo e podem passar de geragao em
geracao (INSTITUTE, 2006). Este tipo de mutacao é a causa de diversas doencgas
hereditarias, como fibrose cistica ou hemoglobinopatias, e também podem estar
relacionadas com sindromes hereditarias de cancer, como o cancer de mama
familial (com mutacdo no BRCAL1 e BRCA2) (THULL,VOGEL, 2004).

As mutagdes no gene TP53 sao observadas em diversos tumores
adquiridos (CARON DE FROMENTEL,SOUSSI, 1992). Mutagbes somaticas do
TP53 sdo encontradas em aproximadamente 50% dos tumores, sendo um dos
genes mais freqientemente alterados em canceres humanos (HARRIS,HOLLSTEIN,
1993; LEVINE, 1997; VOUSDEN, 2002).

De acordo com a revisao realizada por Vogelstein e Kinzler (1992), existem
cinco mecanismos para a inativagao do p53:

e Acredita-se que o p53 liga-se como um tetramero a um local de
ligacdo do p53 e assim, ativa a expressdo de genes adjacentes que inibem o
crescimento e/ou apoptose.

o A delecdo de um ou de ambos alelos do TP53 reduz a expressao

do tetrdmero, resultando na diminuigdo da expressdo dos genes inibidores de
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crescimento. Este mecanismo € encontrado em diversos tipos de tumores
ocasionais.

. Mutagbes “nonsense” ou no sitio de splicing que resultam em
proteinas truncadas nao permitem a oligomerizagdo, e assim, reduzindo os
tetrameros de p53. Mutacbes desse tipo sdo comuns em tumores de pulmao,
eso6fago e outros.

o Outro mecanismo envolve mutagcbes “missense”, resultando em
efeitos dominantes negativos, com uma redugé&o do funcionamento de tetréameros
ativos. Estas mutagdes sdo mais comuns em tumores de colon, cérebro, pulmao,
mama, pele, bexiga e outros.

o O quinto mecanismo no qual o p53 esta envolvido na oncogénese é
comum em tumores cervicais, onde a expressdao do gene E6 do papilomavirus
humano resulta na inativagao funcional do p53 através da ligagao e degradacéo.

As mutagdes no TP53 ocorrem por delegdo, insercao, truncagao ou
mutacao de ponto, sendo que os tumores frequentemente apresentam perda de
heterozigosidade somatica pela delecdo do alelo normal ou selvagem (VARLEY,
2003).

Diferente da maioria dos outros genes supressores tumorais, que sao
inativados por frameshift ou muta¢gdes nonsense, gerando o desaparecimento ou a
sintese de produtos génicos aberrantes, quase 90% das mutagcdes no TP53 séo
missense (troca de aminoacidos), produzindo a sintese de uma proteina estavel,
com a falta de um dominio especifico de ligacdo ao DNA e que se acumula no
nucleo das células tumorais (SOUSSI, BEROUD, 2001).

Esta particularidade de acumulo nas células tumorais pode levar a duas
consequéncias: (1) um papel dominante negativo pela heterooligomerizacdo com o
tipo selvagem de p53 expresso pelo segundo alelo, ou (2) um especifico “ganho de
funcdo” do p53 mutante. Infelizmente os estudos que tentaram distinguir entre as
duas hipoteses nao foram elucidativos e foram dificultados pelo fato que nem todas
as mutagcbes do TP53 se apresentam equivalentes, com diferentes alteragdes
estruturais e de perda de fungao (SOUSSI, 2003).

Delegdes do TP53 ndo parecem ser comuns (PLUMMER et al., 1994), mas
ja foram descritas, incluindo um caso com uma completa delegdo heterozigota do
gene TP53 (BOUGEARD et al., 2003). Mutagdes intronicas e defeitos na regiao
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promotora do TP53 sado raramente relatados (AVIGAD et al., 1997; BAREL et al.,
1998).

O significado biologico de mutagdes por delegdes, insergdes ou nonsense
parecem claras, no entanto, mutagcdes germinativas missense podem causar
dificuldade no momento de se diferenciar se essa variagdo € uma mutacado causal
ou, entdo, polimérfica, sem qualquer efeito no fendtipo. Mesmo com estudos
aprofundados com analise de mutagdes familiares e estatisticas, esta questao
permanece sem respostas (SOUSSI,BEROUD, 2003).

A mutacao mais encontrada nas bases de dados de mutacées no TP53 esta
localizada no codon 175, com a substituicdo de uma guanina por uma adenina. Esta
transformacdo faz com que uma arginina seja trocada por uma histidina. Esta
mutagéo parece estar associada com uma atividade de ganho de fungéo, conferindo
também resisténcia a quimioterapia (BLANDINO et al., 1999).

A analise das bases de dados de alteragdes no gene TP53 revela que as
mutagdes encontradas correspondem a 30% de todas as mutagdes encontradas nas
doencas humanas. Interessante notar que a frequéncia dos tipos de alteracdes é
inversamente proporcional a atividade do p53, ou seja, quanto mais rara a mutagao
encontrada, menor o significado da alteragdo em relagdo a atividade do p53
selvagem (SOUSSI et al., 2006).

A inativacdo do p53 causa a replicacdo do dano ao DNA e acumulo de
mutacdes e rearranjos. O risco aumentado de cancer em individuos carregadores de
mutacdes germinativas heterozigotas no TP53 refletem a deficiéncia na manutengao
da estabilidade genémica (CHOMPRET, 2002).

Ha diversos métodos relatados para a deteccdo de mutagbes germinativas
do TP53. Alguns grupos ainda utilizam apenas o estudo dos exons 5-8 usando a
técnica de polimorfismo conformacional de fita dupla (SSCP), e muitas vezes estes
estudos nao incluem locais splice. Outros grupos executam estudos mais
aprofundados, com a analise de toda a regido codificadora pelo SSCP ou pelo
sequenciamento. Outros estudos focam a analise das mutagdes mais frequentes
(“hot spots”) no gene TP53, denominado regiao Il a V, codificado pelos exons 5 a 8
do gene (SOUSSI et al., 1990).

Para Soussi e colegas, o padrao ouro para a detec¢gdo de mutagéo no TP53

€ 0 sequenciamento direto do DNA gendmico, englobando a regiao codificadora, o



22

primeiro exon nao codificador, a primeira regido promotora, a regiao 3 delta e todas
as juncoes splice. Se nenhuma regiao for encontrada, deve-se pesquisar alteragdes
no tamanho e também se os dois alelos sao expressos, sendo que este ultimo caso
somente € possivel se o paciente possui um polimorfismo, por exemplo, no cédon
72. Usando esta metodologia em um determinado grupo, Soussi e colaboradores
(1990) encontraram mutagdes germinativas em 77% de familias com a Sindrome de
Li-Fraumeni e em 40% em familias Li-Fraumeni-simile.

A observagao clinica e epidemiolégica dessas familias com um tendéncia
ao desenvolvimento de céancer, levou Knudson a desenvolver um modelo conhecido
como “dupla mutacdo” que explicaria o desenvolvimento do cancer hereditario
(KNUDSON, 1996). De acordo com sua hipotese, a mutacédo de um alelo do gene
TP53 é herdada de forma germinativa, levando a um aumento de susceptibilidade
para o cancer nos portadores, sendo que uma “segunda mutacdo” ou a perda do
segundo alelo normal é que resultaria no desenvolvimento do cancer.

As primeiras cinco mutagdes descritas no estudo realizado por Malkin e
colaboradores (1990), envolvendo individuos com a SLF, foram todas encontradas
aglomeradas numa pequena regiao do exon 7, revelando, de uma forma otimista,
que todas as mutagdes causadas poderiam estar confinadas. Posteriormente
comprovou-se que as mutagdes estavam presentes ao longo de todo o gene
(VARLEY, 2003).

O tipo e a localizagdo das mutagdes germinativas no TP53 parecem ser
idénticas aquelas observadas em mutagdes esporadicas (KLEIHUES et al., 1997). A
grande maioria dessas ocorrem no dominio central de ligacdo sequéncia-especifica
ao DNA e quase 50% alteram codons 175, 248, 249, 273 ou 282 (LEVINE, 1997;
OLIVIER et al., 2003). Estas mutacbes sédo hot spots, ocorrendo um bloqueio fisico
de ligagdo do DNA (mutacao de contato) ou, entdo, mudangas na conformacao da
proteina (mutagdo estrutural). Em geral, as mutagdes dentro do dominio central
podem ser classificadas como as dos aminoacidos que tém contato direto com o
DNA (CHO et al., 1994; WONG et al., 1999).

Experimentos in vitro demonstram que nem todas as mutagdées no TP53 sao
equivalentes funcionalmente, algumas apresentam ganho de fungdo e/ou
propriedades dominantes negativas (BLANDINO et al., 1999). Estas diferengas

poderiam explicar a tumorigénese nos diversos Orgaos-alvos das mutacgdes
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germinativas do TP53. Outras influéncias seriam os fatores especificos do tecido,
sendo um exemplo o relato da mutacdo R337H no TP53 que predispde
exclusivamente a carcinoma adrenocortical em criancas (RIBEIRO et al., 2001).

Ha evidéncias de que a natureza e a posigao das mutagdes germinativas no
TP53 poderiam determinar o fendtipo do cancer nos portadores afetados pela SLF.
Olivier e colaboradores (2003) pesquisaram a associagao entre o tipo de tumor e o
tipo de mutagdo no TP53 nessas familias. Mutagdes missense nas algas L2 e L3,
que se ligam com a alga menor do DNA, foram associadas com tumores cerebrais e
os carcinomas adrenocorticais foram associados com mutacdo missense localizadas
nas algas que permitem o contato proteina-DNA.

De acordo com os resultados de Olivier, as mutagbes que resultam em
fendtipo null (auséncia de proteina ou perda de fun¢do) ndo foram associadas com
nenhum tipo especifico de tumor, mas foram correlacionadas com o inicio precoce
dos tumores, especialmente os cerebrais. Isto poderia sugerir que estas mutacdes
null tenham um efeito severo ou poderiam predispor a tumores com diferentes tipos
histolégicos com pior prognéstico.

Para o cancer de mama, a pesquisa conduzida por Olivier ndo encontrou
nenhuma estrutura em particular associada a mutagao, mas as mutagdes localizadas
no dominio de ligagdo ao DNA foram relacionadas com o inicio precoce do tumor.

O mesmo trabalho permitiu avaliar o risco de desenvolvimento de um tumor
especifico em relagédo a idade dos individuos com a mutagéo do TP53. Antes dos 10
anos de vida, os carcinomas adrenocorticais, sarcomas de partes moles e tumores
cerebrais sdo os mais prevalentes. Nos adolescentes, a prevaléncia desses trés
tumores diminui, sendo que 0 mais comum passa a ser o osteossarcoma. Depois
dos 20 anos de idade, os principais tumores sao os de mama e, novamente, o tumor
cerebral (OLIVIER et al., 2003).

A comparagao com a populagdo em geral indicou que, nos casos de cancer
de mama, sarcomas de partes moles e carcinomas adrenocorticais apresentados no
estudo de Olivier e colaboradores, o pico de incidéncia é em idades mais jovens nos
portadores de mutagdo no TP53. Ja nos casos de osteossarcoma e tumor cerebral
ha o mesmo padrao de distribuigdo na populagdo em geral (HERZOG, 2005;
KONSTANTINIDOU et al., 2005).
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Ja o estudo conduzido por Nichols e colaboradores (2001), comparou a idade
do diagndstico de tumores com mutacado de familias com a SLF, acompanhado de
mutacdo no TP53, com a incidéncia de cancer na populagdo geral americana. O
resultado foi que a idade do diagndstico chegava a ser duas a trés décadas mais
cedo para os portadores de mutagdo no TP53, dependendo do local anatémico

acometido.

3.3.1 Significado clinico e prognédstico para as mutagdes do gene TP53

O significado clinico das mutagdes no gene TP53 apresenta um grande
numero de controvérsias, talvez explicado pela diversidade de metodologias para a
pesquisa. Uma das maiores dificuldades consiste na comparagao de analises de
imunohistoquimica que sdo empregadas para avaliar o acumulo de mutacdes
estaveis nas células tumorais e analises moleculares que demonstram a natureza
dos eventos mutacionais que inativam o gene TP53 (SOUSSI, 2003).

Em geral, muta¢gdes no TP53 sdo mais frequentes em doengas agressivas e
s&o associadas com pior taxa de sobrevida. E o que ocorre na fase crénica da
leucemia mieldide crbnica, em que as alteragdes no TP53 sido raras, mas sao
comuns na crise blastica, ocorrendo também na transformacg&o do linfoma folicular
indolente para a doencga agressiva difusa, correlacionada com mutagdes no TP53
em 25-30% dos casos (WICKREMASINGHE,HOFFBRAND, 1999).

O conhecimento do estado do P53 no tumor pode contribuir para a avaliagao
progndstica e guiar o processo de decisdo terapéutica. Por exemplo, pacientes com
cancer de mama metastatico que apresentam mutacdo no TP53 alcancam pouca
resposta com terapia anti-estrogénica utilizando tamoxifeno (BERNS et al., 2000).

