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cancer de mama na populagao de Missal-PR. 2021. 60 paginas. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduagdo em Biotecnologia) — Universidade Federal da Integragdo Latino-
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RESUMO

O municipio de Missal, localizado no oeste do Parana, apresenta uma possivel incidéncia
elevada de adoecimento oncoldgico, que culmina no fato do cancer ser a segunda causa
de morte na regido. Dentre os genes relacionados ao surgimento de canceres destaca-se
o gene TP53, que € um gene supressor tumoral, responsavel por codificar a proteina p53,
considerada guardida do genoma por seu envolvimento na regulacdo do ciclo celular.
Mutagdes nesse gene tém sido associadas com o aumento do risco do desenvolvimento de
cancer, sendo que mutacfes somaticas sdo encontradas em até 50% dos canceres
humanos e muta¢cBes germinativas em até 10% dos carcinomas mamarios. Para o cancer
de mama, que € principal causa de morte por neoplasias em mulheres no mundo, a
incidéncia de mutacdes no TP53 € baixa, mas tem grande significado clinico. Porém,
considerando o contexto da cidade de Missal, onde uma possivel incidéncia elevada de
canceres foi identificada, a sua analise é de extrema importancia. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi identificar a prevaléncia de mutacdes nos éxons 5, 6, 7 e 11 do gene
TP53 em pacientes (n=23) com cancer de mama no municipio de Missal - Parand, por meio
da técnica de sequenciamento de Sanger e classificar as variantes encontradas em sete
bancos de dados genéticos, além de verificar se estas possuem contexto familiar e se estdo
relacionadas a mutacBes germinativas. Apenas trés probandas apresentaram mutacdes
nos éxons analisados, sendo que duas pacientes apresentaram a mesma mutacdo e uma
paciente apresentou 2 mutacdes diferentes. As trés mutacdes (13%) evidenciadas foram:
¢.599del, uma mutacao patogénica localizada no éxon 6; c.745A>G e ¢.746G>A no éxon 7,
ambas consideradas de significado incerto. A frequéncia de variantes encontradas
corrobora com outros estudos na populacéo brasileira, indicando que o cancer de mama da
populacdo de Missal ndo possui intima relacdo com o gene TP53. Ainda, as mutacdes
evidenciadas ndo apresentam contexto familiar, uma vez que apenas uma paciente
portadora de mutacao possui familiar com cancer. Analises subsequentes sdo sugeridas
para confirmar os resultados encontrados e para investigar variacdes fora dos éxons
analisados.

Palavras-chave: Mutacido. Carcinoma Mamario. Supressor de Tumor. Sequenciamento de
Sanger.
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ABSTRACT

Missal City, located in western Parana, Brazil, has a possible high incidence of
oncological illness, and the cancer is the second leading cause of death in the region.
Among the genes related to the emergence of cancer, the TP53 gene stands out, a
tumor suppressor gene, responsible for encoding the p53 protein, considered the
guardian of the genome due to its involvement in the regulation of the cell cycle.
Mutations in this gene have been linked to an increased risk of developing cancer, with
somatic mutations found in up to 50% of human cancers and germline mutations in up
to 10% of breast carcinomas. For breast cancer, which is the main cause of death from
cancer in women worldwide, the incidence of TP53 mutations is low, but has great
clinical significance. However, its analysis is extremely important considering the
context of Missal city, where a possible high incidence of cancer was identified.
Therefore, the aim of the present study was to identify the prevalence of mutations in
exons 5, 6, 7, and 11 of the TP53 gene in patients (n=23) with breast cancer in Missal
city, Parand, using the Sanger sequencing technique, classification of the variant in
seven genetic databases and verifying if these have a familial context and are related
to germline mutations. Only three probands had mutations in the analyzed exons, and
two patients had the same mutation and one patient had 2 different mutations. The
three mutations (13%) evidenced were: ¢.599del, that pathogenic mutation located in
exon 6; c.745A>G and c.746G>A in exon 7, both considered to be of uncertain
significance, with two patients having the same mutation and one patient having 2
different mutations. The frequency of variants found corroborates other studies in the
Brazilian population, indicating that breast cancer in the population of Missal is not
closely related to the TP53 gene; the mutations evidenced in this research do not have
a family context, as only one patient carrying the mutation has family history of cancer.
Subsequent analyzes are suggested to confirm the results found and to investigate
variations outside the analyzed exons.

Key words: Mutation. Breast carcinoma. Tumor Suppressor. Sanger sequencing.
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RESUMEN

El municipio de Missal, ubicado en el occidente de Parana, tiene una posible alta
incidencia de cancer, en el que el cancer es la segunda causa de muerte en la region,
después de las enfermedades respiratorias. De entre los genes relacionados al
surgimiento de canceres se destaca el gen TP53, que es un gen supresor de tumores,
responsable de codificar la proteina p53, considerada la guardiana del genoma por su
implicacion en la regulacion del ciclo celular. Las mutaciones en este gen se han
relacionado con un mayor riesgo de desarrollar cancer, encontrandose mutaciones
somaticas en hasta el 50% de los canceres humanos y mutaciones de la linea
germinal en hasta el 10% de los carcinomas mamarios. Para el cancer de mama, que
es la principal causa de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo, la incidencia
de mutaciones TP53 es baja, pero tiene una gran importancia clinica. Sin embargo,
su analisis es sumamente importante considerando el contexto de la ciudad de Misal,
donde se identificd una posible alta incidencia de canceres. Por tanto, el objetivo del
presente estudio fue identificar la prevalencia de mutaciones en los exones 5, 6, 7 y
11 del gen TPS53 en pacientes (n = 23) con cancer de mama en la ciudad de Missal,
Parana, mediante la secuenciacién técnica de Sanger, la clasificacion de la variante
en siete bases de datos genéticas y comprobar si estas tienen un contexto familiar y
estan relacionadas con mutaciones de la linea germinal Se evidenciaron tres
mutaciones (13%): ¢.599del, mutacion patogénica localizada en el exén 6, c. 745A>
Gy c.746G> Aen el exdn 7, ambos considerados de significado incierto, dos pacientes
tenian la misma mutacion y un paciente tenia 2 mutaciones diferentes. El cancer de
mama en la poblacion de Missal no esta estrechamente relacionado con el gen TP53;
el Las mutaciones evidenciadas en esta investigacion no tienen un contexto familiar,
ya que solo un paciente con la mutacién tiene un familiar con cancer. Se sugieren
analisis posteriores para confirmar los resultados encontrados e investigar variaciones
fuera de los exones analizados.

Palabras clave: Mutacion. Carcinoma de mama. Supresor de tumor. Secuenciacion
de Sanger.
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1 INTRODUGAO

Mundialmente, o cancer tem demonstrado ser um problema de saude
publica, sendo a segunda causa mais frequente de mortes, depois de doencgas
cardiovasculares. Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), desde 2000 o numero
de mortes causadas por neoplasias aumentou em 31% e estima-se que este numero dobre
em 20 ou 40 anos. O aumento na incidéncia relaciona-se com as significativas alteragbes
de perfis epidemioldgicos e demograficos, 0 aumento na expectativa de vida da populagao
(TEIXEIRA; PORTO; NORONHA, 2012) e a maior exposi¢cdo dos individuos a agentes
carcinogénicos (INCA, 2020).

A Prefeitura Municipal de Missal, cidade localizada no oeste do estado do
Parana, identificou uma possivel incidéncia elevada de casos de cancer no municipio por
meio da analise de informagdes de saude disponiveis no DATASUS. Em 2016, 189 (1,80%)
residentes do municipio possuiam algum tipo de neoplasia e destes 35 (18,5%) séo
portadores de cancer de mama.

O cancer de mama é uma das neoplasias mais frequentes no mundo e a
mais comum entre as mulheres e no Brasil é a principal causa de mortalidade por cancer
entre as mulheres (INCA, 2018). Um dos fatores cruciais no manejo do cancer de mama é
a genética. Entre as mutagdes génicas associadas ao cancer de mama, o gene principal se
refere a BRCA1 e 2, mas pelo menos outros sete genes estdo associados ao risco de
cancer de mama ATM, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN e TP53 (CAl et al., 2021). Os
testes genéticos sdo indicados como um componente da avaliagdo de risco usado para
prevenir o cancer de mama, pois o conhecimento dos mecanismos de acdo, dos aspectos
moleculares, das alteragbes genéticas e sua associacdo com fatores ambientais e dos
genes envolvidos no processo de carcinogénese é fundamental para uma melhor
compreensao da doencga (LYNCH et al., 2015).

Dentre estes genes, a incidéncia de mutagdes no TP53 é baixa, mas tem
grande significado clinico. Mutagbdes neste gene estdo associadas ao cancer de mama e
95% dessas alteragdes causam cancer de mama, sendo que muitas dessas mutagdes
ocorrem em uma idade precoce. Ainda, estudos revelaram que a exposi¢cao a radiagao pode
levar a maior incidéncia de tumores secundarios em portadores de mutagcdo em TP53
(KONY et al., 1997; SALMON et al., 2007; CAl et al., 2021).

Considerando a incidéncia de canceres em Missal - PR e que mutagdes no

gene TP53 séo as alteragdes genéticas mais frequentes em canceres humanos, a avaliagao



13

de p53 é imprescindivel por trazer novos aportes informacionais que podem contribuir para
identificacdo de pacientes com alto risco, identificagdo precoce do cancer em pessoas que
sofrem ou sofreram exposi¢cao a agentes cancerigenos, detecg¢ao de lesbes benignas antes
da progressdo para o cancer, garantir um melhor progndstico, auxiliar no fechamento do
diagndstico, na escolha da forma de tratamento mais adequada a afecgdo e até mesmo
para avaliar risco de recidiva da doenca (MOURA-GALLO et al., 2004; GALIOTTO, 2011;
UNGERLEIDER et al., 2018; JINDAL et al., 2020). Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi identificar a presenga de mutagcées no gene TP53 relacionadas ao cancer de

mama na populacado de Missal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MISSAL

O municipio de Missal esta localizado ao sul do Brasil, no extremo oeste do
estado do Parana. Em meados da década de 60, os descendentes da segunda geragao de
imigrantes alemaes, estabelecidos previamente no Rio Grande do Sul, comegaram a
colonizar a regido. Naquela época, apenas familias pertencentes ao catolicismo podiam se
instalar na area. Somente com a dissolugdo do municipio de Medianeira, na década de
1980, Missal foi oficialmente reconhecido como municipio (PREFEITURA DE MISSAL,
2016).

Uma das fontes geradoras de recursos na época da colonizagao, foi a
extragdo de madeira. Atualmente, com uma area de 323,783 km? e 10.474 habitantes, é
considerado um municipio agricola, caracterizado pela agricultura familiar e pecuaria
(IBGE, 2017; IPARDES, 2021).

