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RESUMO

O gene TP53 ¢ um importante gene supressor tumoral que codifica uma
proteina, p53, envolvida na regulagdo do ciclo celular e que desempenha
um papel fundamental na resposta celular a estresses genotoxicos e ndo-
genotoxicos, ¢ que tem sido ligado ao desenvolvimento do cancer.
Mutagdes somaticas neste gene sdo encontradas em aproximadamente
50% dos canceres humanos. No cincer de mama, a freqiiéncia de
mutagdes no TP53 ¢ em torno de 20 a 35% sendo a alteragdo mais
comum nesta patologia. Estas muta¢cdes podem alterar a conformagao da
proteina, prejudicando sua funcdo transativadora de genes alvo. O
presente estudo teve por objetivo analisar a presenca de mutagdes nos
éxons 5 a 8 do gene TP53, em células sanguineas de pacientes (n=63) e
individuos controles (n=67), e tumores de mama destas pacientes, todas
mulheres residentes no Estado de Santa Catarina, ¢ analisar a associacio
da presenca dessas mutacdes com dados epidemioldgicos (idade,
ancestralidade informada, historia familial de cancer de mama, paridade,
amamentagdo, menarca, menopausa, consumo de tabaco e alcool) e
caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor. Apds uma triagem das
amostras pela técnica de PCR-SSCP, aquelas identificadas como
mutadas foram sequenciadas. A associa¢do de determinados genétipos e
dados clinicos e epidemiologicos com a suscetibilidade ao cancer de
mama foram identificadas através do teste odds ratio (OR), adotando-se
Intervalo de Confianga (IC) de 95% e considerando-se p=0,05 como o
limite de significancia. Mutagdes no gene 7P53 foram detectadas em
17% dos casos de cancer de mama analisados pela técnica de PCR-
SSCP, sendo 70% confirmadas por seqlienciamento sendo em sua maior
parte mutagcdes do tipo missense. O presente estudo indicou,
estatisticamente, uma associacao positiva entre o consumo de alcool e a
presenca de mutagdes no gene TP53 no cancer de mama (OR=2,842;
p=0,010). Foi observada uma associagdo positiva entre o grau
histolégico e mutacdo em 7P53, sendo que as mutacdes encontradas
estavam associadas a um estagio mais agressivo de cancer, representado
pelo grau III de Elston&Ellis (OR=0,024; p=0,002). Analises
subseqiientes com um numero amostral maior podem auxiliar na
confirmag¢do dos achados do presente estudo.

Palavras-chave: cancer de mama, mutagdes em 7P53

Apoio: UFSC; FAPESC/SES; CNPq; CAPES.






ABSTRACT

The TP53 gene is an important tumor suppressor gene that encodes a
protein, p53, involved in the cell cycle regulation, and that plays an
essential role in cellular response to genotoxic and non-genotoxic stress
and has been associated to cancer development. Somatic mutations in
this gene are found in, approximately, 50% of the human cancers. In
breast cancer, the frequency of 7P53 mutations is about 20 to 35%,
being the most common abnormality in this disease. Theses mutations
may change the protein conformation, impairing the transcription of
target genes. This study aimed to examine the presence of mutations in
exons 5 to 8 of the 7P53 gene in blood cells of patients (n=63) and
controls (n=67) as well as breast tumor cells from these patients, women
living in the State of Santa Catarina (Brazil), and to analyze the
association between these mutations with epidemiological data (age,
informed ancestry, family history of breast cancer, parity, breastfeeding,
menarche, menopause, smoking and alcohol intake) and clinical-
pathological characteristics of tumor. After screening of the samples by
PCR-SSCP, those identified as mutant were sequenced. The association
of certain genotypes and clinical and epidemiological data with
susceptibility to breast cancer were identified through the odds ratio test
(OR), adopting confidence interval (CI) of 95% and considering p= 0.05
as the significance threshold. Mutations in 7P53 were detected in 17%
of the cases of breast cancer analyzed by PCR-SSCP, 70% were
confirmed by sequencing being mostly of missense mutations. This
study indicate a statistically positive association between alcohol
consumption and the presence of mutations in the 7P53 gene in breast
cancer (OR=2.842; p=0.010). It was observed a positive association
with histological grade and mutations in 7P353, these mutation were
associated with an aggressive stage of cancer, represented by Elston’s
Grade III (OR=0.024; p=0.002). Further analyses including a larger
group of study can help to confirm this finding.

Keywords: breast cancer, mutation 7P53
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1. INTRODUCAO

Células anormais, cuja regulagdo da multiplica¢do celular esteja
comprometida, podem gerar descendentes que herdam a propensdo para
proliferar sem responder a regulagdo, resultando em uma proliferacdo
celular clonal capaz de se expandir indefinidamente (CAVENEE &
WHITE, 1996). Em tecidos so6lidos esta expansdao culmina com a
formag@o de massas tumorais compactas que podem ser benignas ou
malignas. Quando malignas, suas células adquirem a capacidade de
invadir tecidos adjacentes, ou seja, tém potencial para se disseminar e
sdo denominadas de cancer.

O cancer ¢ considerado uma doenga de etiologia complexa por
apresentar causa multifatorial, ou seja, ¢ causado tanto por fatores
externos (tabaco, agentes infecciosos, quimicos ou fisicos) quanto
fatores internos (mutagdes herdadas, hormonios, fatores imunologicos e
mutagdes decorrentes do metabolismo). Esses fatores causais podem
agir juntos ou em sequéncia para iniciar ou promover a carcinogénese
(AMERICAN CANCER SOCIETY-ACS, 2010). A carcinogénese
resulta de multiplas etapas e pode envolver dezenas e até centenas de
genes, por meio de mutacdes génicas, quebras e perdas cromossomicas,
amplificagdes  génicas, instabilidade gendmica e mecanismos
epigenéticos, sendo os principais grupos de genes envolvidos nesse
processo: proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes
relacionados ao reparo do DNA (DANTAS et al., 2009).

Sendo o cancer uma doenca genética, a identificacdo e
caracterizagdo dos genes envolvidos na sua origem e progressao sao de
fundamental importdncia para a compreensdao das bases moleculares
desta doenca (PARMIGIANI & CAMARGO, 2004).

Os genes supressores de tumor, entre eles BRCAI, BRCA2 ¢
TP53, inibem o crescimento celular, regulando negativamente a
proliferagdo das células ou positivamente a apoptose (AMENDOLA &
VIEIRA, 2005). Genes supressores de tumor codificam proteinas que
inibem a progressdo do ciclo através da regulagdo dos checkpoints
celulares, caso o DNA esteja danificado. Além desta classe de proteinas,
ainda estdo dentre os supressores de tumor as proteinas que promovem
apoptose em resposta a lesdes ndo reparadas no DNA e as enzimas
envolvidas no processo de reparo do DNA. Uma vez que os supressores
de tumor controlam negativamente a proliferacdo e a sobrevivéncia
celular, mutagdes que podem alterar a func¢do destes genes contribuem
para o desenvolvimento do cancer (FERREIRA & ROCHA, 2004).
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama origina-se da alteragdo (genética e/ou
epigenética) de uma unica célula da estrutura glandular mamaria
(POLYAK, 2007). Na maioria das vezes ¢ derivado das células
epiteliais que revestem a unidade do ducto terminal do 16bulo mamario e
apresenta duas importantes fases na sua evolucdo: a fase in situ, na qual
as células cancerosas ndo ultrapassam as camadas dos ductos, e a fase
invasiva, quando ocorre a disseminagdo para os tecidos adjacentes (apud
LEVY, 2010).

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea de curso clinico
varidvel e que atinge uma grande parcela da populagio mundial
(NAGALI, 1995). Com um milho de casos novos no mundo a cada ano,
o cancer de mama compreende 23% de todas as neoplasias malignas que
atingem as mulheres (PARKIN, 2005; McPHERSON et al., 2000). Em
relagdo a esse carcinoma o que chama a atengdo, é sua elevada
mortalidade, com aproximadamente 600.000 mortes por ano no sexo
feminino (GAHAFOOR et al., 2003).

As estatisticas indicam um aumento de sua frequéncia tanto nos
paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. Embora as
maiores taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises
desenvolvidos, dos dez milhdes de casos novos anuais de cancer, cinco
milhdes e meio sdo diagnosticados nos paises em desenvolvimento
(GUERRA et al., 2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), nas décadas de 1960 e 1970 registrou-se um aumento de 10
vezes nas taxas de incidéncia ajustadas por idade nos Registros de
Cancer de Base Populacional de diversos continentes (INCA) (BRASIL,
2009).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 apontam para a
ocorréncia de 49.240 casos novos de carcinoma de mama no pais. Esse
numero corresponde a taxa bruta de incidéncia de 49:100.000 mulheres
(FIGURA 1) (INCA) (BRASIL, 2009), sendo a neoplasia que mais
causa morte entre as mulheres. Dos 466.730 novos casos de céancer
diagnosticados em 2008, o cancer de mama foi o segundo mais
incidente entre a populagdo feminina, sendo responsavel por 49.000
novos casos € 11.735 6bitos, de acordo com estimativas do Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2008).
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FIGURA 1: Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele
ndo melanoma, na populagdo brasileira (INCA) (BRASIL, 2009).

Mulheres

4592 a 88,3

31,22 a 45,91
18,12a 31,21
10,98 a 18,11

FIGURA 2: Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
mulheres, de neoplasia maligna da mama feminina, estimadas para o ano de
2010, segundo a Unidade da Federagao (INCA) (BRASIL, 2009).

As estimativas para o ano de 2010, na regido Sul, apontam o
cancer de mama como o mais incidente entre as mulheres (64/100.000),
sem considerar os tumores de pele ndo melanoma. No estado de Santa



18

Catarina esta estimativa ¢ de 1.570 casos e particularmente, em
Florianopolis, um nimero aproximado de 130 novos casos (INCA)
(BRASIL, 2009).

Este tipo de cancer também ¢ o mais frequente nas mulheres das
regides Sudeste (65/100.000), Centro-Oeste (38/100.000) ¢ Nordeste
(30/100.000). Na Regido Norte é o segundo tumor mais incidente
(17/100.000) (FIGURA 2) (INCA) (BRASIL, 2009).

A mortalidade por neoplasias no Brasil apresenta grande variagao
entre as unidades da Federagdo e cresceu consideravelmente ao longo
das ultimas décadas, retratando a transi¢do epidemioldgica e
demografica verificada em nosso pais. Em geral, as taxas sdo maiores
nos estados da Regido Sul e menores na Regido Norte, caracterizando
um gradiente regional tipico (INCA) (BRASIL, 2006).

A existéncia dessa variacdo regional na incidéncia e mortalidade
de cancer de mama no Brasil pode estar relacionada a fatores ambientais
e estilos de vida, como: padrao alimentar, obesidade, ingestdo de acidos
graxos saturados, etilismo e exposicdo a agentes quimicos. Sabe-se
também que areas mais desenvolvidas apresentam melhores
procedimentos diagnésticos e melhor qualidade da informagdo sobre
mortalidade em atestados de dbitos, o que pode influenciar o aumento
da taxa de incidéncia e de mortalidade de cancer de mama nestas regides
(TORRESAN, 2006).

Nesse cenario, investimentos tecnologicos e em recursos
humanos se tornam indispensaveis no sentido de orientar as estratégias
de prevengdo e controle de cancer, estimulando pesquisas que
possibilitem uma melhor compreensdo sobre a doenca e seus
determinantes identificando, por exemplo, elementos que possam
aumentar a compreensdo acerca do comportamento biologico desta
neoplasia e, por conseguinte, identificar pacientes com alto risco
(INCA) (BRASIL, 2003 e 2009).

1.2 FATORES DE RISCO DO CANCER DE MAMA

O céncer de mama ¢ uma doenca multifatorial (MARTIN &
WEBER, 2000) na qual varios fatores de risco, que podem ser
classificados como genéticos e ndo-genéticos, interagem de forma
complexa. A seguir, sdo destacados e discutidos alguns fatores que tém
sido relacionados a etiologia do cancer de mama, sendo alguns ja bem
estabelecidos, outros ainda sob investigagdo (HULKA & MOORMAN,
2001).
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v IDADE: A probabilidade de desenvolver cincer de mama
aumenta com a idade, sendo que a cada década de vida o risco aumenta
consideravelmente (ZIMMERMAN, 2004). Menos de 1% de todos os
carcinomas mamarios ocorrem em mulheres com menos de 25 anos de
idade. Entretanto, apds os 30 anos ha um nitido aumento da incidéncia
de cancer de mama (BEREK & NOVAK, 2008). A partir dos 30 anos, o
risco estimado de desenvolvimento de cancer de mama ¢ de 1 em 250
mulheres; aos 40 anos ¢ de 1 em 77 mulheres, enquanto que em idades
mais avangadas, este risco aumenta exponencialmente, até a menopausa
(por volta dos 50 anos), superando 1 em 34 mulheres (CEBRIAN, 2005;
BENZ, 2008). 80% dos casos da doenga ocorrem em mulheres acima
dos 50 anos de idade (BENZ, 2008). Uma mulher que ndo apresenta
outro fator de risco tem apenas 2% de chance de desenvolver a doenca
antes dos 50 anos. Entretanto, se ela passar dos 85 anos o risco é de
12,5% (ZIMMERMAN, 2004).

v FATORES HORMONAIS E REPRODUTIVOS: O risco
de cancer de mama aumenta com a duracdo da fase reprodutiva da
mulher (BEREK & NOVAK, 2008). Menarca precoce, menopausa
tardia e nuliparidade sdo fatores relacionados com o risco de
desenvolver cancer de mama (MARTIN & WEBER, 2000). Esses
fatores sugerem uma forte influéncia dos hormonios, especialmente os
estrogenos, no desenvolvimento dessa neoplasia. Acredita-se que o
mecanismo da carcinogénese seja o resultado da estimulagdo estrogénica
do crescimento tecidual (proliferacdo) e do potencial genotdxico dos
metabolitos resultantes do metabolismo do estrogénio sérico (PRUTHI
et al., 2007) como os estrogénios catecois, que podem se ligar
diretamente a0 DNA e causar mutagdes (MITCHELI et al 2006;
LIEHR, 2000) ou gerar espécies de oxigénio reativas capazes de causar
danos oxidativos ao DNA (LIEHR & ROY, 1990).

A menarca precoce, antes dos 12 anos, tem sido associada a um
aumento do risco de cancer de mama na ordem de 10-20%
(DUMITRESCU & COTARLA, 2005); o risco ¢ reduzido de 5 a 20%
para cada ano de atraso da menarca (ADAMI, 2008). Foi demonstrado
que a menopausa tardia (> 54 anos) maximiza o risco de cancer de
mama e que esse risco aumenta em aproximadamente 3% para cada ano
acrescentado na idade da menopausa (DUMITRESCU & COTARLA,
2005; VERONESI et al., 2005). Assim, a menopausa precoce parece
proteger contra a doenga, e a menopausa artificial por ooforectomia
reduz ainda mais o risco do que a menopausa natural precoce (BEREK
& NOVAK, 2008).
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A amamentagdo também esta relacionada ao cancer de mama.
Mulheres que nunca engravidaram correm maiores riscos de
desenvolver cancer do que as multiparas (BEREK & NOVAK, 2008).
Uma metanalise evidenciou que a cada gestagdo e a cada ano de
amamentagdo, o risco relativo para cancer de mama diminui em 7% e
4,3%, respectivamente. A acdo protetora da multiparidade ¢ explicada
pelo fato de que, no periodo de gravidez a glandula mamaria atinge o
seu ponto final de diferenciagdo, estando assim menos suscetivel a agédo
de carcinogenos (DUMITRESCU & COTARLA, 2005). Além disso, o
tempo de amamentagdo ¢ importante, sendo a reducdo do risco
proporcional ao aumento do tempo de amamentagdo (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002). E importante
ressaltar que hd autores que ndo consideram que a lactagdo afete a
incidéncia de cancer de mama, apenas a paridade (BEREK & NOVAK,
2008).

v ALCOOL: Embora ainda nio tenha sido determinada uma
relagdo definitiva entre o consumo de alcool e o aumento do risco de
cancer de mama, estudos realizados tém demonstrado um aumento de
risco de cancer de mama associada ao aumento da ingestdo de alcool; a
ingestdo de 24 g de alcool por dia (equivalente a duas doses) pode
aumentar o risco de cancer de mama em 21%, e este aumento é
dose/tipo dependente. O mecanismo biologico pelo qual o alcool
provavelmente aumenta o risco de cancer de mama é por elevar os
niveis enddgenos de estrogénio e androgénio (ACS, 2010). Além disso,
o metabolismo do alcool aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio, peroxidos, acetaldeido e outros agentes toxicos que podem
influenciar varios estagios do desenvolvimento do cincer de mama
(MORCH et al., 2007).

v TABACO: Os estudos sobre a relagdo entre o tabagismo € o
cancer de mama s3o bastante controversos. Aparentemente, ndo ¢ um
fator importante na etiologia desta neoplasia (McPHERSON et al.,
2000). No entanto, dos mais de 50 agentes carcinogénicos encontrados
na fumaca do cigarro, aproximadamente 20 substincias estdo listadas
como carcindgenos mamarios pela International Agency for Research
on Cancer (IARC) (BETTS, 2007). Esses carcindgenos, como o0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), podem passar através
da membrana alveolar e serem transportados ao tecido mamario por
lipoproteinas do plasma. Devido sua afinidade por lipidios, os
carcinégenos derivados do tabaco podem ser armazenados no tecido
adiposo da mama e entdo bioativados pelas células epiteliais mamarias
formando adutos com o DNA (CUI er al., 2006). Estes compostos t€m a
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capacidade de se ligar covalentemente ao DNA, podendo levar ao
surgimento de mutagdes em genes alvo (WEBER & NATHASON,
2000). CONWAY et al. (2002) em um estudo com tumores de mama de
mulheres fumantes e ndo-fumantes, evidenciou um aumento da
prevaléncia e um espectro alterado de muta¢des no gene 7P53 , o que
pode sugerir um envolvimento do tabaco com o cancer de mama.

v" ETNIA: A incidéncia e a mortalidade por cincer de mama
variam consideravelmente entre diferentes grupos étnicos (GHAFOOR
et al., 2003). A incidéncia é maior entre euro-descendentes e afro-
americanos, intermediaria entre hispanicos ¢ amerindios, e mais baixa
entre os asiaticos (ACS, 2010). No Brasil, a miscigenagdo da populagdo
deve influenciar o risco de cancer de mama (HALLAL ef al., 2001). A
populagdo brasileira ¢ altamente heterogénea como consequéncia dos
colonizadores europeus, escravos africanos e amerindios, de modo que
miscigenacdo entre esses componentes pode contribuir para a
disparidade étnica no cancer de mama no pais (NAGALI et al., 2003).

v HISTORIA FAMILIAL: Cerca de 5 a 10% dos cénceres de
mama tém natureza hereditaria (PHAROAH et al., 2007). Todos os
genes herdados sdo autossdOmicos dominantes, mas tém penetrancia
variavel (alta, média e baixa penetrancia). Estudos de ligacdo génica em
familias afetadas identificaram dois genes de alta penetrancia: BRCAI e
BRCA2 (MIKI et al., 2000; WOOSTER et al., 1995). Ambos sio
considerados genes supressores de tumor e tém papel importante na
reparacdo de danos do DNA e controle da proliferagdo celular
(BOGLIOLO, 2006).

