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RESUMO

O processo de carcinogénese envolve ganho de fun¢do atribuido a proto-
oncogenes e/ou a perda da func¢do de supressores de tumor, através de mutacdes que
alteram a estrutura da proteina resultante. O 7P53 ¢ um gene supressor de tumor
frequentemente mutado em varios tumores, que codifica uma fosfoproteina nuclear que
desempenha um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA ¢ na
inducdo do processo de apoptose. As alteragdes mais comuns encontradas neste gene
sdo mutagdes pontuais que alteram proteina em um aminoacido levando a perda da
funcdo. A maioria das mutagdes estdo concentradas no dominio central da proteina, que
correspondem aos exons 5, 6, 7 ¢ 8 , ¢ que estdo envolvidos diretamente na ligagdo da
proteina a0 DNA. As mutagdes encontradas em 7P53 podem ser somdticas ou
germinativas. Mutac¢des germinativas em 7P53 predispdem a uma variedade de tumores
malignos de desenvolvimento precoce estando normalmente relacionadas a Sindrome de
Li-Fraumeni, uma doencga rara de cancer familiar. O tipo de cancer mais freqiiente em
pacientes portadores de mutacdo germinativa com histéria familiar positiva ¢ o cancer
de mama. Assim, este trabalho consistiu em um estudo transversal, onde amostras de
DNA foram analisadas para determinacdo da freqiiéncia de mutagdes em 7P53 em
mulheres com historia de susceptibilidade genética pessoal e familiar ao
desenvolvimento do cancer. Cento e quatro pacientes com forte historia familiar de
cancer de mama residentes no Estado do Rio de Janeiro e pertencentes ao Banco de
DNA do Projeto Cancer de Mama e Genética do IFF/FIOCRUZ (BNDNA), foram
avaliadas neste trabalho. Os DNAs foram extraidos de sangue total destas pacientes e
posteriormente submetidos a técnica de PCR-SSCP para a avaliacao dos exons 5, 6, 7 €
8 do gene TP53. As amostras que apresentaram um perfil eletroforético alterado foram
posteriormente seqiienciadas. Foram observadas 12 altera¢des, mas em apenas uma foi
confirmada a presenca de mutagcdo no exon 8. Esta mutacdo foi confirmada por DHPLC
e seqiienciada sendo do tipo missense, situada no codon 282 em sitio CpG, sendo uma
transversao G—C, ocorrendo uma troca Arginina—Prolina. A comparagdo da mutagdo
identificada com o banco de mutagdes em TP53 do TARC mostrou que esta mutagdo
ainda ndo foi descrita na literatura em mutacdes germinativas. A familia da paciente foi
contactada e a andlise de 13 membros desta mostrou que nenhum outro familiar
apresentou a mesma alteracdo génica apesar da alta incidéncia de canceres. A analise
citogenética do cromossomo 17 em um dos membros da familia ndo apresentou
alteracdo na sua estrutura. Ja, quanto a analise dos polimorfismos do gene, um nimero
maior de individuos devem ser analisados para uma melhor conclusdo. Assim, apesar da
baixa freqiiéncia de mutacdo encontrada (1 caso em 104 (0,96%)), tal resultado
corrobora a freqliéncia encontrada na literatura e, ainda, a mutagdo identificada nao foi
ainda descrita entre as mutagdes germinativas em 7P53.
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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 7P53 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 7P53 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 “Cdncer 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 7P53 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 7P53 mutations.



1-1 NTRODUCAO:

O cancer pode ser considerado uma doenga genética, resultado de alteragdes em
genes que causam ruptura no crescimento e diferenciacdo celular normal. A
transformag¢do de uma célula normal em uma célula cancerosa ocorre através do
acumulo de alteracdes genéticas em duas classes de genes: os proto-oncogenes € 0s
genes supressores de tumor (Tworek et al., 1999). Esse processo, conhecido como
carcinogénese, 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-resisténcia as drogas, agindo normalmente como reguladores da proliferagao
celular. Nesse grupo, destaca-se o gene 7P53, cuja mutagdo ou inativacdo esta
implicada no surgimento do cancer, por levar a um aumento de uma populagdo celular

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

A proteina p53 foi descoberta ha mais de 25 anos como uma proteina celular de
53 kilodaltons (kDa) formando um complexo com o antigeno T do virus simio 40
(SV40) (Hofseth et al., 2004). Inicialmente clonado a partir de tumores humanos ou de
roedores, 0 gene se comportou cCoOmo um oncogene que cooperava com o gene ras na
transformagdo de fibroblastos primarios 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 transformagio in
vitro, assim como, o crescimento de tumores in vivo (Hainaut e Hollstein, 2000). Diante
de tais resultados, ficou facil deduzir que o gene descoberto era entdo um supressor de

tumor. Em 1989, Vogelstein e Minna foram os primeiros a relatar a presenca de



mutacoes em 7P53 em células de cancer de pulmao e colo retal (Soussi, 2000). Em
1990, alteragdes constitutivas do 7P53 foram detectadas em pacientes com a sindrome
de Li-Fraumeni, uma doenca autossdmica rara, caracterizada pelo aparecimento
prematuro de varios tipos de cancer. Em 1992, Donehower e colaboradores mostraram
que camundongos nocautes para o gene 7P53 apresentavam um desenvolvimento
essencialmente normal, porém eram propensos ao desenvolvimento prematuro de varios
tipos de cancer (Donehower et al., 1992). Estas observacdes levaram a especulagdo de
que o TP53 era o “principal gene supressor de tumor” (figura 1). Tais achados também
foram confirmados por outros grupos, ¢ as descobertas resultaram em varias publicagdes
sobre estrutura, fungdes e mutagdes em 7P53 (Hainaut e Hollstein, 2000), além de
21512 mutagdes somaticas e 283 mutagcdes germinativas descritas na literatura

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

gt SURETE R0 ¢ 1990s)

Transcription

Cell-cycle
chackpoints

Developmeni

DMA repair,
homologous
racombination,
chromosomal
segregation

Figura 1: Fungdes do gene TP53 descobertas desde 1979 (Hofseth et al., 2004).



Um banco de dados de mutagdes pontuais em 7P53 foi iniciado em 1990 por
pesquisadores da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, 6rgdo da OMS, e
desenvolvido desde entdo. Este banco de dados € o maior banco de mutacdes pontuais
do mundo em 7P53 e atualmente contém mais de 21000 mutagdes somaticas
identificadas por sequenciamento (http://www-p53.iarc.fr/) (Hainaut e Hollstein, 2000;

Guimaraes ¢ Hainaut, 2002; Olivier ef al., 2002).

1.1 -0 gene TP53:

O gene supressor tumoral 7P53 (GenelD: 7157) localiza-se no brago curto do
cromossomo 17 em humanos (17p13), contendo 11 exons que se estendem por 20
kilobases. Estes exons, com exce¢do do primeiro, codificam uma fosfoproteina nuclear
tetramérica de 53 kDa. Este gene esté alterado na maioria dos canceres invasivos € estas
alteracdes incluem perda alélica, mutagdes pontuais (principalmente missense) e
inativagdo da proteina por antigenos virais ou proteinas celulares (Guimaraes ¢ Hainaut,
2002). Essas alteragdes sdo detectadas em aproximadamente 50% de todos os tipos de
cancer no mundo (Hofseth et al, 2004), tornando este gene o alvo mais comum de

alteracdes genéticas no processo neoplasico (Hainaut e Hollstein, 2000).

No 7P53 humano, foram identificados dois promotores: P1 ¢ P2. O P1 esta
localizado anteriormente ao exon 1 e é responsavel pela transcricdo do principal RNA
mensageiro. O P2 ¢ oito a dez vezes maior que o P1 e localiza-se dentro do intron 1,

aproximadamente 1000 pb apos ao exon 1 (figura 2) (Reisman et al., 1996).
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Figura 2: Estrutura do gene 7P53 humano (Reisman et al., 1996).

A estrutura geral do gene e a seqiiéncia de varios dominios, que correspondem
as caracteristicas estruturais importantes da proteina, sdo bem conservadas em todos os
vertebrados (Hainaut e Hollstein, 2000). Os exons 1, 4, 5, 7 ¢ 8 sdo os cinco sitios de
conservagdo considerados essenciais para o funcionamento normal da p53 (figura 3)
(Martin et al., 2003). Até hoje, entretanto, nenhum homologo do 7P53 foi encontrado
em invertebrados (Hainaut e Hollstein, 2000).
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Figura 3: Estrutura da p53. As regides escuras indicam os cinco dominios conservados

durante a evolugdo (Cadwell e Zambetti, 2001).



1.2 — A Proteina p53:

1.2.1) Estrutura da p53:

A proteina p53 atua como um fator de transcri¢ao multifuncional envolvido no
controle do ciclo celular, morte celular programada, senescéncia, diferenciacdo e
desenvolvimento, manutengdo da estabilidade do genoma, replicagio do DNA,
transcri¢ao e reparo do DNA (Hollstein et al., 1999). Ela possui 393 aminoacidos e ¢
organizada em 5 regides estruturais e funcionais. Estas regides incluem um dominio de
ativacao transcricional N-terminal (residuos 1-50), um dominio regulatério rico em
prolina (residuos 63-92), um dominio de ligagdo ao DNA seqiiéncia-especifica (residuos
100-300), um dominio de oligomerizagdo (residuos 323-355) e um dominio
multifuncional C-terminal, envolvido na regulacido da ligagdo ao DNA (residuos 363-

393) (Hainaut e Hollstein, 2000).

1.2.2) Ativacao, fosforilacao e estabilizacdo da p53:

A proteina é fracamente expressa em todas as células humanas (Hainaut e Mann,
2001), estando sob a forma latente em condigdes normais (Hainaut e Hollstein, 2000).
Entretanto, ¢ facilmente ativada por modificacdes pods-traducionais em resposta a
multiplas formas de estresse, tanto genotoxicas (irradiagdo, carcindgenos quimicos, ou
agentes citotoxicos usados em terapias do cancer) como ndo genotoxicas (hipoxia,
deplecdo de ribonucleotideos e ativacdo oncogénica constitutiva de cascatas de
sinalizagdo do crescimento celular) (figura 4) (Martin, et al., 2002). Uma vez ativada, a

p53 acumula-se em altos niveis no nicleo e atua como um fator multifuncional de



transcricdo aumentando a expressdo de varios genes envolvidos no controle do ciclo
celular, apoptose, resposta adaptativa ao estresse, diferenciacdo e reparo de DNA

(figura 4) (Vogelstein et al., 2000).
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Figura 4: Envolvimento da p53 em vias de multiplos estresses celulares (baseado em

Hofseth et al., 2004).

Em condigdes fisiologicas, a proteina p53 tem meia-vida curta, avaliada em
minutos. Este controle ¢ feito principalmente via mdm-2, um oncogene originalmente
identificado como um dos varios genes contidos em um duplo cromossomo minimo em
murinos (do inglés “murine double-minute chromosome’) presente em derivados de
células 3T3 transformadas, que promove rapida degradacdo da forma fosforilada da
proteina p53 (Tokino e Nakamura, 2000). Em vista disso, a fungdo da p53 ¢ eliminada
pela interacdo com o produto do gene MDM?2, onde tal produto leva a p53 a via de
degradag¢ao (Bargonetti ¢ Manfredi, 2002) (figura 4). Por outro lado, p53 ativa a
expressao do gene MDM?2, resultando em uma auto-regulagdo fechada (Tokino e

Nakamura, 2000).