De acordo com dados da Rede de Assisténcia a Saude, disponibilizados
pelo TABNET (DATASUS), em termos de pacientes ambulatoriais e internagbes, as
neoplasias ocupam o segundo lugar, ficando atras apenas das doengas respiratérias. Os
dados de mortalidade apontam que os tumores sao a segunda causa de morte (21%), as
doengas do aparelho circulatorio ocupam o primeiro lugar. Em relagédo a presenca de
tumores e 6bitos da populacéo local, a faixa etaria mais comum é de 50 a 64 anos, seguida
de 20 a 49 anos.

2.2 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

Define-se como tumor ou neoplasia, uma célula anormal que aumenta sua
massa e prolifera-se descontroladamente. Quando essa célula neoplasica nao é invasiva,
considera-se um tumor benigno e neste estagio € possivel a remissdo completa da massa
tecidual localizada. Um tumor benigno evolui para a qualidade de tumor maligno, e é
denominado como cancer, quando estas células adquirem a capacidade de invasividade,
gue a possibilita se desprender de seu tecido original, penetrar na corrente sanguinea ou
em vasos linfaticos e formar tumores secundarios (metastases) que vao colonizar outros
tecidos adjacentes. Neste estagio é mais dificil a erradicagdo do tumor (ALBERTS et al.,
2017).
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O termo cancer origina-se do grego karkinos, cujo significado tem origem
da palavra caranguejo (INCA, 2020). Este nome é atribuido a um conjunto de mais de 100
doencas que apresentam em comum a capacidade de crescimento desordenado e
autbnomo, porém possuem caracteristicas clinicas e patolédgicas distintas. Os diferentes
tipos de cancer sao classificados de acordo com os tipos de células do corpo ou tecido em
gue se originam (ALBERTS et al., 2017; INCA 2020). O processo de formacéo do cancer é
denominado de carcinogénese ou oncogénese, € considerado uma doenca de etiologia
complexa, dito que é multifatorial, que envolve centenas de genes e uma série de etapas.
Este processo é divido em trés estagios: iniciagdo — no qual os genes sofrem a¢édo dos
agentes carcinogénicos; promocdo - atuacdo de agentes onco-promotores nas células
alteradas; e progressédo - multiplicacdo descontrolada e irreversivel da célula, processo
este, ocasionado pelas mutacdes em genes especificos envolvidos no controle da
multiplicacéo, diferenciacéo e sobrevivéncia celular (JEGGO; PEARL; CARR, 2016; INCA,
2020;).

Os principais genes envolvidos na carcinogénese sdo 0s proto-oncogenes,
0S genes supressores de tumor e os relacionados ao reparo do DNA (DANTAS et al., 2009).
Os proto-oncogenes estimulam a divisdo celular, enquanto, 0os supressores inibem. As
mutacgdes envolvendo proto-oncogenes atuam de forma dominante, ou seja, a mutagéao de
um unico alelo pode conferir & célula ganho de funcéo, transformando um proto-oncogene
em um oncogene com vantagem em termos de crescimento e/ou transformacao. Ja os
genes supressores tumorais apresentam perda de fung¢éo quando estdo mutados de forma
recessiva, isto €, em ambos os alelos (WARD, 2002). A inativacao desses genes impede
gue a célula regule os pontos de checagem do ciclo celular, o que se torna vantajoso para
0 crescimento e a sobrevivéncia das células tumorais, resultando na proliferacdo celular
(OLIVEIRA; ROSS; FLETCHER, 2005). Muta¢cGes em genes de reparo impedem a correcao
de erros que ocorrem durante a duplicacéo celular, permitindo que erros perpetuem para
as células filhas; além de que, a falta de reparo em oncogenes e supressores de tumor
possibilita 0 acumulo de mutacdes, acelerando a progresséo tumoral (WARD, 2002).

A maioria dos casos de cancer sao esporadicos, pois alteracdes ocorrem
espontaneamente com envelhecimento e a exposi¢cdo a fatores ambientais. Porém, as
mutac¢des podem ser herdadas, com neoplasias prevalentes em individuos de uma mesma
familia, caracterizando o cancer hereditario (RAMAMURTHY; CHERTOCK; HALL, 2017).
Berliner e Fay (2007), definem cancer hereditario com os seguintes critérios: 1) transmisséo

com padrédo mendeliano bem definido, geralmente do tipo autossdémica dominante; 2) idade
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mais precoce do inicio do cancer do que esperado; 3) varios canceres primarios em um
individuo; 4) agrupamento de canceres raros; 5) canceres bilaterais ou multifocais; 5)
parentes de primeiro grau possuem risco de 50% de portar a mesma mutacao; 7)
penetrancia do gene € incompleta e a expressividade € varidvel e 8) aqueles que nao tém
a mutacao familiar apresentam o mesmo o risco de cancer do que populagéo geral.

2.3 CANCER DE MAMA

De acordo com pesquisas do Instituto Nacional de Céncer (INCA), no
Brasil, no triénio de 2020-2022 devem ser diagnosticados 625 mil novos casos de cancer a
cada ano e uma das neoplasias mais prevalentes sera o cancer de mama feminino,
atingindo aproximadamente 66.000 mulheres (INCA, 2019). O Brasil apresenta 50% de
todos os casos de cancer de mama da América Latina (TEIXEIRA; PORTO; NORONHA,
2012), e as regido sul e sudeste sdo onde ocorrem a maior taxa de incidéncia. Assim como
a incidéncia, a mortalidade por neoplasia de mama tende a crescer progressivamente a
partir dos 40 anos (INCA, 2019a).

Apesar de apresentar bom prognéstico quando diagnosticado
precocemente, o cancer de mama € a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres em todo o Brasil, provavelmente devido ao diagndstico em estagio avancado
(LEVY, 2010; TEIXEIRA; PORTO; NORONHA, 2012). No ano de 2019, os ébitos por cancer
de mama ocuparam o primeiro lugar no pais, representando 16,1% do total de 6bitos de
mulheres. Esse padrao foi observado em quase todas as regides brasileiras e novamente
0S maiores percentuais sdo observados nas regiées do Sudeste e Sul (Figura 1) (INCA,
2021).
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Figura 1: Representagao espacial das taxas brutas de mortalidade por neoplasia maligna de mama feminina,
por 100.000 mulheres, pelas unidades da federagao do Brasil, no ano de 2019 (FONTE: INCA, 2021).

O cancer de mama exibe um amplo espectro de caracteristicas
morfoldgicas, diferentes perfis imuno-histoquimicos e subtipos histopatolégicos, com curso
clinico e desfechos especificos, podendo ocorrer em qualquer tipo celular da glandula
mamaria (MAKKI, 2015). E causado pela multiplicacdo desordenada de células da mama.
Na maioria das vezes origina-se de alteragdes epiteliais, denominado carcinoma, inicia-se
com a hiperproliferagdo de células epiteliais que revestem o ducto terminal do lébulo
mamario, seguida por duas fases: a in situ, em que as células permanecem dentro das
camadas dos ductos; e a invasiva em que as células adquirem a capacidade de migrar para
tecidos adjacentes e gerar metastases (FENTIMAN; D’ARRIGO, 2004; MAKKI, 2015;
POLYAK, 2007). A doenga pode evoluir de diferentes formas, devido ao fato de existirem
varios tipos de cancer de mama que progridem de acordo com caracteristica proprias do
tumor. Apesar de raro, o cancer de mama também acomete homens, representando apenas
1% do total de casos da doencga (INCA, 2020).

Os principais sintomas do cancer de mama sao referidos como:
aparecimento de ndédulo mamario (quando antes da menopausa, sd0 em sua maioria
benignos), alteragdes persistentes na pele da mama (vermelhidao, retracdo cutanea,

edema cutédneo semelhante a casca de laranja, eczema), retragdo do mamilo, secrecao
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papilar anormal, carogos palpavel na axila e inchaco do braco (MARTIN; HERRERO, 2015).

Algumas predisposicdes genéticas podem conferir um alto risco para
cancer de mama hereditario, dentre estas estdo: cancer de mama e ovario hereditario —
genes BRCA1 e BRCAZ2, sindrome de Li-Fraumeni — gene TPS3, sindrome de Peutz-
Jeghers — gene STK11, sindrome de Cowden — gene PTEN e na sindrome Muir-Torre —
gene MLH1 e MLH2 (DANTAS et al., 2009).

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) (OMIM #191170) é uma sindrome
familiar rara de predisposicéo ao cancer, causada pela herangca de mutagdes na linhagem
germinativa no gene TP53. E caracterizada pelo aparecimento de tumores de inicio
precoce, diversos tumores em um individuo e varios membros da familia afetados.
Transmitida de forma autossbmica dominante, a LFS é associada com o alto risco de
desenvolvimento de céncer de mama, sarcomas de tecidos moles, tumores cerebrais e
carcinomas adrenocorticais (OLIVIER et al., 2003; GUHA; MALKIN, 2017). Devido a alta
penetrancia o risco de desenvolver cancer ao longo da vida em individuos com LFS ¢é alto,
>70% para homens e 290% para mulheres (MAI et al., 2016; GUHA; MALKIN, 2017).
Individuos portadores da Sindrome Li-Fraumeni Like (LFL) apresentam caracteristicas
parciais da LFS (OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010).

Em um estudo recente, Rana e colaboradores (2019) relataram que
individuos portadores de LFS com variantes patogénicas de TP53 da linha germinativa
causadoras de perda de fungao da proteina p53 apresentavam um fendtipo mais grave,
com inicio mais precoce do primeiro cancer, quando comparados com individuos portadores
de variantes patogénicas causadoras de perda de fungdo parcial de p53. Ainda,
apresentavam maior incidéncia de cancer de mama e de sarcoma, e maior probabilidade

de atender aos critérios classicos de LFS classica e / ou Chompret.

2.3.1 Diagndstico

As estratégias adotadas pelo Ministério da Saude para prevengao e
intervencdo do cancer de mama sdo direcionadas a detecgao precoce, baseado no
diagndstico precoce e no rastreamento, com o intuito de identificacdo em etapas iniciais de
processos neoplasicos, alcangcando assim um melhor progndstico. O diagndstico precoce
tem como foco a abordagem de pessoas com sinais e/ou sintomas iniciais da doenca, para

isso a orientagdao € que as mulheres realizem a auto palpacdo/observacdo das mamas
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frequentemente. Enquanto o rastreamento busca identificar lesdes sugestivas de cancer
em uma populagdo assintomatica, para tanto, preconiza-se a realizagdo de exame
mamografico, em mulheres entre 50 a 69 anos de idade a cada dois anos e exame clinico
das mamas e mamografia anual, a partir dos 35 anos de idade, em mulheres pertencentes
a grupos populacionais considerados de risco elevado para o desenvolvimento de cancer
de mama. Mulheres com resultados alterados sdo encaminhadas para investigagao
diagndstica e tratamento (INCA, 2015, 2019b).