A apoptose dependente do p53 pode modular o efeito téxico de agentes
antineoplasicos. Nos tumores de mama, as muta¢gdes no TP53 foram associadas
com resisténcia ao tratamento com doxorrubicina (AAS et al., 1996). Ja o paclitaxel,
um agente estabilizador de microtubulos, apresenta uma 6tima resposta em tumores
com a mutacgao, talvez explicado pela falha na parada do ciclo celular causado pela
deficiéncia do p53 e, desta forma, garantindo a agao do paclitaxel durante a fase da
mitose (KANDIOLER-ECKERSBERGER et al., 2000).
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Outros tumores que frequentemente contém mutagdes no gene TP53 (cancer
de pulmao, tumor colorretal, bexiga e préstata) muitas vezes respondem de forma
insatisfatéria ao tratamento com quimioterapia ou radioterapia, devido a falha na
inducdo de apoptose resultante da mutacdo no TP53. Em criancas, a leucemia
linfoblastica aguda, que freqientemente apresenta a proteina p53 selvagem,
responde muito bem a quimioterapia. Quando este tipo de neoplasia recidiva, a
inefetividade da terapia esta correlacionada com a aquisigdo de mutagdes no TP53
(LEVINE, 1997).

A associacao da inatividade do p53 e a pobre resposta ao tratamento quimio
e radioterapico parece clara em modelos animais (PARANT,LOZANO, 2003), no
entanto, os dados clinicos se mostram controversos e se tornam ainda mais
complexos quando se detectam mutagdes no TP53 altamente heterogéneas em
termos de perda de fungdo, gerando varios fendtipos que podem ser células-
especificas (SOUSSI,BEROUD, 2003).

Os dois homologos do gene TP53, o TP63 e o TP73, s&o capazes de
cooperar com o TP53 para induzir a apoptose, sugerindo uma complexa, e ainda
desconhecida, rede de interagdes entre os produtos dos trés genes (DI COMO et al.,
1999). Mutagdes no TP63 e no TP73 sdo muito incomuns em tumores humanos,
mas a descoberta que mutacdes no TP53 poderiam interferir nas proteinas p63 e
p73 selvagens e na atividade apoptdtica, indicaria que esta via de sinalizagao
poderia ser central para mecanismos de resisténcia aos tratamentos anti-tumorais,

explicando certas contradicbes reportadas na literatura (STRANO et al., 2000).

3.3.2 Polimorfismos

Usualmente, as variagbes genéticas encontradas em mais de 1% na
populagdo normal correspondem a um polimorfismo, ou seja, s&o mudangas sem
qualquer efeito no fenétipo (NELSON, 2005). Diversos estudos tém sido propostos
para a deteccao de polimorfismos e para correlaciona-los com respostas a
tratamentos, progndsticos e recorréncias e, principalmente, para entender a sua
participacdo no desenvolvimento das enfermidades na area da oncologia.

A proteina selvagem p53 possui um polimorfismo muito comum no

aminoacido 72, resultando tanto no aminoacido prolina quanto em arginina nesta
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posicao. Este polimorfismo é gerado a partir de uma substituicdo de um unico par de
bases no codon 72, sendo que CCC codifica uma prolina e a combinagado CGC
codifica uma arginina. Esta mudanga ocorre numa regiao nao conservadora e resulta
em uma mudanga estrutural na proteina p53 selvagem, podendo ser comprovada
pela diferenca no padrdao de migracdo das variagbes prolina e arginina em
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
(MATLASHEWSKI et al., 1987).

As diferencgas bioldgicas e bioquimicas entre as variagdes prolina e arginina
também puderam ser comprovadas por meio das habilidades em ativar genes
relacionados com a maquinaria transcricional, sendo que a variagao arginina
mostrou mais rapidez e eficiéncia em induzir a apoptose do que a variagao prolina
(THOMAS et al., 1999). Este tipo de polimorfismo afeta a estrutura essencial para a
apoptose (WALKER,LEVINE, 1996; SAKAMURO et al., 1997), podendo interferir na
quimiossensibilidade de certos tumores (MARIN et al., 2000).

Um estudo de polimorfismo realizado por Bergamaschi e colaboradores
(2003) demonstrou que somente mutagdes no TP53 expressando a forma arginina &
que sao resistentes a agentes citotoxicos. Este estudo foi realizado com pacientes
portadores de cancer de cabeca e pescogo com mutagcdo no TP53, revelando que,
quando a mutagdo estava associada com polimorfimo arginina, estes individuos
tinham uma baixa resposta a quimioterapia e uma pequena taxa de sobrevida.

Diferengcas étnicas relacionadas com as frequéncias nos alelos séao
observadas, com aumento de freqiéncia de prolina no cédon 72 em populagdes
africanas. Ja em populag¢des da Europa Ocidental, Américas do Norte e Sul e Japao,
a presenca de arginina no cédon 72 € a mais comum (OLIVIER et al., 2002).

A prevaléncia de alelo prolina no TP53 parece ser maior em populagdes que
estdo perto da linha do Equador, podendo-se inferir que este gendtipo confere um
efeito protetor contra danos causados por raios ultra-violeta (BECKMAN et al., 1994).

O significado do progndstico do polimorfismo no coédon 72 também foi
avaliado num grupo de pacientes com adenocarcinoma gastrico avangado, mas os
resultados nao indicaram associacdo com aumento de sobrevida, sendo que os
autores sugerem estudos mais aprofundados em relagao ao inicio tardio e progresso

lento da doenca para os pacientes com codon 72 arginina (ZHANG et al., 2004).
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Ja estudo com casos de cancer colorretal com metastases hepaticas sugere
que a perda da prolina no cédon 72 ou mutagdes no coédon arginina sao associados
com o potencial maligno deste tipo de tumor (SCHNEIDER-STOCK et al., 2004).

Estudo in vitro com a proteina p53 contendo arginina na posigao 72
demonstrou que a proteina acabava sendo alvo para degradacao da proteina E6 do
papiloma virus humano (HPV 16), sugerindo que os individuos homozigotos para a
arginina na posi¢cao 72 poderiam correr um risco maior para cancer cervical
relacionado por HPV 16 (STOREY et al., 1998). Mas os estudos populacionais nao
conseguiram chegar a uma correlagao (KLUG et al., 2001; KOUSHIK et al., 2005).
Outro estudo também nao obteve sucesso em comprovar esta associagcédo devido a
variagdes inter-laboratoriais e dificuldades na replicagdo dos dados (MAKNI et al.,
2000).

Outro exemplo de dificuldade de correlagdo do polimorfismo no cédon 72
envolveu estudos com cancer de pulmao. O gendtipo prolina homozigoto foi
associado com aumento no risco para o desenvolvimento da neoplasia (KAWAJIRI
et al., 1993; WU et al.,, 2002). Em contrapartida, outros estudo com gendtipo
arginina/prolina obteve conclusédo oposta (FAN et al., 2000).

Além do cdédon 72, outro local estudado para a investigagao da associagao de
polimorfismos no TP53 com o aumento de risco de cancer é a duplicacdo do intron
3. Foi encontrado que este tipo de polimorfismo estava associado com aumento de
cancer colorretal num estudo caso-controle (GEMIGNANI et al., 2004). Mas nao foi
possivel determinar se o polimorfismo afeta sozinho a estabilidade do RNA
mensageiro, ou se sua atividade esta vinculada a variagao prolina do cédon 72.

Outro tipo de polimorfismo responsavel pela alteracdo de sequéncia de
aminoacidos na proteina p53 € a troca de prolina por serina no residuo 47. Este é
um raro polimorfismo, ja que em menos de 5% de afro-americanos, este aminoacido
€ uma serina (CANCER, 2005).

Um recente estudo (LI et al., 2005) sugeriu que este polimorfismo no cédon
47 tem um significado funcional, diminuindo a habilidade de inducdo de apoptose.
Também foi demonstrada uma diminuicdo na habilidade de ligagdo com genes
transcricionais alvos do p53, como o p53AIP1 e PUMA.

Conforme o numero de estudos aumenta, as correlacbes entre os

polimorfismos e cancer parecem nao chegar num consenso, conforme conclusao de
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uma meta-analise com treze estudos sobre risco de cancer de pulmédo e
polimorfismo (MATAKIDOU et al., 2003).

Um estudo recém-publicado com grupo de individuos portadores da SLF
confirmou o impacto da variagdo MDM2 SNP309, com troca de timina por guanina,
no inicio precoce da formagcao do tumor nessa populagdo com mutagao no TP53 e
ainda sugere que este efeito pode estar aumentado nos casos de alelo 72 arginina
no TP53 (BOUGEARD et al., 2006).

3.4 PARTICIPACAO DE OUTROS GENES NA SINDROME DE LI-FRAUMENI

Mais de 70% dos individuos com a Sindrome de Li-Fraumeni Classica
apresentam mutagdo germinativa no gene supressor tumoral TP53 (VARLEY, 2003).
A auséncia de mutagdes no gene TP53 numa propor¢ao consideravel de individuos
com a SLF sugere que alteragbes em outros genes sejam relevantes para o
surgimento do cancer neste grupo (BARLOW et al., 2004).

Membros de familias com a SLF com alelos normais do TP53 poderiam ter
mutacdo em outros genes com alta penetrancia que produziriam um padrao
autossdmico dominante similar de cancer, provavelmente envolvendo genes que
participam na via de transdug¢do do p53 (HISADA et al., 1998).

Um estudo se propbs a avaliar a relagdo da SLF com a mutagdo no gene
Bax, envolvido na regulagdo do p53 (BARLOW et al., 2004), j& que mutagcdes no
gene Bax foram encontrados muito raramente em gliomas e em cancer de colon
(CHOU et al., 1996; RAMPINO et al., 1997). No entanto, o estudo ndo demonstrou
que as alteracbes no Bax fossem responsaveis pelo cancer em individuos com a
SLF com TP53 selvagem.

Outros estudos também excluiram a responsabilidade dos genes CDKN2A,
PTEN, BCL10 e TP63 na génese do cancer nas familias com a SLF (BURT et al.,
1999; STONE et al., 1999; BROWN et al, 2000; PORTWINE et al.,, 2000;
BOUGEARD et al., 2001).

O papel do gene CHEK2 na SLF ainda ndo é muito claro, embora alguns
trabalhos sugiram que sua alteragédo esteja presente em poucas familias (BELL et
al., 1999; LEE et al., 2001; VAHTERISTO et al., 2001)
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ApoOs intensas pesquisas e revisdes, verificou-se que nenhum outro gene
esta intrinsicamente associado com a SLF além do TP53. Mesmo as mutagoes
relatadas no gene CHEK2 atualmente s&o consideradas apenas polimorfismos,
podendo ser associadas com a predisposicdio ao cancer de mama
(ACHATZ,HAINAUT, 2005).

O entendimento atual da SLF e a sua associagdo com a mutagao germinativa
no TP53 ainda sao incompletos. Em se tratando de uma desordem como esta, o
controle do cancer através da prevencao e da deteccéo precoce deve ser proposto

para todos os familiares afetados.

3.5 ACONSELHAMENTO GENETICO

Os avangos na pesquisa genética prometem importantes mudangas no
diagnostico e no tratamento de muitas doencgas, incluindo o campo da oncologia. No
entanto, a emergente tecnologia genética acaba por oferecer testes e triagens antes
mesmos da definicdo de tratamentos e de medidas de prevencdo (NELSON et al.,
2001).

O aconselhamento genético pode ser definido como um processo de
comunicagéo que detalha os problemas humanos associados com a ocorréncia, ou
risco de ocorréncia, de uma desordem genética na familia (FRASER, 1974). Este
processo se propde a ajudar o individuo e sua familia a:

(1) compreender os fatos médicos, incluindo o diagndéstico, os provaveis
cursos da doencga e os tratamentos possiveis;

(2) entender como a hereditariedade contribui para a doenga e o risco para
Os parentes;

(3) escolher as alternativas para extinguir os riscos de ocorréncia ou
recorréncia;

(4) decidir o curso mais apropriado, levando-se em consideragao as metas
familiares e seus padrdes éticos e religiosos.

A American Society of Clinical Oncology (2003) recomenda que os testes e
o aconselhamento genético em Oncologia sejam oferecidos quando:

(1) exista um histérico familiar com predisposi¢céo ao cancer,

(2) o teste genético seja adequadamente interpretado,



30

(3) o resultado ajude no diagndstico ou influencie no tratamento médico do
paciente ou membros da familia com risco hereditario de cancer.

O National Cancer Institute (LI et al., 2006) acrescenta ainda as
condigdes de um diagndstico de cancer em idade atipica; o caso de tumores raros,
como o carcinoma adrenocortical; tumores associados a defeitos de nascimento;
multiplos tumores na familia ou em casos de ansiedade extrema relacionada a
cancer, mesmo na auséncia de risco aparente.

Também existe a recomendagdo que os testes sejam realizados mediante
aconselhamento antes e apds sua execucgdo, proporcionando a discussao de
possiveis riscos e beneficios da detecgao precoce do cancer e das medidas de
prevencdo. O aconselhamento genético é fornecido por profissionais da saude
(enfermeiras, psicologos, assistentes sociais e médicos) especializados nesta area
National Cancer Institute (LI et al., 2006).

