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RESUMO 
 

 O processo de carcinogênese envolve ganho de função atribuído a proto-
oncogenes e/ou a perda da função de supressores de tumor, através de mutações que 
alteram a estrutura da proteína resultante. O TP53 é um gene supressor de tumor 
frequentemente mutado em vários tumores, que codifica uma fosfoproteína nuclear que 
desempenha um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na 
indução do processo de apoptose. As alterações mais comuns encontradas neste gene 
são mutações pontuais que alteram proteína em um aminoácido levando a perda da 
função. A maioria das mutações estão concentradas no domínio central da proteína, que 
correspondem aos exons 5, 6, 7 e 8 , e que estão envolvidos diretamente na ligação da 
proteína ao DNA. As mutações encontradas em TP53 podem ser somáticas ou 
germinativas. Mutações germinativas em TP53 predispõem a uma variedade de tumores 
malignos de desenvolvimento precoce estando normalmente relacionadas à Síndrome de 
Li-Fraumeni, uma doença rara de câncer familiar. O tipo de câncer mais freqüente em 
pacientes portadores de mutação germinativa com história familiar positiva é o câncer 
de mama. Assim, este trabalho consistiu em um estudo transversal, onde amostras de 
DNA foram analisadas para determinação da freqüência de mutações em TP53 em 
mulheres com história de susceptibilidade genética pessoal e familiar ao 
desenvolvimento do câncer. Cento e quatro pacientes com forte história familiar de 
câncer de mama residentes no Estado do Rio de Janeiro e pertencentes ao Banco de 
DNA do Projeto Câncer de Mama e Genética do IFF/FIOCRUZ (BNDNA), foram 
avaliadas neste trabalho. Os DNAs foram extraídos de sangue total destas pacientes e 
posteriormente submetidos a técnica de PCR-SSCP para a avaliação dos exons 5, 6, 7 e 
8 do gene TP53. As amostras que apresentaram um perfil eletroforético alterado foram 
posteriormente seqüenciadas. Foram observadas 12 alterações, mas em apenas uma foi 
confirmada a presença de mutação no exon 8. Esta mutação foi confirmada por DHPLC 
e seqüenciada sendo do tipo missense, situada no códon 282 em sítio CpG, sendo uma 
transversão G→C, ocorrendo uma troca Arginina→Prolina. A comparação da mutação 
identificada com o banco de mutações em TP53 do IARC mostrou que esta mutação 
ainda não foi descrita na literatura em mutações germinativas. A família da paciente foi 
contactada e a análise de 13 membros desta mostrou que nenhum outro familiar 
apresentou a mesma alteração gênica apesar da alta incidência de cânceres. A análise 
citogenética do cromossomo 17 em um dos membros da família não apresentou 
alteração na sua estrutura. Já, quanto à análise dos polimorfismos do gene, um número 
maior de indivíduos devem ser analisados para uma melhor conclusão. Assim, apesar da 
baixa freqüência de mutação encontrada (1 caso em 104 (0,96%)), tal resultado 
corrobora a freqüência encontrada na literatura e, ainda, a mutação identificada não foi 
ainda descrita entre as mutações germinativas em TP53.  
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ABSTRACT 
 

The process of carcinogenesis involves gain of function of protoncogenes and/or 
loss of function of tumor suppressor genes, through mutations that modify the structure 
of the resultant protein.  The TP53 is a tumor suppressor gene, frequently mutated in 
several tumors, wich encodes a nuclear phosphoprotein that plays an important role in 
the cell cycle control, DNA repair and the induction of the process of apoptosis. The 
most common alterations found in this gene are missense mutations which modify the 
protein changing one amino acid leading to a loss of function. The majority of the 
mutations is concentrated in the central domain of the protein that corresponds to the 
exons 5, 6, 7 and 8, directly involved in the DNA-binding domain.  Mutations found in 
TP53 can be somatic or germline. Germline mutations in TP53 predispose to a variety 
of malignant tumors of precocious development being normally related in Li-Fraumeni 
syndrome, a rare disease of familial cancer.  The most frequent type of cancer in 
patients bearing a germline mutation is breast cancer. Thus, this work consisted of a 
transversal study, where samples of DNA had been analyzed for determination of the 
TP53 mutation frequency in women with history of personal and familial genetic 
susceptibility to cancer development. One hundred and four patients with strong 
familial history of breast cancer, residents of the State of Rio de Janeiro and 
participating in the project “Câncer de Mama e Genética” of IFF/FIOCRUZ (BNDNA), 
were analized in this work.  The DNAs were extracted from total blood of these patients 
and submitted to the technique of PCR-SSCP. Exons 5, 6, 7 and 8 of the TP53 gene 
were evaluated. The samples that presented a modified profile were directly sequenced. 
Twelve alterations were observed, but the presence of mutation was confirmed in only 
one sample. This mutation was a missense mutation, situated at codon 282, in a CpG 
site, being a transversion G→C which resulted in a Arginine→Proline exchange. The 
comparison between the identified mutation and the mutations in IARC / TP53 database 
showed that it has not yet been described among the germline mutations.  The family of 
the patient was contacted and the analysis of 13 members showed that nobody from the 
family had the same genetic alteration despite the high incidence of cancers. The 
cytogenetics analysis of the chromosome 17 in one member of the family did not show 
any genetic alteration. Thus, despite the low frequency of mutations (1 case in 104 
(0,96%)), such result corroborates the frequency found in the literature and, still, the 
identified mutation was not described among the germline TP53 mutations. 
 



1 – I NTRODUÇÃO: 

 

O câncer pode ser considerado uma doença genética, resultado de alterações em 

genes que causam ruptura no crescimento e diferenciação celular normal. A 

transformação de uma célula normal em uma célula cancerosa ocorre através do 

acúmulo de alterações genéticas em duas classes de genes: os proto-oncogenes e os 

genes supressores de tumor (Tworek et al., 1999). Esse processo, conhecido como 

carcinogênese, pode ser compreendido como um processo complexo no qual se 

encontram envolvidos muitos genes, especialmente os genes supressores tumorais, que 

regulam a estabilidade e o reparo do DNA, o crescimento celular, a imunidade e a 

quimio-resistência às drogas, agindo normalmente como reguladores da proliferação 

celular. Nesse grupo, destaca-se o gene TP53, cuja mutação ou inativação está 

implicada no surgimento do câncer, por levar a um aumento de uma população celular 

com maior instabilidade genética (Cavalcanti et al, 2002).  

 

A proteína p53 foi descoberta há mais de 25 anos como uma proteína celular de 

53 kilodaltons (kDa) formando um complexo com o antígeno T do vírus símio 40 

(SV40) (Hofseth et al., 2004). Inicialmente clonado a partir de tumores humanos ou de 

roedores, o gene se comportou como um oncogene que cooperava com o gene ras na 

transformação de fibroblastos primários de ratos (Hainaut e Hollstein, 2000). Ao final 

da década de 80, constatou-se que esta propriedade era exibida por algumas formas 

mutantes, enquanto o gene do tipo selvagem era capaz de reprimir a transformação in 

vitro, assim como, o crescimento de tumores in vivo (Hainaut e Hollstein, 2000). Diante 

de tais resultados, ficou fácil deduzir que o gene descoberto era então um supressor de 

tumor. Em 1989, Vogelstein e Minna foram os primeiros a relatar a presença de 
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mutações em TP53 em células de câncer de pulmão e colo retal (Soussi, 2000). Em 

1990, alterações constitutivas do TP53 foram detectadas em pacientes com a síndrome 

de Li-Fraumeni, uma doença autossômica rara, caracterizada pelo aparecimento 

prematuro de vários tipos de câncer. Em 1992, Donehower e colaboradores mostraram 

que camundongos nocautes para o gene TP53 apresentavam um desenvolvimento 

essencialmente normal, porém eram propensos ao desenvolvimento prematuro de vários 

tipos de câncer (Donehower et al., 1992). Estas observações levaram a especulação de 

que o TP53 era o “principal gene supressor de tumor” (figura 1). Tais achados também 

foram confirmados por outros grupos, e as descobertas resultaram em várias publicações 

sobre estrutura, funções e mutações em TP53 (Hainaut e Hollstein, 2000), além de 

21512 mutações somáticas e 283 mutações germinativas descritas na literatura 

(http://www-p53.iarc.fr/). 

 

 

Figura 1: Funções do gene TP53 descobertas desde 1979 (Hofseth et al., 2004). 
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Um banco de dados de mutações pontuais em TP53 foi iniciado em 1990 por 

pesquisadores da Agência Internacional de Pesquisa em Câncer, órgão da OMS, e 

desenvolvido desde então. Este banco de dados é o maior banco de mutações pontuais 

do mundo em TP53 e atualmente contém mais de 21000 mutações somáticas 

identificadas por sequenciamento (http://www-p53.iarc.fr/) (Hainaut e Hollstein, 2000; 

Guimaraes e Hainaut, 2002; Olivier et al., 2002). 

 

1.1 – O gene TP53: 

 

 O gene supressor tumoral TP53 (GeneID: 7157) localiza-se no braço curto do 

cromossomo 17 em humanos (17p13), contendo 11 exons que se estendem por 20 

kilobases. Estes exons, com exceção do primeiro, codificam uma fosfoproteína nuclear 

tetramérica de 53 kDa. Este gene está alterado na maioria dos cânceres invasivos e estas 

alterações incluem perda alélica, mutações pontuais (principalmente missense) e 

inativação da proteína por antígenos virais ou proteínas celulares (Guimaraes e Hainaut, 

2002). Essas alterações são detectadas em aproximadamente 50% de todos os tipos de 

câncer no mundo (Hofseth et al, 2004), tornando este gene o alvo mais comum de 

alterações genéticas no processo neoplásico (Hainaut e Hollstein, 2000). 

 

 No TP53 humano, foram identificados dois promotores: P1 e P2. O P1 está 

localizado anteriormente ao exon 1 e é responsável pela transcrição do principal RNA 

mensageiro. O P2 é oito a dez vezes maior que o P1 e localiza-se dentro do intron 1, 

aproximadamente 1000 pb após ao exon 1 (figura 2) (Reisman et al., 1996). 
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Figura 2: Estrutura do gene TP53 humano (Reisman et al., 1996). 

 

 A estrutura geral do gene e a seqüência de vários domínios, que correspondem 

às características estruturais importantes da proteína, são bem conservadas em todos os 

vertebrados (Hainaut e Hollstein, 2000). Os exons 1, 4, 5, 7 e 8 são os cinco sítios de 

conservação considerados essenciais para o funcionamento normal da p53 (figura 3) 

(Martin et al., 2003). Até hoje, entretanto, nenhum homólogo do TP53 foi encontrado 

em invertebrados (Hainaut e Hollstein, 2000). 

 
 
 

 
 

Figura 3: Estrutura da p53. As regiões escuras indicam os cinco domínios conservados 

durante a evolução (Cadwell e Zambetti, 2001). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
4



1.2 – A Proteína p53: 

 

1.2.1) Estrutura da p53: 

 

 A proteína p53 atua como um fator de transcrição multifuncional envolvido no 

controle do ciclo celular, morte celular programada, senescência, diferenciação e 

desenvolvimento, manutenção da estabilidade do genoma, replicação do DNA, 

transcrição e reparo do DNA (Hollstein et al., 1999). Ela possui 393 aminoácidos e é 

organizada em 5 regiões estruturais e funcionais. Estas regiões incluem um domínio de 

ativação transcricional N-terminal (resíduos 1-50), um domínio regulatório rico em 

prolina (resíduos 63-92), um domínio de ligação ao DNA seqüência-específica (resíduos 

100-300), um domínio de oligomerização (resíduos 323-355) e um domínio 

multifuncional C-terminal, envolvido na regulação da ligação ao DNA (resíduos 363-

393) (Hainaut e Hollstein, 2000). 

 

 1.2.2) Ativação, fosforilação e estabilização da p53: 

 

A proteína é fracamente expressa em todas as células humanas (Hainaut e Mann, 

2001), estando sob a forma latente em condições normais (Hainaut e Hollstein, 2000). 