O risco elevado para desenvolvimento de cancer de mama inclui: histéria
familiar de cancer de mama em parente de primeiro grau (méae, irma ou filha) antes dos 50
anos ou de cancer de mama bilateral ou cancer de ovario em qualquer faixa etaria; historia
familiar de cancer de mama masculino; e diagndéstico histopatolégico de lesdo mamaria

proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in situ (VIEIRA, 2017).

O diagnostico envolve exame clinico, exame de imagem e analise
histopatoldgica. A confirmagao do diagnostico € através de bidpsia. As bidpsias percutéaneas
realizadas por agulha grossa podem ser executadas tanto em lesbes palpaveis quanto
impalpaveis. Sdo métodos minimamente invasivos, de boa acuracia, que permitem a
avaliagdo histopatologica e imuno-histoquimica do tumor. Porém, quando nao € possivel
realizar esta técnica é indicada a bidpsia cirurgica. Também é realizada avaliagao citologica

do linfonodo axilar, por meio da técnica de pungao aspirativa por agulha fina (INCA, 2019b).

O diagndstico e rastreamento de LFS é geralmente baseado na avaliagao
clinica e conformidade com critérios (Quadro 1) independentes do estado genémico, uma
vez que as mutagdes germinativas em TP53 sdo confirmadas em apenas 70% das familias
com suspeitas de LFS, enquanto que na LFL, apenas de 20-40% dos individuos sao
portadores de alteragdes em TP53 (RUIJS et al., 2010).

As recomendacgoes praticas relacionadas a avaliagao genética/familiar de
alto risco: mama, ovario e pancreatico estdo descritas nas diretrizes da NCCN (Anexo 1).
Individuos que atendem aos critérios de teste da sindrome de Li-Fraumeni (LFS) se
enquadram nos critérios para teste genético (NCCN, 2021a). Para mulheres que nao se
enquadram nos critérios de risco para cancer de mama hereditario € recomendada a
avaliacao de outros fatores que contribuem para o aumento do risco de cancer de mama
(NCCN, 2021b).
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Quadro 1: Critérios de diagndsticos da Sindrome de Li-Fraumeni (Fonte: ACHATZ, 2008).

Classico

Li-Fraumeni

Sarcoma na infancia ou em idade jovem (antes dos 45 anos) E
Familiar de primeiro grau com qualquer cancer em idade jovem (antes dos 45 anos) E

Familiar de primeiro ou segundo grau que tenha o diagnéstico de cancer em idade jovem

(antes dos 45 anos) ou sarcoma em qualquer idade.

Variante Birch

Cancer na infancia ou sarcoma, SNC ou ADR antes dos 45 anos E

Familiar de primeiro grau ou segundo grau com cancer tipico da Sindrome de Li-

Fraumeni *(sarcoma, cancer de mama, SNC, ADR ou leucemia) em qualquer idade E

Familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes dos 60 anos.

Eeles

LFL-E1 presengca de dois familiares de primeiro ou segundo grau com tumor
tipico em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama, tumor SNC, leucemia,

ADR, melanoma, cancer de préstata, cancer pancreatico).

LFL-E2: sarcoma em qualquer idade no paciente indice com dois dos seguintes
tumores (podendo estar presentes no mesmo individuo) cancer de mama <50
anos e/ou tumor SNC, leucemia, ADR, melanoma, cancer de prostata, cancer

pancreatico aos <60 anos ou sarcoma em qualquer idade.

Chompret

Sarcoma, SNC, cancer de mama ou ADR antes dos 36 anos E
a) Familiar de primeiro grau ou segundo grau com cancer antes dos 46 anos OU
b) Familiar com multiplos tumores primarios em qualquer idade OU

Multiplos tumores primarios, incluindo dois tumores que sejam do tipo sarcoma, SNC,
cancer de mama ou ADR, com o primeiro tumor diagnosticado antes dos 36 anos,

independente da histéria familial OU

ADR em qualquer idade e independente da histéria familial.

Chompret modificado

Paciente-indice com cancer tipico da Sindrome de Li-Fraumeni (sarcoma de partes
moles, osteosarcoma, cancer de mama pré-menopausal, SNC, ADR, leucemia e

carcinoma brénquio-alveolar de pulmao) antes dos 46 anos E

Familiar de primeiro ou segundo grau com céancer tipico da Sindrome de Li-Fraumeni
antes dos 56 anos (exceto cancer de mama caso o probando tenha cancer de mama)

ou multiplos tumores OU

Paciente-indice com multiplos tumores, sendo pelo menos dois do espectro LFS e o

primeiro antes dos 46 anos OU

ADR em qualquer idade ou cancer de mama antes dos 36 anos sem mutagéo nos genes
BRCA1 ou 2
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2.3.2 Fatores de Risco

Embora a exata etiologia do carcinoma mamario seja desconhecida
(POLYAK, 2007), sabe-se que o cancer de mama n&o tem uma causa unica, a interagao
entre diversos fatores determina o risco individual de desenvolver a doenga. Uma gama de
fatores esta relacionada com o aumento deste risco, tais como: idade, fatores
endocrinos/histéria  reprodutiva, fatores comportamentais/ambientais e fatores
genéticos/hereditarios. No entanto, a idade é considerada um dos principais fatores,
mulheres a partir dos 50 anos sdo mais propensas a desenvolver a doenca (INCA, 2020).

o Fatores ambientais e comportamentais: incluem obesidade e
sobrepeso apds a menopausa; sedentarismo e inatividade fisica;
consumo de bebida alcodlica; exposicao frequente a radiagoes
ionizantes (Raios-X); exposi¢cdes ocupacionais.

o Fatores da histéria reprodutiva e hormonal: Referem-se ao
estimulo do horménio estrogénio produzido pelo proprio organismo
ou consumido por meio do uso continuado de substancias com esse
horménio. Esses fatores incluem: primeira menstruagéo antes de 12
anos; nao ter tido filhos; primeira gravidez apés os 30 anos;
menopausa tardia (apés os 55 anos); uso de contraceptivos
hormonais (estrogénio-progesterona); ter feito reposi¢do hormonal
pos-menopausa, principalmente por mais de cinco anos.

o Fatores genéticos e hereditarios: Histéria familiar de cancer de
ovario; casos de cancer de mama na familia, principalmente antes
dos 50 anos; alteracdes genéticas.

Os principais genes que aumentam o risco de cancer de mama sao
principalmente BRCA1, BRCA2, como os genes PALB2, ARD1, RAD51C, RAD51D, ATM e
CHEK2. Ainda, BARD1, CDH1, NF1, PTEN e TP53 também estdo associados ao risco de
cancer de mama (CAl et al., 2021; DORLING et al., 2021; HU et al., 2021; NAROD, 2021).

2.4 GENE TP53 E A PROTEINA P53

O gene TP53 (OMIM # 191117) foi descrito pela primeira vez na literatura
em 1979 por dois grupos de pesquisadores, pela interagao de seu produto com antigeno T
do virus simio 40 (SV-40) (LANE; CRAWFORD, 1979; LINZER; LEVINE, 1979). Inicialmente
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acreditava-se ser um tipo de oncogene devido sua super-expressdo em tumores humanos,
mas pesquisas posteriores demonstraram sua atividade supressora de tumor in vitro e in
vivo (FINLAY; HINDS; LEVINE, 1989). Esta localizado no brago curto do cromossomo 17
(17p13.1), possui aproximadamente 20 kb e é composto por 11 éxons (Figura 2. A.). Sendo
o primeiro ndo codificante e altamente conservado nos vertebrados. O produto de sua
transcricdo é a proteina p53 (phosphoprotein 53) (GUIMARAES; HAINAUT, 2002;
KASTENHUBER; LOWE, 2017).
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Figura 2: Representagdao esquematica correlacionando os éxons do gene TP53 (A) aos dominios
funcionais da proteina p53 (B). As diferentes cores indicam os dominios da proteina p53 e seus respectivos
éxons codificantes. Note que o éxon 1 nado é codificante. Em B também s&o indicados os numeros dos
residuos de aminoacidos correspondentes a cada dominio (Modificado de SEMP, 2014).

A proteina p53 recebe este nome devido ao seu peso molecular de 53 kDa,
€ composta por 393 aminoacidos e cinco dominios funcionais (Figura 2. B.). O primeiro
dominio, denominado dominio de transativacado, esta localizado na extremidade amino-
terminal (N-terminal) entre o aminoacido 01 e 62. E seguido por um dominio rico em prolina
(aminoacidos 63 a 97) e pelo dominio de ligagdo em sitios especificos do DNA, regido onde
ocorre interagdes com outras proteinas, situado na parte central entre os aminoacidos 102
a 292. Na extremidade carboxi-terminal (C-terminal) estdo localizados o dominio de
oligomerizacédo (aminoacidos 323 a 356), responsavel pela tetramerizagao da proteina, e o
dominio regulatério, entre os aminoacidos 363 ao 393 (HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018).

Em células normais, esta proteina € sintetizada continuamente, mas o seu
nivel celular é rigidamente regulado, n&o permitindo o acumulo em niveis significativos. O
processo de regulagao é realizado por modificagdo covalente da proteina ou por interagéo

com diferentes fatores, o que causa ativagao ou desativagdo da mesma, a ubiquitina ligase
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MDM2 é a responsavel por esta regulacdo (Figura 3). E observado uma auto-regulagéo
negativa, dado que a MDM2 é um supressor da fungdo de p53 e também um alvo
transcricional desta proteina. Em resposta aos danos e outros sinais de estresse ao DNA,
as proteinas quinases, ATM e CHK2, impedem a interagcao entre MDM2 e p53 por meio da
fosforilacdo de ambas. Entédo, ocorre o aumento do nivel de p53, que por sua vez sendo
um ativador transcricional, passa a regular a expressao de genes alvos, impedindo a
progressdo do ciclo celular nas fases G1 e G2 (P21/WAF-1, 14-3-3sigma, GADDA45),
permitindo o reparo dos danos no DNA (GADDA45) ou inicio do processo de apoptose (BAX,
CD95/FAS, KILLER/DRS, p53AIP1, PIG3, IGFBP3, NOXA, PUMA, p53AIF1) em caso de
danos irreparaveis ( LEVINE; OREN, 2009; HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018).