Os testes genéticos para a avaliacdo de susceptibilidade ao cancer sao
baseados em intensas pesquisas e, tanto na identificacdo de sindromes hereditarias
ao cancer comuns ou raras, a confirmacdo de uma mutagdo possui um impacto
muito grande, seja na conduta clinica ou nas decisdes pessoais e familiares. Em
outros casos, como as mutagdes no TP53, o acompanhamento clinico dos
portadores € incerto, devido a complexidade do fendtipo, falta de triagem efetiva, ou
medidas especificas para a diminuigdo dos riscos do cancer (SACGT, 2000).

Os resultados de um teste genético podem trazer alivio emocional e a
dispensa de intervengbes clinicas e cirurgicas desnecessarias para os casos de
testes negativos de individuos pertencentes a familias com cancer hereditario. Ja o
resultado positivo e as subsequentes intervencdes acarretam estresse.
Consequéncias adversas também sido geradas nos casos de resultados ambiguos
ou mal interpretados (FIELDS,CHEVLEN, 2006).

O significado da identificacdo de mutagées germinativas de certos genes
envolvidos no reparo do DNA e o encontro de polimorfismos co-responsaveis pela
biotransformagao de antineoplasicos ainda n&o sao claros, principalmente quando
os individuos nao pertencem a familias com histérico de cancer. Acredita-se que o
desenvolvimento da farmacogenémica ajude a elucidar estas correlagdes (EMILIEN
et al., 2000).
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Os impactos médicos, sociais e de seguridade associados aos resultados
de testes genéticos devem ser discutidos nas sessdes de aconselhamento, sendo
que a confidencialidade das informagdes genéticas deve ser primordial (LI et al.,
20006).

Muitas condigdes genéticas ainda sao dificeis de tratar ou prevenir e o valor
das informagdes obtidas com os testes podem nao alterar a condigdo clinica do
individuo. Para uma crianga, fica dificil discernir a relevancia destas informacdes
para sua propria vida, por isso uma atengao especial deve ser direcionada quanto a
importancia do aconselhamento genético para a familia e para ela propria, se nao
momentaneamente, para o futuro (TISCHKOWITZ,ROSSER, 2004).

A American Academy of Pediatrics recomenda que o médico pediatra ajude
a crianga e seus pais a entenderem a importancia dos resultados dos testes
genéticos, encaminhe ao aconselhamento genético e realize os testes somente
quando exista beneficio para a crianca.

Chompret e colaboradores (2000) sugerem que seja oferecido a analise do
TP53 para individuos que preencham, pelo menos, um dos seguintes critérios:

1) probando afetado por um sarcoma, tumor cerebral, caAncer de mama ou
carcinoma adrenocortical antes dos 36 anos de idade com pelo menos um parente
de primeiro ou segundo grau com cancer (diferente de céncer de mama se o
probando tiver um cancer de mama) antes dos 46 anos de idade; ou, um parente
com tumores multiplos primarios em qualquer idade;

2) probando com tumores multiplos primarios, dois dos quais sarcomas,
tumor cerebral, cancer de mama e/ou carcinoma adreno-cortical, com o inicio do
cancer ocorrendo antes dos 36 anos de idade, ndo obstante o histérico familiar.

3) probando com carcinoma adrenocortical, independente da idade de
inicio ou histéria familiar.

Ainda ndo existem recomendacdes efetivas para diminuir a morbidade e
mortalidade em individuos acometidos pela SLF (ACHATZ,HAINAUT, 2005).

O seguimento dos individuos acometidos por esta Sindrome ocorre de
maneira diferenciada para adultos e criancas. Para adultos, sdo propostos exames
fisicos completos e dermatolégicos anuais; além de exames relacionados com o
histérico familiar (por exemplo, colonoscopia em intervalos regulares se um parente

ja teve cancer colorretal). Exames de triagem invasivas ou de alto custo, como por
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exemplo ressonancia magnética de corpo total e PET scan, ndo sdo recomendados
para a detecgao precoce de tumores solidos (ENG et al., 1997).

No caso de cancer de mama é realizado o monitoramento por meio do auto-
exame das mamas, rotinas de exames clinicos a cada seis meses e mamografias
anuais, no entanto sado efetivos em mulheres com idade acima de 40 anos (LI,
1995). A recomendacdo de mamografia rotineira para estas mulheres parece
controversa, devido o risco potencial de radiacdo em casos de mutagédo no TP53
(ENG et al., 2001). Também ha a opgdo de mastectomia profilatica para reduzir o
risco de cancer de mama (THULL,VOGEL, 2004).

Individuos com mutag¢des no TP53 devem evitar ou minimizar a exposigcao a
radiacdo (VARLEY, 2003), por se tratar de um conhecido fator de risco para o
desenvolvimento do cancer, com excec¢éo da leucemia linfocitica crénica (DARBY et
al., 1987). Outra sugestdo € que a radioterapia nesses individuos deve ser evitada
se possivel, ja que varios estudos foram publicados detalhando a ocorréncia de
neoplasias secundarias a radioterapia em portadores de mutagcbdes (HISADA et al.,
1998; VARLEY et al., 1999; NUTTING et al., 2000; LIMACHER et al., 2001) e em
animais com p53 deficiente (KEMP et al., 1994; LEE et al., 1994).

Para o seguimento de criangas, sdo propostos alguns exames anuais, como:
exame fisico completo, realizado por médico especialista, urianalise, ultrassom
abdominal e exames adicionais relacionados com o histérico familiar (por exemplo:
tomografia cerebral se existe caso de tumores cerebrais na infancia), sempre se
levando em consideragdo as queixas de sintomas fisicos como: desconforto
abdominal, dores de cabega e o0ssos. A solicitagcao sistematica de hemogramas para
a detecgédo de leucemia parece ser questionada (HISADA et al., 1998; VARLEY,
2003).

A opcéao por um estilo de vida saudavel e diminuicdo da exposi¢cao a fatores
ambientais carcinogénicos deve ser recomendada. Devido a raridade da SLF, mais
esforcos devem ser empregados na busca por cooperagdo e estudos clinicos
internacionais (HISADA et al., 1998). O entendimento das consequéncias das
mutacdes no TP53 encontradas em familias com SLF, em especial em células
mesenquimais, € fundamental para o cuidado e o aconselhamento desses pacientes
(BOYLE et al., 1998).
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3.6 CULTURA CELULAR

3.6.1 Caracteristicas gerais

O termo cultura celular se refere a um cultivo derivado de células dispersas
obtidas originalmente de um tecido, de uma cultura primaria ou de uma linhagem
celular por técnicas de desagregacéo enzimatica, mecanica ou quimica. A técnica de
cultura celular constitui um sistema viavel para a manutencao de células e tecidos
por propiciar um ambiente composto de substancias indispensaveis a sobrevivéncia,
crescimento e multiplicagdo como: concentragdes adequadas de sais e ions,
vitaminas, fontes de energia, aminoacidos e horménios (MORTON et al., 1970).

Os primeiros experimentos foram realizados no inicio do século XX com
tecidos de sapos. Com o aprimoramento das técnicas, as células obtidas de
mamiferos foram as mais utilizadas, incluindo as células tumorais humanas. Com
isso houve uma grande revolugé&o na pesquisa médica, principalmente na produgao
de vacinas antivirais e no estudo do cancer (FRESHNEY, 2000).

O cultivo de células humanas recebeu um grande impulso com a
disponibilidade de diversos meios nutritivos desenvolvidos para os especificos tipos
celulares, como queratindcitos epidermais, células do epitélio brédnquico e endotélio
vascular (FRESHNEY, 2000).

O meio Eagle é um dos mais utilizados em culturas celulares, sendo
composto de uma solugao balanceada de salina, vitaminas e aminoacidos (EAGLE,
H., 1958). Este meio também pode ser encontrado na forma basica (BME), que é
mais indicado para culturas de células dipldides, ou entdo na sua forma de meios
minimo (MEM), que contém maiores quantidades de vitaminas e aminoacidos e é
indicado para o cultivo de linhagens celulares (HAM et al., 1979). O meio de Eagle
tem sido modificado por varios pesquisadores, como o D-MEM, modificado por
Dubbecco (DULBECCO, R., FREEMAN, G., 1959). Ja para culturas de células
neoplasicas, como o osteossarcoma, o meio nutritivo mais utilizado é o RPMI 1640
(MOORE,GLICK, 1967).

A troca do meio celular em intervalos regulares € primordial para a

manutencdo das condi¢des ideais do pH, desta forma estabelecendo um balanco
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entre a proliferagcdo celular e a atividade de biossintese de cada tipo celular
(CECCARINILEAGLE, 1971).

O fornecimento de condigbes ambientais favoraveis, incluindo as
caracteristicas fisico-quimicas dos substratos presentes nos meios de cultura, a
temperatura de incubagao, a provisdo de gas e condigdo aerodbica, € fundamental
para que as células expressem suas fungdes especializadas (DIEGELMANN et al.,
1979).

Dentre as varias técnicas existentes para o cultivo celular, as mais usadas
sao: cultura em suspensao, em monocamada, de explantacdo, em laminula e em
suspensao aderidas a particulas (microcarriers) (WASLEY, 1969).

Os diferentes tipos celulares podem ser identificados por caracteristicas
morfolégicas em um organismo integro, mas em cultura celular, estas diferencas
normalmente desaparecem.

A morfologia celular de uma linhagem de celular de fibroblastos obtidos de
tecido mesenquimal pode variar com as condi¢des de cultura, com a idade da cultura
e da propria linhagem celular. Geralmente as células fibroblasticas apresentam-se
alongadas, fusiformes ou com prolongamentos citoplasmaticos aderidos na
superficie da cultura e com pequena capacidade de formar membranas.
Normalmente sua disposicdo é um arranjo de células em paralelo, sendo que o
contato da confluéncia inibe a expansao (KEIRA et al., 2004)

Diferentemente, células epiteliais tendem a se apresentar com formato mais
ou menos hexagonais e intimamente wunidas (HEALY,PARKER, 1966;
HORNSBY,MCALLISTER, 1991).

Algumas limitagdes para a técnica de cultura celular estdo na necessidade de
condigdes e técnicas de preparo assépticas; elevado custo para a manutengao de
incubadoras, camara de fluxo laminar, meios de cultura e materiais estéreis; além da
instabilidade genética e fenotipica das linhagens celulares (FRESHNEY, 2000).

Em contrapartida, o estudo de culturas celulares poupa o uso de modelos
animais experimentais, desde que as técnicas utilizadas in vitro sejam validadas. No
entanto, os testes pré-clinicos em animais para novos farmacos ainda séao
preconizados. Os principais tipos de investigacdo propiciados pela cultura celular
s&o relacionados a:

o atividade celular, como por exemplo o estudo da sintese protéica e
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metabolismo energético;

o fluxo intracelular, como translocacéo de receptores hormonais;

o interagdo ambiental, como agéo de drogas, citotoxicidade, mutagénese
e carcinogénese;

o interacao célula-célula, como cinética de proliferacédo celular, estudo de
adesao e motilidade celular;

o genética, incluindo analise genémica de células sob condi¢gdes normais
e patoldgicas,

° produtos celulares, como secregao e desenvolvimento de biotecnologia
e bioreatores (FRESHNEY, 2000).

3.6.2 Cultura celular e estudo com lesdo ao DNA

O estudo com cultura de células obtidas de pacientes com a SLF pode
contribuir para o entendimento das alteragcdes celulares decorrentes da mutagao no
gene TP53 e para explicar o surgimento do cancer nesses individuos. Ja foi
demonstrado, in vitro, que as mutacdes no TP53 pode exercer um efeito dominante
negativo na proteina p53 selvagem presente nas células de pacientes com a SLF
(SRIVASTAVA et al., 1993).

Devido a alta frequéncia de sarcomas de partes moles encontradas em
pacientes com a SLF (MALKIN et al., 1990), os fibroblastos de pele obtidos desses
individuos fornecem um modelo apropriado de tecido mesenquimal sob risco em
potencial, servindo de campo para a pesquisa de mecanismos de atividade de genes
mutados que podem ser associados com a instabilidade gendémica e a predisposigao
ao cancer (LIU et al., 1996).

Em cultura, os fibroblastos com mutagdes germinativas no TP53 de pacientes
com a SLF sao inicialmente normais, mas depois passam a mostrar
espontaneamente mudangas na morfologia, aberragbes cromossdmicas, como
delegdes, amplificacdes, quebras cromossdmicas, translocacdes e aneuploidias e
também a perda do alelo P53 selvagem (LIU et al., 1996). Esta perda do alelo
selvagem é necessaria, mas nao suficiente, para a imortalizacao celular esponténea
observada em fibroblastos humanos da SLF (BISCHOFF et al., 1990; ROGAN et al.,

1995; SHAY et al.,, 1995). Por esta razdo, € necessario utilizar fibroblastos nas
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primeiras passagens apos a bidpsia (P1-P8).

A imortalizagao celular € um evento in vitro relacionado com a capacidade de
células normais dipléides de escaparem da senescéncia celular e se proliferarem de
forma ilimitada. O mecanismo molecular ndo € muito entendido, mas passa por um
processo que envolve meses de cultura celular até se obter um raro clone que
imortaliza. A imortalizacdo espontanea € um raro evento e sugere um passo critico e
limitante para o desenvolvimento da maioria dos tumores humanos (HARRIS et al.,
1987).