Entretanto, é facilmente ativada por modificações pós-traducionais em resposta a 

múltiplas formas de estresse, tanto genotóxicas (irradiação, carcinógenos químicos, ou 

agentes citotóxicos usados em terapias do câncer) como não genotóxicas (hipóxia, 

depleção de ribonucleotídeos e ativação oncogênica constitutiva de cascatas de 

sinalização do crescimento celular) (figura 4) (Martin, et al., 2002). Uma vez ativada, a 

p53 acumula-se em altos níveis no núcleo e atua como um fator multifuncional de 
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transcrição aumentando a expressão de vários genes envolvidos no controle do ciclo 

celular, apoptose, resposta adaptativa ao estresse, diferenciação e reparo de DNA 

(figura 4) (Vogelstein et al., 2000).  

 

 

Figura 4: Envolvimento da p53 em vias de múltiplos estresses celulares (baseado em 

Hofseth et al., 2004). 

 

Em condições fisiológicas, a proteína p53 tem meia-vida curta, avaliada em 

minutos. Este controle é feito principalmente via mdm-2, um oncogene originalmente 

identificado como um dos vários genes contidos em um duplo cromossomo mínimo em 

murinos (do inglês “murine double-minute chromosome”) presente em derivados de 

células 3T3 transformadas, que promove rápida degradação da forma fosforilada da 

proteína p53 (Tokino e Nakamura, 2000). Em vista disso, a função da p53 é eliminada 

pela interação com o produto do gene MDM2, onde tal produto leva a p53 à via de 

degradação (Bargonetti e Manfredi, 2002) (figura 4). Por outro lado, p53 ativa a 

expressão do gene MDM2, resultando em uma auto-regulação fechada (Tokino e 

Nakamura, 2000). 
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A rápida ativação pós-traducional de proteínas de sinalização, como a p53, é 

muitas vezes resultado de modificações covalentes, em especial da fosforilação destas 

proteínas induzidas como resposta ao estresse (Oren, 1999). Diferentes sinais podem 

ativar caminhos variáveis que resultam em diferentes formas fosforiladas da p53 

(Bargonetti e Manfredi, 2002). Um efeito potencial de fosforilação pode ser a 

estabilização da p53 através da inibição da conjugação com a ubiquitina e da redução da 

taxa de degradação da proteína (Caspari, 2000). A fosforilação do amino terminal, 

principalmente serina 15, serina 20 e treonina 18, rompe a interação entre a p53 e a 

proteína Mdm2, o que leva a estabilização e aumento dos níveis de proteína (Bargonetti 

e Manfredi, 2002). 

 

1.2.3) Funções da p53: 

 

A) Controle do ciclo celular: 

 

O termo “guardiã do genoma” atribuído à proteína p53 é decorrente da sua 

função no monitoramento da integridade do genoma, impedindo a proliferação de 

células cujo DNA esteja mutado (Cavalcanti et al., 2002). Um dos primeiros efeitos da 

expressão de p53, em quase todos os tipos de células de mamíferos, é o bloqueio do 

ciclo celular (Volgelstein et al., 2000). Após a ativação de TP53, a proteína se acumula 

no núcleo da célula, estimulando diretamente a expressão de p21waf1, um inibidor de 

quinase dependente de ciclina (CDKs – cycline-dependentkinases). Os CDKs são 

reguladores do ciclo celular, que garantem a progressão do ciclo celular de G1 para S. 

Através de um efeito negativo sobre vários CDKs, p21waf1 inibe tanto G1 para S, quanto 

de G2 para a fase de mitose (Volgelstein et al., 2000).  Embora p21waf1 seja o principal 
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gene alvo de p53 no controle da parada do ciclo celular G1/S, p21 waf1 e 14-3-3σ, que é 

um alvo transcricional de p53, atuam de forma complementar no checkpoint da 

transição G2/M. A ausência de p21 waf1 conduz a célula a continuar o ciclo celular 

entrando em mitose, enquanto que a ausência de 14-3-3σ é incompatível tanto com G2 

estável quanto com mitose normal. Então, na ausência de ambos p21waf1 e 14-3-3σ, as 

células morrem rapidamente durante a fase G2 (Bargonetti e Manfredi, 2002).  Outro 

alvo de p53 é GADD45 que também pode causar parada do ciclo celular quando super 

expressa (Hainaut e Hollstein, 2000). O gene GADD45 produz interação com várias 

proteínas relacionadas com o ciclo celular como Cdc2 e PCNA e contribui no reparo do 

DNA e na parada do ciclo celular na transição G2/M, favorecendo assim a manutenção 

da estabilidade do genoma (Cadwell e Zambetti, 2001). 

 

B) Apoptose: 

 

Em alguns tipos celulares, a ativação de p53 resulta em apoptose em vez de 

produzir uma parada no ciclo celular, em resposta a formas específicas de danos ao 

DNA como, por exemplo, hipóxia ou super-expressão de proto-oncogenes (Hainaut e 

Hollstein, 2000; Cadwell e Zambetti, 2001). A ativação da morte programada pela 

proteína p53 não é totalmente conhecida, mas alguns genes já conhecidos como 

regulados por p53 têm sido identificados como indutores pró-apoptóticos (Cadwell e 

Zambetti, 2001). Entre esses estão envolvidos PUMA, BAX, FAS/CD95 (de Moura 

Gallo et.al., 2005), GML, P2XM, Killer/DR5, PAG608 (Tokino e Nakamura, 2000). 

 

A mitocôndria faz o principal papel nos eventos apoptóticos através da liberação 

de fatores pró-apoptóticos (Hofseth et al., 2004). Sabe-se que a p53 induz expressão de 
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receptores de morte como Killer/DR5 e APO1/fas/CD95 que liberam uma cascata de 

eventos induzindo apoptose, onde se destaca a ocorrência da alteração da membrana 

mitocondrial e liberação do citoplasma. Isso ocorre porque a p53 induz expressão do 

gene BAX e reprime a de Bcl-2, aumentando a permeabilidade mitocondrial nos poros 

de transição (Hainaut e Hollstein, 2000). Recentemente, o gene NOXA foi descoberto 

sendo diretamente ativado por p53 e, assim como BAX, a proteína Noxa também está 

localizada na mitocôndria (Vogelstein et al., 2000). 

 

A ativação de p53 pode diretamente ou indiretamente modular a expressão 

destas proteínas e outras proteínas que controlam a permeabilidade da membrana 

mitocondrial podendo, portanto, controlar a liberação de proteínas mitocondriais 

durante o processo de apoptose (Hofseth et al., 2004). 

 

C) Reparo do DNA: 

 

Em eucariotos, os cinco principais processos de reparo de DNA são: reparo de 

excisão de nucleotídeos (NER), reparo de excisão de base (BER), mismatch repair 

(MMR), non-homologous end-joining (NHEJ) e recombinação homóloga (HR). Embora 

apenas a função de transativação independente de p53 esteja envolvida na regulação de 

HR, a proteína p53 modula quase todos os outros processos de reparo de DNA tanto por 

vias de transativação dependente quanto independente (Sengupta e Harris, 2005).  

 

 

O p53R2 é um exemplo de gene que está envolvido em uma via dependente de 

p53 no checkpoint do ciclo celular em resposta ao dano no DNA, além de ser alvo direto 
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da proteína p53. A proteína p53R2 é necessária para a produção de 

desoxiribonucleotídeos e é importante tanto para replicação quanto para o reparo do 

DNA. Esse é um caminho onde p53 contribui no reparo do DNA unindo este processo à 

parada do crescimento celular (Bargonetti e Manfredi, 2002). 

 

Um mecanismo importante envolve a indução do gene que regula a excisão de 

nucleotídeos no reparo do DNA, o NER, onde p53 é a chave reguladora (Hartman e 

Ford, 2003). NER opera em bases danificadas e na ruptura do pareamento das bases 

causada pela luz ultravioleta (UV) ou por dano oxidativo, onde tais danos são 

conduzidos a mudar a estrutura da dupla fita de DNA. Outro mecanismo seria através 

do gene BER, que protege células mamárias de danos causados pelo metabolismo 

celular, incluindo danos resultantes de metilação e agentes oxidativos, além de 

“despurinizações” espontâneas (Sengupta e Harris, 2005). Todos esses genes mantêm o 

controle celular, além de responder a erros no DNA em muitos organismos (Vogelstein 

et al., 2000). 

 

Diante disso, a proteína p53 parece ter influência direta no reparo do DNA 

(Bargonetti e Manfredi, 2002), tendo uma importante função na manutenção da 

estabilidade genética (Vogelstein et al., 2000). 
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1.3 – Fatores de risco ao câncer de mama: 

 

Existem diversos fatores de risco bem estabelecidos para o desenvolvimento do 

câncer de mama. A variação na exposição aos fatores de risco influencia de forma 

significativa a incidência da doença em vários países. Esta incidência varia de acordo 

com a idade e se deve a fatores de risco endógenos e exógenos (Sellers et al., 1999).  

 

Alguns fatores associados a um risco aumentado incluem alta densidade 

mamária, hiperplasia atípica, obesidade após a menopausa, reposição hormonal pós-

menopausa, exposição à radiação ionizante, exposição a pesticidas ou organoclorados e 

tabagismo (Kelsey e Gammon, 1991). 

 

Porém, sabe-se que a história familiar é um dos fatores de risco mais bem 

estabelecidos para o câncer de mama. Esse risco varia de acordo com o grau de 

parentesco, o número de pessoas da família afetadas pelo câncer de mama e/ou ovário e 

a idade em que a doença foi diagnosticada (de Jong et al., 2002).  

 

1.3.1) Genes ligados à predisposição ao Câncer de Mama: 

 

Vários genes foram identificados por causar predisposição ao câncer de mama, 

uma doença comum com uma etiologia complexa (Angèle et al.,2000). O câncer de 

mama está associado com diferentes tipos de alterações genéticas somáticas como 

mutações em proto-oncogenes e genes supressores de tumor (Borresen-Dale, 2003). Os 

principais deles são o BRCA1, BRCA2, ATM, TP53 e CHEK2. Além desses genes, 

vários outros genes relacionados com outras síndromes autossômicas dominantes têm 
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sido descritos como predisponentes ao câncer de mama familiar. Entre essas síndromes, 

figuram a Síndrome de Peutz-Jegher e a Síndrome de Cowden. 

 

A) BRCA1 e BRCA2: 

 

O gene BRCA1 se localiza no cromossomo 17q12-21 e foi clonado em 1994 por 

Miki e colaboradores. Ele codifica uma proteína ubiquitária que participa em processos 

fundamentais para todas as células, tais como: o reparo e recombinação do DNA, 

controle do ciclo celular e a regulação da atividade transcricional (Venkitaraman, 2002). 

 

As mutações no BRCA1 se distribuem ao longo de toda a seqüência do gene e 

consistem de inserções, deleções, e substituições de bases nitrogenadas (Wooster e 

Weber, 2003). Embora no câncer de mama de origem esporádica as mutações no gene 

BRCA1 sejam raras, sua função encontra-se freqüentemente comprometida pela hiper-

metilação da região promotora do gene (Lerebours e Lidereau, 2002; Venkitaraman, 

2002; Lambie et al., 2003). 

 

O gene BRCA2 se localiza no cromossomo 13q12-13 e foi completamente 

caracterizado em 1995 e 1996 (Wooster et al., 1995; Tavtigian et al., 1996). Como o 

gene BRCA1, o BRCA2 também codifica uma proteína multifuncional envolvida na 

manutenção da integridade genômica, no controle do ciclo celular e na transcrição (Kerr 

e Ashworth, 2001; Venkitaraman et al., 2002; Pellegrini e Venkitaraman, 2004), além 

de um possível envolvimento na diferenciação terminal das células epiteliais da mama 

(Vidarsson et al., 2002). 
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Mutações nos genes BRCA 1 e BRCA 2 são responsáveis por 30 a 40% dos casos 

de câncer de mama de origem hereditária e por 2 a 3% do total de casos (Wooster e 

Weber, 2003). O risco de câncer de mama associado às mutações no BRCA1 varia de 

59% a 87%, enquanto que em BRCA2 é um pouco menor, variando de 38% a 80% 

(Antoniou et al. 2003).  