Disfuncdo da aparelhagem mitética
Deplecao de ribonucleotideos Ativacdo oncoaénica \

Hipoxia \\‘A 1 A‘// Estresse replicativo do DNA

Oxido Nitrico \ —~ e Quera na fita dupla

Estresse oxidativo Alteracao do telémero

Y

A

@ R " Interagdes protefna-proteina >
T - s
Homeostase  Defesa Reparo do Parada do Senescéncia Apoptose
metabdlica antioxidante DNA ciclo celular
Estresse fisiolégico e brando Estresse severo

Figura 3: Esquema simplificado da via da p53. Representacdo da regulagdo MDM2-p53, na qual em
condigdes normais MDM2 mantém os niveis e atividade de p53 constantemente baixos. Quando ocorrem
sinais de estresse (Em rosa — é descrito apenas um subconjunto de sinais de ativagado de p53), p53 ¢ liberada
da inibigdo mediada por MDM2, elevando significantemente os niveis e a atividade da proteina, que age de
duas formas principais (em verde) induzindo varias alteracdes fenotipicas, sendo estas proporcionais a
amplitude, duracao e natureza do sinal de estresse causador da ativagdo (em roxo), ou seja, o estresse brando
ocasiona a parada do ciclo celular e ocorre uma tentativa de reparo dos danos causados, enquanto, danos
severos induzem a respostas mais extremas, que na maioria das vezes sao irreversiveis como apoptose e
senescéncia (Fonte: LEVINE; OREN, 2009, apud LEVY, 2010).

Portanto, a perda de fung¢ao da p53 e a falha dos mecanismos de reparo,
podem resultar na proliferacao de células com DNA danificado, propagando mutacdes
potencialmente oncogénicas (HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018). O gene TP53 ¢é
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encontrado alterado nos carcinomas de mama em aproximadamente 20—-40% de todos os
casos, dependendo do tamanho do tumor e do estagio da doenca (BORRESEN-DALE,
2003).

2.4.1 Mutagdes TP53 Associadas ao Cancer de Mama

Mutacbes no gene TP53 sao as mais frequentes em carcinomas
esporadicos, representando de 20% a 50% dos casos (NUSSBAUM, 2008) e
aproximadamente 90% dos carcinomas mamarios. Mutagdes germinativas em TP53 estédo
relacionadas com aumento do risco de cancer de mama e causam predisposi¢cao ao cancer
familiar, estando a proliferagao celular inadequada fortemente interconectada com o ciclo
celular (SCHON; TISCHKOWITZ, 2018; KASHYAP et al., 2021).

As mutagdes em TP53 encontradas nos mais diversos tumores malignos
podem ser: pontual do tipo missense - troca de aminoacido ou troca de sentido , frameshift
- mutagdes que provocam alteragdo no quadro de leitura, devido a delecdo e insergao
(indels) de nucleotideos, nonsense - levam a formacgao de codon de parada -, ou silenciosa
- que possivelmente ndo provocam alteragdo na estrutura da proteina (KLUG et al., 2010;
WASSERMAN et al., 2015).

As alteracbes do tipo missense sdo as mais prevalentes, localizadas
principalmente nos éxons 5 a 8 que codificam os aminoacidos 126-306, do dominio de
ligacado da proteina p53 com o DNA (DE MOURA GALLO et al., 2005; PETITJEAN et al.,
2007; OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010; WASSERMAN et al., 2015).

Em quase todos os tipos de cancer, em seis cédons "hotspots" sao
encontrados aproximadamente 30% das muta¢des missenses (Figura 4. A.). Os cdédons
245, 248, e 273 estao localizados na interagao entre a proteina p53 e o DNA alvo e os
coédons 175, 249 e 282 estao envolvidos na conformagao da proteina (DE MOURA GALLO
et al., 2005; GALIOTTO, 2011). Mutagbes nesses residuos ocasionam perda parcial ou total
da funcao da p53, o que pode resultar em diminuicdo da afinidade da proteina pelo DNA,
incapacidade de reconhecer seus genes-alvo e transativa-lo, comprometendo a resposta
ao estresse genotdxico (PETITJEAN et al., 2007; OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010;
GALIOTTO, 2011). Referente a mutagbdes germinativas (Figura 4.B.), além desses, outros
hotspots sao descritos, como substituicdes de base unica nos cédons 175, 220, 245, 248,
273 e 282 que afetam a estrutura 3D da proteina p53 ou sua ligacdo com DNA, resultando
em perda de fungdo. Nos cédons 196 e 213 ocorre acumulo de mutagdes nonsense e nos



25

codons 152, 209 e 241 s&o observados principalmente indels (BOUAOUN et al., 2016).

Codon distribution (N = 27847)

B IARC TP53 Database, R20, July 2018

- E2 S, A.
i
5 175
== 245
3 242 282
2
1
- g & S
Codon Mumber
Codon distribution (N = 2358) B.
B IARC TP53 Detabase, R20, July 2010
24z
g 273 337
5 175
= 245
4 213 @D
220 2068

ra

100
00

200

Codon Number

Figura 4: Histogramas exibindo a distribuicdo das mutagcdes hotspots em TP53 por cédon (%). A.
Mutagdes somaticas e B. Mutacdes germinativas (Adaptado de IARC TP53 Database R20, July 2019).

Fora dos éxons 5 a 8, sdo encontradas um numero significativo de
mutagdes, principalmente nos cédons 323 a 356 da regido C-terminal, onde esta localizado
o dominio de oligomerizagao, envolvido na a formacao de tetrameros. Nesta regido, o codon
337 apresenta um elevado numero de mutacbes missenses que resultam em perda de
funcéo (BOUAOUN et al., 2016).

Assim como observado em diversos tipos de cancer, o cancer de mama

esporadico apresenta um perfil de mutagdes com menos transversées G:C>T:A e mais
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transicdes A:T>G:C. Diferentemente, no cancer de mama com mutag¢des na linhagem
germinativa do TP53, é observado alta prevaléncia de G:C>A:T nos sitios CpG e baixa
frequéncia de transversdes G:C>T:A e transi¢gdes G:C>A:T nos sitios ndo CpG (DE MOURA
GALLO et al., 2005; GALIOTTO, 2011).

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs — do inglés single nucleotide
polimorphism) sao o tipo mais comum de alteragdo no material genético, ocorrem quando
um unico nucleotideo é substituido por outro em uma sequéncia de DNA em >1% da
populagcao (HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018). O TP53 é um gene altamente polimdrfico,
essas alteracdes podem afetar a funcao da proteina p53 e, consequentemente, podem
afetar o risco, o fendtipo, a progressao ou a resposta ao tratamento do cancer (WHIBLEY;
PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009; HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018;). No entanto, o papel
potencial dos SNPs no risco de cancer de mama ainda nao é claro. No gene TP53 sao
descritos 85 SNPs, 90% destes estéo localizados em introns, fora de sitios de splicing ou
em éxons n&o codificantes (HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018).

O polimorfismo P72R é o mais extensamente estudado, esta localizado no
cédon 72 (éxon 4), resulta em mudanca de uma arginina para uma prolina; localizado em
uma regido rica em prolina envolvida na supressdo de crescimento e com fungdes
apoptéticas (GALIOTTO, 2011).

O cddon 163 raramente apresenta mutacdes, mas € considerado um cédon
hotspot para TP53 em carcinomas mamarios que possuem mutacdes germinativas em
BRCA1/2 (GALIOTTO, 2011).

Portadores da sindrome de Li-Fraumeni, podem apresentar elevadas
propor¢des de mutagdes germinativas em TP53, conferindo risco aumentado para cancer
de mama hereditario. A mutacdo R337H esta associada a tracos de Sindrome de Li-
Fraumeni parcialmente penetrantes (PASKULIN et al., 2015). Esta localizada no éxon 10
do gene TP53, no dominio de tetramerizagao da proteina p53. Caracteriza-se por codificar
uma histidina no lugar de arginina (p.Arg337His, c1010G> A) (PASKULIN et al., 2015) e, &
encontrada em cerca de 0,3% da populag¢ao do sul do Brasil (ACHATZ; ZAMBETTI, 2016),
fornecendo evidéncias de um efeito fundador (OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010;
GIACOMAZZI et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo rastrear mutagdes no gene TP53 em

pacientes com cancer de mama no municipio de Missal, Parana.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a presengca de mutacbes no gene TP53 por meio da técnica de

sequenciamento (capilar).
Investigar a frequéncia e tipos de mutagdes no gene TP53.

Classificar as mutag¢des encontradas nos bancos de dados do International Agency
for Research on Cancer - (IARC - https://p53.iarc.fr); Leiden Open Variation

Database - LOVD TP53 (tumor protein p53 -
https://databases.lovd.nl/shared/genes/TP53; The Human Gene Mutation Database
(http://lwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TP53); The TP53 tebsite
(http://p53.1r); Clinvar

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar?LinkName=gene_clinvar&from_uid=7157);
Genome Aggregation Database (https://gnomad.broadinstitute.org/) e Arquivo
Brasileiro Online de Mutac¢des (http://abraom.ib.usp.br/).



https://p53.iarc.fr/
https://databases.lovd.nl/shared/genes/TP53
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TP53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar?LinkName=gene_clinvar&from_uid=7157
https://gnomad.broadinstitute.org/
http://abraom.ib.usp.br/
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4. METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto faz parte do projeto “ESTABELECIMENTO DO PERFIL
DE ADOECIMENTO ONCOLOGICO DA POPULACAO DE MISSAL/PR”, realizado em
colaboracéao entre a Prefeitura Municipal de Missal e a Universidade Federal da Integragao
Latino Americana (UNILA). Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)/ Comissao
Nacional de FEtica em Pesquisa (CONEP)/Plataforma Brasil, CAAE numero
79421517.9.0000.0107 (Anexo 2).

Para determinar a presenca de mutagcdes no gene TP53 em portadores de
cancer de mama na cidade de Missal - Parana, foram convidados a participar do estudo,
de forma voluntaria, mulheres com idade superior a 18 anos, diagnosticadas com cancer
de mama, residentes no municipio. Das 35 pacientes portadoras de neoplasia maligna de
mama, apenas 23 aceitaram participar do estudo. As participantes foram orientadas quanto
a inclusido dos resultados do teste no estudo, em acordo, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3).

4.2 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO
A coleta foi realizada por meio de puncgao intravenosa, coletando 10 mL de

sangue periférico em tubo Vacutainer® contendo Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA),

com o auxilio de seringas com agulhas estéreis e descartaveis. Apds a coleta, cada tubo
foi identificado apenas com um cédigo numérico para manter o sigilo, a fim de evitar
interferéncias.

As amostras foram transportadas ao Laboratério de Pesquisa em Ciéncias
Médicas (LPCM) da UNILA e armazenadas a -20°C.

4.3 EXTRACAO DE DNA E QUANTIFICACAO
O procedimento de isolamento e purificagdo do DNA gendmico foi realizado
a partir do kit Invitrogen™ PureLink™ (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as

instrugdes do fabricante, assim como ilustrado no fluxograma a seguir (Figura 5):
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Preparo do lisado da amostra usando
tampdo de digestdo e proteinase K

Adicdo do tampao de lise/ligacdo
e etanol ao lisado

Adicdo da amostra a coluna
Purelink Spin

Lavagem da coluna com
tampao de lavagem 1

Lavagem da coluna com tampéo
de lavagem 2

3 & - &9 &) — ad—

Precipitacdo do DNA com tampéo
de eluicdo

Figura 5: Fluxograma do procedimento de extragao e purificagdo do DNA gendmico utilizando kit de extragéo
de coluna (Fonte: (INVITROGEN, 2013).