A imortalizacdo de células da pele (BISCHOFF et al., 1990) e de células
epiteliais de mama (SHAY et al., 1995), ambos obtidos de pacientes com a SLF,
foram alcangados de forma esponténea, sugerindo que as alteragdes na fungédo do
p53 selvagem poderiam estar relacionadas com a perda do controle do ciclo celular,
causando o aumento da proliferacédo e resultando na imortalizagao, geralmente com
a reativacdo da atividade da telomerase e perda de outros genes relacionados,
como o gene Rb (GOLLAHON et al., 1998).

Para a avaliacdo da resposta celular, pode-se provocar uma lesdo ao DNA
por meio de radiagcdo. Uma vez exposta a essa lesdo, uma complexa maquinaria de
mecanismos de sobrevivéncia e interrupgao da progressao do ciclo celular é ativado,
garantindo a integridade genética (KASTAN et al., 1991).

Por exemplo, a maioria das células em proliferagdo exibe a parada do ciclo
celular nas fases G1 para S ou na fase G2 para a mitose depois de uma exposi¢ao a
radiacdo gama, ultra-violeta ou agentes alquilantes do DNA (KAUFMANN,WILSON,
1994). Esta parada no ciclo celular previne a replicagdo do DNA e a mitose na
presenca de alteracbes cromossémicas nao reparadas, além de prover tempo para o
reparo do DNA (PAULES et al., 1995). Se este dano for grave, é desencadeado o
processo de apoptose. Defeitos nos controles de checagem do ciclo celular e nas
vias de apoptose estdo relacionadas a progressao do cancer (WILLIAMS et al.,
1997).

Trabalho pioneiro demonstrou a parada no ciclo celular em G1 em células
humanas apds a exposicao a radiacao ionizante (LITTLE, 1970). Em contrapartida,
os fibroblastos obtidos de pacientes com sindrome de predisposicdo ao cancer,
conhecida como ataxia telangiectasia, ndo apresentavam essa radiosensibilidade
(LITTLE,NAGASAWA, 1985).
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Esta importante diferenca poderia ser explicada devido a diminuigdo ou
auséncia da estabilizacdo da expressao do p53 em células com ataxia telangiectasia
induzida pela radiagdo, quando comparadas com células normais, resultando em
diminuicdo da expressao da proteina p21, que esta relacionada com a parada do
ciclo celular em G1 (DULIC et al., 1994).

Ja foi demonstrado que esta parada no ciclo celular em G1 em fibroblastos
pode acontecer de duas formas. A primeira pode ser uma pausa transitéria na
progressao do ciclo. Ja a segunda forma é uma parada permanente, como se o
fibroblasto entrasse em um estado senescente, com a maioria das células perdendo
a capacidade proliferativa (GO, intervalo 0 ou “GAP” 0). Esta parada permanente em
fibroblastos poderia ser comparada funcionalmente a apoptose descrita em outros
tipos celulares, como um mecanismo de remog¢ao de células com danos genéticos
(DILEONARDO et al., 1994).

De acordo com Williams e colaboradores (1997), ndo ha diferenca na parada
em G1 transitoria entre fibroblastos da SLF e fibroblastos normais. Ja os fibroblastos
da SLF demonstraram uma capacidade reduzida na parada em G1 permanente
induzida por radiagado, quando comparadas com linhagens normais. De acordo com
os autores, esse defeito na parada do ciclo celular permanente poderia contribuir
significativamente para a predisposi¢cao de cancer em familias com a SLF.

Em 1999, Boyle e colegas reforgaram este achado através da demonstragao
que a parada em G1, tanto a transitéria como a permanente, era significativamente
diminuida em células da SLF com mutagao heterozigota, quando comparadas com
células normais e células da SLF, mas sem mutacéo.

Neste trabalho, existiram diferencas nas respostas das paradas em G1 entre
as linhagens celulares com mutagdo, que foram atribuidas ao tipo de mutacgéo
acometida. As mutagdes missense na regidao de ligacdo ao DNA e mutagdo stop
cédon demonstraram reducao na parada do ciclo celular em G1. Em contraste, as
linhagens com mutagdo heterozigota splice site responderam como as células
normais. Ja as linhagens celulares obtidas de doadores de SLF, mas sem mutacdes
no P53, demonstraram resposta normal no controle do ciclo celular.

Estudo posterior demonstrou que os danos cromossOmicos causados por
radiacdo as linhagens celulares com mutagdo no TP53 eram 50% maiores quando

comparadas a células normais e chegavam a 100% de danos nas células de SLF
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mas sem mutagao (BOYLE et al., 2001). Este trabalho comprovou que células de
SLF, com ou sem mutagdo, possuem uma capacidade reduzida em eliminar ou
reparar danos cromossomais do tipo induzidas por radiagdo ionizante e, esta falha,
poderia contribuir para a predisposicdo de cancer nessa sindrome.

A perda da fungcao no controle da parada em G1 poderia estar relacionada
com o aumento na formacao de quebras de cromatides porque estas células teriam
menos tempo para o reparo do DNA antes da sua replicagdo (PAULES et al., 1995).

A instabilidade cromossOmica pode ser expressa como alteracdes
cromossOmicas numeéricas e estruturais, podendo estar relacionada com a perda do
alelo selvagem P53 nessas linhagens e parece ser uma caracteristica mais
marcante do que o aumento da longevidade ou resisténcia a radiagc&o ionizante nas
linhagens de fibroblasto de SLF, com ou sem mutagéo (BOYLE et al., 2002).

Em linhagens com mutacdo TP53 heterozigota, a instabilidade gendmica
poderia ser relacionada com a resisténcia ao efeito letal de radiagao ionizante em
baixas doses (SPROSTON et al., 1996; BOYLE et al.,, 1998) e também com um
comprometimento no controle do ciclo celular em G1 (BOYLE et al., 1999).

Acredita-se que estudos envolvendo epidemiologia populacional, o papel dos
carcindbgenos ambientais no desenvolvimento de cancer entre os membros das
familias, o desenvolvimento e a aplicagdo de analises moleculares que identifiquem
as diferencas de heterogeneidade e raros polimorfismos e a pesquisa basica, como,
por exemplo, o estudo de cultura celular obtido de individuos portadores da SLF com
mutacdo no TP53, possam contribuir para o maior entendimento desta rara

sindrome.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Uma paciente em tratamento oncolégico foi encaminhada ao Centro de
Genética Molecular e Pesquisa do Cancer em Criangas (CEGEMPAC) para
identificar provavel alteragdo no DNA devido ao historico familiar de cancer.

Apos a explicagdo dos testes e ampla discussdo sobre os possiveis
resultados laboratoriais e de seus possiveis significados, foi solicitado a probanda,
seu esposo, seus dois filhos, a sua mae e a sua unica sobrinha, a assinatura do
Termo de Consentimento para a execugao dos testes laboratoriais (Apéndices 1 e 2)
e para a guarda do material biolégico, que incluiu também células geradas a partir
da bidpsia da probanda e se sua mae (Apéndice 3). Este estudo foi apresentado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (Anexo 1).

Foi realizada uma entrevista com a probanda e familiares sobre as principais
manifestagdes clinicas apresentadas por ela seus familiares em ordem cronoldgica.
A partir dessas informacgdes, foi elaborado um heredograma onde constam todos os

casos de cancer.

4.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras de sangue foram obtidas da probanda, de seu esposo, dos
dois filhos, de sua sobrinha e de sua méae para extracdo de DNA e sequenciamento
de todo gene p53. Um fragmento de pele foi obtido da probanda e de sua mae para
obter cultivo de fibroblastos, e a partir destes fazer o sequenciamento de DNA e
avaliar como eles reagem a radiagdo gama (5 Gy), alterando a proliferagéo celular,
usando como marcador de proliferacdo a incorporagao de 5-bromo-2'-deoxiuridina
(BrdU), e avaliando a apoptose por meio do teste de TUNEL. Os dados familiares de
cancer indicavam se tratar de SLF, e formulou-se a hipotese de que deveria existir
na paciente disfuncido da proteina p53.

Como controle, foi utilizada uma cultura de fibroblastos obtida a partir de

fragmentos de pele de uma doadora sem histérico de cancer submetida a
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procedimento cirurgico eletivo sem finalidade oncoldgica. Para esta doadora, foi
solicitado a assinatura do Termo de Consentimento Informado (Apéndice 4) e o

termo para a guarda do material biolégico (Apéndice 5).

4.3 SEQUENCIAMENTO DO P53

O DNA genbmico fornecido pela probanda e seus parentes, foi
encaminhado e analisado no Clinical Molecular Diagnostic Laboratory da City of
Hope, localizado na Califérnia, Estados Unidos. De acordo com a metodologia
empregada no laboratério, o material foi amplificado em 5 segmentos cobrindo os
eéxons codificadores (exons 2-11) e uma jungao splicing adjacente intrénica. Os
segmentos amplificados foram analisados por sequéncia direta do DNA por meio de
um sequenciador fluorescente. Para a confirmagdo de uma alteragao foi realizada
uma analise de sequéncia do DNA na direcdo oposta usando um segmento
amplificado independente.

Este tipo de anadlise para a deteccdo de mutagdo de ponto heterozigota
apresenta uma sensibilidade maior que 95% e uma especificidade estimada em
torno de 98%.

4.4 CULTURA CELULAR

Fragmentos de pele provenientes de biopsia foram transferidos para placa de
Petri e lavados trés vezes com o meio de cultura, composto por RPMI 1640 (85%),
soro fetal bovino (15%), penicilina G sodica (10.000 unidades/mL), sulfato de
estreptomicina (10.000 pug/mL) (0,5%) e anfotericina B (1ug/mL) (0,1%). Em seguida,
foi realizada uma dissecagdo de tecido gorduroso e cortados fragmentos de
aproximadamente 2 mm de diametro. Os fragmentos foram lavados com meio e
distribuidos em frascos de cultura celular de 75 cm?.

O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e a anfotericina B fez parte do
meio de cultura do tecido e depois foi excluido do meio onde havia apenas células.
Apds uma semana, os fibroblastos aderiram a parede do frasco e, depois de
atingirem confluéncia celular foram dissociadas utilizando-se tripsina-EDTA 0,5% por

10 minutos (processo de tripsinizacdo enzimatica).
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Apos a centrifugacao por sete minutos, o precipitado celular foi ressuspendido
em meio de cultura e os fibroblastos foram subdivididos em subculturas numa
propor¢do de 1:4 em novos frascos de cultura celular. Este grupo de células foi
denominado de células de 12. passagem (P1, ou seja, da primeira tripsinizagao).
Este procedimento foi repetido até a 32. passagem (P3), as quais foram congeladas
em nitrogénio liquido como matrizes para uso futuro com passagens entre P4 e P6,
evitando uso de fibroblastos que ja alcangaram muitas passagens, as quais
geralmente ndo se proliferam com a mesma rapidez ou podem ja ter atingido o
estagio de quiescéncia (GO0, parada permanente do ciclo celular).

Os fibroblastos foram congelados usando meio e dimetil sulféxido (DMSO) a
10 % e guardados em nitrogénio liquido. Em todos os experimentos com células da

probanda e controle, foram utilizadas células da 42. passagem (P4).
4.5 QUANTIFICACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

No interior dos pogos da placa de cultura (com 24 pogos) foram colocadas
laminulas de plastico estéreis, previamente tratadas com poli-L-lisina a 0,05%
(SIGMA) por 30 minutos e o excesso foi retirado com agua autoclavada, e em
seguida deixado secar na capela de fluxo laminar sob luz ultra-violeta (UV) e fluxo
laminar ligado por 2 horas.

O procedimento inicial deste teste consistiu na transposigao de fibroblastos da
congelados na 3%. Passagem para os pogos da placa, em quantidade suficiente para
se alcancgar a confluéncia celular em torno de 50% da surperficie de cada laminula,
24 horas antes da irradiacao.

Metade deste material foi exposto a 5 Gy de radiagédo gama utilizando-se uma
fonte de Cobalto (*°Co) com rendimento de 68,23 cGy/min a 80 cm. Esse
radioisotopo emite fotons com energia média de 1,25 MeV. O material sem
exposicao a radiagao serviu como controle negativo de lesdo ao DNA. O mesmo
procedimento foi realizado com a cultura de fibroblasto obtido da doadora sadia.

Para a detecgao de proliferagcado celular utilizada no presente trabalho foi
utilizado o kit Roche® cat. n°. 1810740, baseado na incorporagdo de 5-bromo-2'-
deoxiuridina (BrdU), um analogo da timidina. O principio deste teste ¢é

esquematizado na Figura 6.
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FIGURA 6: Principio do teste de Proliferagdo Celular
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Procedimentos seguintes:

1) Seis horas apds a exposicao a radiacdo, o meio de cultura celular foi
desprezado e adicionado novo meio, acrescido de solug¢ao de BrdU.

2) Em seguida, as células foram incubadas por sessenta minutos a 37°.C
em incubadora com atmosfera de 5% de didxido de carbono (CO3) e 95% de ar.

3) Apos este periodo, a solucdo foi desprezada e as células foram
lavadas por cinco minutos, por trés vezes, com tampéao fosfato salina (PBS).

4) Foi adicionada a solucgao fixativa (solugao de glicina 50 mM , pH 2 e
etanol) e incubado por quarenta e cinco minutos em temperatura ambiente.

5) A solucao foi desprezada e nova lavagem com PBS por duas vezes.

6) Foi adicionada a solugdo de desnaturacédo (acido cloridrico 4M) e
incubado por vinte minutos em temperatura ambiente.