Embora mutagdes nos genes BRCAI e BRCA2 tenham sido
identificadas como os principais genes de suscetibilidade em familias
com alto risco para cancer de mama, eles também aumentam o risco de
cancer em ovario (PHAROAH et al., 2007; LANGSENLEHNER et al.,
2003; KUSCHEL et al., 2002; DUNNING et al., 1999).

As portadoras dessas mutagdes da linhagem germinativa tém
risco de 4% ao ano de desenvolver cancer de mama e de 35 a 85% ao
longo de toda a vida. Além disso, o risco de desenvolver cancer na
mama contralateral ¢ de 65% (BEREK & NOVAK, 2008). Mutacdes
germinativas em outro gene de suscetibilidade, o 7P53, também estdo
associadas com um risco aumentado de cancer de mama. Estes canceres
geralmente acometem mulheres mais jovens e tém caracteristicas
tumorais desfavoraveis (KLIIN et al., 2002).

Mutagdes germinativas nos genes 7P53, PTEN, ATM, CHECK?2
(genes supressores de tumor que codificam proteinas reguladoras do
ciclo celular e/ou com fungdes no reparo do DNA) e HMMR (interage
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com o BRCA1 aumentando a instabilidade genética e interferindo no
ciclo celular) também sdo de importancia consideravel para o carcinoma
hereditario de mama (PUJANA et al., 2007; FILHO, 2006).

Ainda, acredita-se que cerca de 30% de mulheres jovens que
desenvolvem cancer de mama devem apresentar um padrao genético de
predisposicao a doenga (DUFLOTH ef al., 2005) e essa hipdtese ¢é
reforcada se essas mulheres vierem a apresentar doenca bilateral,
associagdes com outras neoplasias, ¢ um heredograma sugestivo de
padrdo autossomico dominante (LENOIR et al., 1991).

A histéria familial é especialmente importante se uma ou mais
consanguineas de primeiro grau (mde ou irma) foram acometidas antes
dos 50 anos de idade (DUFLOTH et al., 2005). Nesses casos, deve-se
levar em conta se o cancer foi diagnosticado na pré-menopausa e se
ocorreu em uma ou ambas as mamas, caracteristicas que permitem
avaliar o risco relativo em cada caso (GINECOLOGIA &
OBSTETRICIA, 2003). Mulheres com um ou mais parentes de primeiro
grau com cancer de mama tém risco maior de desenvolverem a
neoplasia (BERNESTEIN et al., 1999; PHAROAH et al., 1997), sendo
que o risco aumenta a medida que aumenta o nimero de familiares
afetados (COLDITZ et al., 1993).

v FATORES GENETICOS: Nas tultimas décadas, diversas
evidéncias indicaram a natureza genética do cancer, isto €, o resultado
do acumulo de mutacdes herdadas e/ou adquiridas no genoma. Como ja
mencionado, os tumores hereditarios de mama correspondem a 5-10%
de todos os diagnosticos da doenca e geralmente manifestam-se em
idade precoce acometendo varios individuos em mais de uma geracdo da
familia. Porém, os demais 90-95% dos casos de cancer de mama sdo
atribuidos a causas externas (isto ¢, fatores ambientais) que atuam em
conjunto com a suscetibilidade genética e a adquirida (MENKO et al.,
2007). Estes tumores malignos da mama algumas vezes decorrem de
mutacdes esporadicas, ou seja, que ndo foram herdadas dos pais
(TIEZZI, 2009; KALIKIN et al., 1996). Outra parte deste percentual
pode estar relacionada a variantes genéticas comuns de baixa a
moderada penetrancia, os polimorfismos genéticos (COSTA et al,
2008). Dentre eles, podemos citar algumas familias de genes como as
dos CYPs e GSTs (metabolizagdo de hormoénios esterdides), RADs,
XRCCs, XPDs (reparo de DNA lesado), SODI e SOD2 (ou MnSOD),
COMT, NAT1 e NAT? (vias de detoxificacdo), entre outros.

O gene TP53 é um forte candidato a fator genético que pode
causar variacdo de suscetibilidade ao cancer e dar indicios sobre a
progressdo da doenca (BOND et al., 2004). Mutagdes nesse gene sdo as
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mais frequentes encontradas em 20 a 50% dos casos de carcinomas
esporadicos (ZHOU et al., 2009).
1.3 FATORES PROGNOSTICOS DO CANCER DE MAMA

De acordo com o consenso de 2007 do Colégio Americano de
Patologistas, os fatores prognodsticos do carcinoma de mama sdo: tipo
histolégico, status dos linfonodos axilares, tamanho do tumor, grau
histolégico, resposta a terapia adjuvante, invasdo linfatica e vascular,
status do receptor de hormonio, amplificagdo e/ou superexpressdo do
HER?2 e idade da paciente (KYLE et al., 2007). Dentre esses, destacam-
se 0s quatro primeiros.

1.3.1 Tipo Histolégico

Segundo o AJCC (American Joint Commitee on Cancer) (2002),
WHO (World Health Organization) (2003), TAVASSOLI & DEVILLE
(2003) e BEREK & NOVAK (2008), os tumores malignos de mama sio
classificados da seguinte maneira: carcinoma in sifu, carcinoma
invasivo, carcinoma mucinoso € carcinoma adenoide cistico.

Os carcinomas in situ sdo caracterizados pela proliferagdo de
células neoplasicas dentro dos ductos ou dos I6bulos mamarios e podem
ser denominados:

v" Carcinoma ductal in situ (CDIS): é o tipo mais comum de
carcinoma ndo-invasivo entre as mulheres e caracteriza-se por uma
proliferagdo de células neoplasicas epiteliais restritas aos ductos
mamarios, ndo ultrapassando os limites da membrana basal, associada a
um pleomorfismo nuclear, com alteracdo da orientagdo celular do
revestimento epitelial. A disposi¢do dessas células no interior dos ductos
define os subtipos histologicos, sendo os principais: cribiforme,
micropapilar, papilar so6lido e comedococarcinoma. Na maioria das
vezes tem prognostico favoravel.

v" Carcinoma lobular in situ (CLIS): caracteriza-se pela
proliferagdo de células pequenas, ndo-coesas e uniformes no interior de
ductos terminais e 16bulos.

Os carcinomas invasivos sdo caracterizados pela penetracdo de
células neoplasicas no estroma mamario ¢ podem ser denominados:

v' Carcinoma ductal infiltrante: se inicia em um ducto da
mama, encontra a parede do ducto e se espalha para o estroma.
Caracteriza-se por apresentar células neoplasicas com diversos graus de
atipia nuclear. Compreende 70% dos canceres de mama e apresenta o
pior prognostico de todos os tipos ductais e cerca de 70% formam
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metastases nos linfonodos axilares. O prognoéstico tende a ser favoravel
em casos de carcinoma ductal isolado sem metastase.

v' Carcinoma  lobular infiltrante:  microscopicamente,
caracteriza-se por apresentar células pequenas e ovais que infiltram o
estroma na forma caracteristica, em “fila indiana”, com tendéncia a
crescer ao redor dos ductos e lobulos. E relativamente incomum,
representando apenas 5 a 10% dos casos de tumores de mama. O
carcinoma lobular infiltrante tem uma propensdo a envolvimento de
linfonodos axilares e o prognéstico ¢ similar ao carcinoma ductal
infiltrante, com tendéncia a disseminacdo de metastases mais
posteriormente.

v Carcinoma tubular: representa 1 a 2% de todas as neoplasias
malignas da mama. Caracteriza-se pela presenga de estruturas tubulares
ou glandulares bem formadas infiltrando o estroma. Tende a apresentar
melhor diagnéstico que o carcinoma ductal infiltrante e raramente
apresenta metastases para linfonodos axilares.

Carcinoma mucinoso: também denominado de coldide, mais
comum em pacientes mais idosas. Ao exame macroscopico, areas do
tumor podem apresentar-se mucinosas ou gelatinosas, enquanto
microscopicamente sdo relativamente acelulares. Representa 3% dos
carcinomas mamarios. Apresenta baixa taxa de proliferagdo, mas pode
alcangar proporg¢des volumosas. Quando o tumor ¢ predominantemente
mucoso, o prognoéstico tende a ser favoravel.

Carcinoma adenoide cistico: sdo tumores de mama muito raros,
histologicamente semelhantes aos observados nas glandulas salivares.
Em geral, sdo canceres bem diferenciados cuja metastatizagéo ¢ lenta.

1.3.2 Comprometimento Linfonodal

Este ¢ o principal fator progndstico para o cancer de mama. A
presenga de linfonodos axilares comprometidos indica: a) mau
prognostico, que piora em fun¢do do numero de linfonodos acometidos;
b) alto risco para a recidiva local, quando hd comprometimento
extracapsular dos linfonodos; c¢) e confirma o potencial de
metastatizacdo do tumor (adaptado GINECOLOGIA & OBSTETRICIA,
2003). Pacientes sem comprometimento metastatico para linfonodos
axilares apresentam um melhor progndstico, tanto para sobrevida global
quanto para sobrevida livre de doenga (ABREU & KOIFMAN, 2002),
conforme indicado na TABELA 1. Havendo metastase linfonodal, o
prognostico piora quando ultrapassa 2mm de didmetro, sendo entio
considerada macrometastase (FEBRASGO, 2001). Além disso, o status
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axilar ¢ o mais importante fator prognoéstico, uma vez que define de
forma segura a necessidade de terapia adjuvante (apud BERGMANN,
2000).

TABELA 1: Sobrevida média e numero de linfonodos comprometidos
nos casos de pacientes com cancer de mama. (Fonte: FEBRASGO,
2001).

Linfonodos Sobrevida (%) (5
comprometidos anos)
0a3 62
4a9 35
>9 10

1.3.3 Tamanho do Tumor

O tamanho do tumor juntamente com a condi¢@o dos linfonodos
axilares sdo os dois mais importantes indicadores progndsticos para
cancer de mama, tanto que se constituem na base do estadiamento TNM
(classificagdo TNM = Tumor, Nodulo e Metastase) da Classificagdo
Internacional de Tumores da Unido Internacional Contra o Cancer/UICC
(ABREU & KOIFMAN, 2002). O tamanho tumoral (T) é o fator
prognostico mais importante, quando a axila ¢é negativa
(GINECOLOGIA & OBSTETRICIA, 2003) e encontra-se diretamente
relacionado com o aumento da probabilidade de metéstase regional,
recorréncia local e morte. A medida que o tumor progride, aumenta a
possibilidade de metastase linfonodal e, na auséncia desta, o didmetro
tumoral torna-se o mais importante fator prognostico (FEBRASGO,
2001), de modo que tumores menores associam-se a progndsticos mais
favoraveis. De acordo com RICCI & GIRIBELA (2004), o indice de
sobrevida de 20 anos para tumores menores do que 1,0cm ¢ de 88%, de
73% para os tumores entre 1,1 a 1,3cm, de 65% naqueles entre 1,4 a
1,6cm e de 59% para os tumores entre 1,7 a 2,2cm (apud RODRIGUES,
2009).

1.3.4  Grau Histolégico
O grau histologico reflete o potencial de malignidade do tumor

indicando a sua maior ou menor capacidade de metastatizagdo (ABREU
& KOIFMAN, 2002). O sistema de graduacao histologica mais utilizado
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¢ o de Bloom e Richardson, modificado por Elston & Ellis (1991) e
denominado Nottingham. Esse sistema consiste na analise de trés
componentes morfoldgicos: formagdo tubular, pleomorfismo nuclear, e
indice mitotico, cada um recebendo um valor de 1-3 (ELSTON &
ELLIS, 1991). O grau histologico obtido € baseado no score final dessas
trés caracteristicas que somadas geram um total que pode variar de 3-9
pontos (ELSTON & ELLIS, 1991); e que reflete a semelhanga das
células do tumor com o tecido original. Assim, os tumores sao
classificados em: a) 3-5 pontos: bem diferenciado (grau I); b) 6-7
pontos: moderadamente diferenciado (grau II) e c¢) 8-9 pontos:
indiferenciado (grau IIT) (GINECOLOGIA & OBSTETRICIA, 2003).
Com esta graduacdo, foi possivel diminuir os problemas de
reprodutibilidade e mostrar a forte associa¢do entre graus histologicos e
prognostico (FARIAS et al., 2005), sendo o grau histologico um forte
indicador de sobrevida dos pacientes. Pacientes com carcinoma grau I
tem sobrevida média de 85% em 10 anos comparados a pacientes com
tumores grau III, com sobrevida menor que 45% no mesmo periodo
(PONDER, 1995). Dessa forma, pacientes com tumores grau I tem
sobrevida melhor que os graus II e III (ELSTON & ELLIS, 1991).

1.4  TP53 E CANCER DE MAMA

1.4.1 O Gene TP53 e sua Familia génica

TP53 foi o primeiro gene supressor de tumor identificado
(GASCO et al.,, 2002). Em humanos estd localizado no brago curto do
cromossomo 17 (p13.1) (FIGURA 3). Contém 11 éxons (FIGURA 4),
sendo o primeiro ndo codificante e codifica uma fosfoproteina nuclear
tetramérica de 53 kilodaltons (KDa) (GUIMARAES & HAINAUT,
2002), com 393 aminoacidos, denominada proteina 53 (p53)
(LATONEN & LAIHO, 2005) considerada a “guardid do genoma”
(EFEYAN & SERRANO, 2007).

O TP53 faz parte de uma familia de genes altamente conservados,
a qual inclui dois outros membros, o 7P63 ¢ o TP73 que codificam
respectivamente as proteinas p63 e p73 (LATONEN & LAIHO, 2005).
Todos os membros tém um dominio de transativagdo amino-terminal
(N-terminal), um dominio de oligomerizagdo carboxi-terminal (C-
terminal) e um dominio central de ligacdo ao DNA (FIGURA 5).
Enquanto aqueles parecem ser amplamente divergentes, o dominio de
ligacdo ao DNA ¢ significativamente conservado, com alta similaridade
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de sequéncia (LEVINE & OREN, 2009; BOURDON et al., 2007) entre
os membros da familia da proteina p53, o que permite aos p63 e p73, a
transativacdo de genes-alvo da p53, podendo ocasionar a parada do ciclo
celular ou apoptose (BOURDON et al, 2007; SOUSSI, 2007;
LATONEN & LAIHO, 2005) por meio da existéncia de uma complexa
rede de interagao entre o produto desses trés genes (SOUSSI, 2007).
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FIGURA 3: Localizacdo do gene TP53, em humanos, no cromossomo 17.
(Fonte: modificada do site: http://p53.free.fr/p53_info/p53_gene.html.

I SIS R B

20303

FIGURA 4: Representagio esquematica do gene humano TP53. Possui 11
éxons (em azul). (Fonte: modificada do site:
http://p53.free.fr/p53_info/p53 gene.html).
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FIGURA 5: Estruturas das proteinas da familia p53. O dominio de ligagdo ao
DNA apresenta maior identidade entre elas. O dominio SAM (sterile alpha
motif) que confere estabilidade a proteina, é apenas encontrado na p63 e p73
sugerindo que estas dividem um ancestral comum mais recente comparadas a

p53 (Fonte: http://p53.free.ft/pS3_info/p73 _p63.html).

Além disso, os dominios de ligagdo ao DNA da familia do gene
TP53 (TP53/TP63/TP73) em humanos, t€m sido conservados ao longo
do tempo evolutivo, apresentando homologia estrutural nas diferentes
espécies como em Drosophila melanogaster ¢ Caenorhabditis elegans
(FIGURA 6) (BELYI & LEVINE, 2009; BOURDON, 2007). A
conservagdo desta sequéncia presumivelmente correlaciona-se com a
necessidade de preservar uma estrutura particular ou uma fun¢do da
proteina p53 (ROBBINS, 1996 apud ABREU, 2008), visto que tanto as
proteinas de invertebrados como as de vertebrados reconhecem e se
ligam as mesmas sequéncias de DNA que regulam genes semelhantes
nas diversas espécies, levando a apoptose ap6s um evento de dano ao
DNA (BELYI & LEVINE, 2009).
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FIGURA 6: Comparacdo da estrutura das proteinas da familia p53 em humanos
com outras espécies. O dominio de organizagdo das proteinas humanas p53, p63
e p73 comparadas com as proteinas p63/p73 ancestrais de Drosophila
melanogaster (dmp53) e Caenorhabditis elegans (cep-1). A porcentagem
de identidade dos aminoécidos ¢ dada tanto para o dominio de ligagdo ao DNA
quanto para o dominio de oligomerizagdo. (Fonte: modificado de BELYI &
LEVINE, 2009).

Apesar das proteinas p53, p63 e p73 serem estruturalmente e
funcionalmente relacionadas, exercem fungdes biologicas especificas.
Como muitos dos genes do genoma humano, os membros da familia da
p53 expressam multiplos variantes de mRNA (isoformas) devido a
splicing e promotores alternativos (BOURDON, 2007).

REISMAN et al. (1988) identificaram dois promotores do gene
TP53, sendo que o primeiro (p53P1) estaria localizado na regido de 100
a 250 pares de bases a jusante do primeiro éxon (ndo codificante) e o
segundo (p53P2), um promotor mais eficiente, dentro do primeiro
intron. Recentemente, foi demonstrada a existéncia de um terceiro
promotor (p53P3) interno localizado no meio do intron 4 (BOURDON
et al., 2005). Segundo MARCEL & HAINAUT (2009) e BOURDON
(2007), o gene TP53 poderia codificar dez isoformas diferentes da
proteina p53 devido ao splicing alternativo do intron 9, o uso do
promotor alternativo no intron 4 e a inicia¢do alternativa de tradugdo ou
splicing alternativo do intron 2. Splicing alternativo também ocorre
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entre os éxons 9 a 11. Em muitos canceres, este gene esta
frequentemente inativado por delecdo ou mutacdo; naqueles que
conservam o tipo-selvagem do 7P53, outros tipos de alteragdes tém sido
descritas na via p53 resultando em uma diminui¢do da fungdo da
proteina (MARCEL & HAINAUT, 2009).

O gene TP63 contém 15 éxons (OKAZAKI & NAKAGAWARA,
2005), esta localizado na regido cromossdmica 3q27 (HANKER et al.,
2010) e em humanos expressa pelo menos seis isoformas alternativas
por splicing da regido C-terminal e que podem ser transcritas a partir de
um promotor alternativo localizado no intron 3 (HANKER et al., 2010;
OKAZAKI & NAKAGAWARA, 2005). Em tumores, como os
carcinomas mamarios, a isoforma N-truncada da p63 pode agir como
um inibidor dominante negativo da atividade da p53; por outro lado a
p53 mutante pode ativar as fungdes da p63 de sobrevivéncia da célula e
inibir as de apoptose, ocasionando o desenvolvimento do tumor
(HRSTKA et al., 2009; MARCEL & HAINAUT, 2009). No entanto, o
papel da p63 em neoplasia, especialmente no cancer de mama, nao é
claramente descrito. Muta¢des no 7P63 sdo raras. Seu potencial como
um gene supressor de tumor tem sido discutido. Enquanto o 7P53
possui como principal fun¢do responder as agressdes ao DNA, o TP63
parece ser essencial ao desenvolvimento e diferenciacdo de
determinados tecidos (RIBEIRO-SILVA & ZUCOLOTO, 2003).