A rapida ativagdo pos-traducional de proteinas de sinalizagdo, como a p53, ¢
muitas vezes resultado de modificagdes covalentes, em especial da fosforilagdo destas
proteinas induzidas como resposta ao estresse (Oren, 1999). Diferentes sinais podem
ativar caminhos variaveis que resultam em diferentes formas fosforiladas da p53
(Bargonetti ¢ Manfredi, 2002). Um efeito potencial de fosforilacdo pode ser a
estabilizacdo da p53 através da inibi¢do da conjugagdo com a ubiquitina e da redugdo da
taxa de degradacdo da proteina (Caspari, 2000). A fosforilagdo do amino terminal,
principalmente serina 15, serina 20 e treonina 18, rompe a interagdo entre a pS3 e a
proteina Mdm?2, o que leva a estabilizacdo e aumento dos niveis de proteina (Bargonetti

e Manfredi, 2002).

1.2.3) Func0es da p53:

A) Controle do ciclo celular:

O termo “guardia do genoma” atribuido a proteina p53 ¢é decorrente da sua
funcdo no monitoramento da integridade do genoma, impedindo a proliferagdo de
células cujo DNA esteja mutado (Cavalcanti et al., 2002). Um dos primeiros efeitos da
expressdao de p53, em quase todos os tipos de células de mamiferos, ¢ o bloqueio do
ciclo celular (Volgelstein et al., 2000). Apds a ativagdo de TP53, a proteina se acumula
no nucleo da célula, estimulando diretamente a expressio de p21™*", um inibidor de
quinase dependente de ciclina (CDKs — cycline-dependentkinases). Os CDKs sao
reguladores do ciclo celular, que garantem a progressao do ciclo celular de G1 para S.
Através de um efeito negativo sobre varios CDKs, p27"" inibe tanto G1 para S, quanto

de G2 para a fase de mitose (Volgelstein ez al., 2000). Embora p21"*" seja o principal
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gene alvo de p53 no controle da parada do ciclo celular G1/S, p21 e 14-3-30, que ¢

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

"1 conduz a célula a continuar o ciclo celular

transi¢do G2/M. A auséncia de p2]
entrando em mitose, enquanto que a auséncia de /4-3-3¢ ¢ incompativel tanto com G2
estavel quanto com mitose normal. Entdo, na auséncia de ambos p2/ vofl o 14-3-30, as
células morrem rapidamente durante a fase G2 (Bargonetti ¢ Manfredi, 2002). Outro
alvo de p53 ¢ GADD45 que também pode causar parada do ciclo celular quando super
expressa (Hainaut e Hollstein, 2000). O gene GADD45 produz interagdo com varias
proteinas relacionadas com o ciclo celular como Cdc2 e PCNA e contribui no reparo do

DNA ¢ na parada do ciclo celular na transicdo G2/M, favorecendo assim a manutencao

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

B) Apoptose:

Em alguns tipos celulares, a ativacdo de p53 resulta em apoptose em vez de
produzir uma parada no ciclo celular, em resposta a formas especificas de danos ao
DNA como, por exemplo, hipdxia ou super-expressdo de proto-oncogenes (Hainaut e
Hollstein, 2000; Cadwell e Zambetti, 2001). A ativagdo da morte programada pela
proteina p53 ndo ¢ totalmente conhecida, mas alguns genes ja conhecidos como
regulados por p53 tém sido identificados como indutores pré-apoptédticos (Cadwell e
Zambetti, 2001). Entre esses estdo envolvidos PUMA, BAX, FAS/CD95 (de Moura

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

A mitocondria faz o principal papel nos eventos apoptoticos através da liberagao

de fatores pro-apoptoticos (Hofseth et al., 2004). Sabe-se que a p53 induz expressao de



receptores de morte como Killer/DR5 e APOI/fas/CD95 que liberam uma cascata de
eventos induzindo apoptose, onde se destaca a ocorréncia da alteragdo da membrana
mitocondrial e liberacdo do citoplasma. Isso ocorre porque a p53 induz expressdo do
gene BAX e reprime a de Bcl-2, aumentando a permeabilidade mitocondrial nos poros
de transicdo (Hainaut e Hollstein, 2000). Recentemente, o gene NOXA foi descoberto
sendo diretamente ativado por p53 e, assim como BAX, a proteina Noxa também esta

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

A ativagdo de p53 pode diretamente ou indiretamente modular a expressao
destas proteinas e outras proteinas que controlam a permeabilidade da membrana
mitocondrial podendo, portanto, controlar a liberagdo de proteinas mitocondriais

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

C) Reparo do DNA:

Em eucariotos, os cinco principais processos de reparo de DNA sdo: reparo de
excisdo de nucleotideos (NVER), reparo de excisdo de base (BER), mismatch repair
(MMR), non-homologous end-joining (NHEJ) ¢ recombinacdo homologa (HR). Embora
apenas a funcdo de transativagdo independente de p53 esteja envolvida na regulacao de
HR, a proteina p53 modula quase todos os outros processos de reparo de DNA tanto por

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

O p53R2 ¢ um exemplo de gene que esta envolvido em uma via dependente de

p53 no checkpoint do ciclo celular em resposta ao dano no DNA, além de ser alvo direto



da proteina p53. A proteina p53R2 ¢ necessaria para a producdo de
desoxiribonucleotideos e ¢ importante tanto para replicacdo quanto para o reparo do
DNA. Esse ¢ um caminho onde p53 contribui no reparo do DNA unindo este processo a

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

Um mecanismo importante envolve a indu¢do do gene que regula a excisao de
nucleotideos no reparo do DNA, o NER, onde p53 ¢ 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 sdo
conduzidos a mudar a estrutura da dupla fita de DNA. Outro mecanismo seria através
do gene BER, que protege células mamarias de danos causados pelo metabolismo
celular, incluindo danos resultantes de metilagio e agentes oxidativos, além de
“despurinizagdes” espontaneas (Sengupta e Harris, 2005). Todos esses genes mantém o
controle celular, além de responder a erros no DNA em muitos organismos (Vogelstein

et al., 2000).

Diante disso, a proteina p53 parece ter influéncia direta no reparo do DNA
(Bargonetti e Manfredi, 2002), tendo uma importante fun¢do na manutencdo da

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

Existem diversos fatores de risco bem estabelecidos para o desenvolvimento do
cancer de mama. A variacdo na exposi¢do aos fatores de risco influencia de forma
significativa a incidéncia da doenga em varios paises. Esta incidéncia varia de acordo

com a idade e se deve a fatores de risco endogenos e exdgenos (Sellers ef al., 1999).

Alguns fatores associados a um risco aumentado incluem alta densidade
mamaria, hiperplasia atipica, obesidade apds a menopausa, reposicdo hormonal pos-
menopausa, exposi¢ao a radiagdo ionizante, exposicao a pesticidas ou organoclorados e

tabagismo (Kelsey e Gammon, 1991).

Porém, sabe-se que a historia familiar ¢ um dos fatores de risco mais bem
estabelecidos para o cancer de mama. Esse risco varia de acordo com o grau de
parentesco, o numero de pessoas da familia afetadas pelo cancer de mama e/ou ovario e

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

1.3.1) Genes ligados a predisposicdo ao Cancer de Mama:

Viarios genes foram identificados por causar predisposi¢do ao cancer de mama,
uma doenga comum com uma etiologia complexa (Angele et al.,2000). O cancer de
mama esta associado com diferentes tipos de alteragdes genéticas somaticas como
mutacdes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor (Borresen-Dale, 2003). Os
principais deles sd3o o BRCAI, BRCA2, ATM, TP53 e CHEK2. Além desses genes,

varios outros genes relacionados com outras sindromes autossomicas dominantes tém
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sido descritos como predisponentes ao cancer de mama familiar. Entre essas sindromes,

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

A) BRCAI e BRCA2:

O gene BRCAI se localiza no cromossomo 17q12-21 e foi clonado em 1994 por
Miki e colaboradores. Ele codifica uma proteina ubiquitaria que participa em processos
fundamentais para todas as células, tais como: o reparo e recombinagdo do DNA,

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

As mutagdes no BRCAI se distribuem ao longo de toda a seqiiéncia do gene e
consistem de insergdes, delecdes, e substituicdes de bases nitrogenadas (Wooster e
Weber, 2003). Embora no cancer de mama de origem esporadica as mutagdes no gene
BRCAI sejam raras, sua fungdo encontra-se freqlientemente comprometida pela hiper-
metilagdo da regido promotora do gene (Lerebours e Lidereau, 2002; Venkitaraman,

2002; Lambie et al., 2003).

O gene BRCA2 se localiza no cromossomo 13ql12-13 e foi completamente
caracterizado em 1995 e 1996 (Wooster et al., 1995; Tavtigian et al., 1996). Como o
gene BRCAI, o BRCA2 também codifica uma proteina multifuncional envolvida na
manuten¢do da integridade gendmica, no controle do ciclo celular e na transcri¢ao (Kerr
e Ashworth, 2001; Venkitaraman et al., 2002; Pellegrini e Venkitaraman, 2004), além
de um possivel envolvimento na diferenciagdo terminal das células epiteliais da mama

(Vidarsson et al., 2002).

12



Mutagdes nos genes BRCA I e BRCA 2 sdo responsaveis por 30 a 40% dos casos
de cancer de mama de origem hereditaria e por 2 a 3% do total de casos (Wooster e
Weber, 2003). O risco de cancer de mama associado as mutagdes no BRCAI varia de
59% a 87%, enquanto que em BRCA2 ¢ um pouco menor, variando de 38% a 80%

(Antoniou et al. 2003).

B) ATM.

O gene ATM também ¢ um dos candidatos a genes de suscetibilidade (Angele et
al., 2000), encontrando-se mutado em pacientes com Ataxia Telangectasia (AT)
(Coutinho et al., 2004). AT é uma doenga autossdmica recessiva infantil caracterizada
por ataxia cerebelar, telangectasias ocular e de pele, imunodeficiéncias, extrema
sensibilidade celular a radiagdo ionizante e predisposi¢ao ao cancer (Angele et al., 2000;
Coutinho et al., 2004). O gene ATM esta localizado no cromossomo 11g23.1 (Coutinho
et al, 2004) e codifica uma proteina quinase de 350 kDa, que tem como fungdo
principal a detec¢do e reparo de quebras da fita dupla do DNA. A proteina ATM ¢
principalmente nuclear, presente como um dimero nas células humanas (Anggle et al.,

2003).

A exposicao a radiag¢do ionizante induz a autofosforilagdo da proteina na serina
1981 conduzindo o dimero a dissociacdo e acessibilidade ao dominio quinase. O sinal
subseqliente da cascada no qual, substratos de ATM, incluindo p53, Mdm2, Chk2,
BRCA1, SMCI1, Nbsl, e FancD2, sao fosforilados resultando na ativagdo do checkpoint

do ciclo celular, reparo do DNA, ou processo de apoptose (Angele et al., 2003).
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Estudo com mulheres heterozigotas para mutagdes no gene ATM tem revelado
um aumento no risco relativo de cinco a sete vezes no desenvolvimento do cancer de
mama. Esses resultados sugerem que heterozigotos ATM podem representar
aproximadamente 8% de todos os casos de canceres de mama (Thull e Vogel, 2004). O
risco de paciente AT heterozigoto desenvolver cancer de mama ¢ 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 cancer de mama, ndo selecionados através da
historia familiar, ndo encontrou mutagdes em 47M, sugerindo que o gene pode ndo estar
tdo envolvido no desenvolvimento precoce do cancer de mama como suspeitavam

inicialmente (Thull e Vogel, 2004).