A primeira etapa do procedimento de extracido consistiu no preparo de um
lisado das amostras de sangue. Para isso, as amostras foram descongeladas a 55 °C em
um bloco de aquecimento, entdo 150 pL de sangue foram transferidos para microtubos de
1,5 mL, adicionado 20 yL de Proteinase K e 20 uL Rnase A, homogeneizado em vortex e
incubado por 2 minutos a temperatura ambiente, para promover a digestao das proteinas.
Posteriormente foi adicionado 200 uL de Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer e
homogeneizado em vortex, incubado por 10 minutos a 55 °C, para o rompimento das
membranas celulares/nucleares. Entdo foi acrescentado 200 uL de etanol 96~100% na
amostra lisada, misturado em vortex por 5 segundos para obtengdo de uma solugéo
homogénea. O tampao de lise aumenta a atividade da proteinase K e ajuda a eliminar a

contaminacgao de proteinas, enquanto o tampao salino promove ligagcado estavel do DNA a
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resina da coluna, utilizada na proxima etapa.

Na segunda etapa do protocolo foi realizada a etapa de purificacdo do DNA
gendmico, por meio do procedimento de centrifugagcdo com base em coluna. Para tal, a
amostra foi transferida para a Purelink Spin Column, centrifugada por 10.000 rpm (rotagdes
por minuto), durante 1 minuto em temperatura ambiente. Ao final da centrifugacgéo, o tubo
coletor foi descartado e a coluna com a membrana de silica, em que o DNA permaneceu

ligado, foi disposta em outro tubo coletor.

Em seguida foi efetuada a etapa de lavagem do DNA para eliminagdo dos
componentes celulares considerados impurezas para o produto final. Para isso foi
adicionado 500 pL de Wash buffer 1 no tubo com a coluna e centrifugado a 10.000 rpm em
temperatura ambiente por 1 minuto. Entéo, a coluna foi transferida para outro tubo coletor,
foi adicionado 500 pL de Wash Buffer 2 preparado com etanol 96~100% e centrifugado na
velocidade maxima (15.000 rpm) por 3 minutos a temperatura ambiente, deste modo foram
removidos os vestigios de proteina e sal. Por ultimo, foi realizada a etapa de eluigdo de
DNA com um tampao de baixo teor de sal que permite a estabilizagcdo do pH do DNA; a
coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL, foi adicionado 100 uL de liquido elui¢ao,

e centrifugado por 1 minuto em velocidade maxima.

Concluidas as etapas, as amostras foram quantificadas em um
espectrofotometro NanoDrop (ThermoScientific) com aliquotas de 1 yL do DNA extraido.
Para garantir a pureza do DNA, avaliou-se os parametros de absorbancia, A260/A230 = 1,7
para verificar a contaminacdo por sais, polissacarideos e compostos organicos; e
A260/A280 = 1,8 a 2,0 para medir contaminacao por proteinas. Feito isso, as amostras

foram armazenadas no banco de amostras mantido pelo LPCM.

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica de reacdao da Cadeia da Polimerase foi realizada para
amplificacdo dos éxons 5, 6, 7, e 11 do gene TP53. O procedimento foi realizado de acordo
com o protocolo para deteccdo de mutagbes TP53 por sequenciamento direto, da
International Agency for Research on Cancer (IARC)
(http://p53.iarc.fr/Download/TP53 DirectSequencing IARC.pdf).

As amplificagbes foram realizadas com um volume total de 15,0 yL de PCR
mix, contendo: 1,5 uL PCR buffer sem MgClz (Cloreto de Magnésio), 0,6 yL MgClz (25 mM),
3,0 yL de dNTPmix (2 mM), 0,6 puL de cada primer (10 uM), 0,15 uL de Taqg DNA Polimerase


http://p53.iarc.fr/Download/TP53_DirectSequencing_IARC.pdf
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(5U/uL), 7,05 pL de agua milliQ e 1,5 yL de DNA molde. Na Tabela 1 contém as informacdes
sobre os iniciadores especificos utilizados para amplificar as regides de interesse do gene
TP53 durante a reagdo de PCR, incluindo o tamanho do fragmento amplificado. No
Apéndice 1 pode ser observado um esquema da sequéncia referéncia NG _017013.2
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/383209646) de TP53 e a posicdo em que o0s

iniciadores se ancoram para a amplificacdo das regides de interesse.

Tabela 1: Sequéncia de iniciadores utilizados nas reagdes de PCR para amplificagado das
regides de interesse do gene TP53 e nas reagdes de sequenciamento.

Exon | Primer | Seq primer (5° = 37) Direcao Tamanho
(IARC do
code) Fragmento
5 312-F TTCAACTCTGTCTCCTTCCT Senso 248 bp
(P-312)
312-R CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG | Antisenso
(P-271)
6 239-F GCCTCTGATTCCTCACTGAT | Senso 181 bp
(P-239)
239-R TTAACCCCTCCTCCCAGAGA | Antisenso
(P-240)
7 237F AGGCGCACTGGCCTCATCTT | Senso 177 bp
(P-237)
237-R TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC | Antisenso
(P-238)
11 (P- AGACCCTCTCACTCATGTGA | Senso 245 bp
ElllLe)
(P- TGACGCACACCTATTGCAAG | Antisenso
E11Re)

Os PCR mix foram levados a um termocilador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler,
com os seguintes parametros de amplificagao (Figura 6): desnaturagéao inicial de 1 ciclo a
94°C por 2 minutos, 20 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, 63°C por 45

segundos para anelamento dos iniciadores e extensdo a 72°C por 1 minuto, reduzindo
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0,5°C da temperatura de anelamento a cada 3 ciclos. Seguido de 30 ciclos adicionais de
desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 60°C por 45
segundos e extensao a 72°C por 1 minuto. Por fim, uma extenséao final a 72°C por 10
minutos, mantendo a 10 °C.

20 ciclos 30 ciclos

A 5,

V- SN ~
94°C | 94°C | i 94°C |
: } o | o | o
2 min i30 s€g E E 72 C : 30 sS€g o 72°C E 72°C o0 10°C
5 1N Imin | ! Imin | 10min
i E 45 seg E 45 seg i

" -0.5°C cada 3 ciclos

Figura 6: Pardmetros de amplificagéo utilizados na PCR para éxons 5, 6, 7, e 11 do gene TP53.

Os produtos de PCR tiveram suas amplifica¢gdes confirmadas por meio da
visualizagédo dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1%, preparado com 1,5 g
de agarose dissolvido 150 mL de tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X. A corrida
eletroforética foi realizada em uma cuba horizontal com tampao TBE 1X a 130V por 40
minutos. No gel foi aplicado 3 uL de produto de PCR misturado com 3 uL de azul de
bromofenol com gel red. Um marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen) foi
adicionado para permitir a confirmacdo, por comparagcdo, do tamanho da banda
amplificada. A visualizagao do gel foi realizada em transluminador da marca Loccus modelo
L-Pix Touch.

4.5 SEQUENCIAMENTO

4.5.1 Purificagao

Para a eliminacdo dos reagentes nao incorporados da PCR, foram
purificados 5 uL de produtos do PCR com 2 ul de reagente enzimatico ExoSap-IT™ (Applied
Biosystems), em um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, com a ciclagem de: 30
minutos a 37 °C para digestdo do excesso de primers e desfosforilagdo dos nucleotideos,

15 min a 80 °C para inativagao das enzimas, por ultimo 10 °C por 1 minuto.
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4.5.2 Reagao de sequenciamento

A reacao de sequenciamento foi realizada com o Kit de Sequenciamento
BigDye™ v3.1 (Applied Biosystems) conforme especificagbes do fabricante. Este método
consiste na adicdo de dideoxiribunucleotideos trifosfatados (ddNTPs) marcados, que
competira com os desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs), que quando incorporados

bloquearam a adi¢do do nucleotideo seguinte, gerando fragmentos de diferentes tamanhos.

Com o volume final de 10 pL, a reacao foi realizada utilizando um mix
contendo: 4,2 uL de H20 MiliQ, 2 yL de 5X Sequencing Buffer, 2 uL primer forward ou
reverse (Tabela 1 e Apéndice 1), 0,3 uL BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing e 1,5
ML de produto de PCR purificado. As amostras foram acondicionadas em uma placa de
sequenciamento de 96 pocos, selada com um filme adesivo protetor e levada ao
termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, programado para 30 ciclos de desnaturagéo
a 96°C por 10 segundos, anelamento a 50 °C por 5 segundos e extensdo a 60 °C por 4

minuto.

4.5.3 Precipitagao

Para a precipitacdo, em cada po¢o da placa com reagdao de
sequenciamento, foram adicionados 32,5 yL do mix de precipitagao, contendo EtOH/EDTA
(2,5 pL 125mM EDTA + 30 pL de etanol 100%). Este foi homogeneizado de 3x a 4x no
vortex e mantido por 15 minutos em temperatura ambiente, sem contato com direto luz. Em
seguida, a placa foi centrifugada por 25 minutos em uma velocidade de 5000 rpm a 4 °C.
Apods a centrifugacgao, foi retirado o filme adesivo protetor, o sobrenadante foi descartado,
a placa foi invertida em um papel toalha para enxugar o excesso de etanol e centrifugada

por 1 minuto na velocidade de 300 rpm.

Posteriormente, adicionou-se 30 uL de etanol 70% em cada poco, entédo a
placa foi selada e novamente centrifugada por 15 minutos a 5000 rpm a 4°C, ao final da
centrifugacéo o sobrenadante foi descartado, a placa foi invertida em um papel toalha e
centrifugada 300 rpm durante 1 minuto. Logo apds, a placa, coberta por um papel aluminio,
foi incubada em um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler por 15 minutos a 37°C

para evaporagao completa do etanol.

Em seguida, o DNA foi ressuspendido em 10 pL de formamida Hi-di,
homogeneizada em vortex, levado ao termociclador por 95 °C por 1 minuto, para

desnaturacdo. Finalmente, a placa foi injetada em um sequenciador automatico de 8
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capilares (ABI PRISM® 3500 GeneticAnalyzer, AppliedBiosystems), baseado no método de

Sanger.