 

B) ATM: 

 

O gene ATM também é um dos candidatos a genes de suscetibilidade (Angèle et 

al., 2000), encontrando-se mutado em pacientes com Ataxia Telangectasia (AT) 

(Coutinho et al., 2004). AT é uma doença autossômica recessiva infantil caracterizada 

por ataxia cerebelar, telangectasias ocular e de pele, imunodeficiências, extrema 

sensibilidade celular à radiação ionizante e predisposição ao câncer (Angèle et al., 2000; 

Coutinho et al., 2004). O gene ATM está localizado no cromossomo 11q23.1 (Coutinho 

et al., 2004) e codifica uma proteína quinase de 350 kDa, que tem como função 

principal a detecção e reparo de quebras da fita dupla do DNA. A proteína ATM é 

principalmente nuclear, presente como um dímero nas células humanas (Angèle et al., 

2003). 

 

A exposição à radiação ionizante induz a autofosforilação da proteína na serina 

1981 conduzindo o dímero à dissociação e acessibilidade ao domínio quinase. O sinal 

subseqüente da cascada no qual, substratos de ATM, incluindo p53, Mdm2, Chk2, 

BRCA1, SMC1, Nbs1, e FancD2, são fosforilados resultando na ativação do checkpoint 

do ciclo celular, reparo do DNA, ou processo de apoptose (Angèle et al., 2003). 
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Estudo com mulheres heterozigotas para mutações no gene ATM tem revelado 

um aumento no risco relativo de cinco a sete vezes no desenvolvimento do câncer de 

mama. Esses resultados sugerem que heterozigotos ATM podem representar 

aproximadamente 8% de todos os casos de cânceres de mama (Thull e Vogel, 2004). O 

risco de paciente AT heterozigoto desenvolver câncer de mama é estimado em 11% até 

aos 50 anos e de 30% até aos 70 anos (De Jong et al., 2002). Apesar dessa estimativa, 

um estudo com pacientes jovens com câncer de mama, não selecionados através da 

história familiar, não encontrou mutações em ATM, sugerindo que o gene pode não estar 

tão envolvido no desenvolvimento precoce do câncer de mama como suspeitavam 

inicialmente (Thull e Vogel, 2004). 

 

C) CHEK2: 

 

Novos genes de suscetibilidade ao câncer de mama estão sendo estudados e 

conferem um menor risco no desenvolvimento do câncer de mama quando comparados 

com mutações em BRCA1 e BRCA2. CHEK2 é uma quinase atuante no checkpoint do 

ciclo celular e que responde a danos ao DNA através da ativação de p53 e BRCA1. 

Uma deleção específica em CHEK2, 1100delC, foi recentemente estudada e associada à 

baixa penetrância no desenvolvimento de câncer de mama (Meijers-Heijboer et al., 

2002). Esta mutação foi identificada em algumas famílias com suscetibilidades ao 

câncer de mama e cólon hereditário. Embora testes para detecção do alelo mutado 

(CHEK2 1100delC) tenham começado a ser desenvolvidos, a aplicabilidade clínica 

desses testes ainda precisa ser determinada (Thull e Vogel, 2004). 
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D) STK11: 

 

A síndrome de Peutz-Jegher se caracteriza por pigmentações muco cutâneas, 

predisposição a pólipos intestinais e a vários tipos de tumor, incluindo o tumor de 

mama. Essa síndrome é causada por mutações germinativas no gene STK11, um gene 

supressor de tumor com atividade serina/treonina quinase, que se localiza no 

cromossomo 19p13.3 (Hemminki et al., 1997; Jenne et al., 1998). Em mulheres com a 

síndrome de Peutz-Jegher, o risco relativo é de 20.3 (95% CI, 7.4 to 44.2) no 

desenvolvimento de câncer ginecológico e de mama (Boardman et al., 1998). 

 

E) PTEN: 

 

A suscetibilidade ao câncer de mama foi também observada em indivíduos 

portadores de síndrome de Cowden, uma doença autossômica dominante nos quais os 

indivíduos afetados desenvolvem câncer de mama bilateral, papilomatose oral, pólipos 

gastrointestinais, tumor no trato genital feminino e tumores malignos ou benignos na 

tireóide (Hanssen e Fryns, 1995). Essa doença é causada por mutações germinativas no 

gene PTEN, que se localiza no cromossomo 10q23.3 (Li et al., 1997). As portadoras de 

mutações nesse gene possuem de 30 a 50% de chance de virem a desenvolver câncer de 

mama até os 50 anos de idade (Radford e Zehnbauer, 1996). Entretanto, nenhuma 

mutação nesse gene tem sido encontrada em mulheres com padrão de suscetibilidade ao 

câncer de mama que não apresentam a síndrome de Cowden (Martin e Weber, 2000). 
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F) TP53: 

 

Mutações no gene supressor de tumor, TP53, são as alterações genéticas mais 

comuns encontrada em câncer humano. O tipo e localização das mutações no gene são 

diferentes em distintos cânceres humanos. Esta variabilidade e espectro de mutações 

podem representar fatores etiológicos agindo no processo de transformação maligna 

(Simão et al., 2002). A ocorrência de mutações varia em torno de 12 a 60% de todos os 

casos de câncer de mama, sendo o gene que se apresenta mais mutado nesta neoplasia 

(Olivier e Hainaut, 2001), e a presença dessas alterações está associada com os tipos de 

tumores mais agressivos, porém ainda não está esclarecido se as mutações se restringem 

a um subtipo específico desta neoplasia (Hainaut e Hollstein, 2000).  

 

Alterações genéticas no TP53 são apontadas como um fator de mau prognóstico 

em câncer de mama, já tendo sido observada uma associação estatisticamente 

significativa entre a presença de mutações no gene e um prognóstico ruim para esta 

neoplasia (Soong et al, 1997; Simão et al, 2002). Entretanto, evidências de que tumores 

sem mutação respondem melhor à terapia do que tumores apresentando mutações são 

limitadas (Olivier e Hainaut, 2001).  

 

As mutações encontradas em TP53 podem ser somáticas, ocorrendo no tecido 

tumoral ou germinativas, ocorrendo em todas as células do organismo, incluindo células 

reprodutivas, o que caracteriza a Síndrome de Li-Fraumeni. Mutações somáticas 

encontradas entre os cânceres humanos que foram identificados por seqüenciamento, 

apresentam 87,2% de substituições de uma única base e 12,8% apresentam mutações 

mais complexas, deleções e inserções. As mutações que promovem a troca de 
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aminoácidos (missense) são observadas em 231 dos 393 códons (Hainaut e Hollstein, 

2000), enquanto que as mutações silenciosas representam 3,9% das mutações descritas 

(Strauss, 1997). De todas as mutações já identificadas, 93% estão presentes no domínio 

de ligação ao DNA e correspondem aos exons 5,6,7,e 8 do gene TP53. As inserções, 

deleções e códons de terminação representam 48% das mutações no domíno N-terminal 

e 60% no C-terminal, mas apenas 17% no domínio de ligação ao DNA (Hainaut e 

Hollstein, 2000). 

 

O câncer de mama esporádico apresenta um perfil de mutações muito similar ao 

de outros tipos de câncer, porém com menos transversões G:C>T:A (9% contra 15% 

nos demais tipos de câncer) e mais transições A:T>G:C (15% contra 11% em outros 

cânceres) (IARC, 2005). A alta freqüência de G:C>T:A em alguns tipos de câncer, 

como câncer de pulmão em fumantes e carcinoma hepatocelular relacionado à 

aflatoxina, é atribuída ao importante papel de carcinógenos em sua etiologia. A 

prevalência destas transversões em câncer de mama é similar à encontrada em outros 

cânceres que não os de pulmão e fígado. O tipo mais freqüente de mutação observado é 

de transições G:C>A:T, distribuídas entre sítios CpG e não CpG. No geral, o padrão de 

mutações no TP53 em câncer de mama não mostra qualquer aspecto que o distinga 

significativamente de outros tipos de câncer (Olivier e Hainaut, 2001). 

 

Cinco dos seis códons mais mutados codificam resíduos de Arginina (175, 248, 

249, 273 e 282) e representam 25% de todas as mutações. Estas argininas exercem um 

papel bem definido nas interações DNA-proteína, seja pelo contato direto com o DNA 

(248, 273) ou por contribuir para a estabilidade na superfície de ligação ao DNA (175, 

249 e 282) (Cho et al., 1994). Mutações nestes resíduos inativam a proteína p53 por 
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impedir o contato com o DNA ou através da desestabilização da superfície de ligação. 

Porém, muitos outros sítios de mutação estão espalhados no domínio e provavelmente 

inativam a p53 alterando a arquitetura global do domínio de ligação ao DNA (Hainaut e 

Hollstein, 2000). 

 

Como já mencionado, mutações no gene TP53 não ocorrem apenas a nível 

somático, mas também em linhagens germinativas. A detecção dessas mutações 

germinativas é importante na identificação de indivíduos com alto risco de desenvolver 

câncer (Frebourg et al., 1992). Mutações germinativas em TP53 predispõem uma 

variedade de tumores malignos de desenvolvimento precoce incluindo câncer de mama, 

câncer cerebral, sarcoma ósseo e carcinoma adrenocortical (Varley et al., 2001).  Essas 

mutações foram inicialmente relatadas em pacientes com a Síndrome de Li-Fraumeni, 

uma síndrome rara de câncer familiar, onde parentes afetados desenvolvem diversos 

tumores malignos (Frebourg et al., 1992; Kleihues et al., 1997). Atualmente existem 

muitos trabalhos na literatura identificando mutações germinativas no gene TP53 em 

famílias com a síndrome de Li-Fraumeni clássica (LFS), de “Li-Fraumeni like” (LFL) 

ou em famílias incompletas para ambas as classificações, além de grupos de pacientes 

com tipos particulares de tumores ou com múltiplos cânceres (Varley et al., 2001; 

Olivier et al., 2003). 

 

Além das mutações, vários polimorfismos têm sido descritos no gene TP53. A 

presença dessas alterações pode acarretar aumento, diminuição ou perda da função da 

proteína polimórfica. Até o momento 21 polimorfismos já foram observados no gene 

TP53, sendo localizados tanto em exons como em introns. Alguns estudos têm 

investigado uma possível associação dos polimorfismos do gene TP53 com o risco para 
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diferentes tipos de câncer, sendo os polimorfismos do intron 3 (inserção de 16pb), exon 

4 (Arg72Pro) e intron 6 (G→A) associados ao câncer de mama. Todos os três 

polimorfismos exibem um forte desequilíbrio de ligação. Entretanto, cinco estudos 

analisando os três polimorfismos do gene não encontram nenhuma associação com o 

aumento do risco de desenvolver câncer de mama. Surpreendentemente, o risco de 

desenvolver câncer de mama para homozigotos polimórficos diminuiu nos três 

polimorfismos estudados (de Jong et al., 2002). 

 

O espectro total de mutações encontrado na linhagem germinativa é similar à 

observada em tumores esporádicos, sendo predominantemente mutações missense 

(~75%) em regiões codificadoras do gene no domínio central de ligação ao DNA (exons 

5 a 8), resultando em um defeito na ação transcricional do gene (Kleihues et al., 1997; 

Varley et al., 2001; Olivier et al., 2003). Entre as mutações pontuais, transições 

G:C→A:T são mais freqüentes, seguidas de A:T→G:C e transversões G:C→T:A. 

Aproximadamente 50% das transições G:C→A:T são em sítios CpG (Kleihues et al., 

1997). Todos os outros tipos de mutações são observados: mutação nonsense, deleções 

ou inserções em seqüências repetitivas que podem ser explicadas por erros durante a 

replicação do DNA, e mutações em sítios de splicing responsáveis pela falta de exons, 

retenção de introns ou ativação de sítios crípticos de splicing (Chompret, 2002). 

 

O tipo de câncer mais freqüente em pacientes portadores de mutação 

germinativa no TP53 com história familiar positiva é o câncer de mama (30.6%), 

seguido de sarcoma (17.8%), tumor cerebral (14%), sarcoma ósseo (13.4%), e 

carcinoma adrenocortical (6.5%). Os menos freqüentes incluem pulmão, sistema 

hematopoético, estômago, colo retal, pele e ovário (Olivier et al., 2003). 
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1.4 – Síndrome de Li-Fraumeni (LFS): 

 

A descoberta em 1990 de mutações germinativas associadas a uma complexa 

síndrome de câncer familiar, abriu uma ampla área de pesquisa (Kleihues et al., 1997). 