O outro membro da familia, o gene 7P73, contém 14 ¢éxons
(OKAZAKI & NAKAGAWARA, 2005) e esta localizado no
cromossomo 1p36, uma regido em que a perda de heterozigose ¢é
frequentemente observada em varios tumores humanos (DeYOUNG &
ELLISEN, 2007; RIBEIRO-SILVA & ZUCOLOTO, 2003; CORN et
al., 1999). Expressa pelo menos seis isoformas derivadas do splicing
alternativo da extremidade C-terminal do transcrito primdrio
(OKAZAKI & NAKAGAWARA, 2005) e pelo menos quatro, por
splicing da regido N-terminal que podem ser transcritas a partir de um
promotor alternativo localizado no intron 3 (BOURDON et al., 2005).
Estes variantes da p73 apresentam diferentes propriedades
transcricionais e biologicas (OKAZAKI & NAKAGAWARA, 2005).
Assim como a p63, a isoforma N-truncada da p73 pode agir como um
inibidor dominante negativo da atividade da p53 e em particular pode
operar como um oncogene, por meio da neutralizagdo da atividade
supressora da p53 (MARCEL & HAINAUT, 2009; OKAZAKI &
NAKAGAWARA, 2005), uma vez que ela pode bloquear o ciclo celular
e desencadear a apoptose, por um mecanismo paralelo ¢ independente
da p53, via acetilagdo da p73 por meio da acetiltransferase p300
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(RIBEIRO-SILVA & ZUCOLOTO, 2003). Além disso, a p73 também
pode interagir e parcialmente compensar a perda de atividade da p53
(OKAZAKI & NAKAGAWARA, 2005). Embora seja encontrada
superexpressa em diferentes tipos de cancer, dentre eles os carcinomas
mamarios, assim como o 7P63, mutagdes em 7TP73 sdo raras em
contraste com as mutagdes frequentes em 7P53 (TOPHKHANE et al.,
2009).

1.4.2 A Proteina p53
A proteina p53 possui 393 aminoacidos (LATONEN & LAIHO,

2005) e organiza-se em trés dominios estruturais ¢ funcionais (FIGURA
7) (BAI & ZHU, 2006; LACROIX et al., 2006):

N terminal Dominio Central CTerminal
U142 | [ 61.94 | 102-292 | [324-355 [ [ 363-393
NLS NES
Dominio de Regido Rica em io de lizach Dominio de Dominio
Transativa¢do Prolina Dominio de Ligagio a0 DNA Tetramerizagdo Regulatorio

FIGURA 7: Representacdo esquematica da estrutura da proteina p53. A p53
contém 393 aminodacidos, consistindo em trés dominios funcionais: um dominio
N-terminal de ativacdo, o dominio de ligagdo DNA e dominio de tetramerizagao
C-terminal. O dominio N-terminal inclui o dominio de transativa¢ao e uma
regido rica em prolina. O dominio central de ligagdo do DNA ¢ necessario para
ligagdo ao DNA de modo sequéncia-especifica. A regido C-terminal ¢
responsavel por realizar uma funcdo regulatoria. Residuos neste dominio C-
terminal podem sofrer modificagdes pos-traducionais, incluindo fosforilagdo e
acetilagdo. Numeros indicam o numero de residuos nos dominios e regido. NLS,
sinal de localizagdo nuclear; NES, sequéncia de sinal de exportagdo nuclear.
(Fonte: modificado de BAI & ZHU, 2006).

1) um dominio de transativagdo (residuos 1-42) e
uma regido rica em prolina (residuos de 61-94) na
por¢do N-terminal ou amino-terminal;

2) um dominio central de ligacdo ao DNA
sequéncia-especifica (residuos 102 -292) que
corresponde a parte principal da proteina;

3) um  dominio de oligomerizagdo ou
tetramerizagdo (residuos 324-355) e um dominio
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regulatério (residuos 363-393) na regido C-terminal
ou carboxi-terminal.

O dominio de ativagdo transcricional € necessario para que a
proteina p53 exerca sua atividade de transativagdo. Possui sitio de
interagdo para a proteina de ligagdo ao TATA box e para o fator de
transcricdo basal TFIID, além de também interagir com as proteinas
Mdm2/Mdm4, reguladoras negativas do gene 7P53. O dominio rico em
prolina contém sitios envolvidos em interagdes proteina-proteina nas
vias de transducéo de sinal, sendo uma regido importante na ativacdo da
apoptose dependente de p53. A estrutura da regido N-terminal ¢
naturalmente desenovelada, no entanto, quando ocorre a interagdo com
outras proteinas no dominio de transativagdo, estes locais tornam-se
totalmente enovelados (alfa-hélice) (FIGURA 8). Além disso, essa
regido sofre modificacdes pos-traducionais, como fosforilagdo que
implicam na estabilidade da proteina ¢ na especificidade dos alvos de
transativagio (OKOROKOV & ORLOVA, 2009; JOERGER &
FERSHT, 2008; McKINNEY & PRIVES, 2007; BAI & ZHU, 2006).

O dominio central da proteina contém a regido de ligagdo ao
DNA, que ocorre de modo sequéncia-especifica. E formado por um
complexo composto de duas folhas beta-pregueada que permitem um
molde basico para a superficie de ligagdo ao DNA, que por sua vez ¢
subdividida em duas estruturas: (a) uma que se liga ao sulco maior do
DNA e ¢ formada por alfa-hélice, folha beta-pregueada e alga; (b) outra
formada por duas grandes algas estabilizadas pelo ion zinco e que se liga
ao sulco menor do DNA, através do residuo de arginina (248). O ion
zinco além de desempenhar papel importante na ligagdo da p53 ao DNA
também ¢ requerido para a manuteng@o da estrutura conformacional da
p53 (FIGURA 9), de modo que a perda do ion zinco resulta em
diminuicdo da estabilidade termodindmica da p53, tendéncia a
agregacdo e perda da especificidade de ligacdo ao DNA (OKOROKOV
& ORLOVA, 2009; JOERGER & FERSHT, 2008; McKINNEY &
PRIVES, 2007; BAI & ZHU, 2006; GUIMARAES & HAINAUT,
2002).
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FIGURA 8: Estrutura a regido N-terminal da p53. Interagdo entre a p53 (em
azul) e a proteina RPA70N (em cinza). (Fonte: OKOROKOV & ORLOVA,
2009).

FIGURA 9: A esquerda representagio da estrutura do dominio central da
molécula p53, onde esta se liga a0 DNA. A direita, representacdo da interacio
dois dimeros de p53, formando um homotetramero, com uma molécula de
DNA. (Fonte: JOERGER & FERSHT, 2008).
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FIGURA 10: Representacdo esquematica dos dominios da proteina p53. O
dominio central de ligagdo ao DNA (p53C) é o que se apresenta mais
frequentemente mutado nos canceres humanos. As barras acima do diagrama
indicam os cddons e sua frequéncia relativa de mutagdes de acordo com a
Ageéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC). TAD: Dominio de
transativagdo; PRR: Dominio rico em prolina; TET: Dominio de tetramerizagao;
CT: Dominio C-terminal (Fonte: JOERGER & FERSHT, 2008).

E ainda, no dominio central onde, correspondentemente no gene,
se encontra a maioria das mutacdes de TP53 em células tumorais
(FIGURA 10), o que evidencia a importancia da molécula p53 como
supressora de tumor. Alteragdes nessa regido podem resultar na perda de
contato ao DNA, como é o caso de mutagdes em regides do gene
correspondentes aos codons 248 e 273; e na alteragcdo da estrutura de
ligagdo da p53 ao DNA, devido a mutagdes em regides do gene
correspondentes aos cédons 175, 245, 249 e 282, resultando na perda de
atividade transcricional da p53 (OKOROKOV & ORLOVA, 2009;
JOERGER & FERSHT, 2008; McKINNEY & PRIVES, 2007; BAI &
ZHU, 2006; GUIMARAES & HAINAUT, 2002).

O dominio de oligomerizagdo é o responsavel pela apresentagdo
da p53 na forma de tetrameros, que ocorre com a formagdo de dimeros
de dimeros (FIGURA 11). Consiste de uma folha beta-pregueada
seguida por uma alfa-hélice ligada por uma pequena dobra em cada
mondmero. Dois mondémeros formam um dimero que € estabilizado via
folha beta-pregueada intermolecular antiparalela e alfa-hélice
antiparalela. Estes monomeros s3o mantidos juntos por interagdes
hidrofobicas. Neste dominio também estd localizado um sinal de
exportacao nuclear (NES). O dominio regulatério, na por¢ao C-terminal,
¢ altamente basico, e capaz de interagir com o DNA de uma maneira ndo
sequéncia-especifica, reconhecendo principalmente danos na molécula
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de DNA. Sua conformagdo é desenovelada adquirindo uma estrutura
secundaria estavel quando se liga inespecificamente com o DNA ou
outras proteinas (FIGURA 12). Contém muitos sitios de ubiquitinacao e
de modificagdo como fosforilagdo e acetilagdo, induzidas por estresse,
além de trés sinais de localizagdo nuclear (NLS). Sua auséncia promove
um aumento na ligacdo especifica da p53 ao DNA, o que evidencia seu
papel regulador negativo. Propde-se que essa regido seja responsavel
pela manutencdo do estado “latente” da p53 (OKOROKOV &
ORLOVA, 2009; JOERGER & FERSHT, 2008; SOUSSI, 2007;
McKINNEY & PRIVES, 2007).

A proteina p53 € expressa em muitos tipos celulares,
estando na sua forma inativa ou latente, em concentragdes
muito baixas, sob condi¢des normais (ROSSNER et al., 2009;
OKOROKOV et al., 2006; SUTCLIFFE & BREHM, 2004),
devido a agdo realizada pela ubiquitina E3-ligase Mdm2/Hdm?2
(FIGURA 13), por meio de dois mecanismos: promovendo a
liberacdo da p53 para o citoplasma e sua consequente
degradacdo pelo proteassomo, e bloqueando seu dominio de
transativagdo (MARCEL & HAINAUT, 2009; BERTHEAU et
al., 2008; LUKASHCHUK & VOUSDEN, 2007; SUTCLIFFE
& BREHM, 2004). O Mdm2, juntamente com seu homologo o
Mdm4, controla a atividade transcricional da p53, agindo como
supressor da fun¢do desta, por meio de uma auto-regulacdo
negativa. Recentemente, duas outras E3-ligases para p53 foram
identificadas: Pirh2 e Copl, ambas promovendo ubiquitinagado
e degradagdo da p53 independentemente de Mdm?2
(FARNEBO et al., 2010; LEVINE & OREN, 2009; JOERGER
& FERSHT, 2008; BERTHEAU et al., 2008; LATONEN &
LAIHO, 2005; SUTCLIFFE & BREHM, 2004).
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FIGURA 11: Representagdo da estrutura do dominio de oligomerizacdo da
proteina p53. A p53 se apresenta na forma tetramérica, composta por dois
homodimeros. (Fonte: OKOROKOV & ORLOVA, 2009).

FIGURA 12: Representagdo da estrutura do dominio regulatério C-terminal
da proteina p53 (em vermelho) ligada com a proteina S100B (em cinza) e ions
de Calcio (Cat+). (Fonte: OKOROKOV & ORLOVA, 2009).



37

Estresse Genotoxico

Ubiquitinagdo e
degradagdo da p53

Gene alvo
Proteassomo b

FIGURA 13: Esquema representativo da regulagdo da proteina p53. Em
condigdes normais, a pS3 ¢ marcada pela Mdm2, ou seja, a Mdm?2 liga-se a p53
e, atuando como uma ubiquitina E3-ligase, promove sua auto-poliubiquitina¢do
e também a da p53, o que direciona a p53 para o citoplasma e sua degradacao
no proteassomo. Apds um estresse genotoxico ou ndo, a p53 ¢ fosforilada
(ATM, ATR, Chkl e Chk2), causando sua liberagdo da Mdm2, com
conseqiiente inibi¢do do sinal de exportag@o nuclear, resultando na estabilidade
e ativagd@o da p53. (FONTE: modificado IARC, 2010).
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Ativacao de oncogene, danos ao DNA, hipodxia, e outros
sinais de estresse
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FIGURA 14: Vias de acdo da proteina p5S3. Em resposta a sinais de estresse, a
p53 ¢ ativada dentre outras vias pelas proteinas quinases. Em conjunto com
acetiltransferases coativadoras (p300/CBP) e componentes da maquinaria de
transcri¢do (TFIID/H), p53 regula a transcri¢do de uma variedade de genes alvo,
que determinam o tipo de resposta celular. (FONTE: modificado JOERGER &
FERSHT, 2008).

No entanto, quando as células sdo expostas a sinais de estresse,
primariamente genotoxicos, a p53 se torna estavel, através de
modificagdes pos-traducionais que permitem seu escape da degradagio,
e se acumula na célula. Uma vez ativada, a p53 vai exercer varios
efeitos antiproliferativos, determinados de acordo com a intensidade do
dano, através da inducdo de genes alvo envolvidos com a regulagdo do
ciclo celular, reparo do DNA, senescéncia, apoptose ¢ angiogénese
(FIGURA 14) (OLIVIER et al., 2010; OROKOV & ORLOVA, 2009;
ROSSNER et al., 2009; JOERGER & FERSHT, 2008; SMEENK et al.,
2008; LATONEN & LAIHO, 2005; GUIMARAES & HAINAUT,
2002).

No caso de danos ao DNA (radiacdo UV, carcindgenos quimicos,
drogas citotoxicas) proteinas-quinases, pertencentes a familia
fosfatidilinositol 3-quinase, como ATM e ATR; e quinases regulatérias
do ciclo celular, como Chkl e Chk2, irdo fosforilar a p53 (residuos de
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serina[Ser15]/tirosina[ Thr18]), ativando-a, e impedindo a interacdo
Mdm2/Mdm4-p53, de modo que a p53 se acumula na célula realizando
a fun¢do de supressora tumoral (JUNTTILA & EVAN, 2009; MARCEL
& HAINAUT, 2009; LACROIX et al., 2006; LATONEN & LAIHO,
2005; SUTCLIFFE & BREHM, 2004; GUIMARAES & HAINAUT,
2002).

Quando oncogenes estdo ativados estes podem induzir a
expressdo da proteina p14ARF que inibe a Mdm2, impedindo dessa forma
que haja ubiquitinagdo e degradacdo da p53 via Mdm2.
Consequentemente, a pS3 ¢ estabilizada, e se acumula na célula. Uma
vez acumulada e ativada, a p53 podera regular a ativagdo ou repressio
transcricional de varios genes envolvidos com a parada do ciclo celular
na fase G1/S (p21 “MCPY G2 (14-3-36) e G2/M (p21 /el
GADDA45), apoptose (BAX, PUMA e NOXA) e reparo de DNA
(GADD45) (FARNEBO et al, 2010; LATONEN & LAIHO, 2005;
GUIMARAES & HAINAUT, 2002).

Estudos recentes sugerem ainda um papel para p53 na
determinacdo da resposta das células ao estresse de nutrientes (ativada
pela AMP quinase - AMPK) e na regulagdo das vias de utilizacdo da
glicose e do metabolismo energético; apresentando um papel importante
na disponibilidade de oxigénio (ou seja, regulagdo da respiracdo, através
da acdo da SCO2) e na resposta as espécies reativas de oxigénio (fungdo
antioxidante-TIGAR) (FARNEBO et al., 2010; VOUSDEN & LANE,
2007).

Embora o principal mecanismo pelo qual a p53 regula esses
processos seja pela ativagdo ou repressao transcricional de varios genes,
ela pode atuar também por interagdes diretas, tipo “proteina-proteina”,
influenciando o crescimento ¢ a sobrevida celular. A maneira como a
p53 seleciona o tipo de resposta, pode variar de uma célula para outra,
dependendo da natureza e intensidade do sinal indutor, do grau de
diferenciacdo celular e do tipo de tecido, porém mais de uma resposta
pode ocorrer no mesmo tecido (BOUCHET et al, 2006;
BRAITHWAITE & PRIVES, 2006; LATONEN & LAIHO, 2005;
GUIMARAES & HAINAUT, 2002).

Uma vez ativada, a p53 funciona como fator de transcri¢do que
pode modular a progressao do ciclo celular, a senescéncia e a apoptose,
além de ter um papel direto no reparo e na recombinagdo do DNA.
Células que ndo apresentam o gene 7P53, ou o apresentam inativado,
nao desencadeiam essas respostas e continuam a se dividir, movendo
para a fase de replicacdo do DNA, sem que ocorram as pausas naturais
do ciclo celular e haja reparo de quebras e outras lesdes no DNA
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decorrentes de estresse (SMEENK et al., 2008; BRAITHWAITE &
PRIVES, 2006).

Logo, a perda da funcdo de p53, seja por mutagdo que afete o
gene TP53 (mais freqiiente), ou mediante uma inativagdo funcional da
propria proteina p53 por interacdo com proteinas virais ou celulares
(comportando-se na forma equivalente a uma mutagdo do gene), leva a
um aumento da instabilidade cromossdmica, caracterizada por um
incremento na frequéncia de amplificagdes génicas, rearranjos
cromossomicos ou muta¢des. Como resultado desses processos pode
ocorrer um acumulo de danos genéticos que contribuem para a formagao
do tumor (BRAITHWAITE & PRIVES, 2006).

1.4.3 Mutacoes no 7P53 em Cancer de Mama

Mutagdes no gene 7P53 representam uma das alteragdes
genéticas adquiridas mais comuns identificadas em cénceres humanos
(JOERGER & FERSHT, 2008).

As diferentes mutagdes podem ser separadas segundo o seu
possivel papel, alterando ou ndo a estrutura da p53 e, consequentemente,
sua fungdo. Estas alteragdes podem ser do tipo que resultam em troca de
aminoacido ou troca de sentido (missense), ndo importando a sua
localizagdo na molécula protéica (podendo ser o dominio de ligagdo ao
DNA); mutagdes que provocam alteragdo do quadro de leitura
(frameshift, devido a delegdes e inser¢cdes — indels — de nucleotideos);
mutacdes sem sentido (nonsense, com formagao de coddon de parada) e
mutagdes que possivelmente ndo provocam alteragdo na estrutura da
proteina (silenciosas, devido ao cddigo genético ser degenerado, e
aquelas localizadas em introns que nao afetem o processamento do
RNA) (KLUG et al., 2010).

Mutagdes nesse gene sdo caracterizadas por uma alta prevaléncia
de muta¢des pontuais tipo missense que perfazem quase 88% das
mutagdes do gene TP53, e sdo encontradas principalmente nos éxons 5 a
8 que codificam os aminoacidos 126-306 da proteina p53,
correspondentes ao dominio de ligagdo da p53 ao DNA (FIGURA 15).