7) Apos este periodo, a solugdo foi desprezada e as células foram
lavadas por trés vezes com PBS, até atingir pH 6,5.

8) Foi adicionado 100 uL de tamp&o de incubagdo contendo 0,5% de
solugdo de albumina bovina/fracédo V e 0,1% de Tween 20 e incubado por dez

minutos em temperatura ambiente.



43

9) O tampéao de incubacéao foi desprezado e adicionado 50 pL de solugao
de anticorpo anti-BrdU-FITC (anticorpo conjugado com fluoresceina). Imediatamente
o material foi incubado por quarenta e cinco minutos a 37° C protegido da luz.

10) ApOds a incubagao, foram novamente lavados com PBS por trés vezes.
Em seguida, as laminulas foram colocadas em laminas de vidro, intercaladas com 10

ML de solugao DAPI/antifade.
4.6 AVALIACAO DA APOPTOSE IN SITU

Para a deteccao e quantificacdo de apoptose a nivel celular individual foi feita
usando o kit Roche® cat. n°. 11684795910, baseado na marcac&o de quebras de fita
de DNA pela técnica de marcagao dos terminais de DNA com dUTP (conjugada com
FITC) mediada pela enzima deoxinucleotidil transferase terminal (Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling =TUNEL). O principio

do teste de TUNEL é esquematizado na Figura 7.

FIGURA 7: Principio do Teste de TUNEL
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Células na fase logaritmica de crescimento de 4°. passagem foram colocadas
24 horas antes da radiacdo numa concentracdo de 1x10° células/mL em laminulas
plasticas estéreis preparadas previamente com solugao poli-L-lisina 0,05%.

Metade deste material foi exposto a 5 Gy de radiacdo gama utilizando-se uma
fonte de Cobalto (°*°Co) com rendimento de 68,23 cGy/min a 80 cm. Esse

radioisotopo emite fétons com energia média de 1,25 MeV, sendo que o material
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sem exposi¢cao a radiagao serviu como controle livre de dano celular. O mesmo
procedimento foi realizado com a cultura de fibroblasto obtido da doadora sadia.

Para a realizagdo do teste de TUNEL, foi seguida a metodologia descrita a
seqguir:

1) Seis horas apds a exposi¢ao a radiacao, as células sofreram o processo de
fixacdo com a adicdo de solugédo de paraformaldeido 4% recém-preparado e
incubacédo por 1 hora em temperatura ambiente.

2) Ap6s este periodo, as células foram lavadas com PBS.

3) Posteriormente as células foram permeabilizadas com solugao Triton X-100
a 2°.C por dois minutos e novamente lavadas com PBS por duas vezes.

4) Para controle positivo de apoptose, algumas laminulas com células foram
tratadas com deoxirribonuclease | 3U/ pL por 20 minutos em temperatura ambiente.

5) Depois todas as laminulas foram incubadas por sessenta minutos a 37°C
no escuro com 50uL de solugcédo recém preparada de mistura de TUNEL (solugao
com a enzima deoxinucleotidil transferase e dUTP marcada com FITC), com
excegao das laminulas para o controle negativo que ficaram livre da solugcdo da
mistura de TUNEL.

6) Apos o periodo de incubacao, as células foram lavadas trés vezes com
PBS. As laminulas foram, entdo, transferidas para laminas de vidro, intercaladas

com 10 pL de solugao DAPI/antifade.

4.7 CONTAGEM DE CELULAS

As células de ambos testes foram analisadas com microscépio fluorescente
(Zeiss Axiostop 2 plus mot; Carl Zeiss, Heidelberg, Germany). As imagens foram
adquiridas usando o software Expo, versdao 2.1.1 (Spectral Imaging Applied). Foi
realizada a captura de imagens de cinquenta campos, contabilizando a média da
quantidade de nucleos fluorescentes com filtro DAPI (filtro para excitagdo no
comprimento de UV) e filtro FITC (filtro com excitagao na faixa do azul, 450-490).

As figuras abaixo ilustram as células positivas (=P) e negativas (=N) para a
contagem dos nucleos do teste de proliferacéo celular (Figura 8) e teste de TUNEL
(Figura 9).
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FIGURA 8: Padrao de células positivas e negativas para o teste de proliferacao

NOTA: As células positivas (=P) e negativas (=N) s&o analisadas com filtro para FITC e
objetiva de 40 x.

FIGURA 9: Padrao de células positivas e negativas para o teste de TUNEL

NOTA: As células positivas (=P) e negativas (=N) s&o analisadas com filtro FITC e objetiva
de 40 x.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por meio do teste para diferengas entre as
proporgdes das médias do numero de células fluorescentes/campo de grande
aumento, apds a regressao linear multipla (por meio do software R, versao 2.40). O

nivel minimo de significancia para diferencas entre as médias foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 HEREDOGRAMA E HISTORIA DE CANCER NA FAMILIA

Paciente do sexo feminino, branca, natural da regido sul do Brasil,
atualmente com 51 anos, foi inicialmente diagnosticada com adenocarcinoma de
colon (T3NoMp), que foi totalmente ressecado, e se submeteu a uma bidpsia
excisional de nevus displasico no quadril direito também ha 13 anos. Ha 12 anos foi
diagnosticado um novo tumor primario, classificado como adenocarcinoma mucinoso
de ovario (estadio 3), sendo submetida a uma salpingooforectomia bilateral e
histerectomia. No ano seguinte, foi constatado um carcinoma ductal in situ na mama
esquerda, que apesar de tratamento com tamoxifeno por dois anos, este
reapareceu, sendo encaminhada para quadrantectomia de mama esquerda e
sessdes de radioterapia. Ha cerca de 9 anos teve as mesmas lesdbes na mama
direita, com associagao de carcinoma ductal invasivo grau llI-lll. Foi sugerida a
mastectomia completa bilateral preventiva, mas a paciente optou apenas pela
realizacao da quadrantectomia de mama direita com esvaziamento axilar. Ha cerca
de trés anos foi diagnosticado o cancer de pancreas, sendo submetida a uma
resseccao cirurgica. No presente ano, nova cirurgia de figado foi realizada,
confirmando metastase do tumor de pancreas.

Como mostra o heredograma (Figura 10), o historico familiar revelou a
presencga de diversos parentes do lado paterno com tumores, a maioria com idade
igual ou inferior a 46 anos. A irma mais velha faleceu aos dois anos de idade com
leucemia, e a irm& mais nova faleceu com cancer de mama e melanoma aos 31
anos. O pai apresentou cancer de intestino aos 46 anos e o tio paterno apresentou
cancer de prostata aos 46 anos, ambos falecidos um ano apés o diagndstico. A avo

paterna também faleceu com cancer de mama aos 29 anos.
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FIGURA 10: Heredograma
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5.2 SEQUENCIAMENTO DO GENE P53

5.2.1 Probanda

A analise do sequenciamento do gene TPp53 da probanda revelou uma
mudanca de G para A (TGG — TAG) no nucleotideo 13116, resultando num cdodon
de parada no codon 146 (13116 G>A, trp146ter) localizado no éxon 5 do gene TP53.

Além da mutacdo, foram encontrados cinco polimorfismos na probanda,
todos heterozigotos:

- Intrénicos - IVS02+37 G>C; IVS03+40 in 16 bp; IVS10+60T>C, IVS10-221G>A
- No exon 04 - 12139 G>C; arg72pro (um alelo com prolina na posi¢ao 72).

5.2.2 Familiares da probanda

Todos os membros da quinta geragcdo, e mais os individuos Ill.1 e V.1

foram examinados e n&do apresentaram a mutagao TP53 trp146ter. Destes parentes,
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apenas a méae da probanda teve gene do p53 totalmente sequenciado, sendo que os
dados continuam em analise.

FIGURA 11: A proteina p53 e a localizagdo da mutacao
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Esta alteracdo genética criou uma mudangca nonsense no cédon 146
resultando numa proteina P53 truncada, com apenas 145 aminoacidos. A probanda
€ heterozigota para esta alteragdo, permanecendo uma copia “normal” do gene P53.
Além desta haploinsuficiéncia, o alelo restante que codifica uma proteina inteira
possui 0 polimorfismo arginina->prolina que talvez impossibilite de chama-lo de alelo
normal. A comprovagao da localizagdo deste polimorfismo arginina->prolina,
separado do alelo da mutagcdo 146TGA podera ser deduzida a partir dos resultados

do sequenciamento da mae da probanda.

FIGURA 12: A proteina p53 truncada
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5.3 ESTUDO IN VITRO COM CULTURAS DE FIBROBLASTOS

5.3.1 Proliferacao celular em resposta ao teste da radiacao

O ritmo de proliferagdo celular foi avaliado de acordo com o padrdo ja
conhecido e descrito anteriormente. As fotomicrografias da figura 13 mostram
fibroblastos controle e da probanda, antes e apds a radiagdo, algumas apresentando
padrées de incorporagdo de BrdU (verde mais forte). A coloragdo com verde mais
fraco (sem incorporagcado de BrdU) é nao especifica, talvez por ligagédo inespecifica
do anticorpo anti-BrdU aos sitios onde nao existe DNA. Observa-se que a radiagao
reduziu drasticamente a proliferacdo celular no grupo controle, como mostra a
fotomicrografia (Figura 13, Ci).

Entretanto, nota-se que n&o ocorreu o0 mesmo comportamento nos
fibroblastos da probanda (figura 13, Pi), indicando uma falha no bloqueio do ciclo
celular que seria o esperado apds a radiagao.

A proporcéao de proliferacédo de fibroblastos irradiados do grupo controle (de
doador aparentemente normal e sem histéria familiar de SLF) foi inferior ao de
fibroblastos da probanda (p<0,05), indicando um defeito na parada do ciclo em G1
(Figura 14).

5.3.2 Morte celular em resposta ao teste da radiagao

A frequéncia de morte celular apés a radiagdo depende da carga total de
radiacdo e do tempo transcorrido para analise. No presente estudo, a carga de 5 Gy
de radiagao ionizante (raios y) foi proposta como modelo de agente genotdxico
(WILLIAMS et al., 1997). O padrao de células antes e depois da irradiacao, indicativo
de morte celular (verde fluorescente com intensidade moderada ou forte), foi
apresentado na Figura 15.

Notou-se que este numero de células com morte celular programada foi
maior (p<0,05) em células controles irradiadas do que nos demais grupos (Figura
16).
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FIGURA 13 — Proliferacao de fibroblastos nao irradiados e irradiados

Fotos de células em azul (coloragdo com DAPI visualizas com filtro para excitagdo no comprimento de UV) e em verde (FITC=fluoresceina visualizas com filtro com
excitagdo na faixa do azul, 450-490). Células ndo irradiadas (C= controle; P= probanda) e irradiadas (Ci= controle; Pi= probanda). As células foram irradiadas com 5 Gy e
analisadas 6 horas depois. As células com verde intenso indicam incorporagido de BrdU reconhecido com anticorpo anti-BrdU marcado com FITC (indicativo de proliferacao).




FIGURA 15 — Apoptose em fibroblastos nao irradiados e irradiados

Fotos de células em azul (marcadas com DAPI) e em verde (marcadas com FITC=fluoresceina). Células nao irradiadas (C= controle; P= probanda) e irradiadas (Ci= controle;
Pi= probanda). As células foram irradiadas com 5 Gy e analisadas 6 horas depois. As células com verde intenso indicam quebra do DNA (indicativo de apoptose). A quebra
do DNA ¢ indicada pelo verde brilhante mais forte, indicativo da presenca de nucleotideos marcados com FITC ligados ao terminal de DNA gendmico por meio da enzima
terminal deoxinucleotidil transferase.




FIGURA 14. Proporgdes de células (média = DP) que proliferaram.
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A tendéncia de cada média esta indicada pela linha horizontal em negrito nas barras

(box plot).
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FIGURA 16. Proporcdes de células (média = DP) que sofreram apoptose.

A tendéncia de cada média esta indicada pela linha horizontal em negrito nas barras

(box plot).
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6 DISCUSSAO

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) é uma rara sindrome familiar de cancer
(CHOMPRET et al., 2001). Possui caracteristica de transmissdo num padrao
autossbmico dominante com alta penetrancia, sendo que 90% dos portadores
desenvolvem cancer até a sétima década de vida (LUSTBADER et al., 1992).

A analise do histérico familiar e o heredograma (Figura 10) revelam que o
caso apresentado é de LFS, visto que se enquadra com os parametros definidos por
Li e Fraumeni (1988), ou seja: a probanda teve o seu primeiro diagndstico de cancer
de colon com 37 anos, a irma mais velha foi acometida com leucemia com idade
inferior a dois anos e a irma mais nova foi diagnosticada com céncer de mama aos
30 anos de vida.

Os principais tumores encontrados nos individuos com LFS sdo: sarcomas
de partes moles, osteossarcoma, cancer de mama, tumores cerebrais, leucemia e
carcinomas adreno-corticais (LI et al., 1988). No caso apresentado, a probanda
desenvolveu o cancer na mama esquerda e posteriormente na mama direita.
Tumores de mama sao os mais frequientes quando comparados com outros tumores
presentes nas familias com a SLF (HERBERT et al.,, 2001). Cerca de 77% dos
individuos com LFS classica apresentam mutagdo germinativa no gene supressor
tumoral TP53, e apenas cerca de 40% quando se trata de LFS nao classica,
chamada de LFS-simile, por ndo se enquadrar exatamente na faixa etaria ou tipo de
cancer (VARLEY;MCGOWN et al., 1997).