C) CHEK?:

Novos genes de suscetibilidade ao cancer de mama estdo sendo estudados e
conferem um menor risco no desenvolvimento do cancer de mama quando comparados
com mutagdes em BRCAI e BRCA2. CHEK? é uma quinase atuante no checkpoint do
ciclo celular e que responde a danos ao DNA através da ativagdo de p53 ¢ BRCAL.
Uma delegao especifica em CHEK?2, 1100delC, foi recentemente estudada e associada a
baixa penetrancia no desenvolvimento de cancer de mama (Meijers-Heijboer et al.,
2002). Esta mutag¢do foi identificada em algumas familias com suscetibilidades ao
cancer de mama e colon hereditario. Embora testes para deteccdo do alelo mutado
(CHEK?2 1100delC) tenham comecado a ser desenvolvidos, a aplicabilidade clinica

desses testes ainda precisa ser determinada (Thull e Vogel, 2004).
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D) STKI1:

A sindrome de Peutz-Jegher se caracteriza por pigmentacdes muco cutaneas,
predisposicdo a poOlipos intestinais € a varios tipos de tumor, incluindo o tumor de
mama. Essa sindrome ¢ causada por mutagdes germinativas no gene STK//, 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
sindrome de Peutz-Jegher, o risco relativo ¢ de 20.3 (95% CI, 7.4 to 44.2) no

desenvolvimento de cancer ginecoldgico e de mama (Boardman et al., 1998).

E) PTEN:

A suscetibilidade ao cancer de mama foi também observada em individuos
portadores de sindrome de Cowden, uma doenga autossémica dominante nos quais os
individuos afetados desenvolvem cancer de mama bilateral, papilomatose oral, pélipos
gastrointestinais, tumor no trato genital feminino e tumores malignos ou benignos na
tireoide (Hanssen e Fryns, 1995). Essa doenga ¢ causada por mutagdes germinativas no
gene PTEN, que se localiza no cromossomo 10923.3 (Li et al., 1997). As portadoras de
mutagdes nesse gene possuem de 30 a 50% de chance de virem a desenvolver cancer de
mama até os 50 anos de idade (Radford e Zehnbauer, 1996). Entretanto, nenhuma
mutagdo nesse gene tem sido encontrada em mulheres com padrao de suscetibilidade ao

cancer de mama que nao apresentam a sindrome de Cowden (Martin ¢ Weber, 2000).
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F) IP53:

Mutagdes no gene supressor de tumor, 7P53, sdo as alteracdes genéticas mais
comuns encontrada em cancer humano. O tipo e localizagdo das mutacdes no gene sao
diferentes em distintos canceres humanos. Esta variabilidade e espectro de mutagdes
podem representar fatores etioldgicos agindo no processo de transformagdo maligna
(Simao et al., 2002). A ocorréncia de mutagdes varia em torno de 12 a 60% de todos os
casos de cancer de mama, sendo o gene que se apresenta mais mutado nesta neoplasia
(Olivier e Hainaut, 2001), e a presenca dessas alteracdes estd associada com os tipos de
tumores mais agressivos, porém ainda ndo esta esclarecido se as mutagdes se restringem

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

Alteragdes genéticas no TP53 sdao apontadas como um fator de mau progndstico
em cancer de mama, ja tendo sido observada uma associacdo estatisticamente
significativa entre a presenca de mutacdes no gene € um progndstico ruim para esta
neoplasia (Soong et al, 1997; Simao et al, 2002). Entretanto, evidéncias de que tumores
sem mutacdo respondem melhor a terapia do que tumores apresentando mutacdes sdo

limitadas (Olivier e Hainaut, 2001).

As mutagdes encontradas em 7P53 podem ser somaticas, ocorrendo no tecido
tumoral ou germinativas, ocorrendo em todas as células do organismo, incluindo células
reprodutivas, o que caracteriza a Sindrome de Li-Fraumeni. Muta¢des somaticas
encontradas entre os canceres humanos que foram identificados por seqiienciamento,
apresentam 87,2% de substituigdes de uma unica base e 12,8% apresentam mutagdes

mais complexas, delegdes e insercdes. As mutagdes que promovem a troca de
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aminoacidos (missense) sao observadas em 231 dos 393 cdédons (Hainaut e Hollstein,
2000), enquanto que as mutagdes silenciosas representam 3,9% das mutacdes descritas
(Strauss, 1997). De todas as mutac¢des ja identificadas, 93% estdo presentes no dominio
de ligacdo ao DNA e correspondem aos exons 5,6,7,e 8 do gene TP53. As insergoes,
delecdes e codons de terminacao representam 48% das mutacdes no domino N-terminal
e 60% no C-terminal, mas apenas 17% no dominio de ligagdo ao DNA (Hainaut e

Hollstein, 2000).

O cancer de mama esporadico apresenta um perfil de mutagdes muito similar ao
de outros tipos de cancer, porém com menos transversdes G:C>T:A (9% contra 15%
nos demais tipos de cancer) e mais transi¢des A:T>G:C (15% contra 11% em outros
canceres) (IARC, 2005). A alta freqiiéncia de G:C>T:A em alguns tipos de cancer,
como cancer de pulmdo em fumantes e carcinoma hepatocelular relacionado a
aflatoxina, ¢ atribuida ao importante papel de carcinégenos em sua etiologia. A
prevaléncia destas transversdes em cancer de mama € similar a encontrada em outros
canceres que ndo os de pulmao e figado. O tipo mais freqiiente de mutagao observado ¢
de transi¢des G:C>A:T, distribuidas entre sitios CpG e ndo CpG. No geral, o padrao de
mutagdes no 7P53 em cancer de mama ndo mostra qualquer aspecto que o distinga

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

Cinco dos seis codons mais mutados codificam residuos de Arginina (175, 248,
249, 273 e 282) e representam 25% de todas as mutagdes. Estas argininas exercem um
papel bem definido nas interagdes DNA-proteina, seja pelo contato direto com o DNA
(248, 273) ou por contribuir para a estabilidade na superficie de ligagdo ao DNA (175,

249 e 282) (Cho et al., 1994). Mutagdes nestes residuos inativam a proteina p53 por
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impedir o contato com o DNA ou através da desestabilizagdo da superficie de ligacao.
Porém, muitos outros sitios de mutacdo estdo espalhados no dominio e provavelmente
inativam a p53 alterando a arquitetura global do dominio de ligagdo ao DNA (Hainaut e

Hollstein, 2000).

Como ja mencionado, muta¢des no gene 7P53 ndo ocorrem apenas a nivel
somatico, mas também em linhagens germinativas. A detec¢do dessas mutagdes
germinativas ¢ importante na identificacdo de individuos com alto risco de desenvolver
cancer (Frebourg et al., 1992). Mutacdes germinativas em 7P53 predispdem uma
variedade de tumores malignos de desenvolvimento precoce incluindo cancer de mama,
cancer cerebral, sarcoma dsseo e carcinoma adrenocortical (Varley et al.,, 2001). Essas
mutagdes foram inicialmente relatadas em pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni,
uma sindrome rara de cancer familiar, onde parentes afetados desenvolvem diversos
tumores malignos (Frebourg et al, 1992; Kleihues et al., 1997). Atualmente existem
muitos trabalhos na literatura identificando mutacdes germinativas no gene 7P53 em
familias com a sindrome de Li-Fraumeni classica (LFS), de “Li-Fraumeni like” (LFL)
ou em familias incompletas para ambas as classifica¢des, além de grupos de pacientes
com tipos particulares de tumores ou com multiplos canceres (Varley et al, 2001,

Olivier et al., 2003).

Além das mutagdes, varios polimorfismos t€m sido descritos no gene 7P53. A
presenga dessas alteragdes pode acarretar aumento, diminui¢cdo ou perda da fungdo da
proteina polimoérfica. Até o momento 21 polimorfismos ja foram observados no gene
TP53, sendo localizados tanto em exons como em introns. Alguns estudos tém

investigado uma possivel associagdo dos polimorfismos do gene 7P53 com o risco para
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diferentes tipos de cancer, sendo os polimorfismos do intron 3 (insercdo de 16pb), exon
4 (Arg72Pro) e intron 6 (G—A) associados ao cancer de mama. Todos os trés
polimorfismos exibem um forte desequilibrio de ligagdo. Entretanto, cinco estudos
analisando os trés polimorfismos do gene nao encontram nenhuma associagdo com o
aumento do risco de desenvolver cancer de mama. Surpreendentemente, o risco de
desenvolver cancer de mama para homozigotos polimorficos diminuiu nos trés

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

O espectro total de mutagdes encontrado na linhagem germinativa ¢ similar a
observada em tumores esporadicos, sendo predominantemente mutacdes missense
(~75%) em regides codificadoras do gene no dominio central de ligagdo ao DNA (exons
5 a 8), resultando em um defeito na agdo transcricional do gene (Kleihues et al., 1997,
Varley et al, 2001; Olivier et al., 2003). Entre as mutagdes pontuais, transicdes
G:C—A:T s3o mais freqiientes, seguidas de A:T—G:C e transversdes G:C—T:A.
Aproximadamente 50% das transigoes G:C—A:T sao em sitios CpG (Kleihues et al,
1997). Todos os outros tipos de mutagdes sdo observados: mutagdo nonsense, delegdes
ou inser¢cdes em seqiiéncias repetitivas que podem ser explicadas por erros durante a
replicagdo do DNA, e mutagdes em sitios de splicing responsaveis pela falta de exons,

retengdo de introns ou ativagao de sitios cripticos de splicing (Chompret, 2002).

O tipo de cancer mais freqiiente em pacientes portadores de mutagdo
germinativa no 7P53 com histéria familiar positiva ¢ o cancer de mama (30.6%),
seguido de sarcoma (17.8%), tumor cerebral (14%), sarcoma oOsseo (13.4%), e
carcinoma adrenocortical (6.5%). Os menos freqiientes incluem pulmio, sistema

hematopoético, estdmago, colo retal, pele e ovario (Olivier et al., 2003).
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1.4 — Sindrome de Li-Fraumeni (LFS):

A descoberta em 1990 de mutacdes germinativas associadas a uma complexa
sindrome de cancer familiar, abriu uma ampla area de pesquisa (Kleihues et al., 1997).
Muitas sindromes de predisposi¢do ao cancer tém sido identificadas devido a ocorréncia
de multiplos canceres agregados em uma mesma familia. Estudos epidemiologicos sao
necessarios para se distinguir entre causa ambiental e genética, € em muitos casos ha a
confirmagdo da existéncia da predisposicao hereditaria. Um exemplo ¢ a sindrome de
Li-Fraumeni (OMIM #151623), que foi inicialmente descrita em 1969 e confirmada
subsequentemente por varios estudos epidemiolédgicos (Varley, 2003). Estudos em
diferentes séries de familias confirmaram que agregado de tumores malignos nas

familias LFS ocorre devido a predisposi¢ao hereditaria e ndo por fatores ambientais

(Patrikidou et al., 2002)

A sindrome de Li-Fraumeni representa uma das mais devastadoras
predisposi¢cdes genéticas ao cancer (Bougeard et al, 2003), sendo uma doenga
autossdmica dominante rara caracterizada por tumores malignos agrupados em familias,
com a predominancia de sarcomas, cancer de mama, tumores cerebrais, e carcinomas
adrenocortical diagnosticados antes dos 45 anos de idade. Outros canceres, tais como
leucemia, cancer de pulmao, melanoma, cancer gastrico, cancer pancreatico, e cancer de
prostata estdo presentes em excesso em algumas familias e, em alguns casos, tumores de
células germinativas, e tumor de Wilms sdo também relatados (Olivier et al., 2003).
Diante desse espectro, foi verificado que a LFS estd associada com uma variedade de
diferentes tipos de tumores ocorrendo sobre uma ampla faixa de idade, incluindo a

infancia (Varley, 2003).