Cerca de 30% dessas mutagOes estdo localizadas nos seis codons
hotspots (175, 245, 248, 249, 273 e 282) (FIGURA 16) e tém sido
detectadas em quase todos os tipos de cancer (FARNEBO et al., 2010;
ROSSNER et al., 2009; McKINNEY & PRIVES, 2007, MOURA-
GALLO et al., 2005; SOUSSI et al., 2005; BORRESEN-DALE, 2003;
CADWELL & ZAMBETTI, 2001; MARTIN et al., 2001). Fora dessa
regido, as mutagdes missense representam apenas 40%, sendo a maior
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parte representada pelas mutagdes nonsense ou frameshift (OLIVIER et
al., 2010). Além disso, a regido N-terminal, que apresenta o dominio de
transativacdo e a regido C-terminal, que contém os sitios regulatérios,
sdo regides raramente mutadas, onde se observam menos de 2% das
mutagdes no gene 7P53 (BOUCHET et al., 2006).

A alta frequéncia de mutagdes somaticas nos cédons hotspots
pode se explicada por dois fatores. Primeiro, por meio de um processo
mutagénico endogeno. Segundo, selecdo funcional (GUIMARAES &
HAINAUT, 2002).

Cinco dos seis cédons hotspots abrangem sitios CpG nos quais as
citosinas sdo frequentemente metiladas, e sua desaminagdo espontanea
induz a mutagdes do tipo transigdes C:T nesses dinucleotideos. Entre as
substituicdes de base-tinica, aproximadamente 25% sdo substituigdes
C:G>T:A nos sitios CpG (OLIVIER et al, 2010; GUIMARAES &
HAINAUT, 2002; OLIVIER & HAINAUT, 2001; PFEIFER, 2000).

Insergao — 56 (4,19%)
Delegao — 162 (12,1%)
Tandem — < (0,23%)
CCtandem —4 (0,29%)
Complex — 16 (1,16%)
AT>CG—67 (5,02%)
AT=EC—193 (14 4%
AT=T.A—G0 (4 49%)
CiC=AT —225(16,8%)
GiC=AT em sitio CpG — 289 (22,4%)
GiC=CGE-111 (8,32%)
GiC=TA—135(10,1%)
MA— 2 (0,14%)

IEEEO0OEEOOEOED

Sentido trocado 18216 (73.4%)
Sem sentido — 1902 (7 67%)
Silenciosa— 1057 (4,26%)
Frameshifi— 2237 (9.02%)
Splicing—463 (1,83%)
Dutros — 569 (2,29%)

M A= 123 (0 49%)

Intranica — 192 (0,7 7%)
Delecio — 26 (0,10%)

E0ORE@EO0OEREME

FIGURA 15: Propor¢do dos diferentes tipos de mutagdes somaticas de gene
TP53 encontradas nos cénceres humanos. 86% das mutagdes estdo situadas no
dominio de ligagdo ao DNA (correspondente aos cddons 125-300), sendo que
destas a maior parte sio mutagdes missense (88%) (abaixo). Padrio de
mutagdo em cancer de mama (acima) (Fonte: modificado de OLIVIER ef al.,
2010; IARC, 2010).
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FIGURA 16: Distribuicdo das mutacdes somadticas por substituicdo de base
simples do gene TP53. As barras pretas indicam os codons hotspots (Fonte:
IARC, 2010).

O cancer de mama esporadico apresenta um perfil de mutagdes
muito similar a outros tipos de cancer, porém com menos transversdes
G:C>T:A e mais transicoes A:T>G:C. O padrio de mutagdes na
linhagem germinativa do 7P53 observado em familias com historia de
multiplos canceres (Sindrome de Li-Fraumeni (LFS), Sindrome tipo Li-
Fraumeni ou com outra historia familial) difere daquele encontrado no
cancer de mama esporadico por apresentar um alta prevaléncia de
G:C>A:T nos sitios CpG, e, pela baixa frequéncia de transversdes
G:C>T:A e transicdes G:C>A:T nos sitios ndo CpG. A auséncia de
transversdes de bases G:C e o excesso de mutagdes nos pares de base
A:T, em mutacdes na linhagem germinativa de 7P53, sugere que a
presenca de tais mutagdes em padrio somatico pode ser consequéncia de
um processo mutagénico enddgeno que ocorre especificamente nas
células da mama e pode ser induzida em resposta a exposi¢do a
carcinogenos ambientais (IARC, 2010; MOURA-GALLO et al., 2005;
2004; OLIVIER & HAINAUT, 2001).

Adicionalmente, quase todos os codons frequentemente mutados
sdo essenciais na intera¢do entre a p53 ¢ DNA alvo (c6dons 245, 248 e
273), ou na conformagdo da proteina (codons 175, 249 e 282). Logo,
mutacdes nesses residuos resultam em uma proteina com diminuig¢do da
afinidade pelo DNA, incapaz de reconhecer seus genes-alvo e
transativa-los (ocasionando a perda — parcial ou total - da fung@o da p53)
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e comprometendo seriamente a habilidade da célula responder ao
estresse genotoxico o que € crucial para a fungo supressora tumoral da
p53. Essa perda de fungdo da p53 ¢ frequente entre mutantes missense,
mas pode ser devida a mutacdes nonsense, erros durante o splicing, bem
como delegdes no gene. No entanto, todas as mutagdes ndo sao
funcionalmente equivalentes, de modo que tem sido proposto que o
exato grau de perturbacdo funcional (funcional, parcialmente funcional
ou ndo-funcional) das fungdes da p53 tipo selvagem dependem da
posicdo da mutacdo na proteina. No caso das mutacgdes hotspots, todas
apresentam perda de fun¢fo, porém o grau de perda ¢é variavel e alguns
mutantes podem manter a atividade parcial de transcrigdo de genes-alvo
(OLIVIER et al., 2010; BROSH & ROTTER, 2009; McKINNEY &
PRIVES, 2007; SOUSSI, 2007; PETITUEAN et al, 2007
SZYMANSKA & HAINAUT, 2003; GUIMARAES & HAINAUT,
2002; CADWELL & ZAMBETTI, 2001; OLIVIER & HAINAUT,
2001).

Oitenta e cinco polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs),
foram identificados no gene 7P53. A maioria (90%) desses
polimorfismos estdo localizados em introns, fora de sitios de splicing ou
em éxons ndo-codificantes. Entre os polimorfismos encontrados nas
regides codificadoras (éxons) do gene 7P53, 3 tem sido bastante
estudados, sendo que destes apenas um resulta em mudanga de
aminoacido podendo afetar a fungdo da proteina, e foi associado ao
cancer de mama (IARC, 2010; OLIVIER et al., 2010; SOUSSI &
WIMAN, 2007; PIETSCH et al., 2006). O polimorfismo esta localizado
no cédon 72 (éxon 4) e resulta na mudanca de uma arginina para prolina
(P72R) (GUIMARAES & HAINAUT, 2002; PIETSCH et al., 2006). O
alelo P72 apresenta uma distribui¢ao bastante heterogénea na populagao
em geral, com uma frequéncia de 17% em populagdes escandindvias e
de 63% em populagdes nigerianas. Curiosamente, este polimorfismo ¢
distribuido ao longo de um gradiente norte/sul, no hemisfério norte,
sendo que o alelo arginina (R72) é mais freqiiente no Norte da Europa e
nos EUA (40-80%), enquanto que a prevaléncia do alelo prolina (P72)
aumenta perto do Equador.

Existem varios estudos que sugerem que este polimorfismo pode
ter um impacto funcional, uma vez que ele ocorre um na regido rica em
prolina envolvida supressdo de crescimento e fungdes apoptoticas da
proteina p53 (OLIVIER et al., 2010; SOUSSI & WIMAN, 2007;
SOUSSI, 2007; PIETSCH et al., 2006; GUIMARAES & HAINAUT,
2002). Em tumores com alta frequéncia de mutagdes em TP53, a
variante R72 pode estar associada com pior prognéstico, enquanto em



44

tumores com baixa frequéncia de mutacdes em 7P53 a variante P72
pode expressar este fenotipo em fungdo da diminuicdo da fungio
apoptotica (SOUSSI & WIMAN, 2007).

Diferentes frequéncias de mutacdes sdo descritas para portadores
de diferentes alelos polimorficos do cdédon 72 de TP53. Tumores de
mama em pacientes homozigotos para o alelo R72 apresentam uma
maior frequéncia de mutagdes em 7P53 comparados aos homozigotos
P72 (28,5% X 3,8%) (BORRENSEN-DALE, 2003). O alelo R72 foi
considerado um candidato de baixa penetrancia, na suscetibilidade ao
cancer de mama, enquanto P72 (em homozigose) associado ao risco
aumentado da doenga. A auséncia de contribui¢do do polimorfismo
R72P para o cancer mamario também foi relatada. Por outro lado, tem
sido sugerida a associagdo do alelo R72 em homozigose em multiplos
canceres, especialmente aqueles relacionados a familia BRCAI1/2
(TOMMISKA et al., 2005).

Embora a maior parte das mutacdes afete a regido central da
proteina, 30% delas envolvem os seis codons hotspots, os outros 70% de
mutagdes se distribuem pelos demais codons (MOURA-GALLO et al.,
2005; GUIMARAES & HAINAUT, 2002). Um exemplo ¢é a
superexpressao da transicdo A>G (TAC>TGC) no coédon 163. Este
codon ¢é raramente mutado em muitos canceres, mas ¢ responsavel por
mais de 2% das mutagdes em cancer de mama e ¢ considerado um
codon hotspot para TP53 em canceres que carregam mutagoes
germinativas em BRCA1/2 (OLIVIER & HAINAUT, 2001; LACROIX
et al., 2006).

Além  disso, estudos dos polimorfismos cédon 72
(Arginina>Prolina), intron 3 (insercdo/delecdo de 16pb) e intron 6
(substituicdo de A>G e G>C) sugerem um fator de risco de cancer de
mama (PIETSCH et al., 2006; BORRESEN-DALE, 2003; KESHAVA
etal.,2002; WESTON et al., 1997).

Em relagdo ao cancer de mama, cerca de 20-35% dos tumores
expressam mutacdes no gene 7P53 sendo que a maioria destas mutagdes
¢ de origem somatica (LACROIX et al., 2006). No entanto, podem
ocorrer mutagdes germinativas de 7P53 em altas propor¢des em
individuos com a Sindrome de Li-Fraumeni, uma sindrome de
suscetibilidade ao céncer, e que confere um risco aumentado para o
cancer de mama (hereditario). Esta observagdo suscita um importante
papel para a inativagdo de p53 na carcinogénese mamaria (ROBBINS,
1996 apud ABREU, 2008; GASCO et al., 2002).

A inativagdo do gene TP53 ¢ essencialmente devida a pequenas
mutagdes (missense e nonsense, ou inser¢oes/delegdes de muitos
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nucleotideos), que levam a expressdo da proteina mutante (90% dos
casos) ou auséncia da proteina (10% dos casos), mas em muitos casos
esta associada a perda do brago curto do cromossomo 17 por um
mecanismo denominado perda de heterozigose (SOUSSI, 2007).
Mutagdes no gene TP53 podem contribuir com até 17% dos casos de
cancer familial. Estudos no sul do Brasil identificaram muitas familias
com uma mutagdo fundadora, R337H (mudanca de arginina para
histidina) (OLIVIER et al., 2010).

A proteina mutante R337H, localizada no dominio de
oligomerizagdo acarreta perda parcial da funcdo. Andlises quimicas
revelaram que esta proteina ¢ altamente sensivel ao pH fisiologico
levando a mudangas na conformagdo da proteina devido a alteragdes na
ligagdo de hidrogénio entre dois monomeros, dependendo do estado
protonado desta (SOUSSI, 2007; PETITIJEAN et al., 2007). Esta
mutagdo foi encontrada, especificamente associada ao carcinoma
adreno-cortical pediatrico no sul do Brasil e esta relacionada com a
Sindrome de Li-Fraumeni (SOUSSI, 2007).

Estudos de carcinomas mamarios envolvendo pacientes com LFS
demonstraram que a predisposi¢do para a malignidade resulta da
inativacdo de um dos alelos que se da por perda de heterozigose,
observada em aproximadamente metade dos tumores e, da necessidade
de apenas mais uma mutagdo somatica envolvendo o outro alelo para a
perda da fungdo de supressor tumoral. Nas familias com LFS, o cancer
de mama é responsavel por aproximadamente 43% de todas as
malignidades entre as mulheres (ROBBINS, 1996 apud ABREU, 2008;
GASCO et al., 2002). Modificagdes em outros genes relacionados as
vias de p53 também podem resultar em sua inativacdo, incluindo
alteragdes no gene ATM, BRCAI e MDM-2 (GASCO et al., 2002). Em
adi¢do, tumores esporadicos, portando uma mutacdo somatica de 7P53,
apresentam perda de heterozigose em aproximadamente 70% dos casos
(BORRESEN-DALE, 2003), indicando que mutagdes de ganho de
funcdo ou mutagdes negativas dominantes podem ocorrer (FIGURA 17).

Além da perda de fung@o, mutacdes podem atribuir a p5S3 mutante
a atividade de dominante negativo, isso ocorre pela hetero-
oligomerizagdo com p53 selvagem, expressa pelo segundo alelo (p53
mutante inativa a proteina p53 selvagem), formando um heterotetramero
com atividade comprometida na ligagdo ao DNA. Exemplos de
mutantes com atividade dominante negativo: R175H, R248W/Q, R249S
e R273H (OLIVIER er al, 2010; BROSH & ROTTER, 2009;
JOERGER & FERSHT, 2008; SOUSSI, 2007; PETITJEAN et al., 2007;
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GUIMARAES & HAINAUT, 2002; CADWELL & ZAMBETT]I, 2001;
van OIJEN & SLOOTWEG, 2000).

Mutantes com ganho de funcido promovem a transativagdo de
genes que normalmente ndo sdo ativados pela p53 selvagem e que irdo
atuar na inativagdo de genes com atividade supressora de tumor ou
podem exercer fungdes mitogénicas pela estimulagdo de fatores de
crescimento ou receptores de fatores de crescimento. Dois exemplos sdo
os genes EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) e c-myc que sao
ativados por certos mutantes de p53 (V143A, R175H, R248W, R273H,
D281G (OLIVIER et al., 2010; BROSH & ROTTER, 2009; JOERGER
& FERSHT, 2008; SOUSSI, 2007; PETITJEAN et al, 2007
GUIMARAES & HAINAUT, 2002; CADWELL & ZAMBETTI, 2001;
van OIJEN & SLOOTWEG, 2000).
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FIGURA 17: Mecanismos propostos para o papel das muta¢des da proteina p53
na tumorigénese. Dominante negativo: alguns mutantes p53 (amarelo)
oligomerizam com p53 tipo-selvagem (WT) (verde) e inibem a ativacdo
transcricional de maneira negativa-transdominante. Ganho de fungdo: Alguns
mutantes p53 (roxo) possuem novas fun¢des ndo compartilhadas pelo tipo
selvagem. Esses mutantes, ndo ativam genes alvo de p53 normalmente, mas sim
um grupo diferente de genes, como MDRI1 e c-myc. (Fonte: modificado de
CADWELL & ZAMBETTIL 2001).

Outros exemplos sdo os genes: MDR1 (Multiple Drug Resistance)
associado a quimioresisténcia (VI143A4, R175H, R248W, R249S, R273H,
D281G), BAG-1 envolvido na sobrevivéncia celular e VEGF (Vascular
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Endothelial Growth Factor) com fung¢lo angiogénica, expresso pelo
mutante R/75H. Além disso, p53 mutante pode formar complexos com
ap63 e p73, inibindo a capacidade da transativagdo destas proteinas que
poderiam impedir a formagao do cancer. As mutantes R175H, R248W ¢
R273H estdo associadas a este fenotipo, pois ao serem expressas em
linhagens de células que ndo apresentam p53, foi observado um
aumento do potencial tumorigénico. Dessa forma, embora T7P53
selvagem seja um gene supressor de tumor, algumas formas mutantes
podem se comportar como oncogenes (OLIVIER et al., 2010; BROSH
& ROTTER, 2009; JOERGER & FERSHT, 2008; SOUSSI, 2007
PETITIEAN et al., 2007, GUIMARAES & HAINAUT, 2002;
CADWELL & ZAMBETTIL, 2001; van OIJEN & SLOOTWEG, 2000).

1.4.4  Valor prognéstico das mutacdes do TP53 no Cancer de
Mama

A associacdo entre o tipo de mutagdo e o fendtipo clinico em
cancer de mama tem sido objeto de estudo de vérios trabalhos que
procuraram estabelecer uma correlagdo entre a presenca de mutagdes ¢ a
agressividade do tumor. Em geral, o tipo de mutagdo ocorrida
(dobramento da proteina, interacdo proteina-DNA) pode ser um
indicador de tumores biologicamente mais agressivos (LAl et al., 2004;
MOURA-GALLO et al., 2004).

Um estudo de meta-andlise mostrou que mutagdes afetando
aminoacidos criticos para ligacdo da p53 ao DNA foram associadas com
canceres mais agressivos, enquanto mutagdes nulas e outras mutagdes
missense foram associadas com fenotipo clinico indeterminado
(GASCO et al., 2002). Mutagdes missense no cébdon 179 ¢ R248W
(dominio de ligagdo ao DNA) foram associadas a reduzida
sobrevivéncia o que pode estar relacionado ao ganho de funcdo da p53
mutada (papel oncogénico) fazendo com que o tumor apresente
caracteristicas mais agressivas (OLIVIER et al, 2006; MOURA-
GALLO et al., 2004). Enquanto que, as mutagdes G245S e Y220C
foram associadas com melhor sobrevida em comparacdo com outras
mutagdes missense. Outros pontos de mutagdo considerados hotspots
para o cancer da mama (R175H, R248Q, R273H/C, codons 163, 249 e
282), foram associados com taxas de mortalidade similares as das
mutacdes missense nao-hotspots (OLIVIER et al., 2006). Espera-se que
canceres que apresentem mutacao no gene 7P53 se comportem de forma
mais agressiva do que aqueles que preservam a fung¢@o p53 normal, uma
vez que células sem fung@o p53 normal t€m uma seletiva vantagem de
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crescimento € sdao mais resistentes a radiacdo ionizante e alguns
farmacos anticancerigenos do que as células com proteina p53 do tipo
selvagem (HILL & SOMMER, 2002).

Outras investigacdes buscaram identificar o estidgio da
tumorigénese da mama na qual a alterag@o da p53 ocorre (consequéncia
de mutacdo do gene 7P53). A microdissecacdo de material do tumor
mostrou que o CDIS de baixo grau é essencialmente desprovido de
mutagdes, enquanto que estas foram mais comuns em CDIS de alto grau
(30 - 40%) (BORRESEN-DALE, 2003; GASCO et al., 2002),
corroborando a informagdo de que mutagdes em 7P53 sdo mais
frequentes em tumores avangados (OLIVIER et al., 2010; LAI et al.,
2004). Entretanto, isso ndo ¢ uma regra, visto que mutagdes em 7P53
podem estar presentes em estagios precoces, particularmente em
tumores agressivos, como ¢ o caso dos tumores triplo-negativos
(expressdo de ER -, PR- ¢ HER2 -) em céancer de mama, levando a
rapida progressdo da doencga a estagios mais avancados (OLIVIER et al.,
2010; OLIVIER & HAINAUT, 2001).