Muitas síndromes de predisposição ao câncer têm sido identificadas devido à ocorrência 

de múltiplos cânceres agregados em uma mesma família. Estudos epidemiológicos são 

necessários para se distinguir entre causa ambiental e genética, e em muitos casos há a 

confirmação da existência da predisposição hereditária. Um exemplo é a síndrome de 

Li-Fraumeni (OMIM #151623), que foi inicialmente descrita em 1969 e confirmada 

subsequentemente por vários estudos epidemiológicos (Varley, 2003). Estudos em 

diferentes séries de famílias confirmaram que agregado de tumores malignos nas 

famílias LFS ocorre devido à predisposição hereditária e não por fatores ambientais 

(Patrikidou et al., 2002) 

 

A síndrome de Li-Fraumeni representa uma das mais devastadoras 

predisposições genéticas ao câncer (Bougeard et al., 2003), sendo uma doença 

autossômica dominante rara caracterizada por tumores malignos agrupados em famílias, 

com a predominância de sarcomas, câncer de mama, tumores cerebrais, e carcinomas 

adrenocortical diagnosticados antes dos 45 anos de idade. Outros cânceres, tais como 

leucemia, câncer de pulmão, melanoma, câncer gástrico, câncer pancreático, e câncer de 

próstata estão presentes em excesso em algumas famílias e, em alguns casos, tumores de 

células germinativas, e tumor de Wilms são também relatados (Olivier et al., 2003). 

Diante desse espectro, foi verificado que a LFS está associada com uma variedade de 

diferentes tipos de tumores ocorrendo sobre uma ampla faixa de idade, incluindo a 

infância (Varley, 2003). 
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Uma definição da LFS originada do trabalho de Li e Fraumeni de 1988 tem 

como critério um probando com sarcoma diagnosticado antes de 45 anos, com um 

parentesco em primeiro grau com qualquer câncer diagnosticado antes de 45 anos, além 

do parentesco de primeiro ou segundo grau na mesma linhagem familiar com qualquer 

câncer antes dos 45 anos de idade ou um sarcoma em qualquer idade. Birch e 

colaboradores em 1994 formularam a definição para LFL baseando-se em informações 

mais extensas e atualizadas dos tipos de tumores e idades dos indivíduos das famílias 

afetadas. LFL é definido como um probando com qualquer tumor infantil, ou um 

sarcoma, tumor cerebral ou adrenocortical diagnosticado antes dos 45 anos, além do 

parentesco de primeiro e segundo grau na mesma linhagem familiar com um tumor 

típico da LFS em qualquer idade, e outro parentesco de primeiro ou segundo grau na 

mesma linhagem familiar com qualquer tipo de câncer antes dos 60 anos (Varley, 

2003). 

 

A freqüência de mutações germinativas no gene TP53 é descrita em 

aproximadamente 70% dos casos de LFS, 20% em LFL e 6% em casos de história 

familiar com critérios incompletos para Li-Fraumeni (Chompret, 2002). Devido à alta 

penetrância, mulheres com a LFS têm 80% de risco de desenvolver câncer de mama 

(Lehman et al., 2000), sendo seu risco relativo 18 vezes maior para mulheres com 

menos de 45 anos quando comparado a mulheres da população geral (de Jong et al., 

2002). Este excesso é maior em mulheres com idade inferior a 20 anos e declina com o 

aumento da idade, onde o risco relativo de câncer de mama após os 45 anos é igual a 1.8 

(de Jong et al., 2002). Famílias com LFS têm um aumento de 50% na incidência de 

múltiplos cânceres primários até os 30 anos de idade comparados ao da população de 
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1% (Martin et al., 2003). Além disso, estima-se que mais de 90% dos portadores de 

mutação germinativa no TP53 desenvolverão câncer até 70 anos (Martin et al., 2003). 

 

Em pacientes pertencentes a famílias com LFS portadores da mutação 

hereditária, células normais são heterozigotas (p53 wt/mt), enquanto em algumas células 

cancerígenas o alelo selvagem foi perdido ou inativado por um mecanismo somático 

(Hainaut e Hollstein, 2000). A perda do alelo selvagem é menos comum em tumores de 

pacientes com mutação no domínio central do gene, pois em geral essas mutações tem 

ganho-de-função e/ou são dominantes e não precisam da perda do alelo selvagem para 

desenvolver o tumor, diferentemente dos pacientes com mutação nula (nonsense, em 

sítios de splicing, deleções e inserções), onde a  inativação ou deleção do alelo selvagem 

deve ocorrer para que o tumor se desenvolva (Varley, 2003). Apesar de estudos 

experimentais mostrarem que o alelo selvagem mantém a capacidade de suprimir a 

proliferação celular mesmo na presença do alelo mutado (Hainaut e Hollstein, 2000), 

experimentos com camundongos nocautes heterozigotos (Trp53+/-) apresentaram 

desenvolvimento de tumores espontâneos precocemente, assim como, na LFS em 

humanos. Tal resultado indica que a p53 é haploinsuficiente para supressão de tumor, já 

que a redução da dose de p53, resultado da heterozigozidase mostrou em muitos tecidos 

de camundongos um nível intermediário da atividade transcricional, do controle celular 

e da apoptose, quando comparado a células selvagens ou Trp53-/- (Blackburn e Jerry, 

2002). 

 

Entretanto, as mutações germinativas de TP53 não são responsáveis por todos os 

casos de LFS, 20-30% das famílias afetadas pela LFS não são portadores da mutação no 

gene (Lehman et al., 2000; Varley, 2003). Na maioria dessas famílias, o defeito 
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genético responsável pela predisposição ao câncer permanece desconhecido, embora 

mutações no gene CHEK2 já terem sido relatadas em um pequeno grupo de famílias 

com LFS (Attwool et al., 2002).  

 

Alterações genéticas afetando proteínas da via de sinalização de p53 podem 

produzir fenótipos idênticos à LFS como CHEK1 e CHEK2 (Chompret, 2002). 

Mutações em CHEK2 foram encontradas em quatro casos de LFS/LFL, porém dois 

deles não foram confirmados sendo um dos casos mais tarde mostrado em um 

fragmento homólogo localizado no cromossomo 15 e o outro um polimorfismo 

(Chompret, 2002). Outros genes envolvidos nas vias de sinalização do TP53, apoptose 

ou controle do ciclo celular, como MDM2, TP63 BCL10, CDKN2A e PTEN têm sido 

considerados como genes candidatos para LFS, mas todos os estudos com esses genes 

tiveram, entretanto, um resultado negativo (Bougeard et al., 2003). Desse modo, a LFS 

é raramente atribuída a esses genes (Chompret, 2002). 

 

Alguns estudos tentam relacionar o tipo de mutação com o tipo de câncer 

desenvolvido, porém essas associações tecido/célula específico com a mutação 

germinativa herdada ainda permanece incompreendido (Varley, 2003). Por outro lado, 

existe um aumento na evidência de que o background genético das famílias afetadas 

pode influenciar no alvo como órgão específico de indivíduos da mesma família. Uma 

explicação alternativa seria que algumas famílias têm sido expostas a carcinógenos 

ambientais similares ou fatores de estilo de vida, facilitando a tumorigênese em 

determinados tecidos alvos (Kleihues et al., 1997). 
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2 – OBJETIVOS: 

Desde a descoberta do envolvimento do gene TP53 na LFS, a definição clínica 

clássica da LFS tem sido revisada por vários grupos de pesquisa, já que algumas 

famílias que carregam a mutação não preenchem os critérios definidos (Olivier et al., 

2003). Diante disso, o trabalho teve como objetivos: 

 

►Determinar a freqüência de mutações germinativas nos exons 5, 6, 7 e 8 do 

gene TP53, em mulheres com alta incidência de câncer de mama e múltiplos cânceres 

primários na família, residentes no estado do Rio de Janeiro. 

 

►Comparar as mutações germinativas identificadas com o banco mundial de 

dados de mutações do TP53 da Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC). 

 

►Uma vez identificadas as mutações, analisar a família dos indivíduos 

portadores da mutação e caracterizar a suscetibilidade das famílias ao câncer. 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS: 

 

3.1 – Os Pacientes: 

 

 Este trabalho consistiu em um estudo transversal, onde amostras de DNA foram 

analisadas para determinação da freqüência de mutações em TP53 em mulheres com 

história de suscetibilidade genética pessoal e familiar ao desenvolvimento do câncer. 

 

As mulheres eram participantes do Projeto Câncer de Mama e Genética que 

criou o Banco Nacional de DNA (BNDNA) coordenado pelo Dr. Roberto Vieira, onde 

amostras de DNA, extraídas de sangue periférico de mulheres residentes de vários 

estados brasileiros, foram armazenadas para estudo de suscetibilidade ao câncer de 

mama e ovário. 

 

Foram utilizadas nesse estudo 104 amostras de DNA pertencentes ao BNDNA 

provenientes de mulheres portadoras de câncer de mama (11 mulheres – 10%) e 

mulheres não portadoras de câncer de mama (93 mulheres – 90%), todas com forte 

história familiar de câncer, principalmente mama, residentes no Estado do Rio de 

Janeiro. Todas as amostras utilizadas também foram analisadas, em parte, dos genes 

BRCA 1 e BRCA 2 em um estudo prévio. As pacientes foram cadastradas e 

acompanhadas no ambulatório de Ginecologia do IFF/FIOCRUZ sob supervisão do Dr. 

Roberto Vieira. A coleta de dados para a caracterização e atualização das pacientes foi 

obtida através de prontuários.  
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3.2 – Métodos: 

 

 Todas as amostras extraídas foram analisadas para a detecção de mutação nos 

exons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53. Caso alguma amostra apresentasse alterações no 

método de triagem (SSCP), e esta alteração fosse confirmada por seqüenciamento como 

sendo uma mutação no gene, a família do probando também era analisada para detecção 

da mutação no gene TP53. Após esta análise, resolvemos estender a investigação para 

uma análise citogenética do cromossomo 17 a fim de identificar a causa da alta 

freqüência de cânceres na família da probanda, quando a mutação da probando não 

fosse encontrada nos demais membros da família. Além disso, os polimorfismos nos 

intron 3 e exon 4 do gene TP53, tanto do portador da mutação quanto aos familiares 

quando disponíveis, também foram genotipados para verificar a distribuição desses 

polimorfismos dentro de uma mesma família (figura 5). 

 

Extração de DNA, 
PCR-SSCP

Normal Alterado 

Sequenciamento 

Não confirma 
mutação

Mutação confirmada 

Analisar a família do 
probando 

Figura 5: Organograma explicativo da ordem e aplicação das técnicas utilizadas. 
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3.2.1 – Extração de DNA: 

 

 O DNA foi extraído a partir dos linfócitos de sangue periférico total segundo 

Miller et al. (1988). Dez mililitros de sangue foram diluídos em 35mL de tampão de lise 

de hemácias (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 Mm, EDTA 1,0 mM pH 7,4). Após 30 

minutos à temperatura de aproximadamente 4°C, o material foi homogeneizado 

lentamente e centrifugado a 1800 rpm por 12 minutos (Centrífuga EPPENDORF). 

Descartou-se o sobrenadante e ao precipitado foram adicionados 10 mL do tampão de 

lise de hemácias. O material foi novamente centrifugado a 1800 rpm por 12 minutos e o 

processo foi repetido até se obter um precipitado branco. Em seguida o material foi 

ressuspenso em 3 mL de tampão de lise de núcleo (Tris-HCl 10 mM, NaCl 400 mM, 

EDTA 2,0 mM pH 8,2), e homogeneizado. Foram, então, adicionados 150 µL de SDS 

10% (100 g de dodecil sulfato de sódio em 1000 mL de H2O) misturando levemente e 

200 µL de proteinase K (50 µg/mL). O material foi incubado a 37°C durante 

aproximadamente 18 horas. Após esse tempo, foi adicionado 1 mL de NaCl saturado, 

sendo o material misturado por 15 segundos e centrifugado por 10 minutos  3000 rpm. 

O sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon ao qual foram adicionados 10 mL 

de etanol absoluto gelado. O DNA foi precipitado e transferido para um tubo eppendorf 

ao qual foram adicionados 500 µL de etanol 70%. Depois de nova centrifugação a 1400 

rpm (Microcentrífuga EPPENDORF 5415F) por 1 minuto, descartou-se o sobrenadante, 

o material foi seco à temperatura ambiente e em seguida ressuspenso em TE (Tris-HCl 

10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0). 
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3.2.2 – Quantificação do DNA: 

 

 A estimativa da quantificação de DNA das amostras foi obtida após eletroforese 

em gel de agarose 1% e tampão TAE 1X, por comparação com o marcador de massa 

molecular (DNA de fago λ digerido com a enzima de restrição Hind III) (100 ng/µL). A 

corrida ocorreu por 2 horas a 65 volts, após a qual o gel foi corado em solução contendo 

brometo de etídio (5 µg/mL) e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta. 

 
3.2.3 – Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR): 
 

 A técnica de PCR foi utilizada para amplificar as regiões dos DNAs genômicos 

correspondentes aos exons 5 (303 pb), 6 (231 pb), 7 (204 pb) e 8 (255 pb) do gene 

TP53. Quatro pares de oligonucleotídeos senso e antisenso foram sintetizados pela 

firma IMPRINT DO BRASIL: 

 

 
 
Exon 5: SENSO – 5’ TGTTTGTTTCTTTGCTGCGCTGT 3’ 
             ANTISENSO – 5’ CCCTGTCGTCTGTCCAGCCC 3’ 
 
 
Exon 6: SENSO – 5’ GGGGCTGGAGAGACGACAGG 3’ 
             ANTISENSO – 5’ AACCACCCTTAACCCCTCCT 3’ 
 
 
Exon 7: SENSO – 5’ CTCATCTTGGGCCTGTGTT 3’ 
             ANTISENSO – 5’ GGGTCAGCGGCAAGCAGAG 3’ 
 
 
Exon 8: SENSO – 5’ CTGCCTCTTGCTTCTCTTTT 3’ 
             ANTISENSO – 5’ GAGGCAAGGAAAGGTGATAA 3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Oligonucleotídeos utilizados na amplificação específica dos exons 5, 6, 7 e 8 

do gene TP53 (Ahomadegbe et al., 1995) 
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Na reação de PCR de 50 µL de volume final, utilizou-se: 5 µL de tampão de 

PCR 10X (10 mM de Tris-HCl – pH 8,3 – e 50 mM de KCl), 1,5 µL de MgCl2 50 mM 

(BIOTOOLS), 4 µL de mistura de dNTPs a 2 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP – 

PHARMACIA), 1,0 U de Tth DNA polimerase (BIOTOOLS), 2 µL de cada 

oligonucleotídeo a 10 pmoles/µL (Figura 6), 200 ηg da amostra de DNA a ser analisada 

e água milliQ estéril para completar 50 µL. A amplificação foi realizada na máquina de 

PCR (MJ RESEARCH, INC e EPPENDORF – MASTERCYCLE GRADIENT), com 

uma pré-desnaturação de 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos, cada um consistindo 

em três etapas: desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 61°C para os exons 

5 e 6, 60°C para o exon 7 e 58°C para o exon 8 por 1 minuto, e extensão a 72°C por 1 

minuto.  Um ciclo adicional foi realizado por 10 minutos a 72°C (Ahomadegbe et al., 

1995). Após a reação, a eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada para verificar se 

os produtos de PCR tinham sido amplificados como deveriam. 

 

3.2.4 – Polimorfismo de Conformação de DNA Fita Simples (Single Strand 

Conformation Polymorphism – SSCP): 

 

 Este método permite detectar, por eletroforese em gel de poliacrilamida não 

desnaturante, alterações no padrão de migração que pode corresponder a mutações na 

molécula de DNA. Uma simples troca de base, uma deleção ou inserção é suficiente 

para que ocorra uma mudança na migração eletroforética do fragmento de DNA em 

estudo. 

 

 Após a amplificação do DNA por PCR, 3 µL do produto da reação foram 

desnaturados com 6 µL da solução composta por 95% de formamida, 100 mM EDTA e 
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corante (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol) – MERCK, aquecido por 5 

minutos a 95°C e posteriormente colocados no gelo. Foram aplicados 9 µL do 

preparado em gel de poliacrilamida 8%. A eletroforese foi realizada à temperatura 

ambiente, por aproximadamente 18 horas em uma voltagem constante de 60 volts em 

uma cuba de eletroforese vertical modelo v16-2 (LIFE TECHNOLOGIES). 

 

A) Composição do Gel de Poliacrilamida 8%: 

 

 O gel foi composto de 8,0 mL de solução de acrilamida:bis (acrilamida 30% - 

29:1) (PHARMACIA), 6,0 mL de tampão TBE 5X (0,45 M Tris-borato e 0,01 M EDTA 

– PROMEGA), 15,74 mL de água destilada, 0,25 mL de persulfato de amônio 10% 

(APS – MERCK) e 15 µL de N’N’N’N’tetrametiletilenodiamina (TEMED – GIBCO 

BRL) (Sambrook et al., 1989). 

 

3.2.5 – Coloração por Prata: 

 

 Após a corrida eletroforética, as placas foram desmontadas, e o gel foi 

transferido para uma solução fixadora de ácido acético 10% (MERCK), ficando 

totalmente submerso na solução e sob agitação lenta por 20 minutos, para a fixação das 

bandas de DNA. Após a fixação, o gel foi lavado 2 vezes com água destilada, por 2 

minutos e então transferido para uma solução de nitrato de prata (0,1% de nitrato de 

prata, 0,15% de formaldeído – MERCK) por 30 minutos. Transcorrido este tempo, o gel 

foi novamente lavado com água destilada por 10 segundos e revelado em solução 

contendo 3% de Na2CO3 anidro, 0,15% formaldeído e 0,02% de tiossulfato de sódio 10 

mg/mL (MERCK) até o aparecimento das bandas. Após essa etapa, o gel foi 
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imediatamente transferido para uma solução de ácido acético 10% para bloqueio da 

revelação. O gel foi seco entre duas folhas de papel celofane presas a uma placa de 

vidro e fotografado utilizando o sistema Kodak Digital Science 1D e tanto o gel quanto 

o registro da imagem foram arquivados. 

 

3.2.6 – Purificação do Produto de PCR: 

 

 Antes do seqüenciamento, todos os produtos de PCR foram purificados de 

acordo com o método WIZARD SV Gel e PCR Clean-up system (PROMEGA).   

 

3.2.7 – Seqüenciamento: 

 

 As amostras foram seqüenciadas pelo programa “Plataforma de seqüenciamento 

de DNA PDTIS/FIOCRUZ” no seqüenciador 48 – Capilar ABI 3730 DNA Analyzer 

(APPLIED BIOSYSTEMS). Este programa visa à otimização dos aparelhos de 

seqüenciamento da FIOCRUZ, onde pesquisadores da instituição que tem interesse em 

seqüênciar amostras de sua pesquisa devem se cadastrar pelo site do programa e, 

seguindo algumas regras, tem o direito de enviar amostras para seqüênciar 

gratuitamente e receber o resultado via e-mail. 

 

 O produto de PCR juntamente com os primers de seqüenciamento foram 

entregues aos responsáveis pelo programa e eles realizaram as reações, precipitações e 

seqüenciamento das amostras.  

 

 

 
31



3.2.8 – Análise Citogenética: 

 

A) Implante de Sangue Periférico (Bender, 1965; Moorhead et al., 1960): 

 

 O implante das culturas de linfócitos, a partir do sangue periférico, foi realizado 

em tubos estéries. Foram feitas culturas em duplicata e colocou-se em cada tubo 6 mL 

de meio RPMI-1640 (CULTILAB) contendo antibióticos para cultivo celular, 1,5 mL 

de soro fetal bovino (CULTILAB), 0,2 mL de fitohemaglutinina M (5%-CULTILAB), e 

11 gotas de sangue total. As culturas ficaram incubadas a 37º C, durante 72 horas.  

 

Um sistema idêntico ao anterior, porém com adição de BrdU e timidina em uma 

das culturas e brometo de etídio na outra, foi realizado em paralelo para a obtenção de 

cromossomos distendidos e com isso ser possível a análise em alta resolução. Uma hora 

e meia antes do término foram adicionadas 3 gotas (± 0,05 mL) de colcemid (CIBA 0.8 

μg/mL). 

  

B) Citologia (Hipotonização e Fixação): 

 

 Os tubos foram centrifugados a 1800 rpm durante 10 minutos. Após este tempo, 

retirou-se o sobrenadante, homogenizou-se o precipitado com KCl (0.007 M) e 

permanecendo durante 30 minutos a 37º C para hipotonização. Centrifugou-se durante 

10 minutos a 1800 rpm, retirou-se o sobrenadante, homogenizou-se o precipitado, e 

acrescentou-se fixador (Metanol:Ácido acético – 3:1(MERCK)).  Este procedimento foi 

realizado até o sobrenadante estar límpido. 
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C) Preparação de Lâminas: 

 

Retirou-se a suspensão celular do freezer, com cuidado para não ressolubilizar o 

decantado. Aproximadamente 2,5 mL de fixador foi removido e reservado em tubo 

cônico de 15 mL não estéril. O precipitado foi ressuspenso no líquido residual do tubo 

com a pipeta Pasteur. Com a pipeta Pasteur, duas gotas do pellet ressuspenso foram 

pingadas nas duas extremidades da lâmina, a qual foi seca em placa aquecedora a 50ºC, 

e guardada em bandejas, devidamente identificadas, para posterior bandeamento. 

 

D) Bandeamento GTG (Seabright, 1971): 

 

Esta técnica é utilizada na rotina e pesquisa dos principais laboratórios de 

Citogenética Humana. Permite a identificação precisa de todos os pares de 

cromossomos após tratamento com tripsina e Giemsa.  

 

As lâminas foram submetidas por 12 segundos à solução de tripsina (100 mg de 

Tripsina e 100 mL de Tampão Dulbecco (8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 0,2 g de KH2 

PO4, 1,44 g de Na2HPO4 . 2H2 O, e água deionizada até completar 1000 mL). Em 

seguida, as lâminas foram lavadas em tampão fosfato (6, 81 g de KH2 PO4 , 0,88 g de 

NaOH em 1000 mL de água destilada), e coradas por 3 minutos na solução de Giemsa 

5% (água deionizada 70 mL, Tampão Fosfato 25 mL, Giemsa 5 mL – MERCK), e 

finalmente lavadas em água deionizada e secas ao ar livre. 
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3.2.9 – Identificação dos Polimorfismos do gene TP53:  

 

As regiões contendo o íntron 3 e exon 4 do gene TP53 foram amplificadas por 

PCR utilizando-se o mesmo par de oligonucleotídeos para essas regiões, sendo os 

oligonucleotídeos p5334R e p5334F (figura 7) utilizados na reação para a amplificação 

de um fragmento que contem tanto o íntron 3 quanto o exon 4 (Medina, 2001). Após a 

extração do DNA genômico, as amostras foram amplificadas através da técnica de PCR 

e os produtos da reação foram avaliados. 

A) Amplificação do DNA por Reação em cadeia da Polimerase (Polymerase 

Chain Reaction – PCR).  

 

p5334 

F – 5’ GAG ACC TGT GGG AAG CGA A 3’ 

R – 5’ GGA AGC CAG CCC CTC AG 3’ 

Figura 7: Oligonucleotídeos p5334F e p5334R utilizados para amplificar 

regiões polimórficas localizados no íntron 3 e exon 4 do gene TP53 (Medina, 2001). 

 

Para amplificação dos fragmentos de DNA por PCR foram utilizadas as 

seguintes condições: 5,0 μL de tampão de reação 10X (750 mM de Tris-HCl pH 9,0; 20 

mM de MgCl2; 500 mM de KCl e 200 mM de (NH4)2 SO4 – BIOTOOLS); 0,25 U de 

Tth DNA polimerase (BIOTOOLS); 1,0 mM de MgCl2 (BIOTOOLS); 4 μM da solução 

de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP - PHARMACIA); 15 pmoles de cada 
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oligonucleotídeo (senso e antisenso); 200 ηg de DNA genômico. O volume final da 

reação foi de 50 μL. As reações de amplificação foram realizadas no termociclador M. 

J. RESEARCH modelo PTC-100. O ciclo térmico foi precedido por uma etapa de 

desnaturação a 95ºC por 5 minutos e foi composto por 40 ciclos em três etapas: 95ºC 

por 45 segundos, 61ºC por 45 segundos, e 72ºC por 45 segundos. Ao final dos ciclos foi 

acrescentada uma etapa de extensão a 72ºC por 10 minutos. 