20



Uma defini¢do 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 cancer diagnosticado antes de 45 anos, além
do parentesco de primeiro ou segundo grau na mesma linhagem familiar com qualquer
cancer antes dos 45 anos de idade ou um sarcoma em qualquer idade. Birch e
colaboradores em 1994 formularam a defini¢do para LFL baseando-se em informagdes
mais extensas ¢ atualizadas dos tipos de tumores e idades dos individuos das familias
afetadas. LFL ¢ 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
tipico da LFS em qualquer idade, e outro parentesco de primeiro ou segundo grau na
mesma linhagem familiar com qualquer tipo de cancer antes dos 60 anos (Varley,

2003).

A freqliéncia de mutagdes germinativas no gene 7P53 ¢ descrita em
aproximadamente 70% dos casos de LFS, 20% em LFL e 6% em casos de historia
familiar com critérios incompletos para Li-Fraumeni (Chompret, 2002). Devido a alta
penetrancia, mulheres com a LFS t€ém 80% de risco de desenvolver cancer 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 populacio geral (de Jong et al.,
2002). Este excesso ¢ maior em mulheres com idade inferior a 20 anos e declina com o
aumento da idade, onde o risco relativo de cancer de mama apo6s os 45 anos ¢é igual a 1.8
(de Jong et al., 2002). Familias com LFS tém um aumento de 50% na incidéncia de

multiplos canceres primarios até¢ os 30 anos de idade comparados ao da populagdo de

21



1% (Martin et al., 2003). Além disso, estima-se que mais de 90% dos portadores de

mutacdo germinativa no 7P53 desenvolverao cancer até 70 anos (Martin ef al., 2003).

Em pacientes pertencentes a familias com LFS portadores da mutagdo
hereditaria, células normais sdo heterozigotas (p53 wt/mt), enquanto em algumas células
cancerigenas o alelo selvagem foi perdido ou inativado por um mecanismo somatico
(Hainaut e Hollstein, 2000). A perda do alelo selvagem ¢ menos comum em tumores de
pacientes com mutagdo no dominio central do gene, pois em geral essas mutagdes tem
ganho-de-funcdo e/ou sdo dominantes e ndo precisam da perda do alelo selvagem para
desenvolver o tumor, diferentemente dos pacientes com mutacdo nula (nonsense, em
sitios de splicing, delecdes e inser¢des), onde a inativagao ou dele¢do 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
proliferacdo celular mesmo na presenca do alelo mutado (Hainaut e Hollstein, 2000),
experimentos com camundongos nocautes heterozigotos (77 rp53+/ ) apresentaram
desenvolvimento de tumores espontidneos precocemente, assim como, na LFS em
humanos. Tal resultado indica que a p53 ¢ haploinsuficiente para supressao de tumor, ja
que a reducdo da dose de p53, resultado da heterozigozidase mostrou em muitos tecidos
de camundongos um nivel intermediario da atividade transcricional, do controle celular
e da apoptose, quando comparado a células selvagens ou Trp53”" (Blackburn e Jerry,

2002).

Entretanto, as mutagdes germinativas de 7P53 ndo sdo responsaveis por todos os
casos de LFS, 20-30% das familias afetadas pela LFS nao sdo portadores da mutagdo no

gene (Lehman et al., 2000; Varley, 2003). Na maioria dessas familias, o defeito
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genético responsavel pela predisposi¢cao ao cancer permanece desconhecido, embora
mutagdes no gene CHEK? ja terem sido relatadas em um pequeno grupo de familias

com LFS (Attwool et al., 2002).

Alteragdes genéticas afetando proteinas da via de sinalizacdo de p53 podem
produzir fenotipos idénticos a LFS como CHEKI1 e CHEK2 (Chompret, 2002).
Mutagdes em CHEK? foram encontradas em quatro casos de LFS/LFL, porém dois
deles ndo foram confirmados sendo um dos casos mais tarde mostrado em um
fragmento homologo localizado no cromossomo 15 e o outro um polimorfismo
(Chompret, 2002). Outros genes envolvidos nas vias de sinalizagcdo do TP53, apoptose
ou controle do ciclo celular, como MDM2, TP63 BCL10, CDKN2A ¢ PTEN tém 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

¢ raramente atribuida a esses genes (Chompret, 2002).

Alguns estudos tentam relacionar o tipo de mutacdo com o tipo de cancer
desenvolvido, porém essas associacdes tecido/célula especifico com a mutagdo
germinativa herdada ainda permanece incompreendido (Varley, 2003). Por outro lado,
existe um aumento na evidéncia de que o background genético das familias afetadas
pode influenciar no alvo como 6rgdo especifico de individuos da mesma familia. Uma
explicagdo alternativa seria que algumas familias tém sido expostas a carcindgenos
ambientais similares ou fatores de estilo de vida, facilitando a tumorigénese em

determinados tecidos alvos (Kleihues et al., 1997).

23



2-OBJETIVOS:

Desde a descoberta do envolvimento do gene 7P53 na LFS, a defini¢do clinica
classica da LFS tem sido revisada por varios grupos de pesquisa, ja que algumas
familias que carregam a mutacao nao preenchem os critérios definidos (Olivier et al.,

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

» Determinar a freqiiéncia de mutagdes germinativas nos exons 5, 6, 7 ¢ 8 do

gene TP53, em mulheres com alta incidéncia de cancer de mama e multiplos canceres

primarios na familia, residentes no estado do Rio de Janeiro.

» Comparar as mutagdes germinativas identificadas com o banco mundial de

dados de mutagdes do 7P53 da Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC).

»Uma vez identificadas as mutacdes, analisar a familia dos individuos

portadores da mutagdo e caracterizar a suscetibilidade das familias ao cancer.
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3- MATERIAL E METODOS:

3.1 - Os Pacientes:

Este trabalho consistiu em um estudo transversal, onde amostras de DNA foram
analisadas para determinacdo da freqiiéncia de mutacdes em 7P53 em mulheres com

historia de suscetibilidade genética pessoal e familiar ao desenvolvimento do cancer.

As mulheres eram participantes do Projeto Cancer de Mama ¢ Genética que
criou o Banco Nacional de DNA (BNDNA) coordenado pelo Dr. Roberto Vieira, onde
amostras de DNA, extraidas de sangue periférico de mulheres residentes de varios
estados brasileiros, foram armazenadas para estudo de suscetibilidade ao cancer de

mama € ovario.

Foram utilizadas nesse estudo 104 amostras de DNA pertencentes ao BNDNA
provenientes de mulheres portadoras de cancer de mama (11 mulheres — 10%) e
mulheres ndo portadoras de cancer de mama (93 mulheres — 90%), todas com forte
historia familiar de cancer, 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 ambulatério de Ginecologia do IFF/FIOCRUZ sob supervisdo do Dr.
Roberto Vieira. A coleta de dados para a caracterizacdo e atualiza¢dao das pacientes foi

obtida através de prontuarios.
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3.2 — Métodos:

Todas as amostras extraidas foram analisadas para a deteccdo de mutagdo nos

exons 5, 6, 7 ¢ 8 do gene TP53. Caso alguma amostra apresentasse alteragdes no

método de triagem (SSCP), e esta alteragao fosse confirmada por seqiienciamento como

sendo uma mutacao no gene, a familia do probando também era analisada para detec¢do

da mutagdo no gene TP53. Apds esta andlise, resolvemos estender a investigagdo para

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

freqliéncia de canceres na familia da probanda, quando a mutagdo da probando ndo

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

intron 3 e exon 4 do gene 7P53, tanto do portador da mutagdo quanto aos familiares

quando disponiveis, também foram genotipados para verificar a distribuicao desses

polimorfismos dentro de uma mesma familia (figura 5).
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J

Figura 5: Organograma explicativo da ordem e aplicacdo das técnicas utilizadas.
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3.2.1 — Extragdo de DNA:

O DNA foi extraido a partir dos linfocitos de sangue periférico total segundo
Miller et al. (1988). Dez mililitros de sangue foram diluidos em 35mL de tampao de lise
de hemacias (NH4Cl 155 mM, KHCO; 10 Mm, EDTA 1,0 mM pH 7.4). Apds 30
minutos a temperatura de aproximadamente 4°C, o material foi homogeneizado
lentamente e centrifugado a 1800 rpm por 12 minutos (Centrifuga EPPENDOREF).
Descartou-se o sobrenadante e ao precipitado foram adicionados 10 mL do tampao de
lise de hemacias. 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 tampao de lise de nucleo (Tris-HCI 10 mM, NaCl 400 mM,
EDTA 2,0 mM pH 8,2), e homogeneizado. Foram, entdo, adicionados 150 puL. de SDS
10% (100 g de dodecil sulfato de sdédio em 1000 mL de H,O) misturando levemente e
200 pL de proteinase K (50 pg/mL). O material foi incubado a 37°C durante
aproximadamente 18 horas. Apos 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 pL de etanol 70%. Depois de nova centrifugagao a 1400
rpm (Microcentrifuga EPPENDORF 5415F) por 1 minuto, descartou-se o sobrenadante,
o material foi seco a temperatura ambiente ¢ em seguida ressuspenso em TE (Tris-HCI

10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0).

27



3.2.2 — Quantificagéo do DNA:

A estimativa da quantificagdo de DNA das amostras foi obtida apos eletroforese
em gel de agarose 1% e tampao TAE 1X, por comparagdo com o marcador de massa
molecular (DNA de fago A digerido com a enzima de restri¢ao Hind III) (100 ng/uL). A
corrida ocorreu por 2 horas a 65 volts, ap6s a qual o gel foi corado em solucao contendo

brometo de etidio (5 pg/mL) e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.

3.2.3 — Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR):

A técnica de PCR foi utilizada para amplificar as regides dos DNAs gendmicos
correspondentes aos exons 5 (303 pb), 6 (231 pb), 7 (204 pb) ¢ 8 (255 pb) do gene
TP53. Quatro pares de oligonucleotideos 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 ¥’
ANTISENSO -5 AACCACCCTTAACCCCTCCT 3’

Exon 7: SENSO - 5> CTCATCTTGGGCCTGTGTT 3°
ANTISENSO - 5> GGGTCAGCGGCAAGCAGAG ¥’

Exon 8: SENSO - 5 CTGCCTCTTGCTTCTCTTTT 3°
ANTISENSO - 5> GAGGCAAGGAAAGGTGATAA 3°

Figura 6: Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo especifica dos exons 5, 6, 7 ¢ 8

do gene TP53 (Ahomadegbe et al., 1995)
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Na reacao de PCR de 50 uL de volume final, utilizou-se: 5 pL de tampao de
PCR 10X (10 mM de Tris-HCI — pH 8,3 — e 50 mM de KCl), 1,5 pLL. de MgCI2 50 mM
(BIOTOOLS), 4 pL de mistura de dNTPs a 2 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP —
PHARMACIA), 1,0 U de Tth DNA polimerase (BIOTOOLS), 2 upL de cada
oligonucleotideo a 10 pmoles/uL (Figura 6), 200 ng da amostra de DNA a ser analisada
e agua milliQ estéril para completar 50 pL. A amplificacdo foi realizada na maquina de
PCR (MJ RESEARCH, INC e EPPENDORF — MASTERCYCLE GRADIENT), com
uma pré-desnaturacdo de 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos, cada um consistindo
em trés etapas: desnaturagao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 61°C para os exons
5e 6, 60°C para o exon 7 ¢ 58°C para o exon 8 por 1 minuto, e extensao a 72°C por 1
minuto. Um ciclo adicional foi realizado por 10 minutos a 72°C (Ahomadegbe et al.,
1995). Apos a reacdo, 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 Conformacdo de DNA Fita Simples (Single Strand

Conformation Polymorphism — SSCP):

Este método permite detectar, por eletroforese em gel de poliacrilamida nao
desnaturante, alteragdes no padrao de migracdo que pode corresponder a mutagdes na
molécula de DNA. Uma simples troca de base, uma dele¢do ou insercdo ¢ suficiente
para que ocorra uma mudanga na migracao eletroforética do fragmento de DNA em

estudo.