4.5.4 Analise e interpretagao dos dados

Apos a eletroforese capilar, os cromatogramas gerados foram analisados
semi-automaticamente por inspeg¢ao visual de sequéncias importadas no software de
analise de sequéncia Chromas, no qual foi realizado o trimming para remover bases de
baixa qualidade. Cada sequéncia foi alinhada com os dados sequéncia referéncia,
NG _017013.2, do Genbank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/383209646), no
programada Bioedit e as variagdes foram anotadas. A confirmacado da identidade dos
fragmentos foi realizada através do programa BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As variantes foram classificadas a partir dos bancos de dados International
Agency for Research on Cancer - (IARC - https://p53.iarc.fr); Leiden Open Variation
Database - LOVD TP53 (tumor protein p53 - https://databases.lovd.nl/shared/genes/TP53);
The Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TP53);
TP53 website (http://p53.fr); Clinvar

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar?LinkName=gene_clinvar&from uid=7157);

Aggregation Database (https://gnomad.broadinstitute.org/) e Arquivo Brasileiro Online de
Mutacdes (http://abraom.ib.usp.br/); para analise do tipo de variagdo genética e obtencao

dados de frequéncia e funcionalidade de cada alteragéo especifica.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar?LinkName=gene_clinvar&from_uid=7157
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5. RESULTADOS

Das 35 pacientes portadoras de neoplasia maligna de mama, apenas 23
aceitaram participar do estudo (Tabela 2). Trés mulheres sem parentesco apresentaram
variagdes no gene TP53, sendo que uma delas apresentou duas alteragdes diferentes no
mesmo éxon. Ainda, uma das variantes foi observada em duas mulheres (Tabela 3). A

prevaléncia geral dessas variantes foi de 13% (3/23).

As amostras 80 (primer 239), 99 (primer 312), 127 (primer 312) e 130
(primer 312) foram excluidas das analises devido a problemas na amplificagdo do DNA ou
na eletroforese capilar, que podem ser decorrentes de fatores como impurezas na amostra
de DNA, desnaturagao incompleta do DNA, concentracdo de amostra de DNA insuficiente

ou excessiva, ou mutagao nos sitios de ligagdes dos primers.
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Tabela 2: Caracteristicas de historia pessoal, histéria familiar, tipo de cancer e presenga de mutagao nos éxons 5, 6, 7 e 11 do gene
TP53 das moradoras do municipio de Missal, portadoras de neoplasia maligna de mama. Os portadores de mutacao estdo nas linhas

em destaque.

N° da Tipo de Idade Idade de Descendéncia Historia familiar de cancer | Mutacéao
amostra | Cancer Diagnéstico no gene
TP53**
16 Mama 49 40 Alema Parente de 3° grau ndo N&o
especificado - Mama
Parente de 3° grau ndo
especificado - Ossos
23 Mama 64 50 Aleméa N&o
57 Mama 62 54 Brasileira N&o
63 Mama 50 48 Brasileira Pai - Cérebro (74 anos) N&o
Irma - Intestino (55 anos)
64 Mama 47 44 Alema Tio - Leucemia (50 anos) N&o
Tio - Rim (70 anos)
66 Mama 42 33 Brasileira Parente de 3° grau nao Néao
especificado - Figado (60
anos)
71 Mama, Pele e | 57 50 Alema Pai - Boca e esbfago (63) N&o
Linfoma
73 Utero e mama | 70 48 Brasileira Tia — Mama N&o
77 Mama 73 71 Alema N&ao
79 Mama 54 50 Alema Parente de 1° grau nédo N&o

especificado - Mama (65
anos)

Parente de 1° grau nédo
especificado - Figado (54
anos)




80 Mama 42 34 Italiana Av6(0) - Intestino (63 anos) | Nao
e esdfago (59)
Pai - Pele e figado (41
anos)
Méae - Mama (51 anos)
Tio - ndo informado
81 Mama 74 53 Alema Cbnjuge - Pele (75 anos) N&o
2° grau néo especificado -
Osso (77 anos)
Sobrinho - Leucemia (21
anos)
94 Mama 44 41 Brasileira Tia - Mama (50 anos) N&o
Tia - Pulméo
Tia - Intestino
Tio - Bexiga (57 anos)
99 Mama 72 70 Alema Pai - rosto (60 anos) N&o
102 Mama 75 56 Alema N&o
104 Mama 46 36 Alema Avb - Pele N&o
Parente de 3° grau nao
especificado - Seio (60
anos)
Tio - Pulméo (67 anos)
108 Mama 72 59 Alema Pai - Figado Sim
109 Mama 57 Acima de 50 Alema N&o
127 Mama 89 86 Alema Sim
130 Mama 79 70 Alema Sim
132 Mama 25 22 Alema Avd - Garganta (70 anos) N&o

Pai - Leucemia (37 anos)
Primo/a - Cérebro (30 anos)

37
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Mama

43

36

Alema

Tia - Mama (55 anos)
Tia - Mama (60 anos)

Nao
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Tabela 3: Caracterizacado da localizagao, tipo de alteragao e efeito das variagbes genéticas encontradas nos éxons analisados do

gene TP53.

Localizagao

Nomenclatura da variante

Consequéncia

Coordenada . Tipo de
Amostra | gyon | gensmica | Dominio | cDNA | 090 | IDABSNP | v | MOCCUE
(GRCh38) na proteina
127,130 | 6 17: 7674932 | Ligagéo C.599del | p.Asn200fs rs1131691011 | Delegao Frameshift
ao DNA
108 7 17: 7674218 | Ligagéo C.745A> | p.Arg249Gly | rs587782082 | Variante de | Missense
ao DNA G nucleotideo
unico
108 7 17: 7674217 | Ligacéo C.746G> | p.Arg249Lys | rs587782329 | Variante de | Missense
ao DNA A nucleotideo
unico

FONTE: ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).
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As pacientes 127 e a 130, sem parentesco, sdo portadoras da mesma
alteragao patogénica: uma delegcdo de um unico par de bases na posi¢ao do nucleotideo
599, localizado no éxon 6, que causa uma variagao do tipo frameshift (p.Asn200fs) (Figuras
7 e 8), associada a Sindrome hereditaria de predisposi¢cado ao cancer. Essa alteragdo causa

a mudancga do aminoacido asparagina para uma isoleucina (NCBI, 2013).

c.599del

c.599del

|'Ill- ‘\\l" —— .'n'. ||Il-l.1IIII 'IIHI'| ||IF.III A
.Illl ﬁl‘:‘. I'._\ .,III Illlu|lll I|III IIII ||I I|I|I I'll

Figura 8: Eletroferograma mostrando a variante encontrada na amostra 130 do primer 239.

5

No éxon 7, foram encontrados dois SNP do tipo missense, com
significado incerto, na probanda 108. A variante ¢.745A>G possui substituicdo de uma
adenina por uma guanina na posigao do nucleotideo 745, o que causa a troca de uma
arginina por uma glicina no cédon 249 (p.Arg249Gly), relacionado com a sindrome de Li-
Fraumeni e sindrome da predisposigao do cancer hereditario (NCBI, 2017). Enquanto a
outra variante, c.746G>A, apresenta a substituicdo de uma guanina por adenina na posi¢ao
do nucleotideo 746, que consequentemente, no cdédon 249 (p.Arg249Lys), tem a troca de
uma arginina por uma lisina. Esta variagao, por sua vez, esta associada com a sindrome

da predisposi¢cao do cancer hereditario (NCBI, 2018).
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C.7ASA: 5 C.7406G=4

Figura 9: Eletroferograma mostrando as variantes encontradas na amostra 108 do primer 237.

No apéndice 2, as variantes encontradas sao caracterizadas a partir dos
bancos de dados International Agency for Research on Cancer (IARC); TP53 website;
ClinVar. Ressalta-se que estas variantes nido estdo presentes nos bancos de dados
populacionais Genome Aggregation Database (gnomAD); Arquivo Brasileiro Online de

Mutacdes (ABraOM), Leiden Open Variation Database — (LOVD TP53); The Human Gene
Mutation Database (HGMD).
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6. DISCUSSAO

Dentre as 23 mulheres portadoras de cancer de mama de Missal-PR
submetidas ao sequenciamento do TP53 no presente trabalho, 60,89% apresentam
parentes com algum tipo de cancer. Contudo, das trés portadoras de mutagdo da amostra,
todas de ascendéncia alema e com idade de diagnodstico de cancer de mama apdés os 55
anos de idade, apenas uma relata possuir algum parente portador de cancer.

Ainda, as trés variagbes (c.599del, c.745A>G e c.746G>A) que foram
encontradas nos éxons analisados do gene TP53 estdo associadas com o desenvolvimento
de cancer de mama (NCBI, 2013; NCBI, 2017; NCBI, 2020), sendo a frequéncia de
mutagdes observada (13%) semelhante a outros estudos realizados na populagao brasileira
em pacientes com tumores malignos mamarios (LEVY, 2010; MOURA-GALLO et al., 2004;
GALIOTTO, 2011).

Dentre as alteragbes encontradas, espera-se que ¢.599del resulte em
perda de fungdo por truncamento prematuro de proteinas ou diminuicdo significativa de
"mMRNA" (Apéndice 2). Dessa forma, a varia¢ao € considerada causadora de doenga, sendo
associada ao fenétipo de carcinoma de ovario pelo banco de dados The TP53 Website e a
Sindrome de predisposi¢cao hereditaria ao cancer pelo ClinVar. Esta alteracao foi descrita
pela primeira vez como uma mutagao germinativa no banco de dados do ClinVar, enquanto
que no conjunto de dados do IARC TP53 Database (IARC) e do The TP53 Website é
descrita apenas como mutacdo somatica. Apesar de nao ser considerada um hotspot para
cancer, esta variacao é referida como muito frequente nos dados fornecidos pelo The TP53
Website. Em relagao as predi¢des in silico do IARC todas as isoformas sao alteradas,
porém, nao interfere significativamente no splicing. Nao ha evidéncia funcionais descritas
no ClinVar para esta variacdo (NCBI, 2013).

A variante ¢.745A>G é caracterizada pela substituicdo de uma arginina no
coédon 249 por uma glicina, um aminoacido com diferenga fisico-quimica moderada. De
acordo com o IARC, esta variante esta localizada em cédon hotspot do cancer, no dominio
de ligagdo ao DNA da proteina p53, em uma posi¢céo de aminoacido altamente conservada
em espécies de vertebrados. Diversos estudos indicam que a variante em questao afeta a
fungdo da proteina TP53 (KATO et al.,, 2003; BERGE et al., 2013; BALLY et al., 2015;
GIACOMELLI et al., 2018; KOTLER et al.,, 2018). Em ensaios funcionais baseados em
levedura é relacionada com a perda da capacidade de transativagcéo (KATO et al., 2003).

Com base na analise in silico esta alteragdo é considerada deletéria (NCBI, 2020), ja os
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bancos de dados IARC e do TP53 Website trazem outras informacdées como a analise Sift
que prevé se uma substituicdo de aminoacido afeta a fungao da proteina, sendo nesse caso
prejudicial. Considerada de significancia clinica incerta, o banco de dados ClinVar associa
esta variante a sindrome de Li-Fraumeni e a diferentes tipos de céancer (listados no
Apéndice 2), no entanto o TP53 Website associa apenas a Sindrome Mielodisplasica. Essa
alteracao foi relatada como uma mutacdo somatica 53 vezes em varios tumores no banco
de dados IARC, e como de origem germinativa no banco de dados ClinVar.