Neste trabalho relatou-se o encontro de uma mutacdo herdada no cédon
146 do gene TP53 com LFS. Esta mutagdo germinativa no codon 146 do gene foi
relatado pela primeira vez por Pinto e colaboradores (2002) em estudo restrito a
descricado da mutagao. A maioria das mutagdes encontradas no gene TP53 ¢ do tipo
missense, ocorrendo a troca de aminoacidos (SOUSSI,BEROUD, 2001), mas no
caso apresentado, a mutagao € classificada como non sense, gerando uma proteina
p53 truncada germinativa com 145 aminoacidos.

O que motivou a realizacdo do presente estudo foi o aparecimento de varios
tumores com intervalo de 1 a 4 anos na probanda, totalizando cinco tumores e uma
recidiva fora do comum do tumor de pancreas no figado, dois anos apds a ressecg¢ao

completa. Este evolugdo com multiplos tumores em pessoa com LFS ja foi descrito
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em varias familias com LFS (HISADA et al.,, 1998) e ha o relato na literatura de
individuo com até dezessete tumores primarios separados, em parte devido ao fato
de ter acumulado danos genéticos causados por agentes ambientais ao longo dos
seus 60 anos de vida (NUTTING et al., 2000). Entretanto, sempre existiram duvidas
quanto ao mecanismo levando ao cancer, principalmente com relacdo a
possibilidade de associagcao de mutagdes diferentes em ambos os alelos do P53, o
que nos levou a postular a hipotese de que a probanda poderia ter mutacdo em
ambos alelos de P53, ou a combinagdo de um alelo com mutagéo ou polimorfismo,
nao pesquisados ou encontrados por Pinto e colaboradores (2002).

Baseado na hipotese de Knudson (1984), para genes recessivos como o P53,
deveria acontecer um segundo evento somatico (perda do alelo normal) para
aumentar os riscos de cancer na auséncia do p53. Como segunda hipotese, o
segundo evento poderia ser nao-obrigatoério, porém implicaria que o segundo alelo
também fosse ineficiente ou ter uma resposta atenuada (incompleta) apos uma lesao
celular. O fato de um dos alelos ter prolina ocupando o cédon 72 foi uma forte
evidéncia em favor da segunda hipétese, ou seja, se este polimorfismo estivesse no
alelo considerado como normal. Corroborando com esta explicagdao, Sjalander e
colaboradores ja haviam previamente relatado a maior frequéncia de cancer de
mama em pacientes com o alelo 72 prolina (SJALANDER et al., 1996).

Conforme apresentado nesse estudo, havia 2 alelos de TP53: um que gera
uma proteina truncada no cédon 146 com arginina no cédon 72 e o segundo alelo
que poderia ter prolina na posi¢cao 72 (dados continuam em analise). Este alelo com
prolina 72 parece nao ser eficiente e foi proposto como uma das hipéteses para o
surgimento dos cinco tipos diferentes de cancer na probanda.

Para avaliar o perfil de resposta do p53 apds uma lesédo ao DNA por meio de
radiacao, foram realizados os testes de proliferagao celular (incorporagao de BrdU) e
apoptose (teste de TUNEL) em cultura de células de fibroblastos obtidos da
probanda.

Defeitos nos genes envolvidos nas etapas de controle de ciclo (“checkpoints”)
sao associados as altas taxas de mutacao e instabilidade cromossémica, mesmo na
aparente auséncia de dano ao DNA e na resposta ao estresse do ambiente,
(BIGBEE et al., 1989; WEINERT,HARTWELL, 1990; LIVINGSTONE et al., 1992; YIN
et al.,, 1992; WEINERT,HARTWELL, 1993). As células em proliferagao respondem a
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lesdo do DNA induzido por radiagao ionizante ou ultra-violeta, agentes alquilantes ou
exposigao a metabodlicos toéxicos nas 3 etapas de controle do ciclo: transi¢cdes de
G1-2>S ou G2->M, e pela redugdo na taxa de replicacdo do DNA a partir dos
inicializadores (replicons) na fase S (PAINTER,YOUNG, 1980;
WEINERT,HARTWELL, 1988; O'CONNOR et al.,, 1992; KAUFMANN,WILSON,
1994).

A parada no ciclo celular em resposta a uma radiagdo permite que as células
ganhem tempo para reparar o DNA antes da alteragdo irreversivel do genoma
durante a replicagcdo do DNA ou segregagdao mitética. Este tipo de resposta é
estudado com células em meio de cultura para avaliar os genes envolvidos nas
etapas de controle do ciclo, e no presente trabalho optou-se pela verificagdo da
parada do ciclo sem especificar o checkpoint, avaliando-se a incorporagdo de
bromo-deoxiuridina (BrdU, que substitui a timina) e depois o DNA que possui BrdU é
reconhecido pelo anticorpo marcado com fluoresceina (FITC). A segunda mais
importante funcdo do P53, apoptose, foi estudada pela técnica do TUNEL.

A probanda com LFS do presente estudo foi parcialmente avaliada nos
aspectos clinicos (até o aparecimento do 4° tumor da probanda), com identificacéo
do codon 146 de parada da transcricdio de um dos alelos do TP53, e no
encaminhamento para quimioterapia e radioterapia para tratamento de tumor de
mama (PINTO et al., 2002).

O presente estudo realizou o seqlienciamento completo do gene do P53 de
DNA leucocitario e de fibroblastos obtidos da bidpsia de pele da probanda,
confirmando a presenca do cédon de parada, e acrescentou a informacgao sobre a
existéncia de 5 polimorfismos no gene do P53. Também foi registrado que nos
ultimos 2 anos a paciente teve também cancer de pancreas que recidivou 2 anos
depois no figado. Atualmente a probanda esta clinicamente bem e sem cancer ativo.
A sequéncia do gene do P53 obtida da probanda poderia talvez ser diferente de
outros érgéos, em fungao de outras mutagdes poderem ter acontecido em algum dos
orgaos, particularmente ap6s a radioterapia no ano 2000 (que n&o deveria ter sido
realizada).

Na continuidade deste estudo foi realizada investigagdo completa de
fibroblastos da mé&e da probanda (sequenciamento de DNA e proliferagdo e morte

celular em resposta a radiagdo) com a finalidade de esclarecer se a probanda teria
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herdado da mae o polimorfismo Arg72Pro (um alelo com prolina na posi¢cao 72).
Como nao houve tempo para se concluir as avaliagbes com DNA e célula da mae,
estes dados ndo entraram nos resultados desta dissertacdo e os resultados obtidos
com fibroblastos da probanda foram comparados com a resposta de fibroblastos de
doador normal sem LFS.

Os efeitos observados no estudo in vitro com fibroblastos da probanda foram
reavaliados com o seguinte raciocinio: (1) considerando um alelo de P53 com codon
de parada herdado do pai (linhagem de segregacdo com LFS) e (2) outro alelo de
P53 normal que poderia ou n&o ser o alelo com o polimorfismo Arg72Pro.

No presente estudo foi observado que apds 6 horas da radiagdo gama (5 Gy)
a proliferagado nos fibroblastos da probanda foi significativamente maior do que nos
fibroblastos de doador sem LFS (p<0,05), ou seja, que os fibroblastos com mutagéo
heterozigota no gene P53 n&o conseguem parar o ciclo para reparo de DNA com a
mesma eficiéncia dos fibroblastos normais. Este padrao de resposta foi também
obtido e discutido por outros autores para outros tipos de mutagbes usando

metodologia semelhante (tabela 1).



TABELA 1: Respostas e mecanismos propostos em células heterozigotas para mutacdo no P53 irradiadas in vitro

Autores Método Mutacao Resultado Comentarios
(BISCHOF | Avaliagdo do crescimento | Cédon 175 (Arg—>His) het Fibroblastos SLF escapam da senescéncia, | Fibroblastos humanos e heterozigoticos para o gene
F et al,|celular e instabilidade | Codon 248 (Arg—>Trp) het mantendo a morfologia de células| Tp53 (mut/selvagem) apresentam elevada freqiiéncia
1990) cromossomica transformadas e continuam proliferando | de instabilidade cromossémica, com mudangas
apods 35 passagens em cultura. estruturais e numéricas.
(MIRZAY | Sintese de DNA pela Linhagem com mutag¢do no cddon | Normal e mutados diminuem na 1° hora, | A presen¢a de mutagdo no cddon 245 (recessiva) foi
ANS et al., | técnica de incorporagio |245 (Gly=>Asp) em p53, sem 234, | mas apos 6-8 horas o0 mutado mantém alto | suficiente para ter falha na inibi¢ao da sintese de DNA,
1995) da timidina triciada sem c-myc e sem raf-1, porém nao | nivel de incorporagao e normal diminui. porém os autores ndo descartam a possibilidade de ter
medida por excluiu outras muta¢des em outros outro tipo de mutag¢do auxiliando no efeito observado
. . genes (2674T) apos a radiacdo.
autoradiografia apos . ~ — Z
radiagio (10 Gy) U’ma linhagem com mutageio no | Normal e mutados diminuem na 1° horra,
codon 245 herdada + mutagdo no | mas apds 6-8 horas o mutado mantém
Tempos: 2h, 4h, 7Th e 10h | codon 234 (Ala->Gly) adquirida | nivel mais elevado do que as linhagens
em cultura, além de mutag@o em C- | apenas com 245.
myc e possivelmente c-raf-1
(2800T)
Ou 245 + mut em c-myc e
possivelmente c-raf-1 (2675T). As
mutagdes c-myc e raf-1 sdo
autossomicas dominantes.
(PAULES | Microscopia de células que | Cédon 184 do p53 com frameshift | Reducdo do indice mitdtico apds 1 hora da | Foi observada maxima demora na passagem de G2 para
et al., | se apresentam com parada | heterozigoto e outra linhagem com | radiagdo. Ou seja: a rapida resposta em G2 | mitose em fibroblastos normais, o que foi superior a de
1995) em G2 para calculo do|mutacdo de ponto no codon 284. | depois da radiagdo € similar ao normal, | pacientes com telangiectasia ataxica. O mesmo efeito
indice  mitdtico  apos indicando que o p53 selvagem ndo ¢é|ndo foi observado em fibroblastos de pacientes com
radiacdo (3-6 Gy) necessario para G2 em resposta a radiagdo. | LFS (frameshift no codon 184 e missense no 248). Os
Tempos: 1h, 2h ¢ 4h autores defendem a hipotese de que ao nivel de G2 o
controle de parada (“checkpoint”) é mediado pelo
complexo p34“°““/ciclina Bl. O p53 ndo tenha um
papel decisivo poucas horas apos a radiagao.
(WILLIA |Parada em G1 apoés 16| 175 (Arg>His) het Parada em G1 similar ao normal. Mutagdo p53 het ndo tem efeito na expressdo do p53
MS et al., | horas de radiagdo (6 Gy) 180 (Glu>Lys) het apos radiacdo e parada em G1/S.
1996) (linhagem linfoblast6ide) | 220 (Tyr=>Cys) het
248 (Arg>Gln) het Redugdo na parada G1, mas se tornou

aneuploide em cultura.




(WILLIA |Sintese de DNA pela|Cbodon 220 (Tyr=>Cys) het Nao ha diferenca na parada transitdria. A redugdo na parada permanente em G1 em linhagens
MS et al, |técnica de incorporagdo da|Cddon 175 (Arg>His) het Parada permanente G1 ¢é menor em |com mutagdo explicaria a radiorresisténcia, atuando
1997) timidina triciada medida | Cédon 180 (Glu=>Lys) het linhagens com mutagéo como um mecanismo similar a apoptose
por autoradiografia ap6s v | Codon 248 (Arg=>Gln) het
radiagdo (4 Gy) Cédon 248 (Arg=>Trp) het
Tempos: 20h, 40h, 60h,
80h, 100h e 120 h
(BOYLE et | Avaliagdo da instabilidade | Cédon 248 (Arg—>Trp) het Linhagens com mutagdo mostraram alta | Confirmou dados anteriores (Bischoff e col., 1990):
al., 1998) | cromossomica e resisténcia | Codon 248 (Arg—>Gln) het freqiiéncia de aberrragdes cromossdmicas | fibroblastos de LFS e heterozigoticos para o gene Tp53
a radiacdo ionizante (3 e 6 | Codon 175 (Arg—>His) het estruturais e aneuploidia antes da|(mut/selvagem) apresentam elevada freqiiéncia de
Gy) Codon 220 (Tyr>Cys) het senescéncia. instabilidade cromossomica apds a perda do alelo
Cédon 180 (Glu>Lys) het Mutagdes nos codons 248 (Arg—>Trp), 175 | selvagem.
e 220 foram consideradas radiorresistentes.
(BOYLE et | Sintese de DNA pela|Codon 248 (Arg>Trp) het A redugdo na parada em GIl, de maneira | Provavelmente a redugdo na parada em G1 ndo foi por
al., 1999) |técnica de incorporagdo | Codon 248 (Arg—>Gln) het transitoria e permanente, foi demonstrada | diminuicdo na quantidade de proteina total (“efeito
BrdU (0,5Gy e 4 Gy) (17h) | Cédon 175 (Arg—>His) het em linhagens com mutagdo missense e | dosagem”), porque a linhagem com mutagdo no splice
e timidina H apds y|Coddon 220 (Tyr=>Cys) het mutacdo Stop cddon heterozigotas, A |site claramente teve dimui¢do na quantidade de p53,
radiagdo (4 Gy) (60h e|Codon 180 (Glu>Lys) het mutacdo missense no cédon 180 mostrou | mas ndo afetou a proliferagdo celular.
120h) Codon 209 (Arg>stop) het resposta marginal. J& as mutagdes splice
Codon 152 (Pro>Leu) het site ndo tiveram alterac@o.
Codon 344 (Leu~>Pro)
Cbdon 337 (Arg2>Cys)
(BOYLE et | Avaliagdo de alteragdes | Codon 248 (Arg>Trp) (163MA) | Elevada propor¢do de aberragdes Admitem que a perda do alelo selvagem nio seja
al., 2002) | cromossOmicas estruturais | het cromossOmicas nio relacionadas com a sempre o motivo da instabilidade como eles

e numéricas apos Y
radiagdo (3 ¢ 6 Gy)
Tempo: apos 6
passagens/duplicagdes de
populagdo

perda do alelo selvagem, provavelmente
pode ter adquirido outro tipo de mutagéo
(sem ser no p53) que FHI ndo adquiriu.