Pode ainda existir uma correlagio entre etnia e estagio da doenga.
Em estudo com a populacdo brasileira, NAGAI et al (2003)
encontraram que pacientes afro-americanas apresentavam lesdes mais
avancgadas que as de origem européia.

Embora a frequéncia de muta¢des do 7P53 em cancer de mama
seja de aproximadamente 20%, como p53 participa de muitas vias
celulares, defeitos nessas vias, somaticos ou herdados, podem
influenciar qualitativamente ou quantitativamente a fungdo de 7P53.
Um exemplo dessa relagdo envolve BRCAI que atua no checkpoint do
ciclo celular e no reparo de DNA, garantindo a integridade do genoma.
Mutagdes germinativas nesse gene aumentam o risco de desenvolver
cancer de mama. Foram identificadas, em cancer familial, altas taxas de
mutagdes em 7P53, mas que também s3o portadores de mutagdes
germinativas em BRCAI. Isso ndo ¢é surpreendente, uma vez que
mutagdes nesse gene estdo associadas a instabilidade genética e reparo
ineficiente do DNA (SOUSSI & WIMAN, 2007, BORRESEN-DALE,
2003; GASCO et al., 2002). Foi observado também, que pacientes mais
jovens apresentam maior frequéncia de mutagdes de 7P53 em seus
tumores, possivelmente refletindo a alta propor¢cdo de mutagdes em
BRCA1/2 (BORRESEN-DALE, 2003).

No entanto, distintos espectros de muta¢des em 7P53 ocorrem em
outros carcinomas, como € o caso dos carcinomas medulares classicos
da mama nos quais as mutagdes de TP53 ocorrem em 100% dos casos; e
dos tumores inflamatorios da mama, nos quais a frequéncia de mutagoes
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em TP53 ¢ baixa (SOUSSI & WIMAN, 2007; BORRESEN-DALE,
2003; GASCO et al., 2002). De acordo com OLIVIER et al. (2006),
houve uma relagdo linear entre o tamanho do tumor e a frequéncia de
mutagdes do gene TP53, e uma forte associagdo entre a presenca de uma
mutacdo do gene 7P53 em tumores de alto grau e linfonodos positivos,
0 que esta de acordo com os dados disponiveis em http://www-
p53.iarc.fr/Somatic.html. Estudos observaram que a frequéncia de
mutagdes no gene 7P53 ¢ em geral consideravelmente mais baixa (15-
18%) em pacientes com tumores pequenos ¢ linfonodos negativos, do
que em pacientes com linfonodos positivos, tumores grandes e doenga
avangada (BORRESEN-DALE, 2003). OLIVIER et al. (2006), em seu
trabalho, descrevem que mutac¢des no gene 7P53 foram mais prevalentes
em pacientes que apresentaram tumores de histologia ductal e medular,
de alto grau, grande tamanho, e com linfonodos positivos.

Numerosos estudos vém mostrando uma relagdo positiva entre a
presenca de mutacdes em 7P53 e progndstico para o cancer de mama,
sendo que a presenca de mutagdes tende a indicar um pior progndstico
(MOURA-GALLO et al., 2004; BORRENSEN-DALE, 2003). Tumores
grandes, com alto grau histopatologico e linfonodos positivos foram
associados com elevadas taxas de mortalidade. Pacientes com bom
prognostico apresentavam tumores de baixo grau histolégico, menores
que S5cm e sem invasdo linfonodal (OLIVIER et al., 2006).

Mutagdes em regides conservadas, codons 117-142 e cddons 270-
286, também foram associadas com pior prognéstico (LEVINE &
OREN, 2009; LACROIX et al., 2006). NAGALI et al. (2003) observaram
que mutagdes em 7P53, afetando a ligacdo de p53 ao DNA, estdo
associadas com menor sobrevivéncia. Estudos confirmam que as
mutacdes no gene TP53 conferem uma pior sobrevida global e livre de
doenga no cancer de mama e que este efeito ¢ independente de outros
fatores de riscos. Em varios dos estudos, a presenca de mutagdes no
gene TP53 foi o Unico indicador progndstico para recorréncia ¢ morte
(BORRESEN-DALE, 2003). A sobrevida em um periodo de 10 anos foi
60% menor naqueles que apresentaram mutagdes em 7P53 comparados
com pacientes sem mutagdes (OLIVIER et al, 2006). O pobre
prognostico para pacientes com mutagdes especificas no gene 7P53
pode refletir mutacdes que t€ém um ganho de funcdo ou um fendtipo
dominante negativo particularmente forte (BORRESEN-DALE, 2003).

Diferengas étnicas nas frequéncias de mutacdes do gene TP53
também podem exercer um impacto na sobrevida de pacientes com
cancer de mama. Estudos relatam que pacientes afro-americanas
possuem uma frequéncia maior de alteragdes neste gene quando
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comparadas a pacientes americanas de origem européia e apresentam
um pior prognoéstico da doenga em relagdo a estas (CONWAY et al.,
2002).
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo e o mais comum entre as mulheres. No Brasil, esta neoplasia é a
primeira causa de Obito por cancer entre mulheres (INCA) (BRASIL,
2009). Nesse contexto, estudos epidemiologicos sdo de grande
importancia para a identificacdo de fatores etioldgicos relacionados ao
desenvolvimento tumoral, subsidiando o estabelecimento de estratégias
de prevengao, diagnostico e tratamentos mais eficientes.

Genes que codificam proteinas participantes de processos
biolégicos cruciais para o organismo, relacionados direta ou
indiretamente ao controle da divisdo celular, ao apresentarem mutacdes,
podem contribuir para o desenvolvimento do cancer, incluindo o de
mama.

Dentre estes, o gene 7P53 € um forte candidato a causar variagdo
de suscetibilidade ao cancer de mama e dar indicios sobre a progressdo
da doenga. Isto porque, mutagdes nesse gene sdo as alteragcdes genéticas
mais frequentes em céanceres humanos, o que sugere seu papel
preventivo no desenvolvimento tumoral, através do controle de
crescimento e sobrevivéncia celular (FARNEBO et al, 2010;
BRAITHWAITE & PRIVES, 2006; LACROIX et al., 2006; BOND et
al., 2004).

Neste trabalho foram avaliadas mutag¢des dos éxons 5, 6, 7 ¢ 8 do
gene TP53, através de uma triagem das mutacdes pela técnica de PCR-
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), comparando as
alteragdes entre o sangue e o tumor das pacientes e destas com mulheres
saudaveis (denominadas grupo controle), desta forma, auxiliando no
prognostico da doenga, e principalmente na decisdo terapéutica.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo identificar ¢ comparar o perfil
mutacional do gene 7P53 em mulheres diagnosticadas com tumor
maligno de mama e mulheres saudaveis, do estado de Santa Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Determinar a frequéncia de mutagdes do gene TP53 (éxons 5,
6, 7 ¢ 8), em mulheres diagnosticadas com tumor maligno de mama
residentes no Estado de Santa Catarina.

v' Identificar gendtipos de risco para o cancer de mama, através
do estudo das mutagdes do gene TP53 (éxons 5, 6, 7 e 8), avaliando
mulheres portadoras de cancer de mama e mulheres saudaveis residentes
no Estado de Santa Catarina.

v' Analisar possiveis associagdes entre a presenca de mutagdes e
fatores de risco classicos, tais como: idade, ancestralidade informada,
historia familial de cancer de mama, paridade, amamentagdo, menarca,
menopausa, consumo de tabaco e alcool.

v' Aplicar a técnica de PCR-SSCP na triagem de mutagdes dos
éxons 5, 6, 7 ¢ 8 do gene TP53.

v’ Sequenciar as mutagdes triadas pela técnica de PCR-SSCP.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Cancer de
Mama: Avaliagdo de Parametros Informativos e Moleculares para
Diagnostico e Prognoéstico no Estado de Santa Catarina”, aprovado pelos
comités de ética da UFSC (CEP parecer n°® 349/05 de 26/06/2006) e
Nacional (CONEP parecer n° 027/2006, registro 13312 de 24/01/2007),
e financiado por dois editais do CNPq: (1) Edital
MS/CNPq/FAPESC/SES-PPSUS (contrato n°® 14813/2005-0), sob
coordenagdo da Dra. Iliada Rainha de Souza, da UFSC, (2) Edital
Neoplasias (Proc.n’ 400907/2005-4) coordenado pela Dra. Claudia
Vitoéria de Moura-Gallo, da UERJ, em colabora¢do com o grupo de
pesquisa Genética Humana Aplicada, da UFSC, sendo integrantes Dra.
Iliada Rainha de Souza e Dra. Maria Cecilia Menks Ribeiro.

A amostra de pacientes foi constituida por 63 mulheres
diagnosticadas com carcinomas mamarios esporadicos ainda nao
submetidas a quimioterapia ou radioterapia, atendidas no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC),
entre os anos de 2004 e 2010. A amostra de controles foi composta de
67 mulheres saudaveis, coletadas entre mulheres submetidas a exames
de rotina no laboratorio de andlises clinicas, doadoras do banco de
sangue do HU-UFSC, voluntarias do Hospital Florian6polis ou ainda,
alunas do Nucleo de Estudos da Terceira Idade (NETI) da UFSC. O
tamanho amostral foi reduzido para 59 e 64 no grupo de pacientes e
controle, respectivamente, em virtude da ndo amplificacdo de algumas
amostras.

As participantes foram submetidas a entrevistas baseadas em
questiondrios estruturados pela equipe de pesquisadores do projeto,
coordenado pela Prof®. Dr”. Iliada Rainha de Souza e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), antes da coleta do
material biologico (ANEXOS). Posteriormente, a andlise dos
prontuarios, no HU-UFSC, do grupo de pacientes foi realizada para
coleta dos dados epidemiologicos e clinico-patoldgicos.

Foram obtidas amostras de sangue periférico tanto das pacientes
como dos individuos controle. Das pacientes também foram coletadas
amostras de tecido tumoral. Estas amostras foram coletadas logo ap6s a
cirurgia para a remocdo do tumor, que foi encaminhado ao médico
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patologista do HU e retirada uma pequena porgdo representativa do
tecido tumoral para os estudos moleculares aqui propostos.

Os dados epidemiolégicos coletados, durante a entrevista e
preenchimento do questionario, considerados para a comparacdo dos
dois grupos amostrais foram: idade, ancestralidade informada, paridade,
amamentacdo, habito tabagista, consumo de alcool, historia familial de
cancer de mama em primeiro grau e idade da menarca e menopausa.

4.2 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As coletas de sangue foram realizadas através de pung@o
intravenosa com agulhas e seringas descartaveis estéreis. De cada
individuo foram coletados cerca de 8mL de sangue periférico
armazenados em tubos - Vacutainer® - com anticoagulante (EDTA
Img/mL).

As amostras de tecido fresco tumoral, de todos os pacientes
considerados neste trabalho, foram cedidas pelo Setor de Patologia do
HU e armazenadas em nitrogénio liquido imediatamente apds a cirurgia.

Todas as amostras coletadas foram transportadas ao Laboratério
de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) da UFSC.

4.3 CONSERVACAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Cada individuo recebeu um nimero em série de acordo com a
data de entrada no banco de DNA do LAPOGE e esse nimero foi
utilizado para todos os procedimentos e analises moleculares. Com este
numero foi possivel acessar todos os dados epidemiologicos de cada
amostra no banco de dados do LAPOGE.

As amostras de sangue transportadas ao LAPOGE foram
submetidas a centrifugagdo a 3000rpm (centrifuga EXCELSA 1I
206BL), durante 20 minutos, o que resultou na separa¢ao do sangue em
trés fases: a fase superior contendo o plasma, a fase intermediaria
contendo os leucocitos (buffy coat) e a fase inferior contendo os
eritrocitos, os quais foram armazenados separadamente em microtubos
de 1,5mL e estocados a -20°C. A fase de buffy coat foi utilizada para a
extragdo de DNA.

Para as amostras de tumor, foram pesados cerca de 20mg de
tecido fresco e estocados em microtubos de 1,5mL, devidamente
identificados, e mantidos em freezer (-20°C) até o momento da extragdo
do DNA.
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44 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

4.4.1 Extracao e purificacio de DNA genémico do sangue
periférico

A extracdo do DNA gendmico do sangue periférico foi realizada
de acordo com o método proposto por SAMBROOK (2001). Esse
método consiste no rompimento mecanico quimico das células,
degradacdo de proteinas, precipitacdo e purificagdo do DNA que se
mantém conservado.

Em microtubos de 1,5mL adicionou-se S0ulL de buffy coat e
300pL de tampao de extragdo SEB (“Stain Extraction Buffer”) (Tris-
HCI1 10mM pH 7,5; EDTA 10mM pH 8,0; NaCl 100mM; SDS 2%) para
lise da membrana e organelas celulares e 10uL de Proteinase K
(20mg/mL), uma protease que cliva ligagdes peptidicas permitindo a
remocdo de proteinas. O conteudo foi homogeneizado em vortex e
levado ao banho-maria por 12 horas a 65°C. Apos esse periodo, foi
adicionado aos microtubos 300uL de Clorofane
(Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico) também homogeneizados em
vortex e centrifugados por 7 minutos a 12.000rpm (centrifuga Eppendorf
5415D).

Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi recuperado e transferido
para novos microtubos. Adicionou-se entdo, 300uL de cloroférmio,
homogeneizou-se em vortex e centrifugou-se por 7 minutos a
12.000rpm. O sobrenadante foi novamente recuperado e transferido para
novos microtubos, onde foram adicionados alcool isopropilico absoluto
em volume equivalente ao volume da amostra e acetato de sodio (3M)
em volume equivalente a 10% do volume recuperado. O contetido dos
microtubos foi homogeneizado por inversao e levado ao freezer (-20°C)
por 1 hora.

Ap6s esse periodo centrifugou-se os microtubos por 10 minutos a
13.000rpm a 0°C (centrifuga Eppendorf 5415R). O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se aos microtubos 300uL de etanol 70%,
homogeneizou-se em vortex e centrifugou-se por 2 minutos a 13.000rpm
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e repetiu-se o ultimo passo.

Apos o descarte do sobrenadante, os microtubos foram levados ao
banho-seco por 1 hora a 65°C e, apos esse periodo, adicionou-se 100uL
de tampao TE (Tris-HClI 10mM; EDTA 0,ImM; pH 7,5) para
solubilizagdo do DNA.



58

4.4.2 Extracao e purificacio de DNA genémico do tumor

A extragdo de DNA da amostra do tumor foi feita utilizando
Genomic Prep® Cells and Tissue DNA Isolation Kit (AMERSHAM 27-
5237-01) e de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.
Essa extracdo envolve 5 etapas, podendo-se utilizar o tecido fresco ou
congelado.

Em uma primeira etapa foi feita a lise celular, para isso 10 a
20mg de tecido tumoral congelado foram imersos em 600 pL solucdo de
LISE I [TRIS-HCI (0,01M e pH 7,6), Sacarose (0,36M); MgCl,
(0,005M) e TRITON X — 100 (1%)], previamente resfriada. Esta mistura
foi homogeneizada. Acrescentou-se 3uL de solugdo de proteinase K
(20mg/mL) e as amostras foram incubadas overnight, a 55°C, a fim de
se obter um aproveitamento maximo, ou seja, até o tecido estar
completamente dissolvido.

A segunda etapa consistiu no tratamento do produto lisado com
RNAse. Para isso, adicionou-se 3uL. da solugdo de RNAse ao produto
da primeira etapa, foi feita a homogeneizacdo e as amostras foram
incubadas por 15 a 60 minutos, a 37°C.

Na terceira etapa, em que aconteceu a precipitagdo das proteinas,
as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, acrescentaram-se
200uL da solugdo de precipitacdo de proteinas® ao produto da segunda
etapa e as amostras foram centrifugadas a 16.000rpm durante 3 minutos.

Para a etapa seguinte, o sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para um microtubo de 1,5mL, limpo e identificado,
contendo 600uL de isopropanol 100%. As proteinas precipitadas que
formaram um pellet firme foram descartadas.

Por fim, as amostras foram centrifugadas a 16.000rpm durante 1
minuto. O sobrenadante foi descartado, adicionaram-se 600uL de etanol
70% para precipitar o DNA, realizou-se nova centrifuga¢do; desprezou-
se o sobrenadante. Depois de seco a temperatura ambiente, 0 DNA
aderido a parede do tubo foi solubilizado em 100uL (solucdo de
hidratagdo do DNA) e armazenado a -20°C.

4.4.3 Quantificacio e verificacdo da qualidade do DNA extraido

Apds a extragdo de DNA de sangue e tecido tumoral, uma
aliquota foi diluida cerca de 10 vezes e o DNA foi quantificado através
da absorbancia medida em 260nm (detec¢do de acidos nucléicos) e
280nm (detec¢do de proteinas) em espectrofotdmetro (Amersham
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Pharmacia Biotech). A razo entre A,gy € Azgy deve ser igual ou maior a
1,75 indicando a pureza do material (SAMBROOK et al., 2001). Entdo,
a concentracdo de DNA foi calculada através da expressdo matematica:

1 DOs 50ng/pL de DNA

SOlucﬁO DNA D0260 X

X x dilui¢do = concentracio do DNA (ng/pL)

Ap6s leitura da densidade optica do DNA foram feitas aliquotas de uso
na concentra¢do de 20ng/uL, utilizando-se tampao TE.

4.5 AMPLIFICACAO DOS EXONS 5, 6, 7 E 8 DO GENE 7TP53 E
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1%

A reacdo de PCR foi usada para amplificar quatro regides
especificas do gene TP53 (éxons 5 a 8).

A PCR ¢ uma técnica que possibilita a sintese enzimatica in vitro,
de sequéncias-alvo do gene que se pretende estudar, possibilitando a
obten¢do de grandes quantidades de fragmentos especificos de DNA,
através de ciclos de amplificacéo.

Para isso, uma mistura reacional de 25uL (MIX) foi feita para a
PCR dos éxons 5 a 8, seguindo o protocolo sugerido por ORITA et al.
(1989) composta de: 2,5ul. de Tampéo de reagdo 10X [Tris-HCl 75mM
pH 9,0, KC1 50mM e (NH4),SO4 20mM (BIOTOOLS)], 0,75uL
demgCl, [50mM (BIOTOOLS)], DNA polimerase Tth [0,5U
(BIOTOOLS)], 0,4uL de mistura a [10mM de dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP - AMERSHAM)], 0,67uL de cada iniciador (50uM), agua
ultra-pura estéril e 60ng de DNA gendmico. Os reagentes e 0s
iniciadores utilizados estdo representados na TABELA 2 ¢ TABELA 3,
respectivamente.
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TABELA 2: Protocolo para as reacdes de PCR para os éxons 5 a 8 do

gene TP53.
Reagentes Quantidades

Tampéao 10X 2,5uL
MgCI2 50mM 0,75uL

dNTP 10mM 0,4uL
Primer F 50pM 0,67uL
Primer R 50pM 0,67uL
Agua ultra-pura 16,91uL

Taq DNA polimerase

(5U/pl) 0.TnL

DNA (20ng/pL) 3,0ul

Volume Total 25uL

TABELA 3: Iniciadores especificos aos éxons do gene TP53 estudados
utilizados para amplificacdo de cada uma das regides de interesse
durante a reagdo de PCR. Incluido também o tamanho do fragmento
amplificado e a referéncia bibliografica.