 

B) Análise dos polimorfismos do gene TP53: 

 

O estudo do polimorfismo do íntron 3 que corresponde a uma inserção de 16pb 

(PIN3) consistiu da análise direta dos produtos da reação de PCR por eletroforese em 

gel de poliacrilamida a 6% em TBE 1X (0,09 M de Tris-Borato, e 0,002 M de EDTA – 

MERCK). A eletroforese era realizada à temperatura ambiente e conduzida à voltagem 

constante de 100V, por aproximadamente duas horas e trinta minutos. Após a corrida 

eletroforética, o gel era corado em uma solução de brometo de etídio a 0,5 μg/mL, 

durante 10 minutos. Como padrão de massa molecular foi utilizado DNA controle 

amplificado com o mesmo par de oligonucleotídeos e com massa conhecida.  

 

O estudo do polimorfismo do exon 4, que corresponde a uma troca de 

aninoácido no códon 72 substituindo arginina por prolina (Pro72), consistiu na digestão 

dos produtos da reação de PCR com a enzima de restrição Bsh1236I (FERMENTAS), 

isoesquisômero da enzima de restrição BstUI, e posterior análise em gel de agarose 

1,5%. Sete microlitros do produto das PCRs foram digeridos com 1,25 U de Bsh1236I 

em 10 μL de reação, no tampão recomendado pelo fabricante, a 37ºC, durante uma hora. 
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4 – RESULTADOS: 

 

4.1 – Características da População Analisada: 

 

Foram analisadas 104 amostras de DNA, extraídas de sangue periférico, de 

mulheres portadoras ou não de câncer de mama com forte história familiar de câncer de 

mama, residentes no Estado do Rio de Janeiro. A média de idade das mulheres 

analisadas sem câncer de mama foi de 44,0 anos e das mulheres afetadas de 37,5 anos. 

A tabela 1 apresenta a distribuição do grau de parentesco dos indivíduos afetados com 

tumores malignos, pertencentes às famílias.  

 

Tabela 1: Característica da população analisada. 
CLASSIFICAÇÃO QUANTIDADE (%) 

Parente de 1°grau afetado com câncer 83 (79%) 

Parente de 1°grau afetado CA de mama 68 (65%) 

Parente de 2°grau afetado CA de mama 21 (20%) 

Pacientes afetados com câncer de mama 11 (10%) 

Número total de amostras analisada 104 amostras 

 

 Os dados da história familiar dos indivíduos estudados quanto à presença de 

câncer, foram revisados de modo que os relatos de todos os cânceres encontrados em 

todas as histórias familiares pudessem ser agrupados e contabilizados. O câncer de 

mama é o principal câncer relatado na história familiar da população analisada, 

atingindo 62% de todos os relatos (tabela 2). 
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Tabela 2: Tipos de cânceres relatados nas famílias dos indivíduos analisados. 

Tipo de Câncer Nº de Relatos dos Casos (%) 
Mama 237 (62%) 

Útero 28 (8%) 

Ovário 24 (7%) 

Pulmão 14 (4%) 

Estômago 9 ( 3%) 

Fígado 9 (3%) 

Intestino 8 (2,5%) 

Próstata 8 (2,5%) 

Cólon 5 (2%) 

Leucemia 5 (2%) 

Cérebro 4 (1,5%) 

Laringe 4 (1,5%) 

Pele (não melanoma) 4 (1,5%) 

Abdominal 4 (1,5%) 

Ósseo 3 (1%) 

Lipossarcoma 3 (1%) 

Mediastino 2 (0,5%) 

Cabeça e Pescoço 2 (0,5%) 

Bexiga 2 (0,5%) 

Rins 2 (0,5%) 

Garganta 2 (0,5%) 

 
                     Vias biliares 
                     Melanoma 
                     Esôfago 
                     Vulva 
 Outros:       Gastrointestinal 
                     Vesícula 
                     Boca 
                     Orofaringe 
                     Reto 
 

 
 
 
 

9 (3%) 
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4.2 – Detecção de Mutações Germinativas no Gene TP53: 

 

 Todas as 104 amostras foram analisadas através do método PCR-SSCP para 

detectar mutações nos exons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53. Das 104 amostras, 12 mostraram 

uma possível alteração na migração eletroforética nos diferentes exons e foram 

seqüenciadas. Dessas amostras, apenas a amostra RJ229 pôde ser confirmada quanto à 

presença de mutação no exon 8. (figura 8). 

 

 
Figura 8: Análise do exon 8 das amostras de DNA genômico das mulheres do BNDNA, 

por PCR-SSCP em gel de acrilamida 8%. A seta indica a amostra RJ229 com o perfil de 

migração eletroforética alterada no exon 8. 

 

A alteração observada na amostra RJ229 (figura 8), foi confirmada pelo método 

DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) no IARC 

(International Agency for Research on Cancer) (figura 9) e posteriormente seqüenciada 

no seqüenciador automático também do IARC. O DHPLC é uma técnica de biologia 

molecular muito utilizada como um método de triagem altamente eficaz na detecção de 

alterações genômicas. 
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Figura 9: Confirmação da alteração da amostra RJ229 indicada pela seta. 

 

A amostra seqüenciada mostrou uma mutação do tipo missense no códon 282, 

considerado um hot spot do gene. A mutação ocorre em sítio CpG e é uma transversão 

G→C (figura 10), ocorrendo uma troca do aminoácido Arginina para o aminoácido 

Prolina. Isso confirma a condição do indivíduo como portador da síndrome de Li-

fraumeni. 

 

 

Figura 10: Eletroferograma correspondente ao Exon 8 da amostra RJ 229. A seta indica 

a mutação c.282G>C. 
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4.3 – Análise das mutações germinativas em TP53: pesquisa no banco de dados do 

IARC/TP53 database, R10: 

 

A Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) é um órgão da OMS, de 

política de Pesquisa em Câncer e é onde está localizado o maior banco mundial de 

dados de mutações em TP53. Esse banco de dados coordenado pelo Dr. Pierre Hainaut e 

Dra. Magali Olivier (Olivier et al., 2002), contém informações sobre todas as mutações, 

somáticas e germinativas, já descritas no gene TP53 e permite a análise estatística da 

freqüência dos tipos de mutações, seus efeitos e sítios tumorais mais encontrados. Esse 

serviço é gratuito e disponível na internet para comunidade científica e também, atualiza 

toda e qualquer mutação nova descrita no gene TP53 (http://www-p53.iarc.fr/) 

Atualmente o banco já contabilizou 283 mutações germinativas, pertencentes a 280 

famílias ou indivíduos, em 129 publicações. 

 

 As análises feitas no banco de dados de mutações em TP53 mostram que o tipo 

de mutação mais freqüente é a troca de bases, do tipo missense, correspondendo a mais 

de 70% de todas as mutações (figura 11). 
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Figura 11: Representação da freqüência dos diferentes tipos de mutações germinativas 

em TP53, segundo o seu efeito na proteína. 

 

A figura 12 mostra a freqüência dos códons mais mutados nas mutações 

germinativas em TP53. Os códons identificados como mais freqüentes são considerados 

hot spot e são os códons 245, 248 337 e 173. A figura 6 mostra a freqüência dos tipos 

mais encontrados de mutação germinativa, sendo a substituição G:C>A:T em sítios 

CpG as mais encontradas correspondendo a mais de 48%. Essas análises mostram o 

perfil das mutações germinativas encontradas em TP53, mostrando os códons mais 

afetados e mutações mais encontradas nas mutações germinativas (figuras 12 e 13). 
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Figura 12: Representação da freqüência e posição dos códons mais afetados nas 

mutações germinativas. 

 

 

Figura 13: Representação dos tipos de mutações germinativas mais encontradas em 

TP53. 
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Outra análise feita com o banco de dados do IARC é a freqüência dos tumores 

desenvolvidos devido às mutações germinativas no gene TP53. Em um total de 680 

tumores desenvolvidos em indivíduos portadores de mutação germinativa no gene 

TP53, o câncer mais freqüente é o câncer de mama, representando 27,1% de todos os 

tumores malignos descritos (figura 14). 

 

 

Figura 14: Tipos de tumores mais encontrados em mutações germinativas. 
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4.4  – Análise da Família do Indivíduo Portador da Mutação: 

 

 A família da portadora da mutação c.282G>C foi contactada, quando então 

fomos informados do falecimento da mesma. A família foi informada da pesquisa e do 

resultado da amostra RJ229, e as análises foram então estendidas aos demais membros 

da família. Todos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, e doaram 

5mL de sangue periférico para posterior extração do DNA. Além disso, cada 

participante passou por uma entrevista a fim de revelar novos dados da história familiar 

para a confecção de um novo heredograma (figura 15). 

 

Nas informações obtidas através das entrevistas feitas com os indivíduos da 

família, 16 membros eram afetados por algum tipo de câncer, dos quais apenas três 

permanecem vivos. Diante disso, não foi possível analisar todos os membros da família, 

participando um total de 13 indivíduos onde 4 apresentavam algum tipo de câncer 

(tabela 3). 

De acordo com os relatos, o câncer de mama foi o mais freqüente na família 

(tabela 4), sendo o perfil de tipos de câncer apresentados pela família muito semelhante 

ao perfil da população analisada. 
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Indivíduos normais 

Câncer de útero 

Câncer de mama

Câncer de ovário Câncer de intestino  reto 

Câncer de esôfago

Câncer abdominal ?? 

Câncer de próstata

RJ229

2

4

5

6

43

4

Figura 15: Heredograma da família da portadora da mutação c.282G>C (amostra RJ229). 
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Tabela 3: Características dos indivíduos analisados da família do portador da mutação. 

Identificação 
dos Indivíduos 

Sexo Idade Atual Tipo de 
Câncer 

Idade do 
Diagnóstico 

III.1 F 41 Mama 30 

III.3 F 42 Ovário 38 

III.9 F 36 ____ ____ 

IV.1 M 35 ____ ____ 

IV.2 M 40 ____ ____ 

IV.3 F 31 ____ ____ 

IV.4 F 38 Mama 38 

IV.5 (RJ229) F Faleceu aos 25 Mama 24 

V.1 F 6 ____ ____ 

V.2 F 3 ____ ____ 

V.3 M 3 ____ ____ 

V.4 M 11 ____ ____ 

V.6 F 11 ____ ____ 

*( ____ ) indivíduos sem câncer. 

 

 

 

Tabela 4: Tipos de cânceres relatados na família do indivíduo RJ229. 

Tipos de Cânceres Número de Casos Média da idade do 

diagnóstico 

Mama 5 39 

Útero 4 59 

Ovário 3 54,6 

Esôfago 1 58 

Próstata 1 67 

Intestino Reto 1 46 

Abdominal 1 70 

TOTAL 16 52,3 
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O exon 8 do TP53 das amostras dos familiares do probando foi analisado por 

PCR-SSCP. Na análise de mutação c.2828G>C, nenhum membro da família da amostra 

alterada RJ229, apresentou alteração eletroforética, de modo que não foi preciso fazer o 

sequenciamento (figura 16). 

 

 

Figura 16: Análise do exon 8 das amostras de DNA genômico dos familiares do 

probando, por PCR-SSCP em gel de acrilamida 8%. Todas as amostras demonstraram 

um perfil de migração eletroforética normal. 

 

 Além da análise mutacional, foi feita uma análise citogenética em um dos 

membros da família, afetado pelo câncer de mama (figura 15, indivíduo III.1). A 

análise citogenética teve como finalidade verificar a integridade dos cromossomos do 

indivíduo, principalmente a região 17p13 localizado o gene TP53 (figura 17). 

 

                  

Figura 17: Idiograma do cromossomo 17. A seta indica a região 17p13.1 normal 

observada em ambos os cromossomos 17 do indivíduo III.1. 

 

 
47



 Os cromossomos foram obtidos a partir de cultura de células de sangue 

periférico total com e sem alta resolução, e a análise em bandeamento GTG procurando 

cromossomos altamente distendidos a fim de se observar melhor a região de interesse. 

Não foi encontrada nenhuma alteração cromossômica nesta amostra, e por isso tal 

análise não se estendeu para os demais membros da família. 