Cbdon 248 (Arg—>Trp) het (FHI)
de paciente diferente de 163MA

Relativamente estavel

Codon 175 (Arg—~>His) het

Relativamente estavel.

Codon 180 (Glu—>Lys) het

Relativamente estavel.

Codon 209 (Arg—>stop) het

Elevada  propor¢do de  aberragdes
cromossomicas, ¢ hiperplodia com 6 Gy
(p<0,05) nao relacionadas com a perda do
alelo selvagem.

Cobdon 152 (Pro>Leu) het

Relativamente estavel.

mesmos reportaram anteriormente (Boyle et al.,
1998).

Fibroblastos humanos de LFS, heterozigéticos para o
gene Tp53 (mut/selvagem), em resposta a radiag@o,
apresentam mais instabilidade cromossémica do que
fibroblastos de camundongos com P53 (-/selvagem)
porque provavelmente devem existir outras mutagdes
nos fibroblastos humanos.
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A avaliagdo da mutacado no TP53 foi também feita pela técnica do TUNEL que
avalia a apoptose induzida pela radiagao gama. Apesar das limitagdes desta técnica
(menos acurada do que a técnica de proliferagdo com a incorporagao de BrdU),
observou-se também que a apoptose foi inferior nos fibroblastos mutados.

O desenvolvimento do cancer € um processo multifatorial, necessitando de
alteragdes genéticas que comprometam o controle de ciclo celular (NOWELL et al.,
1976), e neste estudo, ao se estudar o comportamento dos fibroblastos da probanda
com relagao a proliferagéo e a apoptose apos a radiagéo (periodo curto de 6 horas),
pode-se ter uma nocdo de uma parte do processo multifatorial. A diferengca é que,
enquanto no aparecimento espontaneo do cancer na probanda, admite-se que
houve perda do alelo P53 selvagem (por mutacdo disfuncional ou por delegao
completa), seguindo a descri¢do do duplo golpe de Knudson (1984), ou seja, um por
heranga e outro por evento somatico, gerando um clone sem fungdo do P53, nos
estudos in vitro varias possibilidades de mecanismos existem apresentadas por
outros autores e discutidas na tabela 1.

No presente estudo, partiu-se da observagdo de uma linhagem de fibroblastos
aparentemente com o mesmo genoma (na passagem 2, P2), que ao serem
irradiados, poderiam ter danos de diversos tipos em varias partes do genoma,
atingindo alguns dos milhdes de fibroblastos em cultura, com pouca chance de ter
perda do alelo selvagem do P53 abrangendo todos os fibroblastos (que se
encontram em etapas diferentes do ciclo, portanto com sensibilidade variavel a
radiacdo). O que ja estava instalado no genoma dos fibroblastos com P53
truncado/selvagem e mais a lesdo provocada pela radiagdo levaria a uma
instabilidade cromossémica (LIVINGSTONE et al., 1992; YIN et al., 1992; HARVEY
et al., 1995), que poderiam resultar em alteragdes de fungdes de outros genes sem
necessariamente ter havido mutagées em determinados tipos de genes relacionados
com o controle direto e indireto do ciclo celular (comentarios na Figura 17),
sugerindo que ha mais que uma via ou multiplos componentes na resposta a

radiagcado a progressao da parada do ciclo celular.



FIGURA 17. Mecanismos propostos para redugéo da proliferacdo e apoptose em fibroblastos heterozigéticos para p53
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(A) Parada do ciclo celular:

1- Dependeu de outra(s) mutagao(mutacdes)
em outro(s) gene(s), podendo ou ndo serem
decorrentes da radioterapia na paciente;

2- Dependeu de polimorfismo no P53 selvagem
(ainda ndo esclarecido);

3- Dependeu do “efeito dosagem”, ou seja, da
quantidade insuficiente de P53 selvagem ou
da instabilidade cromossdmica causada pelo
P53 com codon de parada (P53 truncado);

4- Dependeu da instabilidade cromossdmica e
de outras mutagdes ou delegdes no gene pS53
induzidas pela irradiacdo dos fibroblastos.
Um mecanismo pouco provavel porque nao
houve tempo suficiente para crescimento de
clones mutados em apenas 6 horas (<tempo
de 1 ciclo);

5- Dependeu de outros mecanismos ainda ndo
definidos.

(B) Diminuicao (relativa) da apoptose apos
a irradiacao:

Pode ter sido decorrente de uma ou mais das
possibilidades acima citadas.

Todas as células que se encontram em G1 podem passar para fase seguinte (incorporar BrdU), independente de qualquer disfungdo de P53.
Parte da populacdo de fibroblastos que se encontra nas fases M e G2 terdo tempo (em 6 horas) de sofrerem inibigdo por parte do P53 e outros
inibidores. A indu¢do de apoptose pode acontecer em fungdo do grau de lesdo do irreparavel do DNA causada pela irradiagdo.

@, — P53 Selvagem;

zw —» P53 Truncado; SN0 > P53 deletado

S I —> P53 mutado sdo hipotéticos.
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A resisténcia a radiacao ionizante (ndo existe a parada em G1 ou G2 para
serem reparadas), que acontece nos fibroblastos de pacientes com LSF
apresentando mutagdes no gene P53, (tabela 1) € aqui apresentada ndo apenas
como condi¢cao que predispde ao cancer, mas também como meio pelo qual células
do proprio cancer podem deixar de reparar danos em outros genes e sempre
estarem seguindo para o ciclo seguinte e acumulando mutagdes.

Entretanto, segundo Schawartz e colaboradores (1995, 1997) essas células
com mais danos cromossdmicos seriam seletivamente eliminadas por apoptose na
linhagem com P53 selvagem. A hipétese de Schwartz, se estendida para células
com diminuicdo na parada permanente em G1, poderia prever que fibroblastos de
pacientes com LFS com mutacdo no P53 poderiam exibir mais danos
cromossOmicos na sua primeira mitose depois de radiacdo em G1 que fibroblastos
normais.

Vale lembrar que somente cerca de 77% das familias com SLF e 40% das
familias com sindrome de Li-Fraumeni simile (LFL) s&o portadoras de mutagéo
herdada no TP53 (revisado por VARLEY, 2003), e fibroblastos de casos de LFS sem
mutacdo no P53 nao tem defeito na parada em G1 depois da radiacdo (BOYLE et
al., 1999; BOYLE et al., 2001).

Para se perceber uma diferenca na resposta a radiagao foi proposto que seria
mais sensivel aplicando uma carga pequena de radiagdo gama, caso contrario o
teste poderia ser erroneamente considerado como normal para determinado grupo
de fibroblastos com mutacdo heterozigota no P53 recebendo carga grande de
radiacdo. Segundo Boyle et al (1999), quando um teste ndo acusar diferenca em
relacdo ao controle, recomenda-se a exposi¢cdo a doses menores que 4 Gy (BOYLE
et al., 1999).

Quando se trata de células aparentemente com fendtipo normal como
fibroblastos obtidos de tecido normal, a instabilidade cromossOmica poderia existir
levando a outras alteragdes, mas seriam precisos outros eventos até culminar com a
formagdo do céncer. Os mecanismos que poderiam existir nesta etapa de
instabilidade cromossOmica associada com mutacdo no P53 e formagao do tumor
sdo discutidos a seguir nos modelos de estudos in vitro. E preciso considerar que o

sequenciamento do DNA de fibroblastos sadios de doadores de SLF ndo acuse
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mutacdes no P53 e outros genes, mas € possivel que culturas de fibroblastos
derivados desses doadores poderiam adquirir mutacao in vitro (VARLEY;EVANS et
al., 1997).

Véarias mutagbes no TP53 heterozigotas em fibroblastos foram testadas
quanto a habilidade de pararem a proliferacdo celular, demonstrado pela técnica de
incorporacao de BrdU, porém alguns tipos de mutagao se comportaram de maneira
semelhante as células normais (tabela 1).

Numa linhagem resistente a radiagéo ionizante, os produtos dos genes com
certos tipos de mutagdo e selvagem do p53, mesmo presentes em quantidades
iguais (mutante e selvagem), combinam-se para formar uma proteina tetramérica
hibrida com fungédo diminuida ou ausente (MIRZAYANS et al., 1995). No presente
estudo, esta possibilidade é impossivel de acontecer porque falta toda parte da
proteina monomérica do P53 mutado além do cédon 145, que € a parte responsavel
pela ligagdo dos mondmeros e dimeros formando os tetrdmeros.

A associagao de mutagdes no TP53 em linhagem germinativa de pacientes
com LFS com mutagdes em outros genes pode passar despercebida, como foi
reportado por Mirzayans et al. (95) a partir de observagdes iniciais de Chang e
colaboradores (1987), mostrando linhagem de fibroblasto de membros de SLF
exibindo elevada expressdo de c-myc, uma situagdo com maior predisposicdo ao
tumor. O fato de camundongos com knockout para o gene do P53 com linhagem
germinativa heterozigota (selvagem/-) reagirem normalmente a radiacdo gama foi
atribuida a auséncia de outras mutagdes ou porque a instabilidade cromossémica
nao ocorre da mesma forma para células com mutagdes do tipo missense (BOYLE
et al., 2002).

A possibilidade que outros checkpoints do ciclo celular podem estar
comprometidos em familias sem mutacdo no TP53 esta sob investigacdo e
recentemente uma mutagdo germinativa no hChk2 foi encontrada em uma familia
como dados nao publicados e citados por Boyle et al., (1999). Assim, ndo podemos
detectar fenétipos anormais em fibroblastos associados com essa mutagao (BOYLE
et al., 2000).

A possibilidade dos fibroblastos do presente estudo terem o alelo selvagem
com o polimorfismo no cédon 72 (Arg—>Pro) pode ser explorada mais tarde, se € que

este tipo de polimorfismo realmente tornaria menos funcional o P53, uma suposigéao
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bastante polémica e com resultados muitos contraditérios entre os varios grupos de

pesquisadores (tabela 2).

TABELA 2: - Os diferentes achados em relagédo ao papel do polimorfismo 72Arg ou

72Pro
(THOMAS et al., 1999) Arginina suprime efetivamente a transformagéo
In vitro celular.
(DUMONT et al., 2003) Arginina mais rapida e eficiente para produzir
In vitro apoptose.
(BERGAMASCHI et al., 2003) Arginina é resistente a citotdxicos. Cancer de cabeca
In vitro e pescogco apresenta resposta diminuida a
quimioterapia e pequena taxa de sobrevida.
(ZHANG et al., 2004) Sem associacdo com sobrevida nos casos de
102 casos adenocarcinoma gastrico avangado.
(SCHNEIDER-STOCK et al., | Arginina tem potencial maligno para tumor colorretal
2004) com metastase hepatica.
61 casos de cancer colorretal e
28 casos com metatastase
hepatica
(BECKMAN et al., 1994) Maior freqiéncia de prolina em populagédo nigeriana
quando comparado com suecos.
(OLIVIER et al., 2002) Arginina: presente em populacbes da Europa
Ocidental, Japao e Américas do Norte e do Sul.
(STOREY et al., 1998) Arginina/arginina tém risco aumentado para cancer
In vitro cervical associado a HPV16.

(MAKNI et al., 2000); (KLUG et | Nao encontraram uma correlagdo de polimorfismo no
al., 2001; KOUSHIK et al., 2005) | c6don 72 com HPV16.

(FAN et al., 2000) Arginina/prolina associado com cancer de pulméo.
482 casos e 510 controles

(KAWAJIRI et al., 1993) Prolina/prolina foi associado com cancer de pulmao.
328 casos e 347 controles

(WU et al., 2002) Prolina/prolina foi associado com cancer de pulmao.
635 casos e 635 controles

(MATAKIDOU et al., 2003) Metanalise de 13 estudos com cancer de pulméo néo

chegou num consenso sobre a influéncia do
polimorfismo nesta patologia.

(SJALANDER et al., 1996) Prolina pode estar funcionalmente relacionada com

177 casos baixa malignidade em cancer de mama.

(GOODE et al., 2002) Nao houve diferenca estatisticamente significativa em

2078 casos andlises multivariadas para a associacdo com
sobrevida de cancer de mama em inglesas.