Gene Tamanho
TP53 Iniciador Sequéncia do iniciador do Referéncia
EXON fragmento
senso 5" TGTTTGTTTCTTTGCTGCCGTGT 3’ ORITA et al.
3 antisenso 5" CCCTGTCGTCTCTCCAGCCC 3’ 303pb (1989)
senso 5’ GGGGCTGGAGAGACG ACAGG 3’ ORITA et al.
antisenso 5> AACCACCCTTAACCCCTCCT 3” 231pb (1989)
; senso 5> CTCATCTTGGGCCTGTGTT 3’ 204pb ORITA et al.
antisenso 5” GGGTCAGAGGCAAGCAGAG 3’ (1989)
senso 5" CTGCCTCTTGCTTCTCTTTT 3’ ORITA et al.
8 antisenso 5’GAGGCAAGGAAAGGTGATAA 3’ 255pb (1989)

As amplificagdes dos éxons 5 a 8 foram realizadas no
termociclador Mastercycler Eppendorf®, com as seguintes condi¢des de
ciclagem: (A) desnaturagdo inicial: 1 ciclo a 94°C por 5 minutos. (B)
condi¢des dos ciclos: 35 ciclos, cada um consistindo em trés etapas: (i)
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; (ii) anelamento dos iniciadores,
para os éxons 5 e 6 utilizou-se 63°C por 1 minuto; para o éxon 7 foram
62°C por 1 minuto e para o éxon 8 foram 60°C por 1 minuto; e (iii)
extensdo a 72°C por 1 minuto. (C) extensdo final: de 1 ciclo de a 72°C
por 10 minutos. Os programas aos quais cada PCR foi submetida estdo
listados na TABELA 4.
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TABELA 4: Programas utilizados para as reagdes de PCR para os
éxons 5 a 8 do gene TP53.

Gene TP53

EXON Programas

1 ciclo: 94°C por 5 min

5 35 ciclos: 94°C por 30 seg, 63°C por 1 min e 72°C por 1 min
1 ciclo 72°C por 10 min
1 ciclo: 94°C por 5 min

6 35 ciclos: 94°C por 30 seg, 63°C por 1 min e 72°C por 1 min
1 ciclo 72°C por 10 min
1 ciclo: 94°C por 5 min

7 35 ciclos: 94°C por 30 seg, 62°C por 1 min e 72°C por 1 min
1 ciclo 72°C por 10 min
1 ciclo: 94°C por 5 min

8 35 ciclos: 94°C por 30 seg, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min

1 ciclo 72°C por 10 min

Para cada conjunto de reagdes de PCR foram utilizados: um
controle negativo e um controle positivo. O controle negativo consistiu
em um microtubo contendo todos os reagentes da mistura de reagdo
exceto DNA gendmico para assegurar a auséncia de contaminagdo por
DNA exdgeno durante a reacdo. O controle positivo de cada éxon
consistiu de amostras de diferentes individuos, com mutac¢do conhecida
para cada um dos 4 éxons analisados. As amostras de DNA gendémico
dos controles positivos foram cedidas pela Prof®. Dr". Claudia Vitoria de
Moura-Gallo, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ.

Os produtos da PCR tiveram sua amplificacdo confirmada através
da visualizagdo dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1%
preparado com 0,40g de agarose (J. T. Baker), dissolvido em 40mL de
TBE 0,5X (50mL de TBE 10X; 950mL de agua) e corados com Gel Red
(BIOSYSTEMS) diluido em DMSO (1:500, MERCK). A corrida
eletroforética foi realizada em uma cuba horizontal (BioAmerica -
BIOAHS-12G) com TBE 0,5X a 100V por 20 minutos.

Foi aplicado no gel 2,0uL de cada produto de PCR misturado
com 1pL. de tampdo de amostra (0,25% azul de bromofenol; 0,25%
xileno cianol; 30% glicerol em 4agua). Um padrdo de peso molecular
(Sharp DNA marker 100pb DNA Ladder - RBC) foi adicionado para
permitir, por comparagdo, a confirmagdo do tamanho da banda
amplificada.
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O produto da regido génica amplificada foi visualizado sob luz
ultravioleta e o resultado foi fotodocumentado (DNr Bio-Imaging
Systems MiniBIS Pro). Em caso de sucesso da reacdo de PCR, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida néo-
desnaturante, pela técnica de Polimorfismo de Conformagao de DNA de
Fita Simples (SSCP).

4.6 POLIMORFISMO DE CONFORMACAO DE DNA DE FITA
SIMPLES (SSCP) DOS EXONS 5 A 8§ DO GENE TP53

Esse método consiste em avaliar a mobilidade eletroforética
diferencial de DNA unifilamentar em teste com estruturas secundarias
(conformagdes) diferentes por eletroforese em gel de poliacrilamida
ndo-desnaturante, com aplicagdo na detec¢do de pequenas insergdes ou
delegdes e mutacdes de ponto (PONDER, 1997).

Apos a amplificagdo do DNA, um volume de 4uL do produto de
PCR foi desnaturado com solugdo desnaturante (formamida 95%, EDTA
20mM, 0,25% azul de bromofenol e 0,25% xileno cianol) na proporgao
de 1:1. Essa mistura foi submetida a temperatura de 94°C em
termociclador Mastercycler (Eppendorf) durante 10 minutos e
imediatamente colocada em gelo por cerca de 5 minutos, para manter-se
desnaturada. Posteriormente, aplicou-se a mesma em gel de
poliacrilamida nao-desnaturante 10% para a identificagio dos
fragmentos dos éxons 5, 7 ¢ 8 e 14% para os fragmentos do éxon 6
(modificado de SAMBROOK et al., 2001).

O gel de poliacrilamida foi preparado com 12,5mL (10%) e
17,5mL  (14%) e solugdo mde 29:1 (acrilamida:bisacrilamida
AMRESCO®), SmL de tampao TBE 10X (90g de Tris base; 18g de
Tris-HCI; 55g de acido boérico; 40mL de EDTA 0,5M; volume em agua
para 1L; pH 8,0), 43,12mL (10%) e 60,37mL (14%) agua destilada,
625uL (10%) e 875uL (14%) de persulfato de aménio (0,1g/mL - usb®)
e 62,5uL (10%) e 87,5uL (14%) de N’N’N’N’ tetrametiletilenodiamina
(TEMED- BioAgency); foi realizada pré-corrida eletroforética a 200V
por 1 hora.

As eletroforeses foram feitas em voltagem constante de 3,7V/cm,
com tampao TBE 0,5X em cuba de eletroforese vertical (C.B.S.
Scientific CO — DASG 400). Para os fragmentos de PCR
correspondentes aos éxons 5, 7 e 8 do gene TP53 foram realizadas
durante aproximadamente 14 horas e 18 horas para o éxon 6, todos a
temperatura de aproximadamente 20°C.
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Apos a corrida eletroforética, o gel foi incubado em 500mL de
solugdo fixadora (4cido acético 16% e etanol 0,7%) por 20 minutos.
Adicionou-se 50mL de solug@o de coloracdo de nitrato de prata 1% por
10 minutos. Em seguida foi feita uma lavagem de 10 segundos, com
agua destilada aquecida, o gel foi imerso em 500mL de solugdo
reveladora (hidroxido de sodio 2,25% e formaldeido 1% v/v) até ser
possivel visualizar as bandas. Apds a revelacdo, o gel foi incubado
novamente na solu¢do fixadora para interromper o processo de
revelagdo. As imagens dos géis foram registradas pelo sistema DNr Bio-
Imaging Systems MiniBIS Pro, sob luz branca, e arquivadas para
posterior analise.

As amostras que apresentaram um padrio diferencial de
mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida pela técnica de SSCP
foram selecionadas para sequenciamento, realizado no Laboratério de
Protozoologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da UFSC, em colaboragdo com a Msc. Débora Denardin
Liickemeyer.

4.6.1 Purificacdo do produto de PCR

Para a remocdo de residuos provenientes da PCR, foi realizada a
purificagdo das amostras a serem sequenciadas utilizando-se isopropanol
absoluto e etanol 70%.

Inicialmente adicionou-se 50ul. de isopropanol 100% a
temperatura ambiente ao produto de PCR. Em seguida, centrifugou-se as
amostras a 14.000rpm por 30 minutos (centrifuga Eppendorf 5424),
sendo o sobrenadante descartado apds a centrifugacao.

Posteriormente, adicionou-se 150ul. de etanol 70% gelado,
centrifugou-se a 14.000rpm por 5 minutos e novamente descartou-se o
sobrenadante. A seguir, as amostras foram incubadas durante 15
minutos a 37°C.

Finalmente, os produtos de PCR purificados foram eluidos em
15uL de 4gua ultra-pura estéril e quantificados em gel de agarose 1%,
contendo brometo de etideo 0,2pug/mL, em tampdo TBE 1X, com o
auxilio de padrdo de peso molecular [HMW (high) feito com DNA de
fago lambda (Gibco) tratado com a enzima Pstl (Promega) e LMW
(low) feito de DNA do plasmideo pUC tratado com a enzima Haelll
(Promega)] e armazenados a -20°C para posterior sequenciamento.

As imagens destes géis foram registradas pelo sistema de
fotodocumentacdo (DNr Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro), avaliadas
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e analisadas para leitura de resultados e arquivadas para consulta
posterior.

4.6.2 Sequenciamento

A base desse método ¢ o uso de dideoxiribonucleotideos
trifosfatados (ddNTPs), nos quais o grupo 3’ - OH da desoxirribose
presente em nucleotideos normais estd ausente; quando um destes
nucleotideos € incorporado em uma cadeia de DNA, a adicdo do
nucleotideo seguinte é bloqueada.

Para se analisar a presenca ¢ alteracdes no gene TP53 foi
realizado o sequenciamento tanto das amostras de sangue como das
amostras de tumor, previamente identificadas com padrdo eletroforético
alterado por SSCP.

As reagdes de sequenciamento (volume final 10uL) foram
realizadas na presenca de 1puL cada um dos iniciadores a Spmol
(TABELA 5); 3,2pL de Pré-Mix a partir do Kit DYEnamic® ET Dye
Terminator (GE Healthcare, Buckinghamshire) ¢ DNA das amostras. O
volume de DNA de cada amostra utilizado para a reagdo de
sequenciamento foi variavel e de acordo com a quantificagdo prévia em
gel de agarose, sendo o volume maximo de DNA a ser utilizado de
5,8uL totalizando os 10uL de volume final. Nas amostras com volume
inferior a 5,8uL adicionou-se agua ultra-pura estéril para completar o
volume final de 10pL.

TABELA 5: Iniciadores especificos aos éxons do gene TP53 estudados
utilizados para a reagdo de sequenciamento de cada uma das regides de
interesse.

Gene

TP53 Iniciador Iniciador

EXON Senso Antisenso

Exon 5* 5" CTCTCTCTAGCTCGCTAGTGGGT -

TGC 3’

Exon 6* - 5 AACCACCCTTAACCCC

TCCT 3’
50

Exon 7* 5> TGAGCTGAGATCACGCCACTG 3’ GGATGTGATGAGAGGTGGA
TGG 3’

Exon8* 5 GTGGCTTCTCCTCCACCTACCTG3 CTGGGE(%‘%%%‘?AGCTGG

* os éxons 5 e 6 foram sequenciados juntos, utilizando-se o
seguinte jogo de iniciadores: iniciador senso do éxon 5 e iniciador



65

antisenso do éxon 6, sendo o iniciador antisenso sugerido por
ORITA et al, 1989 ¢ o iniciador senso desenhado com o auxilio do
programa PrimerSelect (Lasergene) no LAPOGE.

* os iniciadores para os éxons 7 e 8 foram desenhados com o
auxilio do programa PrimerSelect (Lasergene) no LAPOGE.

Para cada amostra foram realizadas duas rea¢des, uma com
iniciador senso e outra com o antisenso. As condi¢des térmicas
utilizadas foram: 95°C por 25 segundos, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, ligagcdo dos iniciadores a 55°C
por 30 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto e 20 segundos.
Observa-se que os fragmentos referentes aos éxons 5 e 6 foram
amplificados com os mesmos iniciadores, gerando um fragmento tnico,
onde posteriormente foi verificada a localizagdo de cada um dos éxons
de interesse para analise.

Apés a PCR, foi realizada a precipitagdo da reagdo de
sequenciamento para retirada dos nucleotideos e iniciadores ndo
incorporados. Para isso, adicionou-se 40 pL de isopropanol 70% a
temperatura ambiente e a placa, contendo as amostras, foi
homogeneizada no vortex a uma baixa agitagdo. Entdo, a placa foi
centrifugada a 4.000rpm por 45 minutos (centrifuga Eppendorf 5804R),
sendo o sobrenadante descartado. Em seguida, adicionou-se 150puL de
etanol 70% a temperatura ambiente e foi realizada nova centrifugacao a
4.000rpm por 15 minutos. Posteriormente, centrifugou-se a placa
invertida, envolta em papel toalha, a 300rpm durante 5 segundos. Logo
apods, incubou-se a placa por 15 minutos a 37°C envolta em papel
absorvente, para permitir a evaporacdo do etanol.

Com a secagem do conteudo, o DNA foi ressuspenso em 8uL de
loading buffer (70% de formamida, 1M de EDTA). A placa foi fechada
e homogeneizada, por aproximadamente 2 minutos em vortex, dado um
spin e as amostras purificadas foram injetadas no sequenciador
MegaBace 1000 DNA  Analysis System (GE  Healthcare,
Buckinghamshire), a 2 KV por 120 segundos e eletroeluidas por 150
minutos a 9KV.

4.7 ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

Apds a eletroforese, as sequéncias geradas foram analisadas
quanto a sua qualidade utilizando-se o pacote Phred/Phrap/Consed
(http://www.phrap.org), procedimento realizado com o apoio do
Laboratorio de Bioinformatica (MIP/CCB/UFSC).
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A confirmacdo da identidade dos fragmentos foi realizada através
do programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1997).

Os eletroferogramas foram analisados em nosso laboratorio com
a colabora¢do da Dra. Yara Costa Netto Muniz. Para isso, foi utilizado o
programa SeqMan do pacote Lasergene. O alinhamento dos graficos
gerados pelo sequenciamento foi feito com a sequéncia molde de cada
éxon obtida no Genebank (http://www-
p53.iarc.fr/TP53sequence NC _000017-9.html). Todo o alinhamento foi
confirmado visualmente e as mutagoes anotadas.

Apds a identificacdo dos pontos de mutacdo e sua classificagdo,
estas foram comparadas com o banco de dados presentes no site da
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC -
http://www.iarc.fr/MutationValidationCriteria.asp).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Com base em tabelas de contingéncia 2x2 foi verificada a
associacdo de determinados genotipos e dados clinicos e
epidemiolégicos com a suscetibilidade ao cancer de mama através do
teste odds ratio (OR) ou razdo de chances, adotando-se Intervalo de
Confianga (IC) de 95% e considerando-se p=0,05 como o limite de
significancia. A OR foi calculada segundo a férmula OR = (ad)/(bc)
(WOOLF, 1955), sendo a, d, b e ¢ as frequéncias absolutas obtidas em
uma tabelas de contingéncia 2x2.

A odds ratio pode ser compreendida como a razdo das
probabilidades ¢ ¢ comumente utilizada em estudos epidemioldgicos
para descrever o dano provavel que pode ser causado pela exposi¢do a
um fator de risco. Quando o valor da odds ratio € maior que 1 e o
intervalo de confianga ndo inclui o numero 1, pode-se dizer que esta
caracteristica ¢ um fator de risco; quando o valor da odds ratio for
menor que 1 e o intervalo de confianga ndo incluir o 1, este pode ser
considerado fator de protecdo. As amostras foram submetidas ao teste de
contingéncia (2X2) para verificar a homogeneidade dos valores. Para
este teste e o célculo da OR foi utilizado o software EpiMax Table
Calculator, disponivel em
http://www .healthstrategy.com/epiperl/epiperl.htm, sendo que, quando
necessario, os valores foram ajustados de acordo com a correcdo de
Yates.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA DO GRUPO DE
PACIENTES E CONTROLE

Os resultados obtidos foram feitos a partir de 63 amostras de
pacientes de carcinomas de mama, sangue e tumor, ¢ 67 amostras de
controles, embora esse nimero possa variar para algumas analises como
descrito no material ¢ métodos.

A idade do grupo de paciente variou de 24 a 86 anos, com uma
média de 54£15,9 anos. No grupo controle a idade variou de 26 a 80
anos, com uma média de 53,37£13,34 anos. E, em ambos os grupos,
houve predominéncia de pessoas na faixa etaria dos 42 a 48 anos, o que
corresponde a 25% de ambos grupos.

Em relagdo a ancestralidade informada os dois grupos
apresentaram a maioria das mulheres descendentes de europeus (87% e
82% em paciente e controle, respectivamente).

No momento do diagndstico a maioria das pacientes apresentava-
se na menopausa (55%), o que também foi verificado para o grupo
controle (64%).

A maior parte das pacientes (82%) teve menarca em idade igual
ou superior a 12 anos e 18% relataram que ficaram menstruadas pela
primeira vez antes dos 12 anos, sendo que a idade minima foi de 9 e a
maxima de 17 anos. Para o grupo controle 86% tiveram menarca em
idade igual ou superior a 12 anos e¢ 14% relataram que ficaram
menstruadas pela primeira vez antes dos 12 anos de idade, sendo a idade
minima 9 e a maxima 19 anos.

Em relagdo a paridade, a maioria das pacientes e das mulheres
pertencentes ao grupo controle eram multiparas (87% e 89%,
respectivamente). No entanto, com relagdo ao niimero de filhos, a maior
parte das pacientes (58%) conceberam mais de 3 vezes ¢ 42% delas
tiveram até 2 filhos. Para o grupo de controle, estes valores sdo de 39%
e 61%, respectivamente. Para ambos os grupos, a maioria das mulheres
amamentou seus filhos (81% de pacientes e 83% dos controles).

Com relagdo ao habito tabagista, 61% das pacientes declararam
nunca terem fumado, enquanto no grupo controle essa porcentagem foi
de 78%.

Quando perguntadas sobre o consumo de alcool, 66% das
pacientes referiram consumo de alcool eventualmente e 60% do grupo
controle responderam nunca ter consumido bebidas alcoolicas.
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Entre as pacientes, 16 (27%) apresentavam historia familial de
cancer de mama positiva com pelo menos um parente de 1° grau
afetado. Entre os controles, esse valor foi de 20%.