A variante ¢.746G>A acarreta na substituigdo de uma arginina por uma
lisina, aminoacidos com propriedades semelhantes, considerado uma substituicdo
conservadora de aminoacidos, ainda assim, em analise Sift € considerada uma alteracao
prejudicial. Dados in silico também predizem que se trata de uma alteracao deletéria (NCBI,
2017). O codon alterado esta localizado em uma posigdo altamente conservada nas
espécies de vertebrados, no dominio de ligagcao da proteina p53 ao DNA, devido a isso &
previsivel que afete a capacidade de transativagcdo em todas as isoformas de p53 (KATO et
al., 2003; IARC, 2021). Essa alteracdo foi relatada apenas uma vez em linhagem
germinativa, em contrapartida, foi relatada 29 vezes como uma alteracdo somatica no
banco de dados IARC TPS53. Diversos fendtipos sao associados com esta mutacéo,
incluindo a Sindrome hereditaria de predisposi¢cao ao cancer.

Ressalta-se que estas variantes nao estao presentes nos bancos de dados
populacionais Genome Aggregation Database (gnomAD); Arquivo Brasileiro Online de
Mutacbes (ABraOM), Leiden Open Variation Database — (LOVD TP53); The Human Gene
Mutation Database (HGMD).

A frequéncia de variagdes relativamente baixa, pode estar relacionada com
as caracteristicas das pacientes analisadas, uma vez que mutagdes germinativas no gene
TP53 estdo, principalmente, relacionadas a LFS e apenas 2 das mulheres analisadas se
enquadram nos critérios para rastreamento desta sindrome (Quadro 1) (ACHATZ, 2008).
Outro fator importante que pode implicar nos resultados encontrados, esta relacionado com
as regides génicas investigadas, embora os éxons escolhidos para esta pesquisa
apresentem alta frequéncia de mutagdes, este gene possui 10 éxons codificantes, dos quais
apenas 4 foram analisados.

Apesar do cancer de mama ser uma das principais mortes por cancer no
mundo e do gene TP53 ser um dos principais genes atuantes no processo da
carcinogénese, sdo poucos os estudos de variagbes genéticas na populacdo brasileira

envolvendo este gene e cancer mama. Os estudos brasileiros focam principalmente na
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variante R337H, que por sua vez € a principal variante relacionada com a Sindrome de Li-
Fraumeni, esta variante ndo foi analisada no presente projeto. Embora essa variante
apresente um percentual relativamente alto para uma doencga rara, € notavel a necessidade
de mais estudos que investiguem os principais codons hotspot fora do espectro de LFS. Os
iniciadores utilizados nesta pesquisa abrangem quase todos os cédons hotspots do TP53
(Figura e 4 Apéndice 1), excetuando os cddons 337 (éxon 10), 273 e 282 (ambos éxon 8).
Das trés mutacdes encontradas, duas estao localizadas em um cdédon hotspost.

Moura-Gallo (2004), através de analises moleculares dos éxons 5, 6,7 e 8
do gene TPS3, identificou 24 mutagdes em 120 pacientes com diagndéstico de carcinoma
de mama do Rio de Janeiro. Nenhuma dessas mutagdes foram evidenciadas nesta
pesquisa, porém, semelhantemente a esta, foram encontradas duas mutagdes em um
mesmo caso. Este estudo corroborou com relagdo de mutagcées no gene TP53 como
indicadores de tumores de mama mais agressivos.

Casey e colaboradores (1996) buscaram determinar o status dos éxons
codificantes 2 a 11 do gene TP53 em coortes de individuos com cancer de mama, ovario e
pulmao. Dos 93 individuos portadores de cancer de mama, 24 apresentaram mutacoes,
sendo 19% das variacdes localizadas fora de regides consideradas hotspots, incluindo a
variante ¢.599del. Os autores alertam que um numero substancial de mutagdes pode nao
ser detectada em analises restritas aos codons hostpots.

No presente estudo, aproximadamente 26% das mulheres submetidas ao
sequenciamento genético do gene TP53 tinham idade inferior a 40 anos quando receberam
o diagnostico de cancer de mama, 57% entre 40 e 59 anos e apenas 17% acima de 60
anos. Na América Latina € observada uma alta taxa de incidéncia de cancer de mama em
mulheres na pré-menopausa. Devido as caracteristicas gendmicas desse tipo de cancer
ainda serem desconhecidas, foi criado o projeto PRECAMA (Molecular Subtypes of
Premenopausal Breast Cancer in Latin American Women), que se trata de um estudo caso-
controle multicéntrico e busca determinar os fatores genéticos especificos da populacao
latino-americana, ainda tem o intuito de determinar a prevaléncia de sindromes hereditarias
de cancer de mama conhecidas na América Latina e a identificagdo de pacientes com
fendtipos especificos de cancer de mama hereditario. Infelizmente, até o momento, o Brasil
nao esta entre os paises inclusos na pesquisa. Em um projeto piloto foram analisados 126
casos, no qual foi observado que o gene TP53 foi o gene que apresentou mais variagdes
genéticas, a maioria do tipo missense. Também foi constatado elevado indice de

truncamento de proteina, sendo G:C>T: A o tipo de mutagdo TP53 mais frequente. A carga
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geral de mutagcédo condiz com esperado, comparado com dados em outras populagdes,
porém espera-se que estudos posteriores demonstrem padrdes mutacionais diferentes
(OLIVIER et al., 2019).

As pacientes 127 e 130, portadoras da mesma mutacdo, foram
diagnosticadas com cancer de mama aos 86 e 70 anos, respectivamente. Ambas as
pacientes ndo possuem historia familiar de cancer (Tabela 3). Contudo, a paciente 108,
portadora de duas mutagdes, foi diagnosticada aos 59 anos de idade e possui histérico de
cancer na familia. As variantes, c.745A>G e ¢.746G>A, encontradas neste paciente estao
relacionadas com a sindrome hereditaria de predisposi¢ao ao cancer que, de acordo com
o banco de dados ClinVar, esta associada ao Carcinoma hepatocelular (Apéndice 2), tipo
de cancer que seu pai apresenta.

Variagdes na linhagem germinativa em TP53 sdo condizentes com a
sindrome de Li-Fraumeni, associada a um alto risco de cancer ao longo da vida e de cancer
de mama de inicio precoce (GUHA; MALKIN, 2017). Entretanto, nenhuma das pacientes
portadoras de mutagdo apresenta um fendétipo clinico de LFS. Nesses casos, quando o
unico critério para LFS € uma variante TP53, Weitzel e colaboradores (2018) sugerem a
exclusdo de DNA tumoral circulante e hematopoiese clonal de potencial indeterminado
relacionada ao envelhecimento, tratamentos citotoxicos, malignidade hematoldgica
subjacente ou pré-malignidade. De acordo com o autor, o teste de tecidos auxiliares nao
linfoides € necessario para confirmar ou refutar o estado da linhagem germinativa
analisada. Contudo, é importante ressaltar que quando analisadas amostras de material
genético isolado de sangue periférico ou saliva, as variantes somaticas sao mais facilmente
detectadas com sequenciamento de proxima geracdo em comparagdo com O
sequenciamento de Sanger (COFFEE et al., 2017; WEITZEL et al., 2018).
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. CONSIDERAGOES FINAIS

A frequéncia de mutagdes encontrada esta dentro do esperado, corroborando com
outros estudos semelhantes, o que pode indicar que o numero elevado de neoplasias
malignas de mama identificadas no Municipio de Missal n&o esta relacionado apenas
com alteragdes nos éxons no gene TP53 analisados.

Este estudo rastreou os éxons 5, 6, 7, e 11, que sao as regides onde a maioria das
mutacgdes ja descritas estdo localizadas. Alteragdes fora destas regides podem ter
sido perdidas e pesquisas futuras sdo importantes para determinar a frequéncia de
mutag¢des em todo o gene TP53 nesta populagao.

E importante ressaltar que, para a confirmacéo dos achados, sera necessario estudo
subsequentes de tecidos auxiliares, como por exemplo analise de tecidos normais.
Uma vez encontradas mutagdes de origem germinativa no gene TP53, recomenda-
se teste molecular dos familiares para determinar se a variante patogénica foi
transmitida.

As variantes de TP53 séo as mais frequentes encontradas em tumores e apresentam
desafios na interpretagéo da linha germinativa. Este estudo demonstra a importancia
da analise de variagbes genéticas em diferentes bancos de dados, uma vez que

podem apresentar dados discrepantes.
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9. APENDICES

APENDICE 1 — REGIAO DE INICIADORES E AMPLICONS NO GENE TP53
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312 - GTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGC
ACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTGAGCAGCTGGGGCTGGAGAGACGACAGGGCTG

239 - TTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTCTGGTTTGCAACTGGGGTCTCTGGGAGGA
GGGGTTAA

237 - ACCATCCACTACAACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACTCCAGGTCAGGAGCCAC
TTGCCACCCTGCACA

E11 - TACAGCCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCATGTTCAAGACAGAAGGGCCTGACTCAGACTGACATTCTCCACTTCTTGT
TCCCCACTGACAGCCTCCCACCCCCATCTCTCCCTCCCCTGCCATTTTGGGTTTTGGGTCTTTGAACCCTTGCTTGCAATAGGTGTGCGTCA

Figura 10: Esquema das regides dos iniciadores e dos amplicons utilizados para analise do gene TP53.
A. sequéncia referéncia NG_017013.2 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/383209646) do gene TP53, os
éxons e a posigdo em que os iniciadores se ancoram para a amplificagdo das regides de interesse. B.
Sequéncia de nucleotideos das regides de interesse dos éxons 5 (primer 312), 6 (primer 239), 7 (primer 237)

e 11 (primer E11) (FONTE: elaboragao propria).
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Quadro 2 - Quadro de Caracterizagao das variantes obtidas por sequenciamentos

dos éxons 5, 6, 7 e 11 do gene TP53 de portadoras de cancer de mama de Missal,

Significancia
clinica

Provavelmente
patogénica

PR.
~ c.599del c.745A> G
Alteracao
(p.Asn200fs) (p.-Arg249Gly) c.746G>A (p.Arg249Lys
Sindrome Adenocarcinoma de Sindrome hereditaria de
hereditaria de estdbmago, carcinoma predisposi¢cao ao cancer,
predisposi¢cao de células escamosas Carcinossarcoma Uterino,
ao cancer da cabeca e pescoco, Adenocarcinoma de
adenocarcinoma de estdbmago,
pancreas, sindrome de | Meduloblastoma,
Li-Fraumeni, uterina Cistadenocarcinoma seros
Carcinossarcoma, de ovario, Carcinoma de
ovarianos Neoplasias, células escamosas da pel
meduloblastoma, Carcinoma de esoéfago,
Glioblastoma, Neoplasia maligna do corf
Adenocarcinoma do utero, Glioblastoma,
pulmonar, sindrome da | Adenocarcinoma de pulmé
. predisposicao do cancer | Carcinoma de células
Condigao oot : ~
hereditario, Carcinoma escamosas do pulmao,
o de esbfago, Carcinoma | Carcinoma hepatocelular,
§ de células escamosas Adenocarcinoma
4 do pulmao, pancreatico, Cancer de
5' Adenocarcinoma da pulmao de pequenas
prostata, células, Carcinoma de
Neoplasia maligna do células escamosas da
corpo do utero, cabeca e pescoco,
Cistadenocarcinoma Adenocarcinoma de
seroso do ovario, prostata.
Cancer de células
pequenas do pulmao,
Carcinoma
hepatocelular.
Patogénica Significancia incerta / Significancia incerta /