(MABROUK et al., 2003) Sem evidéncia de polimorfismo relacionado a risco de

Bexiga= 47 casos e 34 controles | cancer de bexiga e mama na populagao tunisiana.
Mama= 30 casos e 49 controles

(BUYRU et al., 2003) Arginina/arginina prevalece em cancer de mama em
115 casos e 76 controles turcas.
(HUANG et al., 2003) Prolina/prolina prevalece em céncer de mama em

200 casos e 282 controles japonesas.
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(OHAYON et al., 2005) Arginina/arginina estd associado com aumento

132 casos e 167 controles estatisticamente significativo de cancer de mama em
mulheres judias de alto risco.

(BOUGEARSD et al., 2006) Arginina em individuos com SLF e variagdo MDM2

61 portadores de mutacdo P53 | SNP309 pode estar relacionado com inicio precoce

germinativa com SLF da formacéo do tumor.

Linhagem linfoblastica de SLF com mutacédo heterozigota no p53 reage de
maneira normal, parando o ciclo em G1 da mesma forma que células sem mutacao
(LALLE et al., 1995; WILLIAMS et al., 1996; WILLIAMS et al., 1997; VARLEY, 2003).
Os autores sugerem, entre outras possibilidades, que esta linhagem poderia ser
resistente ao TP53 mutado. Para demonstrar que esta situacdo nao tem relacdo com
a mutagao, outros estudos com os mesmos tipos de mutagéo em fibroblastos (cédon
175 Arg—>His; cédon 220 Tir> Cis) e utilizando a técnica de incorporacao de BrdU
encontraram redugao da proliferagado celular (BOYLE et al., 1999). Dependendo do
tipo celular, defeito na parada permanente em G1 ou a apoptose podem
significativamente contribuir para a predisposi¢ao ao cancer em SLF (WILLIAMS et
al., 1997), e seria o principal motivo para os tipos mais comuns de canceres e menor
prevaléncia de outros tipos na LFS.

Uma possivel explicagdo para a heterogeneidade em estabilidade em
cromossémos entre linhagens de células SLF € que somente certas mutacbes em
TP53 conferem instabilidade em heterozigotos e que a instabilidade cromossdmica é
0 maior mecanismo de predisposi¢céo ao cancer em pacientes com a SLF (BOYLE et
al., 2002).
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7 CONCLUSAO

A realizagdo deste projeto de pesquisa permitiu que fossem obtidas as

seguintes conclusdes abaixo relacionadas:

1. Foi caracterizado um caso de Sindrome de Li-Fraumeni evidenciado pelo histérico

familiar e heredograma.

2. Foi identificada na probanda uma mudang¢a nonsense, com troca de G para A
(TGG — TAG) no nucleotideo 13116, resultando num sinal de parada no codon 146
(13116 G>A, trp146ter) no éxon 5 do gene TP53, que sintetiza uma proteina p53
truncada. Foram identificados cinco polimorfismos, todos heterozigotos: Intronic:
IVS02+37 G>C; IVS03+40 in 16 bp; IVS10+60T>C, IVS10-221G>A; Exon 04: 12139
G>C; arg72pro (um alelo com prolina na posi¢ao 72, e arginina na posigao 72 do

alelo truncado).

3. A proliferagao celular foi menos bloqueada e a apoptose menos acentuada nos
fibroblastos da probanda apds a lesdo do DNA, indicando disfuncdo do P53 da
probanda, provavelmente causada pela instabilidade cromossémia e, como
possibilidade adicional mais remota, talvez a presenga do polimorfismo 72Pro no

alelo selvagem (investigagao ainda em andamento).
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EXAMES SOLICITADOS POR PACIENTES E FAMILIARES COM SUSPEITA DE
SEREM PORTADORES DE MUTACAO NO GENE TP53

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Nome do probando: Idade:

Fui paciente com varios tipos de cancer que foram diagnosticados por outros médicos.
Alguns dos meus parentes de cada geracdo (exceto na geragdo mais jovem) tiveram cancer,
estes dados levaram os médicos a acreditarem na hipdtese de doenca genética.

Procurei o Dr. Bonald C. Figueiredo, por meio de Dra. Glaci do Hospital de Clinicas
da UFPR, e solicitei exames de DNA para investigar alguma doenga genética. Concordei em
me submeter a coleta de sangue para extragdo de DNA de leucdcito e de me submeter a uma
bidpsia de pele para realizacdo de cultura células.

Entendi as explicagdes dadas pelo Dr. Bonald, na presen¢a de Dra. Glaci e de Dr.
Jesus do HC, sobre a necessidade de analisar o gene TP53. Entendi e aceitei também estudar o
comportamento das minhas células em meio de cultura, por meio de teste de resposta a
irradiagdo, e ndo espero que estes testes apresentem alguma solugdo importante para minha
doencga, mas que talvez podera trazer informacao que possa ser utilizada pelos pesquisadores.
Também fiquei sabendo que 0 CEGEMPAC nio cobra por exames, mas utiliza os resultados
inéditos para publicagdo sem divulgar os nomes de pacientes e parentes, e que algum dia os
conhecimentos obtidos poderiam beneficiar no diagndstico e tratamento de outras pessoas.

Mesmo depois de saber dos resultados destes testes, poderei recusar que os dados
destes testes facam parte de publica¢des. Segundo o Dr. Bonald, o seqiienciamento de DNA
sera realizado por laboratorio americano que podera eventualmente recusar fazer o exame e
exigir pagamento, e na hipotese de pagamento eu me encarregarei de acertar diretamente com
o laboratorio.

Local: Data: / /2005.
Assinatura do probando

Local: Data: / /2005.
Assinatura do pesquisador responsavel

Local: Data: / /2005.

Assinatura da testemunha
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EXAMES SOLICITADOS POR PACIENTES E FAMILIARES COM SUSPEITA DE
SEREM PORTADORES DE MUTACAO NO GENE TP53

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Nome do parente: Idade:

Sou parente [filho/esposo/sobrinho(a)/mae] de
que teve varios tipos de cancer diagnosticados por outros médicos. Alguns dos meus parentes
de cada geracdo (exceto na geragdo mais jovem) tiveram cancer, ¢ estes dados levaram os
médicos a acreditarem na hipdtese de doenca genética.

Sei que o Dr. Bonald C. Figueiredo foi procurado pela parente acima citada por meio
da Dra. Glaci do Hospital de Clinicas da UFPR, e também solicitei exames de DNA para
investigar alguma doenga genética. Concordei em me submeter a coleta de sangue para
extracdo de DNA de leucécito.

Entendi as explicagdes dadas pelo Dr. Bonald, na presenca de Dra. Glaci e de Dr.
Jesus do HC, sobre a necessidade de analisar o gene TP53. Também fiquei sabendo que o
CEGEMPAC nio cobra por exames, mas utiliza os resultados inéditos para publicacdo sem
divulgar os nomes de pacientes e parentes, e que algum dia os conhecimentos obtidos
poderiam beneficiar no diagnostico e tratamento de outras pessoas.

Mesmo depois de saber dos resultados destes testes poderei recusar que os dados
destes testes facam parte de publica¢des. Segundo o Dr. Bonald, o seqiienciamento de DNA
sera realizado por laboratorio americano que podera eventualmente recusar fazer o exame e
exigir pagamento, e na hipotese de pagamento eu me encarregarei de acertar diretamente com
o laboratorio.

Local: Data: / /2005.
Assinatura do probando

Local: Data: / /2005.
Assinatura do pesquisador responsavel

Local: Data: / /2005.

Assinatura da testemunha
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GUARDA E UTILIZACAO DE CELULAS SOLICITADAS PELO PACIENTE

Nome do PACIENTE:
CPF: RG

Seguindo orientacdo da minha médica, a oncologista Dra. Glaci Letchacovski
Moura, solicitei ao Diretor do CEGEMPAC, Dr. Bonald Cavalcante de Figueiredo, a
realiza¢dao de exames de DNA para o gene P53, cujos resultados alterados foram confirmados
pelo laboratorio americano “City of Hope”. Segundo Dr. Bonald, a alteragdo génica
encontrada foi a primeira descri¢do citada em linhagem germinativa, justificando os varios
casos de cancer na minha familia. Entretanto, por ndo existir uma explicagdo para eu ter tido
varias formas de cancer, foi sugerido um teste de provocagdo de lesao celular com irradiacao
ndo letal das células (fibroblastos). Assim, solicitei me submeter a uma bidpsia de pele com o
proposito de cultivar as células em meio de cultura e depois guardar em nitrogénio liquido.
Foi explicado que estas células seriam descongeladas, expostas a irradiagdo, e mantidas em
meio de cultura para andlise de morfologia e contagem de células (ver se existe perfil pré-
neoplasico) e analise de proteinas. A guarda destas células e estas avaliagdes serdo realizadas
no CEGEMPAC sob a orientagdo de Dr. Bonald C. Figueiredo, sendo algumas avaliagdes

solicitadas de laboratdrio comercial americano, porém todos estes testes serdo gratuitos .

Data: / /2005.
Assinatura do paciente

Data: / /2005.
Assinatura do pesquisador responsavel

Data: / /2005.

Assinatura da testemunha
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Nome do PACIENTE:
CPF: RG

Sou paciente do Dr. Marcio Moura e fui procurada por ele para doar
fragmentos de pele que seriam descartados no momento da minha cirurgia eletiva. Foi
explicado que estes fragmentos ndo teriam aproveitamento algum, mas a doagdo desses
fragmentos ao Centro de Genética Molecular e Pesquisa do Cancer em Criangas
(CEGEMPAC) poderia ser utilizada no cultivo de células (fibroblastos) que serviriam de
controle para testes com outras células. Sei que esta doagdo ndo trara nenhum beneficio para
mim, mas fui informada que o cultivo de células sera muito importante como controle na
investigacdo de doengas de outros pacientes. Foi explicado que estas células seriam
descongeladas, expostas a irradiagdo, e mantidas em meio de cultura para andlise de
morfologia, contagem de células, andlise de proteinas e testes de resposta a irradiagdo
(proliferacao e apoptose). A guarda destas células e estas avaliagdes serdo gratuitas e
realizadas no CEGEMPAC sob a orientacdio de Dr. Bonald C. Figueiredo. Também fui
informada que o CEGEMPAC utiliza os resultados inéditos desses testes para publicacdo sem
divulgar os nomes dos participantes. Mesmo depois dos resultados desses testes, poderei
recusar que estes dados facam parte dessas publicagcdes. Assim, autorizo que pequenos
fragmentos de pele que seriam descartadas da minha cirurgia sejam encaminhadas para o
CEGEMPAC com o propdsito de cultivar as células em meio de cultura e depois guardar em

nitrogénio liquido.

Data: / /2005.
Assinatura do paciente

Data: / /2005.
Assinatura do pesquisador responsavel

Data: / /2005.

Assinatura da testemunha
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GUARDA E UTILIZACAO DE CELULAS SOLICITADAS PELO PACIENTE

Nome do PACIENTE:
CPF: RG

Sou paciente do Dr. Marcio Moura e fui procurada por ele para doar
fragmentos de pele que seriam descartados no momento da minha cirurgia eletiva. Foi
explicado que estes fragmentos ndo teriam aproveitamento algum, mas a doagdo desses
fragmentos ao Centro de Genética Molecular e Pesquisa do Cancer em Criangas
(CEGEMPAC) poderia ser utilizada no cultivo de células (fibroblastos) que serviriam para
extrair células (chamadas fibroblastos) que poderiam ser utilizadas como células normais,
como grupo controle de outras células consideradas anormais. O CEGEMPAC sempre avalia
a funcdo de células anormais, do tipo cancerosas ou suspeitas de terem algum risco para se
tornar células cancerosas. Sei que esta doagdo ndo trard nenhum beneficio para mim, mas fui
informada que o cultivo de células serd muito importante como controle na investigagao de
doencas de outros pacientes. Foi explicado que estas células seriam descongeladas, expostas a
irradiacdo, e mantidas em meio de cultura para andlise de morfologia, contagem de células,
analise de proteinas e testes de resposta a irradiacdo (proliferagdo e apoptose). A guarda
destas células e estas avaliacdes serdo gratuitas e realizadas no CEGEMPAC sob a orientagao
de Dr. Bonald C. Figueiredo. Também fui informada que o CEGEMPAC utiliza os resultados
inéditos desses testes para publicacdo sem divulgar os nomes dos participantes. Mesmo depois
dos resultados desses testes, poderei recusar que estes dados fagam parte dessas publicagdes.
Assim, autorizo que pequenos fragmentos de pele que seriam descartadas da minha cirurgia
sejam encaminhadas para 0o CEGEMPAC com o propdsito de cultivar as células em meio de

cultura e depois guardar em nitrogénio liquido.

Data: / /2005.
Assinatura do paciente

Data: / /2005.
Assinatura do pesquisador responsavel

Data: / /2005.

Assinatura da testemunha



ANEXO 1: CARTA DE APROVACAO DO CEP
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http://www-p53.iarc.fr/p53MUTfunction.html.









http://www.cancer.gov/templates/db_alpha.aspx?expand=G



http://www.cancer.gov/cancertopics/genetics/predictive-testing-p53-mutations









http://www4.od.nih.gov/oba/sacgt/gtdocuments.html
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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