Ap6s a amplificagdo do DNA por PCR, 3 puL do produto da reagdo foram

desnaturados com 6 pL da solu¢do 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 puL do
preparado em gel de poliacrilamida 8%. A eletroforese foi realizada a 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) Composicdo do Gel de Poliacrilamida 8%:

O gel foi composto de 8,0 mL de solugdo de acrilamida:bis (acrilamida 30% -
29:1) (PHARMACIA), 6,0 mL de tampao TBE 5X (0,45 M Tris-borato ¢ 0,01 M EDTA
— PROMEGA), 15,74 mL de agua destilada, 0,25 mL de persulfato de amoénio 10%
(APS — MERCK) e 15 pL de N’N’N’N’tetrametiletilenodiamina (TEMED — GIBCO

BRL) (Sambrook et al., 1989).

3.2.5 - Coloracéo por Prata:

Apds a corrida eletroforética, as placas foram desmontadas, e o gel foi
transferido para uma solugdo fixadora de acido acético 10% (MERCK), ficando
totalmente submerso na solug@o e sob agitagdo lenta por 20 minutos, para a fixagdo das
bandas de DNA. Apds a fixagdo, o gel foi lavado 2 vezes com agua destilada, por 2
minutos e entdo transferido para uma solugdo de nitrato de prata (0,1% de nitrato de
prata, 0,15% de formaldeido — MERCK) por 30 minutos. Transcorrido este tempo, o gel
foi novamente lavado com agua destilada por 10 segundos e revelado em solugdo
contendo 3% de Na,COj; anidro, 0,15% formaldeido e 0,02% de tiossulfato de sédio 10

mg/mL (MERCK) até o aparecimento das bandas. Apods essa etapa, o gel foi
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imediatamente transferido para uma solucdo de acido acético 10% para bloqueio da
revelagcdo. 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 — Purificacdo do Produto de PCR:

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

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

3.2.7 — Sequenciamento:

As amostras foram seqiienciadas pelo programa “Plataforma de seqiienciamento
de DNA PDTIS/FIOCRUZ” no seqiienciador 48 — Capilar ABI 3730 DNA Analyzer
(APPLIED BIOSYSTEMS). Este programa visa a otimizagdo dos aparelhos de
seqiienciamento da FIOCRUZ, onde pesquisadores da instituicdo que tem interesse em
seqiiénciar amostras de sua pesquisa devem se cadastrar pelo site do programa e,
seguindo algumas regras, tem o direito de enviar amostras para seqiiénciar

gratuitamente e receber o resultado via e-mail.

O produto de PCR juntamente com os primers de seqlienciamento foram

entregues aos responsaveis pelo programa e eles realizaram as reagdes, precipitagdes e

seqlienciamento das amostras.
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3.2.8 — Andlise Citogenética:

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

O implante das culturas de linfocitos, 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 antibidticos 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 37° C, durante 72 horas.

Um sistema idéntico ao anterior, porém com adi¢do de BrdU e timidina em uma
das culturas e brometo de etidio na outra, foi realizado em paralelo para a obtengdo de
cromossomos distendidos € com isso ser possivel a analise em alta resolugdo. Uma hora

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

pug/mL).

B) Citologia (Hipotonizagao e Fixacao):

Os tubos foram centrifugados a 1800 rpm durante 10 minutos. Apds este tempo,
retirou-se o sobrenadante, homogenizou-se o precipitado com KCI (0.007 M) e
permanecendo durante 30 minutos a 37° C para hipotonizag¢ao. Centrifugou-se durante
10 minutos a 1800 rpm, retirou-se o sobrenadante, homogenizou-se o precipitado, ¢
acrescentou-se fixador (Metanol:Acido acético — 3:1(MERCK)). Este procedimento foi

realizado até o sobrenadante estar limpido.
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C) Preparacao de Laminas:

Retirou-se a suspensao celular do freezer, com cuidado para ndo ressolubilizar o
decantado. Aproximadamente 2,5 mL de fixador foi removido e reservado em tubo
conico de 15 mL nao estéril. O precipitado foi ressuspenso no liquido residual do tubo
com a pipeta Pasteur. Com a pipeta Pasteur, duas gotas do pellet ressuspenso foram
pingadas nas duas extremidades da lamina, a qual foi seca em placa aquecedora a 50°C,

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

D) Bandeamento GTG (Seabright, 1971):

Esta técnica ¢ utilizada na rotina e pesquisa dos principais laboratdrios de
Citogenética Humana. Permite a identificagdo precisa de todos os pares de

cromossomos apos tratamento com tripsina e Giemsa.

As laminas foram submetidas por 12 segundos a solu¢do de tripsina (100 mg de
Tripsina ¢ 100 mL de Tampao Dulbecco (8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 0,2 g de KH,
POy, 1,44 g de Na,HPO, . 2H, O, e agua deionizada até completar 1000 mL). Em
seguida, as laminas foram lavadas em tampao fosfato (6, 81 g de KH, PO4, 0,88 g de
NaOH em 1000 mL de 4agua destilada), e coradas por 3 minutos na solugdo de Giemsa
5% (dgua deionizada 70 mL, Tampao Fosfato 25 mL, Giemsa 5 mL — MERCK), ¢

finalmente lavadas em agua deionizada e secas ao ar livre.
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3.2.9 — Identificacéo dos Polimorfismos do gene TP53:

As regides contendo o intron 3 e exon 4 do gene 7P53 foram amplificadas por
PCR utilizando-se 0 mesmo par de oligonucleotideos para essas regides, sendo os
oligonucleotideos p5334R e p5334F (figura 7) utilizados na reagdo para a amplificagdo
de um fragmento que contem tanto o intron 3 quanto o exon 4 (Medina, 2001). Apds a
extragdo do DNA genomico, as amostras foram amplificadas através da técnica de PCR

e os produtos da reacdo foram avaliados.

A) Amplificacdo do DNA por Reacdo em cadeia da Polimerase (Polymerase

Chain Reaction — PCR).

p5334

F-5 GAG ACCTGT GGG AAGCGAA Y

R-5"GGA AGC CAGCCCCTCAG ¥

Figura 7: Oligonucleotideos p5334F e p5334R utilizados para amplificar

regides polimorficas localizados no intron 3 e exon 4 do gene 7P53 (Medina, 2001).

Para amplificacdo dos fragmentos de DNA por PCR foram utilizadas as
seguintes condic¢des: 5,0 uL de tampao de reacdo 10X (750 mM de Tris-HCI pH 9,0; 20
mM de MgCl,; 500 mM de KCI e 200 mM de (NHy4), SO4 — BIOTOOLS); 0,25 U de
Tth DNA polimerase (BIOTOOLS); 1,0 mM de MgCl, (BIOTOOLS); 4 uM da solucao

de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP - PHARMACIA); 15 pmoles de cada
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oligonucleotideo (senso e antisenso); 200 ng de DNA gendmico. O volume final da
reacdo foi de 50 pL. As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador M.
J. RESEARCH modelo PTC-100. O ciclo térmico foi precedido por uma etapa de
desnaturagao a 95°C por 5 minutos e foi composto por 40 ciclos em trés etapas: 95°C
por 45 segundos, 61°C por 45 segundos, e 72°C por 45 segundos. Ao final dos ciclos foi

acrescentada uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos.

B) Anélise dos polimorfismos do gene 7P353:

O estudo do polimorfismo do intron 3 que corresponde a uma inser¢ao de 16pb
(PIN3) consistiu da analise direta dos produtos da reacdo 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 a temperatura ambiente e conduzida a voltagem
constante de 100V, por aproximadamente duas horas e trinta minutos. Apo6s a corrida
eletroforética, o gel era corado em uma solu¢do de brometo de etidio a 0,5 pg/mL,
durante 10 minutos. Como padrdo de massa molecular foi utilizado DNA controle

amplificado com o mesmo par de oligonucleotideos € com massa conhecida.

O estudo do polimorfismo do exon 4, que corresponde a uma troca de
aninoacido no cddon 72 substituindo arginina por prolina (Pro72), consistiu na digestao
dos produtos da reagdo de PCR com a enzima de restricao Bshl2361 (FERMENTAS),
1soesquisomero da enzima de restrigdo BstUI, e posterior analise em gel de agarose
1,5%. Sete microlitros do produto das PCRs foram digeridos com 1,25 U de Bshi12361

em 10 puL de reagdo, no tampao recomendado pelo fabricante, a 37°C, durante uma hora.
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4 - RESULTADOS:

4.1 — Caracteristicas da Populagdo Analisada:

Foram analisadas 104 amostras de DNA, extraidas de sangue periférico, de
mulheres portadoras ou ndo de cancer de mama com forte historia familiar de cancer de
mama, residentes no Estado do Rio de Janeiro. A média de idade das mulheres
analisadas sem cancer de mama foi de 44,0 anos e das mulheres afetadas de 37,5 anos.
A tabela 1 apresenta a distribuigdo do grau de parentesco dos individuos afetados com

tumores malignos, pertencentes as familias.

Tabela 1: Caracteristica da populagdo analisada.

CLASSIFICACAO QUANTIDADE (%)
Parente de 1°grau afetado com cancer 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 cancer de mama 11 (10%)
Numero total de amostras analisada 104 amostras

Os dados da historia familiar dos individuos estudados quanto a presenga de
cancer, foram revisados de modo que os relatos de todos os canceres encontrados em
todas as historias familiares pudessem ser agrupados e contabilizados. O céncer de
mama ¢ o principal cancer relatado na historia familiar da populacdo analisada,

atingindo 62% de todos os relatos (tabela 2).
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Tabela 2: Tipos de canceres relatados nas familias dos individuos analisados.