Provavelmente patogénic
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Origem da Germinativa Germinativa / somatica Germinativa / somatica
mutagao
Frequéncia Nao descrito Nao descrito Nao descrito

Consequéncia
Funcional

N&ao descrito

N&ao descrito

N&o descrito

Acesso

Condicgao

VCV000428870

Carcinoma de
Ovario

VCV000376654

Sindrome
Mioledisplasica

VCV000142241

Carcinoma Adrenocortice

Significancia

N&ao descrito

Provavelmente

Provavelmente patogénic

clinica patogénico
Origem da Somatica Somatica Somatica
Mutacao
8
]
§ Frequéncia Muito frequente Frequente Frequente
o
o Atividade da Truncamento Inativagao Inativagao
- y .
o Proteina (atividade nula)
=
Splicing Nao descrito Nenhum defeito de Nenhum defeito de splicir
splicing previsto previsto
Sift Nao descrito Prejudicial Prejudicial
Acesso UMD_3693 UMD_4926 UMD_4936

Hotspot do Nao Sim Sim
™ cancer
n 9
o g
)
8 ag Origem da Somatica Somatica Germinativa / somatica
<0 Mutacao
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Alteracao em

Todas Todas Todas
Isoformas
Sift Nao descrito Prejudicial Prejudicial
Funcgao Nao descrito Nao funcional Nao funcional
estrutural
Funcao Parcialmente Escondido Escondido
residual exposto
Splicing Alteragédo nao Sitio de Quebra / Sitio de Quebra / Novo siti
significante Alteragao nao alteragao nao significativ
significativa
Sitio CpG Nao Nao Nao
Sitio de Néo Nao Nao

Splicing
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10. ANEXOS

ANEXO 1 - CRITERIOS CNN PARA TESTES GENETICOS

CRITERIOS DE TESTE PARA GENES DE SUSCETIBILIDADE DE MAMA DE ALTA
PENETRANCIA E / OU CANCER DE OVARIO
(Pode incluir BRCAL1, BRCA2, CDH1, PALB2, PTEN e TP53, entre outros)

O teste é clinicamente indicado nos sequintes cenarios:

1. Individuos com qualquer parente de sangue com uma variante patogénica/provavel
patogénica conhecida em um gene de susceptibilidade ao cancer;
2. Individuos que atendem aos critérios abaixo, mas tiveram resultados negativos com
testes anteriores limitados (por exemplo, analise de duplicacdo de exclusédo de gene unico
e/ou auséncia) interessados em realizar o teste de multiplos genes;
3. Histéria pessoal de céancer:
- Cancer de mama com pelo menos um dos seguintes critérios:
Diagnosticado com idade <45 anos; ou
Diagnosticado aos 46-50 anos com:
o Histéria familiar desconhecida ou limitada; ou
o Um segundo cancer de mama diagnosticado em qualquer idade; ou
o 21 parentes de sangue proximos com cancer de mama, ovario, pancreas ou
préstata em qualquer idade;
Diagnosticado na idade <60 anos com cancer de mama triplo-negativo;
Diagnosticado em qualquer idade com:
o Ascendéncia judaica Ashkenazi; ou
o 21 parente de sangue proximo com cancer de mama com idade <50 anos ou
cancer de préstata de ovario, pancreatico, metastatico, intraductal /
cribriforme ou de alto ou muito alto risco (consulte as Diretrizes da NCCN para
cancer de préstata) em qualquer idade; ou
o 23 diagndsticos totais de cancer de mama em paciente e / ou parentes de
sangue préximos
e Diagnosticado em qualquer idade com cancer de mama masculino
- Cancer epitelial de ovario (incluindo cancer de trompas ou cancer peritoneal) em qualquer
idade
- Cancer pancreatico exocrino em qualquer idade
- Cancer de prostata em qualquer idade com:
e Metastatico, histologia g intraductal / cribriforme ou grupo de alto ou muito alto
risco (consulte as Diretrizes da NCCN para cancer de prostata)
- Qualquer grupo de risco NCCN (consulte as Diretrizes da NCCN para cancer de prostata)
com o seguinte historico familiar:
e Ascendéncia judaica Ashkenazi; ou
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e 21 parente proximo com cancer de mama na idade <50 anos ou cancer de
préstata ovariano, pancreatico, metastatico ou intraductal / cribriforme em
gualquer idade; ou

e 22 parentes proximos com cancer de mama ou de prostata (qualquer grau)
em qualquer idade

- Uma mutacao identificada no teste gendmico do tumor que tem implicacdes clinicas se
também identificada na linha germinativa

- Individuo que atende aos critérios de teste de sindrome de Li-Fraumeni (LFS) ou critérios
de teste de sindrome de Cowden / sindrome de tumor hamartoma PTEN;

- Para ajudar na tomada de decisdo de terapia sisttmica, como para cancer de mama
metastatico HER2-negativo

4. Histéria familiar de cancer

- Um individuo afetado ou ndo afetado com um parente de primeiro ou segundo grau que
atende a qualquer um dos critérios listados acima (exceto individuos que atendem aos
critérios apenas para tomada de decisdo de terapia sistémica).

e Se 0 parente afetado tiver cancer de pancreas ou cancer de préstata (metastatico,
intraductal / cribriforme ou Diretrizes da NCCN para cancer de préstata - grupo de
alto ou muito alto risco), apenas os parentes de primeiro grau devem receber o teste,
a menos que indicado para outros parentes com base na historia familiar adicional.

- Um individuo afetado ou ndo afetado que de outra forma ndo atende aos critérios acima,
mas tem uma probabilidade> 5% de uma variante patogénica BRCA1/2 com base em
modelos de probabilidade anteriores (por exemplo, Tyrer-Cuzick, BRCAPro, CanRisk)

O teste pode ser considerado nos seguintes cendrios (com educacédo pré-teste apropriada
€ acesso ao gerenciamento pés-teste):
1. Varios canceres de mama primarios, diagnosticados pela primeira vez entre as
idades de 50 e 65 anos
2. Um individuo judeu Ashkenazi
3. Um individuo afetado ou ndo afetado que de outra forma néo atende a nenhum dos
critérios acima, mas com uma probabilidade de 2,5% a 5% de variante patogénica
BRCAL / 2 com base em modelos de probabilidade anteriores (por exemplo, Tyrer-
Cuzick, BRCAPro, CanRisk.

Ha& uma probabilidade baixa (<2,5%) de que o teste tera resultados de utilidade clinica
documentada nos sequintes cenarios:
1. Mulheres diagnosticadas com cancer de mama com idade >65 anos, sem nenhum
parente préximo com cancer de mama, ovario, pancreas ou prostata
2. Homens com diagnostico de cancer de prostata localizado com Gleason Score <7 e
nenhum parente proximo com cancer de mama, ovario, pancreas ou prostata.

Traduzido de: NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology (NCCN Guidelines®) - Genetic/Familial
High-Risk Assessment: Breast, Ovarian, and Pancreatic (Version 1.2021 — September 8, 2020)
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ANEXO 2 — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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CIENCIAS BIOLOGICAS E DA W CIENCIAS BIOLOGICAS E DA W
SAUDE DA UNIVERSIDADE SAUDE DA UNIVERSIDADE
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Thulo da Pesguisa: ESTABELECIMENTO DO PERFIL DE ADOECIMENTO ONCOLOGICO DA fou
POPULAGAO DE MISSALPR TCLE  Tomnos 6o T
Pesquisador: Maris Loardn Terenco Assentimento
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ANEXO 3 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

s

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA REALIZACAO DE
TESTE GENETICO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAO LATINO-AMERICANA

TITULO DO PROJETO: Estabelecimento do Perfil de Adoecimento Oncolégico da Populagio de
Missal

Este projeto pretende identificar mutagdes (alteragdes) génicas em pacientes ¢ em seus familiares com
suspeita da Sindrome Hereditana de Cincer, residentes em Missal ¢ assistidos pelo Sistema Unico de
Satde.

Para participar da pesquisa, serd realizada aretirada de 10 ml de sangue por uma pungdo de umaveia do
brago. O local da pungdo pode apresentar leve dor ou inchago que regridem espontancamente. No
laboratério de pesquisa em Ciéncias Médicas da Universidade Federal da Integragio Latino-
Americana, o sangue sera utilizado para extragdo de DNA candlises celulares e de genes relacionados ao
cancer hereditario que forem prevalentes na populagdo de Missal. O matenal ficard estocado em freezer
por tempo indeterminado ¢ ndo scrda disponmibilizado para outras pesquisas sem sua prévia
autonizagio.

A sua wdentidade ¢ as informagdes obtidas durante a pesquisa serdo confidenciais ¢ somente
membros da equipe terdio acesso durante o processo, entretanto, vocé niio ¢ obrigado a continuar
participando do projeto ¢ pode a qualquer momento pedir para que os scus dados ndo fagam parte da
pesquisa. Também poderd requisitar, particularmente, seus dados referentes d andlise do seu DNA ¢
oricntagio adicional, fornecidas pelo pesquisador. Ademais, niio havera qualquer custo por vocé estar
participandodestetrabalho, portantondohavera nenhuma forma depagamento pela sua participagio.

Assim, declaro que fui esclarecido:

« Sobre as caracteristicas da Sindrome Hereditana do Cancer;

« Sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento sobre procedimentos,
nscos, beneficios, limitagdes do teste genético, resultados do exame ao qual serei submetido, por
profissional habilitado;

» Sobre a minha liberdade em retirar meu consentimento a qualquer momento, sem gue isso traga
prejuizo ao acompanhamento médico e continuidade do meu tratamento;

+ Sobre o ndo recebimento de nenhum tipo de remuneragdo financeira;

+ Sobre a seguranga de que minha identidade sera preservada, que todas as informagdes por mm
formecidas serdo confidenciais ¢ que 0 DNA do meu sangue armazenado no laboratério serd
utilizado apenas para este projeto;

Concordo em participar deste estudo.

Foz do Iguagu, de de
Nome do paciente:
Local de Nascimento: ~~~ Datade nascimento: [/ [/
Enderego: o

Cidade: Estado: ~ Fone:
Assinatura do paciente ou responsavel:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Foneparacontato: (45)3529-2761
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