 

 Outra análise feita na família foi a determinação dos polimorfismos presentes no 

íntron 3 (PIN3) e o exon 4 (Pro72) do gene TP53, a fim de identificar o padrão 

polimórfico de uma família altamente susceptível ao desenvolvimento do câncer. O 

resultado desta análise está representado na tabela 5. 

 

Tabela 5: Polimorfismos PIN3 e Pro72 no gene TP53 analisado dos membros da família da 

amostra RJ229. 

MEMBROS DA FAMÍLIA ÍNTRON 3 EXON 4 
III.1 NA NA 
III-3 NA NA 
III-9 2:2 R:P 
IV-1 1:1 R:R 
IV-2 1:1 R:R 
IV-3 1:2 R:P 
IV-4 1:1 R:R 

IV-5 (RJ229) 1:2 P:R 
V-1 1:1 R:R 
V-2 1:1 R:R 
V-3 1:2 P:P 
V-4 1:1 R:R 
V-6 1:2 R:P 

 

 Legenda: 

 Intron 3:  1:1 – homozigoto selvagem              Exon 4:   R:R – homozigoto selvagem 

      1:2 – heterozigoto                                             R:P – heterozigoto 

     2:2 – homozigoto polimórfico                           P:P – homozigoto polimórfico 

NA – não amplificou 
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 Dos 13 membros da família analisados para os polimorfismos do íntron 3 e do exon 4, 

6 são homozigotos selvagens para ambos os polimorfismos analisados e 3 são heterozigotos 

para ambos os polimorfismos analisados. Dos 4 restantes, 2 não amplificaram, 1 é 

homozigoto polimórfico para o íntron 3 e heterozigoto para o exon 4 e, 1 é heterozigoto para 

o íntron 3 e homozigoto polimórfico para o exon 4. Observando a família podemos verificar 

uma predominância de alelos selvagens nos indivíduos, sugerindo talvez uma associação 

com a suscetibilidade genética ao desenvolvimento do câncer. 
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V – DISCUSSÃO: 

 

Nas últimas décadas, diversos estudos têm se dedicado a aprimorar os métodos 

de diagnóstico e tratamento do câncer. Entretanto, o câncer de mama é o tumor maligno 

mais comum entre mulheres de todo o mundo, e mais de um milhão de novos casos são 

diagnosticados todo ano. A incidência e a taxa de mortalidade variam entre diferentes 

etnias, e embora a incidência tenha aumentado nos últimos 20 anos, o prognóstico tem 

melhorado devido ao diagnóstico precoce. Sabe-se que o câncer de mama está associado 

a diferentes tipos de alterações genéticas somáticas em oncogenes e genes supressores 

de tumor (Borresen-Dale, 2003).  

 

Mutações no gene supressor de tumor TP53 são a alteração gênica mais comum 

em câncer de mama, com uma freqüência variando entre 12 a 60% dos casos. Essas 

mutações são mais freqüentes em câncer de mama avançado, sugerindo que a inativação 

de TP53 seja um evento tardio na carcinogênese mamária. Contudo, isso não exclui que 

algumas mutações estejam presentes em estágio precoce da doença, em particular em 

cânceres agressivos que progridam rapidamente para estágios avançados (Olivier e 

Hainaut, 2001; Simão et al, 2002). 

 

Além disso, o câncer de mama é também o mais freqüente tipo de câncer 

encontrado em pacientes com mutações hereditárias em TP53, sugerindo que mutações 

em apenas um alelo do gene podem predispor um câncer de mama precoce (Olivier e 

Hainaut, 2001).  
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A população estudada é constituída por mulheres selecionadas do ambulatório 

de ginecologia e mastologia do Instituto Fernandes Figueira – FIOCRUZ para 

participarem do projeto “Projeto Câncer de Mama e Genética” (BNDNA), um estudo 

genético de câncer de mama na população brasileira, cujo objetivo era avaliar o espectro 

mutacional dos genes BRCA 1 e BRCA 2 nas famílias com história familiar positiva de 

câncer de mama. Apesar da alta freqüência de tumores de mama nesta população, nem 

todas as mulheres participantes do projeto seguem os critérios presentes na síndrome de 

mama e ovário hereditários, tornando-se portanto, uma população interessante sob o 

ponto de vista de análise da suscetibilidade genética ao câncer de mama. 

 

A síndrome de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni–like têm critérios definidos, porém a 

definição clínica clássica da síndrome tem sido revisada por vários grupos de pesquisa, 

já que algumas famílias que carregam a mutação não preenchem os critérios 

estabelecidos (Olivier et al., 2003). Como não existe nenhum estudo na população 

brasileira da freqüência de mutação em TP53, achamos interessante estudar essas 

mulheres, mesmo sem que todas se enquadrassem nos critérios da síndrome de Li-

Fraumeni ou da Li-Fraumeni-like, para avaliarmos a freqüência de mutações neste gene 

no Brasil. Além disso, esta mesma população faz parte de um amplo estudo de 

suscetibilidade genética ao câncer de mama, que incluem não só análise dos genes 

BRCA 1, BRCA 2 e TP53, mas também outras análises como polimorfismos dos genes 

TP53, XRCC1 e XRCC3. 

 

Mutações germinativas em TP53 têm sido detectadas em aproximadamente 70% 

das famílias com a síndrome de Li-Fraumeni e 20% das famílias com a síndrome Li-

Fraumeni-like (Chompret, 2002; Bougeard et al., 2003). A ausência de mutações 
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germinativas em TP53 detectada em algumas dessas famílias sugere o envolvimento de 

outros genes, no entanto, esta hipótese traz controvérsia (Bougeard et al., 2003). O gene 

CHK2 foi recentemente citado como um segundo gene candidato a síndrome de Li-

Fraumeni, no entanto as expectativas não foram confirmadas. Atualmente mutações 

neste gene não são consideradas um alelo de alto risco e sim fatores modificadores de 

risco para alguns genes além dos genes BRCA 1 e BRCA 2 (Evans et al., 2002). 

 

Outras síndromes genéticas ligadas ao aparecimento do câncer de mama não 

estão associadas a mutações em TP53, é o caso da Síndrome de Peutz-Jegher causada 

por mutações germinativas no gene STK11/LKB1, a síndrome de Cowden causada por 

mutações germinativas no gene PTEN/MMAC1, e a Ataxia Telangectasia associada a 

mutações no gene ATM. 

 

Em famílias com múltiplos casos de câncer de mama que não preenchem os 

critérios para a síndrome de Li-Fraumeni, a freqüência de mutações germinativas em 

TP53 tem sido investigada em vários estudos, mostrando que mutações em TP53 estão 

presente em < 1% das famílias com história de câncer de mama (Martin et al., 2003). 

Porém, entre famílias com a síndrome de Li-Fraumeni, há uma grande incidência de 

câncer de mama precoce. Diante disso, esses dados sugerem que mutações germinativas 

em TP53 têm forte associação com a suscetibilidade ao câncer de mama hereditário, 

mas quase exclusivamente no contexto da síndrome de Li-Fraumeni (Martin et al., 

2003). 

 

Devido à alta penetrância do câncer de mama precoce e do aumento da 

incidência de múltiplos cânceres primários nas famílias com a síndrome de Li-
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Fraumeni, o presente estudo investigou se mutações germinativas em TP53 estão 

associadas com múltiplos cânceres primários em famílias com forte história familiar de 

câncer de mama sem evidências da síndrome de Li-Fraumeni.  

 

Neste estudo, foram avaliados os exons 5 a 8 do gene TP53, onde concentram-se 

mais de 90% das mutações já detectadas por sequenciamento (Hainaut e Hollstein, 

2000). Essas amostras também foram parcialmente analisadas, em outro laboratório, 

para os genes BRCA 1 e BRCA 2. Os resultados parciais mostram que das 104 amostras 

analisadas neste trabalho, a amostra RJ086 apresentou uma mutação no exon 11 (4232 

ins A) do gene BRCA 2, já as amostras RJ049 e RJ209 apresentaram polimorfismo no 

exon 10 (C1342 A) do gene BRCA 2 (Narod, et. al. dados não publicados).  

 

Mais de 18 mil mutações pontuais já foram detectadas no gene TP53 

(http://www-p53.iarc.fr/), sendo 97% somáticas e 3% germinativas e são 

predominantemente do tipo missense, principalmente transições guanina→adenina 

(Olivier et al., 2002). A mutação encontrada neste estudo ocorre em sítio CpG no códon 

282, localizado no exon 8 do gene, e é uma  transversão G→C substituindo arginina por 

prolina (Arg→Pro). A mutação foi detectada em uma mulher com história pessoal de 

câncer de mama precoce seguida de óbito, e sua família possui múltiplos cânceres 

primários, além da alta incidência de câncer de mama precoce. Apesar de se tratar de 

uma mutação germinativa, não identificamos outro membro da família portando a 

mutação c.282G>C. Esta mutação, portanto, pode ser considerada uma mutação nova, 

provavelmente adquirida durante a formação embrionária do indivíduo ou em uma das 

células reprodutoras dos seus progenitores. Esta alteração pode ser transmitida aos 

descendentes, basta que a prole receba o alelo mutado do progenitor afetado, formando 
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assim um indivíduo heterozigoto para a mutação. Há ainda a possibilidade da prole não 

herdar a mutação já que o indivíduo portador da mutação também é heterozigoto, 

possuindo um alelo mutado e o outro normal. 

 

Apesar da baixa freqüência de mutação encontrada (1 caso em 104 (0,96%)), tal 

resultado corrobora com a freqüência descrita na literatura (Martin et al., 2003). 

Algumas famílias que preenchem os critérios para a LFS não possuem mutação 

germinativa no gene TP53, e algumas que possuem critérios incompletos para a LFS 

são portadoras de mutação germinativa no gene TP53, isso indica a importância da 

investigação de mutações em TP53, em famílias com história familiar de câncer de 

mama, já que a síndrome de Li-Fraumeni possui um caráter clínico complexo, e as 

famílias são muitas vezes, confundidas com um agrupamento casual de tumores ou 

mesmo com a síndrome de mama e ovário hereditários. 

 

O fato de não ter encontrado um número maior de mutações no gene TP53 pode 

estar relacionado com as características das mulheres analisadas. Mutações germinativas 

em TP53 estão relacionadas quase que exclusivamente ao contexto da síndrome de Li-

Fraumeni. Outro fator importante está relacionado com as regiões do gene analisadas. 

Apesar da alta freqüência de mutações nos exons analisados (90%), o gene tem 10 

exons codificantes, dos quais apenas 4 foram analisados, o que caracteriza um viés no 

estudo. 

 

Sabe-se que o sequenciamento direto é o método mais preciso para identificação 

de mutações, porém o alto custo desta técnica a torna inviável na rotina. Por isso, 

muitos métodos de triagem têm sido utilizados para detectar mutações em genes de 
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interesse: imunohistoquímica, PCR-SSCP, DHPLC, entre outros. Dentre esses, o PCR-

SSCP seguido de sequenciamento foi utilizado neste trabalho por ser relativamente 

simples, rápido, barato e eficaz em até 95% (Ren, 2000; Otero et al., 2005). A técnica 

de SSCP pode detectar mutações pontuais, deleções e inserções, que promovem uma 

mudança conformacional no DNA de fita simples, devido a uma interação 

intramolecular diferente, e resultando numa mobilidade alterada em gel de 

poliacrilamida não desnaturante (Ru et al., 2000). Portanto, seria interessante manter o 

mesmo método de triagem, PCR-SSCP, aumentando porém o número de exons 

analisados das amostras. Desse modo, poderia-se fazer uma avaliação mais precisa da 

freqüência de mutações, em uma população que não corresponde aos critérios da 

síndrome de Li-Fraumeni. 

 

Nas mutações somáticas, há apenas 15 estudos prévios relatando a mesma 

mutação no banco de dados do IARC (http://www-p53.iarc.fr/) (tabela 6), e apenas 

duas relatam esta alteração em tumor de mama. Em um dos estudos, Varley e 

colaboradores encontraram a mesma transversão G→C no códon 282 em uma biópsia 

de câncer de mama primário (Varley et al., 1991). O segundo estudo, Conway e 

colaboradores (2002) mostraram a prevalência e espectro de mutações de p53 em 

fumantes com câncer de mama (Conway et al., 2002). 
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Tabela 6: Trabalhos que encontraram a mesma mutação c.282G>C em uma das 

amostras analisadas. 