Tipo de Céncer N° de Relatos dos Casos (%0)

Mama 237 (62%)
Utero 28 (8%)
Ovario 24 (7%)
Pulmao 14 (4%)
Estomago 9(3%)
Figado 9 (3%)
Intestino 8 (2,5%)
Proéstata 8 (2,5%)
Colon 5(2%)
Leucemia 5(2%)
Cérebro 4 (1,5%)
Laringe 4 (1,5%)
Pele (ndo melanoma) 4 (1,5%)
Abdominal 4 (1,5%)
Osseo 3 (1%)
Lipossarcoma 3 (1%)
Mediastino 2 (0,5%)
Cabeca ¢ Pescoco 2 (0,5%)
Bexiga 2 (0,5%)
Rins 2 (0,5%)
Garganta 2 (0,5%)

gias biliares

Melanoma

Esofago

Vulva 9 (3%)
Outros: <Gastrointestinal

Vesicula

Boca

Orofaringe

&eto
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4.2 — Detecgéo de Mutagdes Germinativas no Gene TP53:

Todas as 104 amostras foram analisadas através do método PCR-SSCP para
detectar mutagdes nos exons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53. Das 104 amostras, 12 mostraram
uma possivel alteragdo na migragdo eletroforética nos diferentes exons e foram
seqiienciadas. Dessas amostras, apenas a amostra RJ229 pode ser confirmada quanto a
presenca de mutagdo no exon 8. (figura 8).

v

’ .- ~
MMt bt ad bl B B adad 0l 41 G &I
ﬁ““hﬂww * & e ¢ ) Pt U“

Figura 8: Analise do exon 8 das amostras de DNA genomico das mulheres do BNDNA,
por PCR-SSCP em gel de acrilamida 8%. A seta indica a amostra RJ229 com o perfil de

migracao eletroforética alterada no exon 8.

A alteragdo 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 seqiienciada
no seqiienciador automatico também do IARC. O DHPLC ¢ uma técnica de biologia
molecular muito utilizada como um método de triagem altamente eficaz na deteccao de

alteragdes gendmicas.
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Figura 9: Confirmagéo da alteragdo da amostra RJ229 indicada pela seta.

A amostra seqiienciada mostrou uma mutagao do tipo missense no codon 282,
considerado um Aot spot do gene. A mutagdo ocorre em sitio CpG e ¢ uma transversao
G—C (figura 10), ocorrendo uma troca do aminoacido Arginina para o aminoacido
Prolina. Isso confirma a condi¢do do individuo como portador da sindrome de Li-

fraument.

GGG AGAGACCNGCGCACAG AGGAAGAG AAT
130 140 150

e

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

a mutagdo ¢.282G>C.
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4.3 — Anédlise das mutagfes germinativas em TP53: pesquisa no banco de dados do

IARC/TP53 database, R10:

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) ¢ um 6rgao da OMS, de
politica de Pesquisa em Cancer e ¢ onde estd localizado o maior banco mundial de
dados de mutagdes em 7P53. Esse banco de dados coordenado pelo Dr. Pierre Hainaut e
Dra. Magali Olivier (Olivier ef al., 2002), contém informagdes sobre todas as mutagdes,
somaticas ¢ germinativas, ja descritas no gene 7P53 e permite a analise estatistica da
freqiiéncia dos tipos de mutacdes, seus efeitos e sitios tumorais mais encontrados. Esse
servigo € gratuito e disponivel na internet para comunidade cientifica e também, atualiza
toda e qualquer mutacdo nova descrita no gene 7P53 (http://www-p53.iarc.fr/)
Atualmente o banco ja contabilizou 283 mutagdes germinativas, pertencentes a 280

familias ou individuos, em 129 publicagdes.

As analises feitas no banco de dados de mutagdes em 7P53 mostram que o tipo
de mutacao mais freqiiente ¢ a troca de bases, do tipo missense, correspondendo a mais

de 70% de todas as mutagdes (figura 11).
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MUTALCLD GERMINATIVA - EFEITO D& MUTAGLD
283 MUTACOES

Bl 210 mizsense - 210 (74 .29%)
[ 21 nonzenze - 21 (7 429%)
B 1 silent - 1 (0.35%)

T2 FS -2 (7.429)

I 14 splice - 14 (4.94%)

I 16 other - 16 (5.65%)

IARC TPS3 Mutation Databasze, R10 release, July 2005

Figura 11: Representacao da freqiiéncia dos diferentes tipos de muta¢des germinativas

em TP53, segundo o seu efeito na proteina.

A figura 12 mostra a freqiiéncia dos codons mais mutados nas mutagoes
germinativas em 7P53. Os cddons identificados como mais freqilientes sdo considerados
hot spot e sao os codons 245, 248 337 e 173. A figura 6 mostra a freqiiéncia dos tipos
mais encontrados de mutagdo germinativa, sendo a substituicdo G:C>A:T em sitios
CpG as mais encontradas correspondendo a mais de 48%. Essas analises mostram o
perfil das mutagdes germinativas encontradas em 7P53, mostrando os codons mais

afetados e mutagdes mais encontradas nas mutagdes germinativas (figuras 12 e 13).
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Figura 12: Representacdo da freqiiéncia ¢ posi¢cdo dos codons mais afetados nas

mutacdes germinativas.

MUTACOES GERMINATIVAS -

AR TPS3 Mutation Database, B10 release, July 2005

183 mutacdes

Eains - 8(282%)

B 25 el - 230612960

1 complex - 1 (0.35%)

L7 AT=00- 7 (2475

0 24 A:T=0:C - 24 (5 489%)

B 16 A T=T & - 16 (5 65%)

0 33 G C=aT - 33011 6%

B 157 Go=AT et Cpls - 137 (45.4%)
B 16 =G - 16 (5.65%)

B 15 G CsT A - 15 (6.36%)

Figura 13: Representagdo dos tipos de mutagdes germinativas mais encontradas em

TP53.
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Outra andlise feita com o banco de dados do IARC ¢ a freqiiéncia dos tumores

desenvolvidos devido as mutagdes germinativas no gene 7P53. Em um total de 680

tumores desenvolvidos em individuos portadores de mutacdo germinativa no gene

TP53, o cancer mais freqiiente ¢ o cancer de mama, representando 27,1% de todos os

tumores malignos descritos (figura 14).

TUMORES ASSOCTADOS COM MUTACOES GERMINATIVAS EM TPS3

MANMA (184)

TECIDOE MOLES (104)-

CEREERD (911

OSSED (38)

GLANDULA 0\
ADRENAL

ouTROs (5504

HEMATOLOGICO[ 26 )
PULMAD (18]
ESTOMAGO (14)

COLORETAL (12)

TESTICULD (4)

Tipos de tumores (0° de tumores)

RIM [3)
FioaDo (27
CABECA ¢ PESCOCO ¢ 2)

FROSTATA (2)

OVARIO ¢ 114

4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2
%% de tedos o3 tumeres (n=580)

IARC TPS3 Mutstion Database, R10 relesse, July 2005

28

Figura 14: Tipos de tumores mais encontrados em mutag¢des germinativas.
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4.4 — Andlise da Familia do Individuo Portador da Mutacé&o:

A familia da portadora da mutacao c¢.282G>C foi contactada, quando entdo
fomos informados do falecimento da mesma. A familia foi informada da pesquisa e do
resultado da amostra RJ229, e as analises foram entdo estendidas aos demais membros
da familia. Todos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, € doaram
SmL de sangue periférico para posterior extragdo do DNA. Além disso, cada
participante passou por uma entrevista a fim de revelar novos dados da histéria familiar

para a confec¢do de um novo heredograma (figura 15).

Nas informagdes obtidas através das entrevistas feitas com os individuos da
familia, 16 membros eram afetados por algum tipo de cancer, dos quais apenas trés
permanecem vivos. Diante disso, ndo foi possivel analisar todos os membros da familia,
participando um total de 13 individuos onde 4 apresentavam algum tipo de cancer
(tabela 3).

De acordo com os relatos, o cancer de mama foi o mais freqiiente na familia
(tabela 4), sendo o perfil de tipos de cancer apresentados pela familia muito semelhante

ao perfil da populacdo analisada.
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Figura 15: Heredograma da familia da portadora da mutacdo ¢.282G>C (amostra RJ229).
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Tabela 3: Caracteristicas dos individuos analisados da familia do portador da mutagao.

Identificacéo Sexo Idade Atual Tipo de Idade do
dos Individuos Cancer Diagndstico
III.1 F 41 Mama 30
II1.3 F 42 Ovario 38

I11.9 F 36 L L
V.1 M 35 L L
V.2 M 40 L -
V.3 F 31 L L

V4 F 38 Mama 38

IV.5 (RJ229) F Faleceu aos 25 Mama 24
V.1 F 6 L L
V.2 F 3 - -
V.3 M 3 . L
V.4 M 11 L L
V.6 F 11 L L

*( ) individuos sem cancer.

Tabela 4: Tipos de canceres relatados na familia do individuo RJ229.

Tipos de Canceres Numero de Casos Meédia da idade do
diagnostico

Mama 5 39
Utero 4 59

Ovario 3 54,6
Esofago 1 58
Prostata 1 67
Intestino Reto 1 46
Abdominal 1 70

TOTAL 16 52,3




O exon 8 do TP53 das amostras dos familiares do probando foi analisado por
PCR-SSCP. Na analise de mutagao ¢.2828G>C, nenhum membro da familia da amostra
alterada RJ229, apresentou alteragdo eletroforética, de modo que nao foi preciso fazer o

sequenciamento (figura 16).

:zuuuu b 0l b & &
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Figura 16: Analise do exon 8 das amostras de DNA genomico dos familiares do
probando, por PCR-SSCP em gel de acrilamida 8%. Todas as amostras demonstraram

um perfil de migracdo eletroforética normal.

Além da analise mutacional, foi feita uma analise citogenética em um dos
membros da familia, afetado pelo cancer de mama (figura 15, individuo III.1). A
analise citogenética teve como finalidade verificar a integridade dos cromossomos do

individuo, principalmente a regido 17p13 localizado o gene TP53 (figura 17).
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Figura 17: Idiograma do cromossomo 17. A seta indica a regido 17p13.1 normal

observada em ambos os cromossomos 17 do individuo III.1.
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Os cromossomos foram obtidos a partir de cultura de células de sangue
periférico total com e sem alta resolucdo, e a andlise em bandeamento GTG procurando
cromossomos altamente distendidos a fim de se observar melhor a regido de interesse.
Nao foi encontrada nenhuma alteragdo cromossOmica nesta amostra, e por isso tal

analise ndo se estendeu para os demais membros da familia.

Outra analise feita na familia foi a determinac¢do dos polimorfismos presentes no
intron 3 (PIN3) e o exon 4 (Pro72) do gene 7P53, a fim de identificar o padrdo
polimérfico de uma familia altamente susceptivel ao desenvolvimento do cancer. O

resultado desta analise esta representado na tabela 5.

Tabela 5: Polimorfismos PIN3 e Pro72 no gene 7P53 analisado dos membros da familia da

amostra RJ229.
MEMBROS DA FAMILIA INTRON 3 EXON 4
1.1 NA NA
11-3 NA NA
1I-9 2:2 R:P
IV-1 1:1 R:R
Iv-2 l: R:R
IV-3 1 R:P
V-4 I: R:R
IV-5 (RJ229) 1:2 P:R
V-1 1:1 R:R
V-2 1:1 R:R
V-3 1: P:P
V-4 1:1 R:R
V-6 1: R:P
Legenda:
Intron 3: 1:1 — homozigoto selvagem Exon 4: R:R —homozigoto selvagem
1:2 — heterozigoto R:P — heterozigoto
2:2 — homozigoto polimorfico P:P — homozigoto polimorfico

NA — ndo amplificou
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Dos 13 membros da familia analisados para os polimorfismos do intron 3 ¢ do exon 4,
6 sdo homozigotos selvagens para ambos os polimorfismos analisados ¢ 3 sdo heterozigotos
para ambos os polimorfismos analisados. Dos 4 restantes, 2 nao amplificaram, 1 ¢
homozigoto polimorfico para o intron 3 e heterozigoto para o exon 4 ¢, 1 € heterozigoto para
o intron 3 e homozigoto polimorfico para o exon 4. Observando a familia podemos verificar
uma predominancia de alelos selvagens nos individuos, sugerindo talvez uma associagdo

com a suscetibilidade genética ao desenvolvimento do cancer.
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V - DISCUSSAO:

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém se dedicado a aprimorar os métodos
de diagndstico e tratamento do cancer. Entretanto, o cancer de mama ¢ o tumor maligno
mais comum entre mulheres de todo o mundo, e mais de um milhdo de novos casos sdo
diagnosticados todo ano. A incidéncia e a taxa de mortalidade variam entre diferentes
etnias, e embora a incidéncia tenha aumentado nos ultimos 20 anos, o prognéstico tem
melhorado devido ao diagndstico precoce. Sabe-se que o cancer de mama estd associado
a diferentes tipos de alteracdes genéticas somaticas em oncogenes € genes supressores

de tumor (Borresen-Dale, 2003).