Os calculos de OR para as diferentes caracteristicas
epidemioldgicas analisadas estdo na TABELA 6. A tnica associagao
positiva e significativa com cancer de mama foi em relagdo ao consumo
de alcool (OR=2,842; p=0,010).

TABELA 6: Categorizagdo, freqiiéncia e Odds Ratio (OR) das
caracteristicas epidemiologicas selecionadas para andlise, seguidas dos
valores de p e y°. (Grupo de pacientes n=59 e controle n=64).

FREQUENCIA
CARACTERISTICAS ~ CATEGORIAS ABSOLUTA ODDS RATIO p %
(IC 95%)
PACIENTES ~ CONTROLES
<40 anos 9 11 0,867
Idade 0,964 0,002
> 40 anos 50 53 (0,299 - 2,498)
Ancestralidade Europeus 51 52 1,798 0409 0682
informada Nao 6 11 (0,559 - 5.967)
Europeus
Sim 51 56 0,797
Paridade 0,893 0,018
Nao 8 7 (0,238 - 2,642)
Sim 48 48 0,909
Amamentagao 1,000 0,000
Nao 11 10 (0,320 - 2,574)
Consumo Sim 39 26 2,842
de Alcool 0,010 6,744
¢ Alcoo Nio 19 36 (1,266 - 6,432)
Consumo Sim 23 14 2,282
de Tab 0,061 3,497
¢ labaco Nio 36 50 (0,966 - 5,436)
< 12 anos 11 9 1,277
Idade Menarca 0,812 0,057
> 12 anos 47 54 (0,432 - 3,785)
< 54 anos 28 29 2,897
" Idade 0367 0815
enopausa > 54 anos 2 6 (0,464 - 22,834)
Historico Familial Sim 15 11 1,705
de 0,333 0,938
Cancer de Mama Nao 40 50 (0,649 -4,514)

Os valores totais podem variar devido a dados ndo informados durante a entrevista.
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52 MUTACOES NO GENE 7P53 E O CANCER DE MAMA

Quanto a presenca de mutacdo para os éxons 5 a 8 do gene TP53,
ndo foram encontradas alteragdes diferenciais de mobilidade
eletroforética no grupo controle, pela técnica de PCR-SSCP. Entre as
pacientes foram encontradas um total de 10 alteracdes somente nas
amostras de tumor (17%), entre os 59 casos de cancer de mama
sugerindo ocorréncia de mutagdes.

A partir desses resultados, as 10 amostras alteradas foram
sequenciadas e sete delas (70%) tiveram mutagdes confirmadas. Trés
amostras apresentaram duas mutagdes diferentes no mesmo éxon. Uma
amostra apresentou trés mutagdes diferentes no mesmo éxon e uma
amostra apresentou 2 mutagdes em éxons diferentes. Todas as mutagdes
encontradas estdo em heterozigose e correspondem a troca de um
nucleotideo (TABELA 7).

TABELA 7: Presenca da mutagdo nos éxons de 5 a 8 do gene 7P53 em
pacientes com cancer de mama. Identificagdo da amostra, éxon,
localizacdo da mutagdo, cddon e aminoacido mutado e¢ o efeito da
alteragdo na fungdo da proteina, baseados nos dados de sequenciamento.

Amostra | Exon | Nucleotideo Codon Aminoacido Efeito
TUS0 5 12436 A>G | 150 ACA>GCA Thr>Ala Sentido trocado
12493 A>G | 169 ATG>GTG Met>Val Sentido trocado
TUS6 6 12643 C>T | 192 CAG>TAG | Glu>parada Sem sentido
12656 G>A | 196 CGA>CAA Arg>Glu Sentido trocado
TUSS 5 12491 A>G 168 CAC>CGC His>Arg Sentido trocado
6 12685 T>A 206 TTG>ATG Leu>Met Sentido trocado
TU04 7 13397 A>G | 254 ATC>GTC Ile>Val Sentido trocado
TU77 7 13380 G>A | 248 CGG>CAG Arg>Glu Sentido trocado
TU6S ] 13839 G>C | 287 GAG>CAG Glu>Glu Sentido trocado
13853 G>C | 291 AAG>AAC Lys>Asn Sentido trocado
13777 G>C | 266 GGA>GCA Gly>Ala Sentido trocado
TU61 8 13781 G>T | 267 CGG>CGC Arg>Arg Silenciosa
13875 C>A | 299 CTG>ATG | Leu>Met Sentido trocado
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Foram identificadas trés mutagdes do tipo sentido trocado no
éxon 5, ou seja, com troca de aminoacido na proteina; duas mutagdes do
tipo sentido trocado no éxon 6 e uma sem sentido, isto ¢, com
aparecimento de coédon de parada; duas mutagdes do tipo sentido
trocado no éxon 7 e cinco mutagdes no éxon 8, sendo quatro de sentido
trocado e uma silenciosa. Das 13 mutagdes encontradas nas sete
amostras seqiienciadas, foram encontradas seis transversdes e sete
transi¢des, sendo duas delas em sitio CpG. Os cddons alterados estdo
localizados no dominio central da proteina, regido de ligagdo com o
DNA alvo.

As pacientes foram separadas em dois grupos, aquelas que
apresentaram € as que ndo apresentaram a mutagdo para o 7P53. Estes
resultados foram relacionados com os dados epidemioldgicos estudados:
idade, ancestralidade informada, histéria reprodutiva (paridade,
amamentagdo, menarca e menopausa), historia familial de cancer de
mama, habito de fumar e consumo de alcool. Os valores de OR,
seguidos dos de p encontram-se na TABELA 8. Nenhuma associagdo
significativa foi encontrada entre a presengca da mutacdo TP53 e os
dados epidemiologicos estudados.
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TABELA 8: Categorizacdo, freqiiéncia e Odds Ratio (OR) das
caracteristicas epidemioldgicas selecionadas para analise, seguidas dos
valores dep e xz. (Grupo de pacientes n=59 com e sem mutagio).

MUTACOES EM TP53 ODDS RATIO

CARACTERISTICAS ~ CATEGORIAS

PRESENTE AUSENTE (IC 95%)
<40 anos 0 9 0,305
Idade 0,749
> 40 anos 7 43 (0,001 - 5,079)
Ancestralidade Europeus 7 44 2,191 1,000
informada  nj0 Europeus 0 6 (0,122-1302,903)
Nio 1 7 1,071
Paridade 1,000
Sim 6 45 (0,043 - 12,028)
Sim 6 42 1,429
Amamentagdo 1,000
Nio 1 10 (0,137 - 34,483)
Sim 6 33 3,273
gonAslum(i 0,496
© Alcoo Nio 1 18 (0,337 - 79,363)
Sim 4 19 2,316
dc";lsgm" 0,524
¢ labaco Nio 3 33 (0,378 - 14,992)
<12 anos 2 8 2,100
Idade Menarca 0,773
> 12 anos 5 42 (0,233 - 16,236)
< 54 anos 5 21 0,714
" Idade 1,000
cnopausa > 54 anos 1 3 (0,044 - 21,786)
Historico Sim 2 13 1,077
Familial de 1,000
Cancer de Mama Naéo 5 35 (0,126 - 7,627)

Os valores totais podem variar devido a dados nao informados durante a
entrevista.

5.3 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Quanto ao tipo histologico, o carcinoma ductal infiltrante foi o
mais frequente, com 41 casos (65%), seguido do carcinoma lobular
infiltrante com 6 casos (9%), carcinoma ductal in sifu com 2 casos (3%),
carcinoma tubular em 2 casos (3%), carcinoma mucinoso com 1 caso
(2%) e carcinoma adenoide cistico com 1 caso (2%). Em 10 casos (16%)
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o tipo histolégico ndo foi informado (NI) (TABELA 9 e FIGURA 18
A).

Quanto ao grau de anaplasia tumoral segundo a Graduagdo de
Elston & Ellis, foram encontrados 7 tumores (11%) classificados com
grau histologico I, 26 (41%) com grau histologico 11, 16 tumores (26%)
com grau histologico Il e 14 (22%) dos tumores ndo tiveram graduagao
histolégica determinada (ND) (FIGURA 18 B).

Quanto ao tamanho do tumor, 24 pacientes (38%) apresentaram
tumores < 2cm, 24 (38%) apresentaram 2<T<5cm, 4 (6%) apresentaram
tumores >5cm e 11 pacientes (18%) ndo tiveram o tamanho do tumor
determinado (ND) (FIGURA 18 C).

Quanto ao comprometimento linfonodal, observamos que 30
pacientes (48%) apresentaram pelo menos 01 linfonodo comprometido,
22 pacientes (35%) ndo apresentaram comprometimento linfonodal e 11
casos (17%) ndo foram informados (NI) (FIGURA 18 D).

TABELA 9: Distribui¢do das caracteristicas clinico-patologicas e
relacdo entre a presenca e auséncia de mutagdo em 7P53 em pacientes
com céncer de mama.

Mutagdo em 7P53
CARACTERISTICAS CATEGORIAS s ODI[ésgI;ﬁ}TIO P 2
PRESENTE AUSENTE ( 0)
Tell 0 33 0,024
Grau de Elston 0,002 10,018
111 6 10 (0,000 — 0,407)
Tamanho do <2cm 0 24 0,087 0.122 2.383
tumor >2cm 5 23 (0,000 - 1,431) ’ ’
Linfonodo Sim 4 26 1,538 0973 0.001
comprometido Nio 2 20 (0,208 — 13,659)
Tipo histologico Infiltrante 6 4 2,036 1.000  0.000
do carcinoma Nio (0,110 — ’ ’
infiltrante 0 6 1223,434)

Os valores totais podem variar devido a dados nao informados durante a
entrevista.

Quanto a distribuicdo das caracteristicas clinico-patologicas e sua
relacdo com a presenca e auséncia de mutagdo em 7P53, encontrou-se
associacdo positiva entre o grau de Elston e a presenca de mutacdo
(OR=0,024; p=0,002). Para as outras caracteristicas clinico-patologicas
averiguadas (tamanho do tumor, comprometimento linfonodal e tipo
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histolégico do carcinoma) ndo se encontrou associacao estatisticamente
significativa.

(A) Tipo Histolégico (B) Grau Histégico de Elston&Ellis
m Carcinoma ductalinfittrante
m Carcinoma lobular infiltrante

B Carcinoma in situ B araul

: wGraull
m Carcinoma tubular
= raulll
® Carcinama mucoso
mND

= Carcinoma adendidde cistico

(c)Tamanho do Tumor (D) Comprometimento Linfonodal

ms2om
W 2<Ts5Com
m=50mm

m ND

FIGURA 18: Distribuigdo dos casos de carcinomas de mama de acordo com:
(A) tipo histologico; (B) grau de anaplasia do tumor; (C) tamanho tumoral (cm);
(D) comprometimento linfonodal. ND: ndo determinado; NI: ndo informado.
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6. DISCUSSAO

O cancer ¢ um importante problema de satide publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (GUERRA et al., 2005), sendo
esperados para o ano de 2010 (segundo American Cancer Society) mais
de 1,5 milhdo de novos casos no mundo todo. Além disso, é uma das
principais causas de morte global, responsavel por mais de seis milhdes
de 6bitos a cada ano, e a estimativa € de que o cancer continue
vitimando e levando a 6bito 10,3 milhdes de pessoas em 2020 e 12
milhdes em 2030 (GUERRA et al., 2005; WHO, 2011).

O cancer de mama, na atualidade, ¢ o segundo tipo de cancer
mais freqliente no mundo ¢ o mais comum entre as mulheres. A cada
ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer em mulheres sdo de mama
(INCA, 2010), sendo a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres em todo o mundo. E uma doenga cuja etiologia e progndstico
sdo muito variados e as interagdes entre fatores genéticos e ambientais
parecem exercer um peso importante tanto em relagdo ao risco como na
evolugdo dos casos (MOURA-GALLO et al., 2004).

6.1 PROBLEMAS RELACIONADOS A PADRONIZACAO DA
TECNICA DE SSCP

A partir do protocolo descrito por SIMAO et al., 2002, alguns
ajustes foram necessarios, para que a técnica correspondesse as
expectativas. Estes ajustes demandaram tempo e esforco.

Distintas concentragdes de gel de poliacrilamida (nao-
desnaturante) foram testadas para os diferentes éxons, 8%, 10% e 14%
de modo que se obteve um resultado satisfatorio a 10% para os éxons 5,
7 ¢ 8 e para o éxon 6 a melhor resolugdo obtida para leitura e
interpretacdo dos resultados foi gel de poliacrilamida 14% buscando
uma boa diferenciagdo do perfil eletroforético do controle positivo.

Os mesmos testes ocorreram para definicgdo do tempo de
eletroforese sendo testados diferentes tempos entre 10 a 20h, procurando
manter o valor de 3,7 V/cm (comunica¢do pessoal LOIOLA, 2008).
Todos os testes foram feitos em temperatura ambiente constante de
20°C.

Ap6s este periodo de padronizagdo, procederam-se as analises.
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6.2 CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA DO GRUPO DE
PACIENTES

Segundo dados do Instituto Nacional do Céncer, a maioria das
pacientes afetadas por essa neoplasia encontra-se na faixa etaria de 40 a
69 anos, com predominidncia do cancer de mama considerado
esporadico, ou seja, sem associagdo com o fator hereditario,
representando mais de 90% dos casos de céncer de mama em todo
mundo, enquanto que apesar de ser considerada um fator de risco para a
doenca, a historia familial representa 5 a 10% dos casos estando
normalmente associado a mutagdes nos genes BRCA1/BRCA2 (TIEZZ],
2009; PHAROAH et al., 2007; DUFLOTH et al., 2005).

Na nossa amostra, a maior parte das pacientes (86%) apresentou
idade maior ou igual a 40 anos no momento do diagnostico da doenca
encontrando-se portanto, dentro da idade esperada da confirmagdo do
diagnéstico.

Estudos realizados por OLIVEIRA et al. (2009), em uma amostra
de pacientes do estado do Parana, encontraram média etaria de
57,7£13,7anos. Tais valores sdo proximos dos encontrados no presente
trabalho (53,37+13,34 anos).

Populagdes euro e afro-descendentes sdo consideradas de alto
risco para o cancer de mama em relagdo a incidéncia de muta¢des no
gene TP53 (HILL & SOMMER, 2002). Entretanto, no presente estudo
ndo foi encontrada associagdo significativa entre a presenga de mutacao
em TP53 e a ancestralidade informada, o que em parte poderia ser
explicado pelo baixo nimero de individuos ndo-europeus na
composi¢do da amostra.

Menarca precoce, menopausa tardia sfo conhecidamente
considerados fatores de risco para o cancer de mama sugerindo uma
forte influéncia dos hormonios, especialmente os estrogenos, no
desenvolvimento dessa neoplasia (PRUTHI et al., 2007). O maior tempo
de exposicdo ao estrogénio endogeno é um importante fator de risco
para o desenvolvimento do cancer de mama, ndo s por ser um ativador
da proliferagdo das células do tecido mamario, mas também por admitir-
se que possui um efeito anti-apoptotico, impedindo a morte programada
das células com danos no DNA e consequentemente com alteracdes em
genes que controlam o ciclo celular NAROD & FOULKES, 2004). No
presente estudo ndo houve associagdo estatisticamente significativa
destas caracteristicas quando foram comparados pacientes e controles,
ou mesmo presenga/ auséncia de mutacdo entre pacientes. Resultados
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similares de auséncia desta associagdo foram verificados por SIMAO et
al. (2002).

A glandula mamaria ¢ a fonte mais freqiiente de tumores e
segundo RUSSO & RUSSO (1996) o risco de cancer de mama aumenta
em mulheres nuliparas e com idade avangada devido a baixa
diferenciacdo das estruturas na glandula mamaria que retém uma grande
quantidade de células epiteliais indiferenciadas, as células-tronco,
susceptiveis a transformagao neoplasica.

Em relagdo a paridade e a amamentagdo, o presente trabalho
(TABELA 8) nao encontrou associagdo ao comparar pacientes e
controles, tampouco com a presenga de mutacdo em 7P53. Resultados
similares foram encontrados por MOURA-GALLO et al. (2004);
SIMAO et al. (2002) em estudo com pacientes do Rio de Janeiro (RJ).

Dados da literatura indicam que a associagdo do tabagismo com o
cancer de mama ¢ bastante controversa. Em relacdo a presenga de
mutagdes no gene 7P53 e cancer de mama, o estudo epidemioldgico
publicado por CONWAY et al (2002) com uma populagdo afro-
descendente da Carolina do Norte (Estados Unidos) revelaram
associacdo positiva entre o cancer de mama e presenga de mutagdes no
gene TP53. Por outro lado, resultados obtidos por SIMAO et al. (2002);
MOURA-GALLO et al. (2004) para populagdes brasileiras (Rio de
Janeiro e S@o Paulo), ndo evidenciaram associagdes estatisticamente
significativas. No presente estudo, tal associagdo tampouco foi
significativa.

Outro fator de risco analisado foi o consumo de alcool. Ha
evidéncias de que o consumo de dalcool contribui para o
desenvolvimento do cancer de mama. FREUDENHEIM et al. (2004) em
estudo com mulheres caucasianas novaiorquinas, encontraram
associacdo entre o consumo de alcool e o aumento da probabilidade de
mutagdes em TP53 em mulheres portadoras de carcinomas mamarios na
pré-menopausa. Entretanto, estudando a populagdo brasileira, SIMAO et
al. (2002), MOURA-GALLO et al. (2004), relatam em seus trabalhos
auséncia de associacdo entre esse fator de risco e a ocorréncia de
mutagdes no 7P53. Embora o presente estudo ndo tenha indicado,
estatisticamente, uma associagdo positiva entre o consumo de alcool e a
presenca de mutacdes no gene 7P53 no cancer de mama, a comparagio
entre pacientes e controles mostrou associacao (p=0,010).

Diversos estudos epidemiologicos tém identificado grupos de
mulheres com histérico familial de cancer que possuem um risco
elevado de desenvolver cancer de mama. Mulheres com pelo menos um
parente de 1° grau afetado tém um risco relativo de 2,3 enquanto



78

naquelas com mae e irma afetada o risco de desenvolver a doenga eleva-
se de duas a seis vezes (risco relativo 14) (BERNSTEIN et al., 1999).
SIMAO et al. (2002) mostraram que a associa¢io entre historia familial
(1° grau) de cancer de mama e alteragdo em 7P53 ndo foi
estatisticamente significativa, mas mostraram uma tendéncia (OR=1,8;
1C95% 0,92-25,13). O presente estudo nao identificou tal associagdo,
corroborando dados previamente publicados por MOURA-GALLO et
al. (2004).

6.3 MUTACOES NO GENE 7P53 E O CANCER DE MAMA

A regido Sul do Brasil concentra o maior nimero de casos de
cancer de mama; em Santa Catarina, onde a incidéncia da doenca ¢ alta,
ha poucos estudos publicados envolvendo a genética do cancer de mama
(SEREIA, 2009). Além disso, dados clinicos, epidemioldgicos e
experimentais demonstram que o risco de desenvolvimento de cancer de
mama (esporadico) esta fortemente relacionado a fatores ndo-genéticos
bem como fatores genéticos que desempenham um papel crucial para o
surgimento da doenga.