Referências 
População 
Analisada 

Amostra 
Nº de 

Amostra 

Varley et al., 1991 Inglesa 
Biopsia de carcinoma de 

mama 
97 

Miller et al., 1992 Americana Câncer de pulmão 40 

Burns et al., 1993 Inglesa 
Carcinoma celular escamoso 

gengiva 
24 

Lohmann et al., 
1993 

Alemanha 
Câncer de pulmão em 

fumantes 
28 

Lee et al., 1994 Taiwan 
Câncer de pulmão em 

fumantes 
36 

Farrugia et al., 1994 Canadá Linfomas 11 
Poremba et al., 1995 Alemanha Carcinoma gástrico primário 56 
Pekkola-Heino et al., 
1996 

Finlândia 
Carcinoma da cavidade oral 

(língua) 
16 

Casey et al., 1996 Americana Câncer de ovário 108 
Tworek et al., 1999 Americana Carcinoma peritoneal 85 
Mizobuchi et al., 
2000 

Japonesa 
Carcinoma de esôfago em 

fumantes moderados 
39 

Soong et al., 2000 
Austrália e 

Nova Zelândia 
Câncer de colo retal 995 

Conway et al., 2002 Americana 
Carcinoma intraductal 
infiltrante de mama em 

fumantes 
456 

Balz et al., 2003 Alemanha 
Carcinoma celular escamoso 

na laringe 
123 

Erill et al., 2004 Espanha Câncer de bexiga 76 
 

 

As mutações mostrando transversões como a encontrada, costumam estar 

relacionadas a tumores esporádicos associados à exposição a carcinógenos (Olivier e 

Hainaut, 2001). Cânceres como o de pulmão e de fígado, por exemplo, apresentam alta 

prevalência das transversões G:C para T:A, que é atribuída à ação de carcinógenos 

como o benzo[a]pireno e a aflatoxina.  Separando-se as mutações nos grupos de câncer 

de origem familiar e cânceres esporádicos, observou-se que as transversões G:C para 
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T:A não estão presentes no câncer de origem familiar.  Isto sugere que a presença destas 

mutações no câncer esporádico foi conseqüência de mutações provocadas por 

carcinógenos no tecido mamário (Olivier e Hainaut, 2001). 

 

Aproximadamente 90% das mutações encontradas na síndrome de Li-Fraumeni 

são mutações do tipo missense, em particular transições G→A em sítios CpG. Porém, 

todos os outros tipos de mutações podem ser observados: nonsense, deleções ou 

inserções em seqüências repetitivas que podem ser explicadas por erros durante a 

replicação do DNA (Chompret, 2002). Recombinações entre seqüências repetitivas em 

várias regiões do genoma humano são conhecidas por causar rearranjos no DNA 

associados com muitas alterações genéticas. Uma região caracterizada em produzir 

rearranjos está localizada no cromossomo 17p12 (Potocki et al., 2000), região que 

flanqueia o gene TP53.  

 

Otero e colaboradores (2005) analisaram o gene TP53 em pacientes com 

leucemia mieloide crônica que possuíam aberrações cromossômicas em 17p. Dos três 

casos alterados citogeneticamente, apenas um caso mostrou alteração na corrida 

eletroforética por SSCP. Tais resultados sugerem que a alteração cromossômica pode 

anteceder as alterações no gene e significa que a cada divisão celular, uma nova falha 

pode ser acumulada (Otero et al., 2005). Diante de tais observações, foi feita a análise 

citogenética do membro III-1 (figura 15) da família da amostra RJ229, uma prima de 

2ºgrau que desenvolveu câncer de mama precocemente. A justificativa da escolha 

d3este indivíduo para ser investigado na citogenética, foi devido ao grande 

comprometimento da irmã da probanda com metástase medular. 
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Não foi encontrada nenhuma aberração cromossômica na amostra analisada, 

mesmo quando o cromossomo foi analisado em alta resolução. Porém, a hipótese de 

crossing-over desigual em pequenas regiões que flanqueiam o gene TP53 ainda não 

pode ser descartada sem antes uma avaliação por técnicas mais refinadas de citogenética 

molecular (Potocki et al., 2000). Além disso, a técnica de SSCP possui uma 

especificidade para fragmentos de 100 a 300pb, e por isso nem todas as alterações 

podem ser detectadas (Otero et al., 2005). 

 

Muitos polimorfismos têm sido descritos no gene TP53. Alguns deles se 

localizam em regiões codificantes e alteram a função da proteína, porém outros 

polimorfismos se localizam em regiões não codificantes, íntrons, e seu papel no 

desenvolvimento do câncer ainda não estão bem estabelecidos (Varley et al., 2001). A 

grande maioria dos polimorfismos identificados está localizada nos íntrons, fora dos 

sítios de splicing e apenas dois polimorfismos alteram a seqüência de aminoácidos, um 

sendo a substituição de serina para prolina na posição 47 e o outro uma substituição de 

arginina para prolina na posição 72. A variante Pro47 é um polimorfismo raro afetando 

um códon bem conservado na evolução, já o polimorfismo Pro72 tem sido observado 

com freqüência em diferentes etnias (de Moura Gallo et al., 2005). 

 

O exon 4, no qual se localiza o polimorfismo no códon 72 resulta em duas 

proteínas alternativas com diferenças biológicas e bioquímicas, afetando a função 

protéica. A variante p53 com o aminoácido prolina no códon 72 possui menor 

habilidade em induzir apoptose quando comparada com a proteína com o aminoácido 

arginina (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003). Foi observado em estudos recentes 

que os polimorfismos PIN3, Msp1 e Pro72 nos íntrons 3, 6, e exon 4 respectivamente, 
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podem ser fatores de risco para o câncer de mama (Weston et al., 1998; Gaspar et al., 

2001; Noma et al., 2004). 

 

Runnebaum e colaboradores mostraram uma associação entre o homozigoto 

polimórfico p53PIN3 e o aumento no risco para câncer de ovário na população alemã 

(Runnebaum et al., 1995). Ainda na população alemã, Wang-Gohrke et al.(2002) 

sugeriu que a presença desse polimorfismo p53PIN3 confere um risco aumentado para o 

desenvolvimento de câncer de mama em mulheres com mais de 50 anos e com histórico 

familiar da doença. Entretanto, nenhuma associação foi observada por Lancaster e 

colaboradores em pacientes americanos com câncer de ovário e bexiga (Lancaster et al., 

1995).  

Noma e colaboradores sugeriram que na população japonesa os homozigotos 

polimórficos (p5372Pro/Pro) estão em risco aumentado para o desenvolvimento de tumores 

de mama com receptores de estrogênio positivo em mulheres na pós-menopausa. A 

freqüência de mutações somáticas em TP53 é similar para heterozigotos p5372Arg/Pro e 

homozigotos selvagens (p5372Arg/Arg) sugerindo que a função da proteína não é 

danificada pela heterozigose. Em um estudo sobre a perda da heterozigose observaram-

se números semelhantes para ambos os alelos, indicando que não há perda preferencial 

do alelo selvagem p5372Arg (Noma et al., 2004).  

 

Papadakis e colaboradores observaram uma maior freqüência do alelo selvagem 

p5372Arg/Arg no grupo de indivíduos com câncer de mama, sugerindo que este alelo possa 

atuar como um fator de risco para o desenvolvimento da doença (Papadakis et al., 

2000). Os resultados obtidos por Buyru et al confirmam o resultado anterior e indicam 

que indivíduos portadores do alelo selvagem p5372Arg possuem um risco de desenvolver 
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a doença três vezes maior do que indivíduos com os alelos polimórficos p5372Pro/Pro 

(Buyru et al., 2003).  

 

Na análise dos polimorfismos PIN3 e Pro72 no íntron 3 e no exon 4 

respectivamente, nos membros da família da amostra RJ229, encontramos 6 indivíduos 

homozigotos selvagem para ambas as regiões analisadas, o que corresponde a 

aproximadamente 46% do total da amostra e aproximadamente 23% do total da amostra 

são heterozigotos para ambos polimorfismos. De acordo com esses dados, 69% dos 

indivíduos analisados possuem pelo menos um alelo selvagem para o códon 72. Apesar 

desses dados não terem valores significativos devido ao baixo número de amostras 

analisadas, o alelo selvagem para o códon 72 é uma região indicada por muitos estudos 

como fator de risco para o desenvolvimento de câncer. 

 

As divergências observadas em diversos estudos refletem as diferenças étnicas e 

epidemiológicas de cada população (Nkondjock e Ghadirian, 2004). Por enquanto, 

evidências de que polimorfismos no gene TP53 possam ter funções na suscetibilidade 

ao câncer ainda devem ser estabelecidos (de Moura Gallo et al., 2005). Contudo, 

diversos fatores de risco influenciam na freqüência do câncer de mama na população e 

podem atuar como modificadores do risco (Nkondjock e Ghadirian, 2004).  

 

Genes altamente penetrantes na suscetibilidade ao câncer de mama como BRCA 

1 e BRCA 2 correspondem por menos de 20% do risco genético para o câncer de mama, 

e outros genes de alta penetrância como TP53, ATM e PTEN correspondem por menos 

de 5%. Isso porque, provavelmente, a herança mais comum no câncer é a poligenia 

(Pharoah et al., 2004). O grande número de casos de câncer não atribuído aos genes de 
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alta penetrância poderia, em parte, estar associado a alterações gênicas ainda não 

descritas ou genes ainda não identificados (Ponder, 2001). Além disso, muitos casos de 

câncer familial parecem estar relacionados às variações polimórficas na seqüência do 

DNA (Imyanitov et al., 2004). 

 

Por isso, o estudo de famílias com história positiva de câncer de mama é 

importante para que ocorra o diagnóstico correto. O diagnóstico preciso e a prevenção, 

fornecidos pelo aconselhamento genético, são ainda as formas mais eficientes de se 

lidar com o câncer familial. O diagnóstico da mutação hereditária no gene TP53 em 

uma família, explica a alta freqüência dos casos de cânceres na família e leva aos 

indivíduos da mesma a um monitoramento mais rigoroso, aumentando as chances do 

diagnóstico precoce e consequentemente a maiores chances de sobrevida.  

 

Atualmente estamos vivenciando uma fase de aperfeiçoamento técnico-científico 

na área do conhecimento de tratamentos de doenças genéticas. A terapia gênica, assim 

como a terapia com células tronco, é um modo absolutamente novo de se tratar as 

doenças humanas. Diante de várias tentativas bem sucedidas citadas pela comunidade 

científica de todo o mundo, fica claro que já atravessamos o estágio inicial onde se 

discutia a viabilidade prática desses novos conceitos. Entretanto, essas novas terapias 

encontram-se na sua infância e ainda não se sabe quando esses tratamentos será um 

procedimento largamente aplicado. Enquanto isso, o diagnóstico precoce e preciso ainda 

é a maneira mais eficiente de êxito no tratamento do câncer. 
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6 – CONCLUSÕES: 

 

• Na análise da freqüência de mutações germinativas nos exons 5 a 8 do gene 

TP53, em mulheres com forte história familiar de câncer de mama residentes no 

Estado do Rio de Janeiro, observamos que 0,96% ( 1 caso em 104) das amostras 

analisadas apresentaram mutações germinativas. O resultado corrobora com 

dados descritos na literatura. 

• A mutação germinativa identificada na amostra RJ229 é uma transversão G→C 

que não corresponde ao perfil mutacional encontrado na maioria das alterações 

germinativas do gene. Transversões como a identificada têm sido encontradas 

associadas a fatores carcinogênicos, e ao que tudo indica ainda não foram 

descritas na literatura em mutações germinativas. 

• Nenhum outro membro da família da mulher portadora da mutação c.282G>C 

apresentou a mesma alteração gênica apesar da alta incidência de cânceres nos 

familiares. 

• O único indivíduo da família da amostra RJ229 analisado para aberrações 

cromossômicas, não apresentou nenhuma alteração na região 17p. 

• O polimorfismo do exon 4 (Pro72) analisado revela uma maior porcentagem de 

indivíduos portadores do alelo selvagem na família estudada, o que pode sugerir 

risco aumentado na suscetibilidade do câncer de acordo com alguns estudos. 

• O polimorfismo do íntron 3 (PIN3) também mostrou uma prevalência de 

indivíduos portadores do alelo selvagem. 
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