Mutagdes no gene supressor de tumor 7P53 sdo a alteragdo génica mais comum
em cancer de mama, com uma freqiiéncia variando entre 12 a 60% dos casos. Essas
mutagdes sao mais freqiientes em cancer de mama avangado, sugerindo que a inativacao
de TP53 seja um evento tardio na carcinogénese mamaria. Contudo, isso ndo exclui que
algumas mutagdes estejam presentes em estagio precoce da doenca, em particular em
canceres agressivos que progridam rapidamente para estidgios avancados (Olivier e

Hainaut, 2001; Simao et al, 2002).

Além disso, o cancer de mama ¢ também o mais freqliente tipo de cancer
encontrado em pacientes com mutagdes hereditarias em 7P53, sugerindo que mutacdes
em apenas um alelo do gene podem predispor um cancer de mama precoce (Olivier e

Hainaut, 2001).
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A populacdo estudada é constituida por mulheres selecionadas do ambulatoério
de ginecologia e mastologia do Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ para
participarem do projeto “Projeto Cancer de Mama e Genética” (BNDNA), um estudo
genético de cancer de mama na populacao brasileira, cujo objetivo era avaliar o espectro
mutacional dos genes BRCA I e BRCA 2 nas familias com historia familiar positiva de
cancer de mama. Apesar da alta freqiiéncia de tumores de mama nesta populagao, nem
todas as mulheres participantes do projeto seguem os critérios presentes na sindrome de
mama e ovario hereditarios, tornando-se portanto, uma populacdo interessante sob o

ponto de vista de analise da suscetibilidade genética ao cancer de mama.

A sindrome de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni—like tém critérios definidos, porém a
definicdo clinica classica da sindrome tem sido revisada por varios grupos de pesquisa,
j& que algumas familias que carregam a mutacdo ndo preenchem os critérios
estabelecidos (Olivier et al., 2003). Como ndo existe nenhum estudo na populagdo
brasileira da freqiiéncia de mutacdo em 7P53, achamos interessante estudar essas
mulheres, mesmo sem que todas se enquadrassem nos critérios da sindrome de Li-
Fraumeni ou da Li-Fraumeni-like, para avaliarmos a freqiiéncia de mutagdes neste gene
no Brasil. Além disso, esta mesma popula¢do faz parte de um amplo estudo de
suscetibilidade genética ao cancer de mama, que incluem ndo s6 andlise dos genes
BRCA 1, BRCA 2 e TP53, mas também outras analises como polimorfismos dos genes

TP53, XRCCI ¢ XRCC3.

Mutagdes germinativas em 7P53 tém sido detectadas em aproximadamente 70%
das familias com a sindrome de Li-Fraumeni € 20% das familias com a sindrome Li-

Fraumeni-like (Chompret, 2002; Bougeard et al., 2003). A auséncia de mutagdes
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germinativas em 7P53 detectada em algumas dessas familias sugere o envolvimento de
outros genes, no entanto, esta hipotese traz controvérsia (Bougeard et al., 2003). O gene
CHK?2 foi recentemente citado como um segundo gene candidato a sindrome de Li-
Fraumeni, no entanto as expectativas ndo foram confirmadas. Atualmente mutagdes
neste gene ndo sdo consideradas um alelo de alto risco e sim fatores modificadores de

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

Outras sindromes genéticas ligadas ao aparecimento do cancer de mama nao
estdo associadas a mutagdes em 7P53, € o caso da Sindrome de Peutz-Jegher causada
por mutagdes germinativas no gene STK/I/LKBI, a sindrome de Cowden causada por
mutagdes germinativas no gene PTEN/MMACI, e a Ataxia Telangectasia associada a

mutacoes no gene ATM.

Em familias com multiplos casos de cancer de mama que ndo preenchem os
critérios para a sindrome de Li-Fraumeni, a freqiiéncia de mutagdes germinativas em
TP53 tem sido investigada em vérios estudos, mostrando que mutagdes em 7P53 estdo
presente em < 1% das familias com histéria de cancer de mama (Martin et al., 2003).
Porém, entre familias com a sindrome de Li-Fraumeni, ha uma grande incidéncia de
cancer de mama precoce. Diante disso, esses dados sugerem que mutagdes germinativas
em 7TP53 tém forte associacdo com a suscetibilidade ao cancer de mama hereditario,
mas quase exclusivamente no contexto da sindrome de Li-Fraumeni (Martin et al.,

2003).

Devido a alta penetrdncia do cancer de mama precoce e do aumento da

incidéncia de multiplos canceres primarios nas familias com a sindrome de Li-
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Fraumeni, o presente estudo investigou se mutacdes germinativas em 7P353 estdo
associadas com multiplos canceres primarios em familias com forte historia familiar de

cancer de mama sem evidéncias da sindrome de Li-Fraumeni.

Neste estudo, foram avaliados os exons 5 a 8 do gene 7P53, onde concentram-se
mais de 90% das mutacdes ja detectadas por sequenciamento (Hainaut e Hollstein,
2000). Essas amostras também foram parcialmente analisadas, em outro laboratorio,
para os genes BRCA I e BRCA 2. Os resultados parciais mostram que das 104 amostras
analisadas neste trabalho, a amostra RJ086 apresentou uma mutagdo no exon 11 (4232
ins A) do gene BRCA 2, ja as amostras RJ049 e RJ209 apresentaram polimorfismo no

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

Mais de 18 mil mutagcdes pontuais ja foram detectadas no gene 7P53
(http://www-p53.iarc.fr/), sendo 97% somdticas e 3% germinativas e sdo
predominantemente do tipo missense, principalmente transi¢des guanina—adenina
(Olivier et al., 2002). A mutacao encontrada neste estudo ocorre em sitio CpG no cdédon
282, localizado no exon 8 do gene, e ¢ uma transversdo G—C substituindo arginina por
prolina (Arg—Pro). A mutagdo foi detectada em uma mulher com histéria pessoal de
cancer de mama precoce seguida de Obito, e sua familia possui multiplos canceres
primarios, além da alta incidéncia de cancer de mama precoce. Apesar de se tratar de
uma mutacdo germinativa, ndo identificamos outro membro da familia portando a
mutagdo ¢.282G>C. Esta mutacdo, portanto, pode ser considerada uma mutagdo nova,
provavelmente adquirida durante a formagao embrionaria do individuo ou em uma das
células reprodutoras dos seus progenitores. Esta alteracdo pode ser transmitida aos

descendentes, basta que a prole receba o alelo mutado do progenitor afetado, formando
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assim um individuo heterozigoto para a mutagdo. Ha ainda a possibilidade da prole ndo
herdar a mutacdo ja que o individuo portador da mutagdo também ¢ heterozigoto,

possuindo um alelo mutado e o outro normal.

Apesar da baixa freqiiéncia de mutacao encontrada (1 caso em 104 (0,96%))), tal
resultado corrobora com a freqiiéncia descrita na literatura (Martin et al., 2003).
Algumas familias que preenchem os critérios para a LFS ndo possuem mutacdo
germinativa no gene 7P53, e algumas que possuem critérios incompletos para a LFS
sdo portadoras de mutacdo germinativa no gene 7P53, isso indica a importancia da
investigacdo de mutagcdes em 7P53, em familias com historia familiar de cancer de
mama, ja que a sindrome de Li-Fraumeni possui um carater clinico complexo, e as
familias s3o muitas vezes, confundidas com um agrupamento casual de tumores ou

mesmo com a sindrome de mama e ovario hereditarios.

O fato de ndo ter encontrado um nimero maior de mutagdes no gene 7P53 pode
estar relacionado com as caracteristicas das mulheres analisadas. Muta¢des germinativas
em TP53 estdo relacionadas quase que exclusivamente ao contexto da sindrome de Li-
Fraumeni. Outro fator importante esta relacionado com as regides do gene analisadas.
Apesar da alta freqliéncia de mutagdes 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 ¢ o método mais preciso para identificagdo
de mutacdes, porém o alto custo desta técnica a torna invidvel na rotina. Por isso,

muitos métodos de triagem tém sido utilizados para detectar mutagdes em genes de
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interesse: imunohistoquimica, PCR-SSCP, DHPLC, entre outros. Dentre esses, o PCR-
SSCP seguido de sequenciamento foi utilizado neste trabalho por ser relativamente
simples, rapido, barato e eficaz em até 95% (Ren, 2000; Otero et al., 2005). A técnica
de SSCP pode detectar mutagdes pontuais, delecdes e inser¢des, que promovem uma
mudan¢a conformacional no DNA de fita simples, devido a uma interagdo
intramolecular diferente, e resultando numa mobilidade alterada em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante (Ru et al., 2000). Portanto, seria interessante manter o
mesmo método de triagem, PCR-SSCP, aumentando porém o numero de exons
analisados das amostras. Desse modo, poderia-se fazer uma avaliagdo mais precisa da
freqliéncia de mutagdes, em uma populacdo que ndo corresponde aos critérios da

sindrome de Li-Fraumeni.

Nas mutacdes somadticas, hd apenas 15 estudos prévios relatando a mesma
mutagdo no banco de dados do IARC (http://www-p53.iarc.fr/) (tabela 6), e apenas
duas relatam esta alteracdo em tumor de mama. Em um dos estudos, Varley e
colaboradores encontraram a mesma transversdo G—C no cddon 282 em uma bidpsia
de cancer de mama primario (Varley et al.,, 1991). O segundo estudo, Conway e
colaboradores (2002) mostraram a prevaléncia e espectro de mutacdes de p53 em

fumantes com cancer de mama (Conway et al., 2002).
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Tabela 6: Trabalhos que encontraram a mesma muta¢do ¢.282G>C em uma das

amostras analisadas.

. Populagéo N° de
Referéncias P . ¢ Amostra
Analisada Amostra
Biopsia d i d
Varley et al., 1991 Inglesa fopsia de catetnoma de 97
mama
Miller et al., 1992 Americana Cancer de pulmao 40
Burns et al., 1993 Inglesa Carcinoma celu.lar €scamoso o4
gengiva
Loh . a Ima
ohmann et al., Alemanha Cancer de pulmao em )8
1993 fumantes
A Ima

Lee et al., 1994 Taiwan Cancer de pulmdo em 36

fumantes
Farrugia et al., 1994 Canada Linfomas 11
Poremba et al., 1995 Alemanha Carcinoma gastrico primario 56
Pekkola-Heino et al., i ia g Carcinoma da cavidade oral

Finlandia ) 16
1996 (lingua)
Casey et al., 1996 Americana Cancer de ovario 108
Tworek et al., 1999 Americana Carcinoma peritoneal 85
Mizobuchi et al., Javonesa Carcinoma de esd6fago em 39
2000 P fumantes moderados
Australi
Soong et al., 2000 —— 1Aa e. Cancer de colo retal 995
Nova Zelandia
Carcinoma intraductal

Conway et al., 2002 Americana infiltrante de mama em 456

fumantes

Carci lul

Balz et al., 2003 Alemanha ATCTROM CeTAT ERcHmoso 123

na laringe
Erill et al., 2004 Espanha Cancer de bexiga 76

As mutagdes mostrando transversdes como a encontrada, costumam estar

relacionadas a tumores esporadicos associados a exposi¢do a carcindgenos (Olivier e

Hainaut, 2001). Céanceres como o de pulmao e de figado, por exemplo, apresentam alta

prevaléncia das transversdes G:C para T:A, que ¢ atribuida a agdo de carcindgenos

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

de origem familiar e canceres esporadicos, observou-se que as transversdes G:C para
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T:A ndo estdo presentes no cancer de origem familiar. Isto sugere que a presenca destas
mutagdes no cancer esporadico foi conseqiiéncia de mutagdes provocadas por

carcinogenos no tecido mamario (Olivier e Hainaut, 2001).

Aproximadamente 90% das mutagdes encontradas na sindrome de Li-Fraumeni
sdo mutagdes do tipo missense, em particular transicdes G—A em sitios CpG. Porém,
todos os outros tipos de mutagdes podem ser observados: nonsense, delecdes ou
inser¢des em seqiiéncias repetitivas que podem ser explicadas por erros durante a
replicagdo do DNA (Chompret, 2002). Recombinagdes entre seqii€éncias repetitivas em
varias regides do genoma humano sdo conhecidas por causar rearranjos no DNA
associados com muitas alteracdes genéticas. Uma regido caracterizada em produzir
rearranjos estd localizada no cromossomo 17p12 (Potocki et al., 2000), regido que

flanqueia o gene 7P53.

Otero e colaboradores (2005) analisaram o gene 7P53 em pacientes com
leucemia mieloide cronica que possuiam aberragdes cromossdmicas em 17p. Dos trés
casos alterados citogeneticamente, apenas um caso mostrou alteragdo na corrida
eletroforética por SSCP. Tais resultados sugerem que a alteragdo cromossdmica pode
anteceder as alteragdes no gene e significa que a cada divisdo celular, uma nova falha
pode ser acumulada (Otero et al., 2005). Diante de tais observagdes, foi feita a andlise
citogenética do membro III-1 (figura 15) da familia da amostra RJ229, uma prima de
2°grau que desenvolveu cancer de mama precocemente. A justificativa da escolha
d3este individuo para ser investigado na citogenética, foi devido ao grande

comprometimento da irma da probanda com metastase medular.
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Nao foi encontrada nenhuma aberra¢do cromossomica na amostra analisada,
mesmo quando o cromossomo foi analisado em alta resolucdo. Porém, a hipdtese de
crossing-over desigual em pequenas regides que flanqueiam o gene 7P53 ainda ndo
pode ser descartada sem antes uma avaliagdo 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 alteracdes

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

Muitos polimorfismos t€m sido descritos no gene 7P53. Alguns deles se
localizam em regides codificantes e alteram a fung¢do da proteina, porém outros
polimorfismos se localizam em regides ndo codificantes, introns, e seu papel no
desenvolvimento do cancer ainda ndo estdo bem estabelecidos (Varley et al., 2001). A
grande maioria dos polimorfismos identificados estd localizada nos introns, fora dos
sitios de splicing e apenas dois polimorfismos alteram a seqiiéncia de aminoacidos, um
sendo a substitui¢do de serina para prolina na posi¢do 47 e o outro uma substitui¢do de
arginina para prolina na posi¢do 72. A variante Pro47 ¢ um polimorfismo raro afetando
um codon bem conservado na evolugdo, ja o polimorfismo Pro72 tem sido observado

com freqiiéncia em diferentes etnias (de Moura Gallo et al., 2005).

O exon 4, no qual se localiza o polimorfismo no coédon 72 resulta em duas
proteinas alternativas com diferengas bioldgicas e bioquimicas, afetando a funcdo
protéica. A variante p53 com o aminoacido prolina no cdédon 72 possui menor
habilidade em induzir apoptose quando comparada com a proteina com o aminodcido
arginina (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003). Foi observado em estudos recentes

que os polimorfismos PIN3, Mspl e Pro72 nos introns 3, 6, € exon 4 respectivamente,
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podem ser fatores de risco para o cancer de mama (Weston et al., 1998; Gaspar et al.,

2001; Noma et al., 2004).

Runnebaum e colaboradores mostraram uma associacdo entre o homozigoto
polimorfico p53PIN3 e o aumento no risco para cancer de ovario na populagdo alema
(Runnebaum et al., 1995). Ainda na populagdo alemd, Wang-Gohrke et al.(2002)
sugeriu que a presenca desse polimorfismo p53PIN3 confere um risco aumentado para o
desenvolvimento de cancer de mama em mulheres com mais de 50 anos e com histérico
familiar da doenca. Entretanto, nenhuma associacdo foi observada por Lancaster e
colaboradores em pacientes americanos com cancer de ovario e bexiga (Lancaster et al.,
1995).

Noma e colaboradores sugeriram que na populagdo japonesa os homozigotos
polimérficos (p53727) estdo em risco aumentado para o desenvolvimento de tumores
de mama com receptores de estrogénio positivo em mulheres na pds-menopausa. A

2Arg/P;
p537 rg/Pro e

freqiiéncia de mutagdes somaticas em 7P53 ¢ similar para heterozigotos

. 72Arg/Arg . ~ , ~ 7
homozigotos selvagens (p53 ) sugerindo que a funcdo da proteina ndo ¢
danificada pela heterozigose. Em um estudo sobre a perda da heterozigose observaram-
se numeros semelhantes para ambos os alelos, indicando que ndo hé perda preferencial

do alelo selvagem p537**"® (Noma et al., 2004).

Papadakis e colaboradores observaram uma maior freqiiéncia do alelo selvagem
p5337A%A% 1 grupo de individuos com cancer de mama, sugerindo que este alelo possa
atuar como um fator de risco para o desenvolvimento da doenca (Papadakis et al.,
2000). Os resultados obtidos por Buyru et al confirmam o resultado anterior e indicam

e 2A -
que individuos portadores do alelo selvagem p537**" possuem um risco de desenvolver
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a doenca trés vezes maior do que individuos com os alelos polimérficos p53727F®

(Buyru et al., 2003).

Na andlise dos polimorfismos PIN3 e Pro72 no intron 3 e no exon 4
respectivamente, nos membros da familia da amostra RJ229, encontramos 6 individuos
homozigotos selvagem para ambas as regides analisadas, o que corresponde a
aproximadamente 46% do total da amostra e aproximadamente 23% do total da amostra
sdo heterozigotos para ambos polimorfismos. De acordo com esses dados, 69% dos
individuos analisados possuem pelo menos um alelo selvagem para o cédon 72. Apesar
desses dados ndo terem valores significativos devido ao baixo numero de amostras
analisadas, o alelo selvagem para o cddon 72 ¢ uma regido indicada por muitos estudos

como fator de risco para o desenvolvimento de cancer.

As divergéncias observadas em diversos estudos refletem as diferencas étnicas e
epidemioldgicas de cada populagdo (Nkondjock e Ghadirian, 2004). Por enquanto,
evidéncias de que polimorfismos no gene 7P53 possam ter fun¢des na suscetibilidade
ao cancer ainda devem ser estabelecidos (de Moura Gallo et al., 2005). Contudo,
diversos fatores de risco influenciam na freqiiéncia do cancer de mama na populacao e

podem atuar como modificadores do risco (Nkondjock e Ghadirian, 2004).

Genes altamente penetrantes na suscetibilidade ao cancer de mama como BRCA
1 e BRCA 2 correspondem por menos de 20% do risco genético para o cancer de mama,
e outros genes de alta penetrancia como 7P53, ATM e PTEN correspondem por menos
de 5%. Isso porque, provavelmente, a heranca mais comum no cancer ¢ a poligenia

(Pharoah et al., 2004). O grande nimero de casos de cancer ndo atribuido aos genes de
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alta penetrancia poderia, em parte, estar associado a alteragdes génicas ainda ndo
descritas ou genes ainda nao identificados (Ponder, 2001). Além disso, muitos casos de
cancer familial parecem estar relacionados as variagdes polimorficas na seqiiéncia do

DNA (Imyanitov ef al., 2004).

Por isso, o estudo de familias com historia positiva de cancer de mama ¢
importante para que ocorra o diagnostico correto. O diagnostico preciso € a prevengao,
fornecidos pelo aconselhamento genético, sdo ainda as formas mais eficientes de se
lidar com o cancer familial. O diagnéstico da mutacdo hereditaria no gene 7P53 em
uma familia, explica a alta freqiiéncia dos casos de canceres na familia e leva aos
individuos da mesma a um monitoramento mais rigoroso, aumentando as chances do

diagnostico precoce e consequentemente a maiores chances de sobrevida.

Atualmente estamos vivenciando uma fase de aperfeicoamento técnico-cientifico
na area do conhecimento de tratamentos de doengas genéticas. A terapia génica, assim
como a terapia com células tronco, ¢ um modo absolutamente novo de se tratar as
doengas humanas. Diante de vérias tentativas bem sucedidas citadas pela comunidade
cientifica de todo o mundo, fica claro que ja atravessamos o estdgio inicial onde se
discutia a viabilidade pratica desses novos conceitos. Entretanto, essas novas terapias
encontram-se na sua infancia e ainda ndo se sabe quando esses tratamentos serd um
procedimento largamente aplicado. Enquanto isso, o diagnostico precoce e preciso ainda

¢ a maneira mais eficiente de éxito no tratamento do cancer.
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6 — CONCLUSOES:

e Na analise da freqiiéncia de mutagdes germinativas nos exons 5 a 8 do gene
TP53, em mulheres com forte historia familiar de cancer de mama residentes no
Estado do Rio de Janeiro, observamos que 0,96% ( 1 caso em 104) das amostras
analisadas apresentaram mutagdes germinativas. O resultado corrobora com
dados descritos na literatura.

e A mutagdo germinativa identificada na amostra RJ229 ¢ uma transversao G—C
que ndo corresponde ao perfil mutacional encontrado na maioria das alteragdes
germinativas do gene. Transversdes como a identificada tém sido encontradas
associadas a fatores carcinogénicos, ¢ ao que tudo indica ainda nao foram
descritas na literatura em mutagdes germinativas.

e Nenhum outro membro da familia da mulher portadora da mutagdo c.282G>C
apresentou a mesma alteracdo génica apesar da alta incidéncia de canceres nos
familiares.

e O unico individuo da familia da amostra RJ229 analisado para aberracdes
cromossdmicas, ndo apresentou nenhuma alteracao na regiao 17p.

e O polimorfismo do exon 4 (Pro72) analisado revela uma maior porcentagem de
individuos portadores do alelo selvagem na familia estudada, o que pode sugerir
risco aumentado na suscetibilidade do cancer de acordo com alguns estudos.

e O polimorfismo do intron 3 (PIN3) também mostrou uma prevaléncia de

individuos portadores do alelo selvagem.
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