Dentre estes, destaca-se o papel do gene TP53. Este gene
desempenha um papel central na regulagdo do crescimento e
sobrevivéncia celular ¢ ¢ um dos genes mais frequentemente mutados
nos canceres humanos, enfatizando que o mesmo ¢é essencial para a
prevencao do cancer (JOERGER & FERSHT, 2008; McKINNEY &
PRIVES, 2007). No cancer de mama, a frequéncia de muta¢des no gene
TP53 ¢ de 30%, sendo a alteragdo mais encontrada (ROSSNER et al.,
2009; BORRENSEN-DALE, 2003).

Neste trabalho, das 59 amostras de tumores analisadas 12%
apresentaram mutagdo neste gene quando considerada a técnica de
sequenciamento. Este nimero pode ser maior que o descrito, uma vez
que neste trabalho analisamos somente 4 éxons, sendo que o gene
apresenta um total de 11 éxons (FREBOURG & FRIEND, 1992) e 10
introns (BAI & ZHU, 2006).

Todos os éxons analisados apresentaram pelo menos uma amostra
com alteragdo no perfil eletroforético, e sequenciamento. Os dados da
bibliografia relatam que a maioria das alteragdes encontradas no gene
TP53 esta localizada nos éxons 5 a 8, onde ha regides de hotspots de
mutagdes tais como codons 175 (éxon 5) e 273 (éxon 8) (JOERGER &
FERSHT, 2008). Nao foram encontradas muta¢des nestes codons nem
em codons flanqueadores. Talvez isso possa ser explicado pelo baixo
nimero de amostras mutadas e sequenciadas. Outra hipdtese que pode
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ser levantada, para futura investigacdo, é que diferentes populagdes
podem apresentar diferentes frequéncias entre as diversas mutagoes,
conforme evidenciado por NAGALI et al. (2003) em um estudo de duas
regides geograficas (Sdo Paulo e Salvador) da populagdo brasileira. Os
autores classificam a populagdo de Sdo Paulo como “brancos” e a de
Salvador como “afro-brasileiros” e relatam uma alta freqiiéncia de
mutagdes em 7P53 em “negros” (32,7%) quando comparados aos
“brancos” (13,6%), sendo esta diferenga significativa (p=0,001).

A partir da analise das sete amostras mutadas confirmadas por
sequenciamento, foram encontradas treze mutacdes no gene TP53
(TABELA 7).

As mutagdes ocorreram na regido da ligagdo ao DNA (éxons 5 a
8), o que pode ter ocasionando a perda da capacidade da p53 de
transativacdo de genes-alvo.

6.4 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Foi avaliada a possivel relacdo entre a presenga de mutagdes em
TP53 ¢ a associagdo entre estas alteracOes e as caracteristicas do tumor
de importancia para o progndstico da paciente. A identificagdo de
fatores prognosticos € necessaria para definir com precisdo quais
mulheres védo se beneficiar do tratamento (BUNDRED, 2001).

Dentre estas caracteristicas estdo o tipo histoloégico, o grau
histologico do tumor, tamanho do tumor e a presenga de metastase em
linfonodos regionais.

Cerca de 70% dos carcinomas de mama diagnosticados sdo do
tipo ductal infiltrante (WHO, 2003). Dados da literatura indicam, ainda,
que os tumores lobulares invasivos (CLI) apresentam melhor
prognostico do que os carcinomas ductais invasivos (CDI) (OLIVEIRA
et al., 2009). Os tipos que apresentam melhor progndstico sdo: medular,
coloide, tubular, papilar, Paget e adenocistico. O carcinoma inflamatorio
é o de pior prognéstico (GINECOLOGIA & OBSTETRICIA, 2003;
FEBRASGO, 2001). Das pacientes analisadas, 79% (42/53)
apresentaram carcinoma ductal infiltrante; 13,5% (7/53) carcinoma
lobular infiltrante; e em 7,5% (4/53) observou-se tipos histologicos
raros. Esses resultados estdo de acordo com as frequéncias descritas na
literatura para os diferentes tipos histologicos de tumores mamarios:
cerca de 80% para os tumores do tipo ductal; 10% a 15% para os
tumores lobulares; e menos de 10% para os subtipos raros. Ao
categorizar os tipos histologicos de carcinoma em infiltrantes e ndo
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infiltrantes relacionados a presenga de mutagdo no gene 7P53, ndo foi
obtida associagao significativa (OR=2,036; p=1,000).

Os linfonodos axilares sdo os primeiros sitios de metastases no
carcinoma mamario ¢ indicam uma probabilidade maior de
desenvolvimento de metastases a distancia (CLARKE & FULLER,
2006) sendo que os sitios mais frequentemente acometidos nesses casos
(85%) sao os tecidos 6sseo, pulmonar e hepatico (BEREK & NOVAK,
2008). Pacientes sem comprometimento metastatico para linfonodos
axilares apresentam um melhor progndstico, tanto para sobrevida global
quanto para sobrevida livre de doenga (ABREU & KOIFMAN, 2002).
Na presente amostra, 58% (30/52) das pacientes apresentaram
metastases em linfonodos, indicando um prognostico desfavoravel, uma
vez que metastases sist€micas podem apresentar consequéncias
potencialmente fatais (BEREK & NOVAK, 2008). Da mesma forma
que SIMAO et al. (2002), no presente estudo ndo foi encontrada
nenhuma associagdo significativa entre a presenca de mutacdes no gene
TP53 e o comprometimento dos linfonodos (OR=1,538; p=0,973).

O tamanho do tumor ¢ um importante indicador prognostico no
carcinoma mamario. A sobrevida das pacientes encontra-se na relacao
inversa ao didmetro do tumor (FEBRASGO, 2001). Os tumores de
menor tamanho estdo invariavelmente relacionados a um melhor
prognostico tanto para sobrevida global quanto para sobrevida livre de
doenca (ABREU & KOIFMAN, 2002). CHIA et al. (2004) mostraram
que pacientes com tumores de 2-5cm apresentam taxa de sobrevida
menor (66%) do que pacientes com tumores menores que 1cm (79%), e
que tumores de maior tamanho estdo, em geral, relacionados com a
presenca de metastases em linfonodos regionais. Assim, quanto maiores
os tumores maiores sdo as possibilidades de metastase em axilas.
Tumores com 3 ou 4cm apresentam 50% de chances de metéstases
axilares (GINECOLOGIA & OBSTETRICIA, 2003).

Neste estudo, 8% das pacientes apresentaram tumores maiores
que Scm. Também foi possivel observar que 50% (2/4) das pacientes
que possuiam tumores maiores que Scm apresentaram metastases em
linfonodos, enquanto que 46% (11/24) das pacientes com tumores
menores que < 2cm apresentaram metastase. Ao relacionar o tamanho
do tumor com a presenga de mutagdo em 7P53 ndo houve associagdo
significativa (OR=0,087; p=0,122).

O grau histologico reflete o potencial de malignidade do tumor
indicando a sua maior ou menor capacidade de metastatizagdo (ABREU
& KOIFMAN, 2002). Os tumores classificam-se em: grau I (bem
diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) e grau III (pouco
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diferenciado) Quanto maior o grau histoldgico, pior sera o prognostico
do tumor (GINECOLOGIA & OBSTETRICIA, 2003). A sobrevida e o
intervalo livre da doenga sdo maiores nos tumores diferenciados que, em
geral, apresentam maior indice de positividade de receptores de estradiol
(FEBRASGO, 2001).

No presente estudo, 14% (7/49) das pacientes foram
diagnosticadas com tumor de grau I, enquanto 86% (42/49) delas
apresentavam graus mais avangados (II ou III) ao diagnéstico. Tumores
com graus histologicos mais avancados também apresentaram-se
relacionados com a presenga de metastases em linfonodos regionais:
75% (12/16) das pacientes com tumor de grau III apresentaram
metastase, enquanto 71% (5/7) das pacientes com tumor de grau I
apresentaram metastase em linfonodos.

Ao relacionar a presenca de mutacdo em 7P53 com o grau
histologico que reflete a malignidade do tumor (Grau de Elston), a
associacdo foi positiva (OR=0,024; p=0,002). Valores de associagdo
positiva foram previamente descritos por SIMAO et al. (2002),
corroborando a hipdtese de que a agressividade do tumor esta associada
a presenga de mutacdes no gene 7P53.
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7. CONCLUSOES

Esse trabalho procurou trazer uma contribui¢do na etiologia da
doenga, no que diz respeito a presenca de mutacdes do gene TP53
(éxons 5, 6, 7 e 8) e os possiveis efeitos de caracteristicas
epidemiolégicas e clinico-patologicas do tumor, no surgimento e
desenvolvimento do cancer de mama, tendo-se observado que:

v" Em relagdo ao consumo de alcool, os dois grupos de estudo
(pacientes e controle) mostraram-se estatisticamente distintos (p=0,010),
com prevaléncia do consumo pelas pacientes.

v Nido se evidenciaram  diferencas estatisticamente
significativas em rela¢do as caracteristicas epidemioldgicas selecionadas
para analise entre o grupo de pacientes e controle, embora em relagdo ao
habito tabagista o valor de p estd proximo da significancia (p=0,061).
Da mesma forma, ndo foram observaram diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a presenca de mutacdes no gene TP53 no
cancer de mama e as caracteristicas epidemiologicas selecionadas para
analise.

v" Quanto a presenga de mutagdo para os éxons 5 a 8 do gene
TP53, ndo foram encontradas alteragdes eletroforéticas no grupo
controle, pela técnica de PCR-SSCP. Entre as pacientes foram
detectadas a presenga de bandas de corrida eletroforética diferenciada
em 10 amostras (17%) dos tumores, sugerindo ocorréncia de mutagdes
em individuos heterozigotos, e nenhuma em cé¢lulas sanguineas.

v' Todas as sugestdes de mutagdes encontradas pela técnica de
PCR-SSCP foram sequenciadas, sendo que destas sete amostras (70%)
foram confirmadas, onde foram identificadas 13 mutagdes.

v' Em relagdo as caracteristicas clinico-patologicas do tumor,
foi observada uma associagdo positiva entre o grau histologico e a
presenca de mutacdo em 7P53, sendo que as mutagdes encontradas
estavam associadas a um estagio mais agressivo de cancer, representado
pelo grau III de Elston&Ellis (OR=0,024; p=0,002).

Andlises subseqiientes com um nimero amostral maior podem
auxiliar na confirmacdo dos achados do presente estudo.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA
E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Cancer de mama: avaliagdo de parametros
informativos para diagndstico e prognostico na populagdo do estado de
Santa Catarina”.

Informacdes:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo
desenvolvendo um projeto de pesquisa para avaliagdo de fatores
genéticos, doencas ¢ habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados ao aparecimento do cancer de mama. Para isto pedimos sua
colaboracdo e permissdo para extrairmos de parte de seu material
bioloégico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém os
genes, que sdo as informacdes de suas caracteristicas bioldgicas). O
DNA, sera analisado no laboratoério para tentarmos descobrir se ha
relagdo entre alguns de seus genes, propostos no atual projeto (ligados
ao metabolismo de horménios sexuais e de substincias estranhas ao
organismo e também relacionados ao reparo de DNA) e o aparecimento
desta doenga. A amostra coletada nesta ocasido podera ser utilizada em
possiveis futuros projetos que envolvam testes genéticos, aprovados
pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba novamente sua
autorizagdo, ap6s um novo contacto. Deixamos claro que sua
participacdo ¢ voluntaria, ndo influenciando no seu atendimento e
tratamento. A equipe agradece antecipadamente sua colaboracdo e se
coloca a sua disposicdo para responder qualquer pergunta que vocé
queira fazer, e esclarecer quaisquer dividas que porventura aparegam.
Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 ou (48)
3721-5154 e conversar com a Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza ou
com a Profa. Dra. Maria Cecilia Menks Ribeiro.

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ird responder um
questionario de duragdo aproximada de 5 minutos, para sabermos se
vocé teve outras doengas, se outras pessoas na sua familia tiveram
cancer, etc.
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Também precisaremos de um pedacinho do tumor que sera
retirado pelo médico na hora da cirurgia e de tirar um pouco de sangue
numa seringa.

O DNA extraido das amostras coletadas sera guardado no
Laboratério sob responsabilidade da coordenadora do projeto.

Riscos:

A coleta de sangue e a retirada do tumor sdo procedimentos
normais para o tratamento da sua doenga. O aparecimento de mancha
roxa ou dor no local da espetada da agulha podem ocorrer sem
representar maiores preocupacdes. As informagdes coletadas, bem como
os resultados das analises genéticas serdo mantidos em sigilo e serdo
utilizadas somente pela equipe da pesquisa.

Custos:
Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte deste estudo

Beneficios

Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta
pesquisa, mas os resultados deste estudo poderdo no futuro proporcionar
novas alternativas para prevengdo do cancer, e para identificacdo de
pessoas que tem risco de desenvolver a doenca, podendo beneficiar
muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador principal

Pesquisador responsavel
Florianopolis,  /  /
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui
esclarecida sobre a pesquisa “Cancer de mama: avaliacdo de parametros
informativos para diagndstico e progndstico na populacdo do estado de
Santa Catarina”, e concordo que meus dados sejam utilizados na
realizagdo da mesma e autorizo a guarda de meu material biologico para
o caso de futuras pesquisas, sendo eu contatado para fornecer nova
autorizagdo caso forem realizadas novas pesquisas ndo mencionadas
neste projeto.

Florianépolis,

Assinatura: RG:
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QUESTIONARIO — Grupo Controle

Data: A Coleta: ( ) sangue
Entrevistador:

Dados Pessoais:

Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone: Celular:
Profissdo: Escolaridade:

Idade: Sexo: () M () F Tipo de sangue:
Peso: Altura: Estado Civil:
Naturalidade:
Ascendéncia:
Etnia e cor: () Euro-descendente ( ) Afro-descendente

() Asiatico-descendente ( )Indigena-descendente

Observagoes:

Dados dos Pais:
Nome do pai:
Naturalidade: Ascendéncia: Profisséo:
Nome da mae:

Naturalidade: Ascendéncia: Profissao:
Possui Irmaos: () Sim () Ndo Quantos:

Habitos:

Come FRUTAS regularmente? ( )Sim ( )N&o

Tipo:

Frequéncia: Que tipo nunca come?

Come VERDURAS ¢ LEGUMES regularmente? ( )Sim ( )Nao
Tipo:

Frequéncia: Que tipo nunca come?
Come CARNE regularmente? ( )Sim ( )Nao

Tipo:

Frequéncia: Que tipo nunca come?

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ()Sim ( )Nao
Frequéncia: () Todos os dias ( )Fim de semana ( ) Esporadicamente
Quantidade:
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Que tipo de bebida alcoolica ingere mais frequentemente?

() Cerveja ( ) Vinho ( ) Cachaga ( )
Outro

Que tipo de bebida alcoolica nunca ingere?

() Cerveja ( ) Vinho ( ) Cachaga ( )
Outro

Pratica EXERCICIOS FISICOS? () Sim ( )Nio

Tipo:
Frequéncia:
FUMA? ()Sim () Ndo FUMOU? ()Sim ( ) Nao
Tipo: () Cigarro () Charuto () Cachimbo () Outro
Quantidade e Frequéncia:
Tempo que fuma ou fumou:
Ha quanto tempo parou:
Historico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA: MENOPAUSA: ( ) Sim ( ) Nao
Idade:

PARIDADE: () nulipara ( )1 ()2 ( )>2 Idade da 1*

Gestagao

Amamentou: () Sim () Nao Tempo total: Abortos: ()P

(E

Trat. Hormonal: ( ) AC Tempo total: ()Outros Tempo total:

Historico Médico

Casos de CANCER na familia? ( )Sim () N&o

Grau de
Parentesco:

Tipo:
Casos de TUMOR BENIGNO? ()Sim () Néo
Local:

Grau de Parentesco:

Tem ou teve alguma outra doenga grave?
Utilizou ou utiliza alguma medicagdo por longo tempo? () Sim ( ) Nao
Tipo: Tempo que utilizou:

Casos de Doenca Auto-imune na familia? ( )Sim ( ) Nao

Grau de Parentesco:

Tipo:

Observacoes:
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QUESTIONARIO — Pacientes

Data: / / Entrevistador:
Coleta: ( ) sangue ( ) tumor Meédico
responsavel:
Dados Pessoais:

Nome do Paciente:

Endereco:

Cidade: Telefone: Celular: _
Profisséo: Escolaridade:

Idade: Sexo: () M () F Tipo de sangue:

Peso: Altura: Estado Civil:

Naturalidade:

Ascendéncia:

Etnia e cor: () Euro-descendente ( ) Afro-descendente
() Asiatico-descendente ( )Indigena-descendente

Observagoes:

Dados dos Pais:
Nome do pai:

Naturalidade: Ascendéncia:
Profissao:

Nome da maée:

Naturalidade: Ascendéncia:
Profissao:

Possui Irmaos: () Sim () Nao Quantos:

Habitos:

Come FRUTAS regularmente? ( )Sim ( )N&o

Tipo:

Frequéncia: Que tipo nunca come?
Come VERDURAS ¢ LEGUMES regularmente? ( )Sim ( )Nao
Tipo:

Frequéncia: Que tipo nunca come?
Come CARNE regularmente? ( )Sim ( )Nao

Tipo:

Frequéncia: Que tipo nunca come?

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ()Sim ( )Nio
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Frequéncia: () Todos os dias ( )Fim de semana ( ) Esporadicamente
Quantidade:

Que tipo de bebida alcoolica ingere mais frequentemente?

( ) Cerveja ( ) Vinho ( ) Cachaca ( )
Outro

Que tipo de bebida alcoolica nunca ingere?

( ) Cerveja ( ) Vinho ( ) Cachaca ( )
Outro

Pratica EXERCICIOS FISICOS? () Sim ( )Nio

Tipo:
Frequéncia:
FUMA? ()Sim ( ) Ndo FUMOU? ()Sim ( ) Nao
Tipo: () Cigarro () Charuto ( ) Cachimbo () Outro
Quantidade e Frequéncia:
Tempo que fuma ou fumou:
Ha quanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA: MENOPAUSA: () Sim () Néo
Idade:

PARIDADE: () nulipara ( )1 ()2 ( )>2 Idade da 1*

Gestagao

Amamentou: () Sim () Nao Tempo total: Abortos: ()P

(E

Trat. Hormonal: ( ) AC Tempo total: ()Outros Tempo total:

Histdrico Médico

Casos de CANCER na familia? ( )Sim () Ndo
Grau de Parentesco:

Tipo:
Casos de TUMOR BENIGNO? ()Sim () Néo
Local:

Grau de Parentesco:

Tem ou teve alguma outra doenga grave?
Utilizou ou utiliza alguma medicagdo por longo tempo? () Sim ( ) Nao
Tipo: Tempo que utilizou:

Historico do CAMA:

Observacoes:




