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RESUMO

A neoplasia maligna de mama é a principal causa de morte por cancer em
mulheres. No Brasil, corresponde a cerca de 28% dos novos casos relatados
anualmente neste género, sendo o Rio Grande do Sul o estado com a segunda maior
incidéncia desta patologia. Estima-se que pelo menos 10% dos casos de cancer de
mama (CM) sejam hereditarios. Entre estes, tem-se pacientes com as Sindromes de
Li-Fraumeni (SLF) e Li-Fraumeni-like (LFL), condigbes autossdmicas dominantes que
decorrem de mutacBes germinativas no gene TP53 e cujo espectro fenotipico inclui
predisposicao a multiplos tumores em idade jovem, como o CM pré-menopausico. Nas
regides Sul e Sudeste do Brasil, a variante TP53 p.Arg337His foi identificada em uma
frequéncia populacional de 0,3%, a maior ja descrita para uma variante neste gene.
Até o momento, diversos estudos em grupos de pacientes com CM revelaram uma
ampla variacédo de prevaléncias desta mutacéo (0,5-8,7%), o0 que torna importante a
execucao de mais trabalhos nesta area. Assim, com intuito de melhor elucidar a
contribuicdo desta variante patogénica no contexto do CM, o objetivo principal deste
trabalho foi determinar a frequéncia de portadores de TP53 p.Arg337His em uma série
de 315 pacientes diagnosticadas com CM no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As
genotipagens foram realizadas por meio de PCR em tempo real (TagMan®) e
resultaram em uma prevaléncia de 0,3% (1/315), o mesmo valor ja descrito para a
populacdo em geral das regides Sul e Sudeste do Brasil. A Unica portadora apresentou
o mesmo haplétipo previamente descrito como fundador e, em seu tecido tumoral de
mama, a mutacado também foi observada em heterozigose. Sua histéria familiar foi
relatada como positiva para cancer, ja a sua histéria pessoal incluiu CM aos 67 anos
e adenocarcinoma gastrico dois anos depois, os dois tumores ja descritos como 0s
mais frequentes em adultos portadores desta mutacdo. A baixa frequéncia mutacional
nesta série pode, em parte, ser explicada pelo delineamento amostral, que nao
considerou historia familiar compativel com sindromes genéticas de predisposicao
hereditaria ao cancer como critério de incluséo, e o fato de apenas 20% da amostra
ter sido diagnosticada com CM antes dos 45 anos, idade considerada um limiar
importante para a SLF e LFL.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the leading cause of death by cancer in women. In Brazil,
it accounts for about 28% of new cancer cases reported annually and the state of Rio
Grande do Sul presents the second highest incidence of this type of cancer. At least
10% of all BC are hereditary. As an example, germline mutations in TP53 gene are
associated with Li-Fraumeni (LFS) and Li-Fraumeni-like (LFL) Syndromes, autosomal
dominant disorders that predisposes to a multiple early onset tumors, including
premenopausal BC (before age 45). In the Southern and Southeastern regions of
Brazil, the TP53 p.Arg337His germline mutation was identified in a populational
frequency of 0.3%, the highest value described for a germline variation in this gene.
To date, several studies in patients with BC showed a wide range of TP53 p.Arg337His
prevalence (0.5-8.7%). Thus, in order to collaborate with data and to better understand
the contribution of this mutation in BC, the main goal of this study was to estimate the
frequency of this variant in a series of 315 patients diagnosed with BC at the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. The genotyping was performed by real-time PCR
(TagMan®) and revealed a 0.3% (1/315) prevalence, similar to the one described in
the general population from Southern and Southeastern regions of Brazil. The only
TP53 p.Arg337His carrier had the mutation confirmed by Sanger sequencing and
showed the same haplotype previously described as founder. Analysis of the patient's
tumor confirmed the diagnosis of invasive ductal carcinoma and in tumor tissue the
mutation was also observed in heterozygosis. The carrier reported a positive family
history of cancer and her personal history included BC at 67 years and gastric
adenocarcinoma two years later, both tumors previously described as the more
frequent in adult carriers of TP53 p.Arg337His. The low frequency found could be
partially explained by the experimental design, which did not consider family history
consistent with hereditary predisposition to cancer as inclusion criteria, and the fact
that only 20% of the sample presented premenopausal BC, which can hinder

observation of this variant.
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 Cancer

O termo céancer € utilizado para designar um grupo de mais de cem doencas
gue apresentam uma caracteristica em comum: a proliferacdo anormal de células com
vantagens seletivas e potencial de invaséo de tecidos adjacentes e a distancia (ACS).

A carcinogénese é um processo complexo decorrente de alteragfes genéticas,
epigenéticas, ambientais e metabdlicas que afetam diretamente o controle do ciclo e
desenvolvimento celular. Processos regulados por oncogenes, como estimulo a
proliferacdo e ao crescimento, e por genes supressores tumorais, que inibem eventos
proliferativos, sdo de fundamental importancia para que este controle seja adequado.
Assim, mutacbes que acarretem perda ou ganho de funcédo nestes genes estéo
intimamente relacionadas ao desenvolvimento tumoral (OSBORNE; WILSON;
TRIPATHY, 2004).

A malignizagdo, consequéncia de alteragdes estruturais e/ou funcionais de
proteinas essenciais ao controle do ciclo celular, ocasiona uma reprogramacao
metabdlica e reorganizacdo do ambiente peritumoral. Estes eventos sao responsaveis
por oferecer ao tumor* as condi¢cdes necessarias ao seu crescimento, remodelamento
tecidual, invasdo e metéstase. Além disso, durante o seu estabelecimento, o tumor
cria microambientes que afetam células vizinhas e que promovem, entre outros
eventos, vascularizacdo e inflamacéo, além de inibicdo da resposta imune local
(MISHRA; AMBS, 2015).

No mundo, cerca de 14 milhdes de pessoas séo diagnosticadas com algum tipo
de cancer todos os anos. Mais da metade destes individuos morre devido a esta
causa: aproximadamente 8 milhdes (figura 1 — GLOBOCAN, 2012). A maioria dos
canceres € esporadica (em torno de 90%). Nesses casos, os fatores associados ao
seu desenvolvimento ainda ndo sao totalmente compreendidos. Acredita-se ser o
resultado de uma combinagcdo entre o acumulo de danos causados por fatores
ambientais — como dieta, envelhecimento, tabagismo, alcoolismo, entre outros - e por

variantes genéticas com pequeno efeito (INCA).

*A designagao “tumor” significa apenas massa tecidual originada por proliferagdo anormal de células. No entanto,
para simplificacédo do texto, sempre que essa palavra for utilizada, se referira a tumor maligno, um sindnimo para
cancer.
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Pelo menos 10% dos canceres sao hereditarios. Nestes casos, uma mutacao
germinativa em um gene de predisposi¢do ao cancer € herdada, o que faz com que
familiares de primeiro grau - pais, irméos e filhos - apresentem 50% de chance de
também portar a variante patogénica. Dentre os fatores que levam a suspeicdo de
cancer hereditario (CH), esta a idade precoce ao diagnostico (dez anos antes da idade
média ao diagnostico do tumor na populagdo em geral), multiplos tumores primarios
em um mesmo individuo e diversos casos de cancer em uma mesma familia (ACS,
INCA).

A) B) Patals (S0,7K3

Cwtros (35.2%) Pulmdo (13,0%) Outros (32,0%)
Bexiga (3,1%) ' Mama (11.5%) Colo do utero (3,2%) ’ Figado (9,1%)
Eséfago (3.2%) Codorretal (9 T9% ) Priskata (3, 79%) Estdmago (8,5%)
Coly do (tera (3,5%) ﬁ/ \\ Prostata (7.8%) Péncreas (4,0%] fﬁfrﬁ ' Colarratal {8,5%)
L4

Figado (5,6%) Estdmagn (6,8%) Esdfago (4.5%) Mama (5,4%)

Total: 14.067.694 Total: 8.201.575

Figura 1: Estimativas de cancer no mundo. Demonstracdo dos dez tipos de tumores

malignos mais incidentes (A) e com maior mortalidade (B) - GLOBOCAN 2012.

1.2 Cancer de mama

Em mulheres, o tumor de mama é o tipo de cancer diagnosticado com maior
frequéncia* e se constitui na principal causa de morte por cancer nesse género. No
cenario mundial, o Brasil se configura como o quinto pais com a maior incidéncia de
cancer de mama (CM) - figura 2. Nacionalmente, isto corresponde a 28% dos novos
casos de cancer relatados anualmente, sendo o Rio Grande do Sul (RS) o estado com
a segunda maior incidéncia: 87,72 novos casos de CM a cada 100 mil mulheres,
comparado a uma incidéncia de 57,12, taxa referente ao Brasil consolidado — todas
as regides (INCA, 2016). A avaliacdo do periodo de tempo entre os anos de 1980-
2011 indica que as taxas de mortalidade em mulheres com diagndstico antes dos 50
anos sao crescentes no Brasil (MARTINS et al., 2013). No RS, uma importante parcela
de internacdes e mortes em mulheres na faixa etaria de 40-49 anos ocorre devido ao
CM (GROSS et al., 2014).

*Excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma.



Céncer mais incidente e com maior mortalidade
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Cancer de mama em mulheres: dados mundiais e nacionais
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Fonte: GLOBOCAN (2012); INCA (2018)

Figura 2: Panorama epidemioldgico do cancer de mama em mulheres, dados mundiais e brasileiros.



A mama € um 0rgao heterogéneo predominantemente composto por tecido
adiposo, que comporta em seu interior: lobos, estruturas que contém as glandulas
produtoras de leite; ductos, canais que interconectam as glandulas e levam o leite até
os mamilos; tecido conjuntivo, envolvido na sustentacéo fisica; e vasos, sanguineos
e linfaticos, que nutrem e drenam o tecido mamario (RAMIAO et al., 2016). Mais de
dez tipos histologicos de CM séo reconhecidos, porém a maioria tem como origem as
células epidérmicas dos ductos — 0 que os caracteriza como carcinoma ductal.
Quanto a capacidade de invasédo, os tumores séo classificados como invasivos ou in
situ, neste ultimo quando as células ndo adquiriram capacidade de infiltrar em outros
tecidos (ACS?).

O desenvolvimento do tumor de mama estd associado a uma combinacgéo de
fatores ambientais e genéticos, o que o caracteriza como multifatorial. Na populacdo
geral, a idade é um dos principais fatores de risco: 80% dos casos ocorrem apos 0S
50 anos (ANDERS et al., 2009). Além disso, o estilo de vida adotado possui relacao
com a sua ocorréncia. Sedentarismo, obesidade, dieta desequilibrada, tabagismo e
alcoolismo séo aspectos associados a um risco aumentado (FERRINI et al., 2015;
MAGNE et al., 2011). Em relacdo a questbes reprodutivas, uma gestacio completa e
a amamentacdo parecem diminui-lo. Quanto a ocorréncia de aborto e ao uso de
contraceptivos hormonais, ainda ndo ha um consenso estabelecido (ACSZ
SCHNEIDER et al., 2014; ZHONG et al., 2015).

O tecido mamaério responde as flutuagcbes hormonais inerentes ao ciclo
menstrual. Assim, condicdes que prolonguem a exposicdo aos estrogénios
enddégenos - como menarca em idade precoce e menopausa tardia - sdo fatores que
aumentam o risco de desenvolvimento de CM. Isto porque este grupo de hormonios
estimula a proliferacdo celular, diminui a taxa de apoptose e aumenta a chance de
gue danos ao DNA se acumulem ao longo do tempo (BROWN; HANKINSON, 2015).

Uma em cada oito mulheres vai desenvolver CM ao longo de sua vida, o que
equivale a um risco geral de 12,5%. Dentre estes casos, estima-se que pelo menos
10% sejam hereditarios, o que no Brasil, representaria quase 6 mil novos casos ao
ano (INCA, 2016). Neste contexto de predisposi¢ao hereditaria, o risco cumulativo vital
para o CM pode chegar a 87%, dependendo da alteracdo genética considerada
(tabela 1), além de uma maior chance de desenvolvimento de outros tumores
(PEDERSON et al., 2016).



Tabela 1: Principais sindromes de predisposi¢cdo ao cancer hereditario que incluem o
cancer de mama em seu espectro fenotipico. Adaptado de APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013;
PEDERSON et al., 2016; CYBULSKI et al., 2011 e MYRIAD, 2014.

Sindrome Gene Risco
associado cumulativo*
HBOC BRCAL, Até 87%
BRCA2
Cowden PTEN 25-50%
Li-Fraumeni TP53 56-90%
Peutz-Jeghers STK11 45-50%
HDGC CDH1 39-52%
HBCC CHEK2 23-48%
Associada a PALB2 PALB2 20-40%
Associada a ATM ATM 17-52%

QOutros tipos de tumores

Ovario, CM masculino, proéstata,
pancreas, melanoma (BRCA2)

Utero, rim, colorretal, tireoide,
melanoma

Sarcomas, cérebro, glandula
adrenocortical.

Intestino grosso, pancreas, gobnadas,
cérvice

Estdmago

Colorretal, prostata

Pancreas

Pancreas

Incidéncia

1:400-800

1:200.000

1:20.000

1:50.000-
200.000
Indeterminada
Indeterminada
Indeterminada

Indeterminada

CM: Céncer de Mama; HBCC: Hereditary Breast and Colorrectal Cancer (Cancer de mama e colorretal

hereditarios); HBOC: Hereditary Breast and Ovarian Cancer (Cancer de mama e ovério hereditérios);

HDGC: Hereditary Diffuse Gastric Cancer (Sindrome do Céancer Gastrico Difuso).

*Risco cumulativo de cancer de mama até os 80 anos.

A figura 3 demonstra a frequéncia de alteracdes germinativas com diferentes

penetrancias em pacientes com diagndéstico ou suspeita clinica de cancer de mama

hereditario (CMH). A maior parte das sindromes de predisposicao hereditaria é

causada por mutacOes de perda de funcdo em genes supressores tumorais. Metade

das causas genéticas relacionadas ao CMH ainda € desconhecida (51%). Dentre as

alteracdes moleculares ja identificadas (49%), as mutacdes germinativas de alta

penetrancia em genes de predisposicao representam a maioria: 30% dos casos,

sendo 25% correspondentes a mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (Breast Cancer

1, 2) e 5% alteragBes em outros genes de alta penetrancia, como TP53, STK11, PTEN
e CDH1 (CORNEJO-MORENO; URIBE-ESCAMILLA; SALAMANCA-GOMEZ, 2014;
LARSEN et al., 2014; MELCHOR; BENITEZ, 2013).



Pacientes com Cancer de Mama Famiiar

14% 51%

Familias BRCAX
Outros genes de baixa
suscetibilidade ainda ndo

identificados

Genes de baixa suscetibilidade
67 genes identificados até o
momento

5%

25%

Genes de alta suscetibilidade
BRCAI e BRCA2

Figura 3: Distribuicdo de mutagcdes germinativas associadas a predisposi¢cdo ao cancer
de mama hereditario. Adaptado de MELCHOR; BENITEZ, 2013.

Além do CM, mutacdes nestes genes estao associadas a diferentes perfis de
tumores observados em uma familia. Na tabela 1, sdo citadas as principais sindromes
gue incluem o CM em seu espectro fenotipico. Além disso, séo listados o risco de
desenvolvimento deste tipo de neoplasia maligna, bem como de outros tumores, e a
incidéncia dessas sindromes na populacao em geral.

Para o entendimento da parcela de familias sem diagnéstico molecular (51%
do total), o assim chamado missing heredity, tem-se estudado variantes em regides
nao codificantes — que podem alterar splicing e/ou expressdo génica, além de
microRNAs relacionados e modificacbes epigenéticas - como metilacdo em
promotores de genes com sabida importancia — com intuito de melhor caracterizar 0s
fatores causais da predisposicdo a esta patologia (EVANS-KNOWELL; LARUE;
FINDLAY, 2017; RICH et al., 2015; WALSH et al., 2016).

O numero de pacientes que apresenta esta predisposicdo € relativamente
pequeno, entretanto, existe um potencial tanto para a deteccao precoce quanto para
a terapia que justificam o investimento nesta 4rea da medicina. A identificagdo de
novas mutacdes, bem como uma triagem cuidadosa para as ja conhecidas, e o
entendimento de outros fatores genéticos adicionais sdo aspectos que contribuem
para melhor caracterizagdo e manejo da doencga e que permitem o aconselhamento

genético de probandos e familiares.



Na pratica clinica, alguns fatores levam a suspei¢cdo de um risco aumentado
para o CMH. No quadro 1 sdo citados alguns dos critérios adotados pela National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) para encaminhar pacientes para a testagem
genética (SMITH; MESTER; ENG, 2014).

Quadro 1: Principais manifestacfes clinicas que levam a suspei¢cdo de sindromes de

cancer de mama hereditério.

1. Cancer de mama (em qualquer um dos casos abaixo):
- antes dos 50 anos
- bilateral em qualquer idade
- triplo negativo*
- masculino em qualquer idade
- ou: ovario, pancreas e prostata em individuos com
ascendéncia Ashkenazi.
Cancer de ovario em qualquer idade

3. Céanceres em multiplos individuos e geracfes de uma
familia

* Nesse tipo de CM, geralmente mais agressivo, 0s trés receptores

testados por imunoistoquimica sédo negativos (Receptores de Estrogénio e
Progesterona e HER2 — Human Epidermal growth factor Receptor 2).

O uso de ferramentas acessiveis que auxiliem na triagem de pacientes com
perfil compativel com CMH é essencial. Em 2009, nosso grupo de pesquisa
desenvolveu um simples questionario de sete perguntas para detectar mulheres que
devem ser encaminhadas para o teste genético. A validacdo foi realizada apds a
aplicacdo em um grande grupo de mulheres atendidas em unidades de atencao
primaria na regido Sul do Brasil. Atualmente, esta ferramenta é reconhecida
internacionalmente e indicada como um dos métodos a ser utilizados na pratica clinica
(ASHTON-PROLLA et al., 2009).

A testagem molecular € o passo seguinte no processo de investigagdo do CMH.
Servigos relacionados a oncogenética estdo ao alcance de apenas cerca de 5% da

populacdo brasileira. O Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro ainda n&o
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disponibiliza estes exames, 0 que acarreta em um subdiagndstico de sindromes de
predisposicao hereditaria ao cancer e a impossibilidade de prestar aconselhamento
genético a pessoas e familiares com quadro suspeito. Muitos pacientes possuem suas
alteracbes genéticas confirmadas somente por meio de participacdo em projetos de
pesquisas ou de diagnoéstico em clinicas/laboratérios particulares (ASHTON-PROLLA
et al., 2016)

ApGs a identificacdo de mutac¢des germinativas de importancia clinica, durante
o aconselhamento genético, algumas medidas de reducgdo de risco ou que auxiliem
no diagnostico precoce podem ser indicadas, como exames clinicos e rastreamento
por imagem mais frequentes, adenomastectomia bilateral redutora de risco,
guimioprevencao — uso de drogas que bloqueiam receptores hormonais e que inibem
a sua formacédo, entre outros (PEDERSON et al., 2016) . Além disso, os cuidados

podem se estender a familiares em risco.

1.3 Proteina p53 e gene TP53

Em sua forma funcional, a proteina p53 € um fator de transcricdo com papel
central na regulacdo e no controle do ciclo celular (figura 4). Sua atividade esta
relacionada a manutencdo da estabilidade gen6mica - através da promocdo de
reparos no DNA, controle de apoptose, senescéncia e inibicdo do ciclo celular. A
regulacdo adequada destes processos diminui a chance de que células com danos se
repliquem de forma descontrolada. Além disso, este peptideo estd envolvido em
outros processos celulares, como no estresse oxidativo e no metabolismo energético,
participando, por exemplo, da inibicao da rota glicolitica em situa¢des de privacédo de
glicose (BIEGING; MELLO; ATTARDI, 2014).

Proteinas p53 mutantes comumente se acumulam no nucleo e adquirem
fungBes que interferem de forma drastica no funcionamento celular, contribuindo para
a carcinogénese. Eventos decorrentes de atividade anormal desta proteina, como
alteracdes estruturais na cromatina e instabilidade gendmica, levam a ativacédo de
genes-chave que impactam o metabolismo celular, a atividade proteossémica e a
biogénese de microRNAs. Tais modificacdes conferem vantagens seletivas as células
e estdo diretamente relacionadas ao crescimento e a agressividade do tumor
(MANTOVANI; WALERYCH; SAL, 2016).



Especificamente, em relagdo ao metabolismo energético, células com p53
mutantes apresentam maior captacdo de glicose e aumento da glicélise seguida de
fermentacao latica, a principal forma de aquisicdo de energia por células tumorais.
Este aumento na via glicolitica é observado mesmo em condi¢cdes onde o oxigénio é
abundante, situacdo em que a respiracdo aerobica deveria ser favorecida, e foi
definido como Efeito Warburg. Evidéncias mais recentes demonstram que esse desvio
no metabolismo energético parece ser um processo que auxilia tanto no crescimento
guanto na manutencao do tumor (BENSAAD; VOUSDEN, 2007; GATENBY; GILLIES,
2004).
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Figura 4: Visao geral de processos envolvidos na supressao tumoral por p53.
Adaptado de BIEGING; MELLO; ATTARDI, 2014.

Estruturalmente, p53 € um homotetramero (FRIEDMAN et al., 1993), sendo
cada monémero constituido por cinco dominios distintos: dois aminoterminais
envolvidos na transativacdo, um rico em prolinas, um de ligacdo ao DNA, um de
oligomerizacédo e, por fim, um dominio carbodxi-terminal de regulacdo — figura 5
(SORRELL et al., 2013).
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Figura 5: Dominios da proteina p53 e mutagdes germinativas associadas a cancer em
humanos. Adaptado de ACHATZ; ZAMBETT], 2016.
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Localizado na regido cromossbmica 17p13.1, TP53 é um dos genes
supressores de tumor mais estudados no mundo. Sua estrutura € composta por 11
éxons, sendo os de nimero 2 a 10 os que codificam os 393 aminoéacidos da proteina
p53 (ENSEMBL; NCBI). Mutacdes somaticas neste gene estdo presentes em cerca
de 50% dos tumores solidos e fazem com que TP53 seja 0 gene mais frequentemente
mutado em diferentes tipos de canceres (IARC TP53).

Quanto as mutacdes germinativas, 891 variantes patogénicas distintas foram
descritas até o momento. Destas, mais de 70% s&o de ponto e do tipo troca de sentido,
sendo quase metade transi¢cdes de G>A em sitios CpG (IARC TP53). A ocorréncia
destas mutacdes esta associada a Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) e a sua variante,
Sindrome de Li-Fraumeni-like (LFL), condicbes com padréo de heranca autossémica
dominante que predispdem a mdultiplos tumores de inicio precoce (MALKIN, 2011;
OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010). Estima-se que o risco cumulativo para o
desenvolvimento de pelo menos um tumor primario em portadores destas sindromes
seja de cerca de 80% até os 50 anos de idade, valor muito acima do risco observado
para a populacao geral na mesma faixa etaria — 1-5% (MALKIN, 2011).

Um levantamento da frequéncia de tumores observados em 1.509 portadores
de mutacdes germinativas em TP53 (figura 6), revelou que o cancer de mama € a
manifestacdo mais frequente desta sindrome, seguido de tumores de tecidos moles,
cérebro e glandula adrenal — principalmente em criancas - e 0sso0s. Juntos, estes

tumores respondem por mais de 70% do total de casos (BOUAOUN et al., 2016).
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Apesar de recentemente ter sido levantada a hipotese de que mutacdes
germinativas no gene PTEN possam ter alguma relacdo com a SLF (AKOUCHEKIAN
et al., 2016), até o momento, o gene TP53 € o0 Unico associado a sindrome e,
aproximadamente, 70% das familias com fendtipo classico da sindrome apresentam
mutaces germinativas neste gene (MERINO; MALKIN, 2014).

Média de idade ao diagnéstico

Mama (29.2%) -

34 anos

Tecidosmoles (15.2%) _ 22 anos
Cérebro (13%) _ 17 anos
Gléndula adrenal (13.1%) 4 - 6 anos
Ossos (8.3%) - 16 anos
Sistemahematopoiético (3.4%) - . 25 anos
Pele (1%) I 50 anos
Pulméo (2.9%) . 43 anos
Colon (3.1%) . 41 anos
Ovério (1.5%) 4 41 anos
Estémago (1.5%- l 38 anos Mulheres . Homens
Outros (7.9%) - 35 anos
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Contagens (tumor)

Figura 6: Frequéncia dos diferentes tipos de tumores em 1.509 portadores de mutacfes
germinativas em TP53. Nas barras, sdo indicadas as propor¢cfes em ambos 0S sexos,
seguidas da média de idade ao diagnostico. Adaptado de BOUAOUN et al., 2016.

Cerca de 80% das mutacOes germinativas em TP53 estdo localizadas no
dominio de ligacdo ao DNA e sdo denominadas classicas — figura 5 (BIEGING;
MELLO; ATTARDI, 2014). Comumente, estas variantes afetam de forma drastica a
interacdo entre p53 e o DNA e se associam a um fendtipo altamente penetrante.
Alteracdes no dominio de oligomerizagcdo sdo menos frequentes na maioria das
populacbes e geralmente tém menor impacto clinico, pois estdo relacionadas a um
fenotipo de penetréncia reduzida. No entanto, € interessante ressaltar que este
dominio, responsavel pela dimerizacdo dos mondmeros e posterior formacédo da
holoproteina, é essencial para que p53 desempenhe sua fungdo de ativador
transcricional e regule outros genes envolvidos nos processos relacionados a

supresséo tumoral (CHENE, 2001).
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1.4Mutacdo TP53 p.Arg337His (c.1010G>A)

Uma breve linha do tempo de achados relacionados a variante TP53
p.Arg337His (rs121912664), tratada de forma genérica como R337H, esta descrita no

guadro abaixo.

Quadro 2: Breve linha do tempo acerca de alguns acontecimentos relacionados a
mutacdo TP53 p.Arg337His.

2001
Descricdo em um grupo de criangas com carcinoma adrenocortical (Parand, Brasil).

(RIBEIRO et al., 2001)

Dos 36 pacientes estudados, 35 eram portadores desta mutagéo (prevaléncia de 97%). A principio, o
artigo original sugere que a mutacao contribui de maneira tecido-especifica para o desenvolvimento do
CAC. No entanto, a alta prevaléncia desta mutag&o despertou curiosidade e abriu espago para
investigacdes posteriores.

2007
Associagao desta mutagdo com a SLF pela primeira vez.

(ACHATZ et al., 2007)

2008
A primeira frequéncia populacional da mutagéo foi estabelecida em 0,3%.

(PALMERO et al., 2008)

A andlise foi realizada em 750 mulheres saudaveis que participavam de um programa de
monitoramento preventivo para o cancer de mama no RS. Esta frequéncia € de 10 a 20 vezes maior do
gue qualquer outra altera¢@o germinativa descrita para TP53.

A testagem molecular desta mutacéo foi incluida no programa de triagem neonatal do estado
do Parana.

2010

O efeito fundador da mutacéo foi demonstrado.
(GARRITANO et al., 2010)
O estudo foi feito através da genotipagem de 29 tagSNPs localizados no cromossomo 17.

2015
Determinacao da provavel origem da mutacdo como portuguesa.

(PASKULIN et al., 2015)
Além disso, o efeito fundador foi corroborado. Desta vez, através da genotipagem de Short Tandem

Repeats (STRs) que se estendem ao longo do cromossomo 17.
2008 - atualmente
Diversos estudos envolvendo mulheres com cancer de mama revelaram uma prevaléncia altamente
variavel desta mutacao (0,5-8,7%) e destacaram a relevancia desta mutag@o no contexto desta
patologia*.

* Este topico sera abordado com maior detalhe no artigo cientifico Il, capitulo V.
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Em termos moleculares, esta mutagcdo é uma transicado G>A que ocorre em um
sitio CpG localizado no dominio de oligomerizacdo de p53 (éxon 10) e que surge,
provavelmente, devido a uma deaminacgao espontanea (ACHATZ; ZAMBETTI, 2016).

Estudos indicam que a substituicdo de uma arginina por uma histidina na
posicdo 337 afeta a dimerizagcdo de monémeros de p53 de uma maneira dependente
de pH. Isto porque uma ponte de hidrogénio estavel entre os residuos de histidina na
posicédo 337 de um mondmero e o aspartato na posi¢éo 352 do mondmero adjacente
tende a se desfazer em condi¢des de pH ligeiramente alcalinas (proximo a 8). Ja em
pH neutro, a proteina parece reter parcialmente a sua funcdo de supressora tumoral,
de forma a se assemelhar a atividade da proteina selvagem (DIGIAMMARINO et al.,
2002; HAINAUT, 2002; LWIN; DURANT; BASHFORD, 2007).

D352

DO
BERCATANGYYY RERCATATGYYY

pH 7

9

pH 8

R337TH D332 RSii?H

———{RRECATATGY Y Y RERCATATGY YV }——

Figura 7: Esquematizacdo do efeito da substituicdo de uma arginina por uma histidina
no codon 337 de p53 sobre formacdo de tetrdmeros funcionais em pH levemente
alcalino. (HAINAUT, 2002).

De maneira geral, a mutagdo aumenta o risco de desenvolvimento de céancer
de forma heterogénea e, devido a sua alta frequéncia populacional (cerca de 0,3%),
pode ser considerada uma questdo de saude publica. Polimorfismos, alteragfes
genéticas ainda ndo conhecidas e fatores ambientais sdo alguns dos aspectos que
podem agir como modificadores de fenotipo, contribuindo para a heterogeneidade
observada (ACHATZ; BERNTANI, 2008; ACHATZ; ZAMBETTI, 2016).
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A mutacao parece ter um efeito mais pronunciado no carcinoma adrenocortical
(CAC), um tumor raro e com um progndstico ruim, caso ndo detectado em estagio
inicial. Por conta da elevada frequéncia da mutacao, no Brasil, esse tumor ocorre em
uma escala de 10-15 vezes maior do que no restante do mundo, e diversos estudos
tém demonstrado a contribuicdo desta variante no contexto desta doenca (CUSTODIO
et al.,, 2013; RIBEIRO et al., 2001). No CAC, comumente sdo observadas outras
alteracbes que podem ser importantes para o seu desenvolvimento: a perda de
heterozigosidade do cromossomo 17 - alelo selvagem de TP53 — e da regido que
engloba parte do braco curto do cromossomo 11 (11p15), além da amplificacdo da
regido cromossémica 9q (PINTO et al., 2015).

J& o cancer de mama é o tipo de tumor diagnosticado com maior frequéncia
em adultos portadores desta mutacdo. Sua manifestacao tende a ser mais tardia em
relacdo a portadores de muta¢gdes no dominio de ligacao, por volta dos 40 anos, em
comparacao a 32 anos em portadores de mutacdes classicas (ACHATZ; ZAMBETTI,
2016). Outros canceres frequentes incluem o de estbmago e cérebro, o que evidencia
que o perfil de tumores apresentados por portadores da variante R337H é distinto da
SLF classica (GISLAINE CUSTODIO, 2011).

A ampla variacdo de prevaléncias em estudos com pacientes diagnosticados
com CM gera questionamentos: a alta frequéncia é determinada por aspectos
geograficos ou € mais prevalente em mulheres com caracteristicas especificas? Isto
torna interessante a andlise de mais grupos, a fim de se identificar os fatores que
contribuem para essa variabilidade.

Sob a perspectiva do aconselhamento genético, a testagem molecular desta
mutacao é de fundamental importancia para a tomada de decisdes preventivas, como
monitoramento mais frequente e precoce de pessoas consideradas em risco. Nesse
caso, um resultado positivo pode ser determinante para investigagao de familiares que
antes ndo seriam testados, como criancgas, ja que nesta sindrome tumores de infancia

séo frequentes.
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Capitulo Il

Justificativa
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que:

1. O Rio Grande do Sul apresenta a segunda maior incidéncia de cancer de
mama no Brasil, sendo Porto Alegre a capital que, proporcionalmente, mais

diagnostica este tipo de cancer.

2. O céancer de mama pré-menopdausico € a manifestacdo mais frequente da
Sindrome de Li-Fraumeni e suas variantes, condicbes que decorrem de

mutacdes germinativas de TP53.

3. Uma mutacéo germinativa especifica de TP53, p.Arg337His, foi identificada
em alta frequéncia populacional nas regides Sul e Sudeste do Brasil (cerca
de 0,3%) e ja foi associada a um risco consideravel de desenvolvimento de

diversos tumores, incluindo o cancer de mama.

4. Estudos de prevaléncia da mutacdo TP53 p.Arg337His em grupos de
pacientes com cancer de mama revelaram uma ampla variagcdo de

frequéncias desta mutacao.

A justificativa deste trabalho reside na necessidade de se avaliar a
prevaléncia desta mutacdo em mais grupos de pacientes com cancer de mama,
nesse caso, em uma série de casos proveniente de um hospital publico do RS,
além de analisar diversos estudos ja publicados sobre este tema, a fim de que
o papel da mutacéo p.Arg337His possa ser melhor elucidado no contexto da

neoplasia maligna de mama.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Estimar a frequéncia da mutacdo germinativa TP53 p.Arg337His em uma seérie
de pacientes diagnosticadas com cancer de mama, provenientes de um hospital

publico do estado do Rio Grande do Sul.

3.2 Especificos

3.2.1 Descrever a frequéncia da mutacao TP53 p.Arg337His na linhagem germinativa
de 315 pacientes nao relacionadas, atendidas no Servico de Mastologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e diagnosticadas com cancer de mama entre 0s anos
2002 e 2010.

3.2.2 Estabelecer relacdo entre os resultados das genotipagens e os dados

demograficos, clinicos, patolégicos e da histéria familiar dos pacientes.

3.2.3 Confirmar, entre as portadoras identificadas, se a mutacéo incide sobre o mesmo

bloco haplotipico previamente descrito como fundador.

3.2.4 Colaborar com informacdes acerca da prevaléncia desta mutagdo em pacientes

com cancer de mama.
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Capitulo IV
Artigo Cientifico |

TP53 p.Arg337His germline mutation prevalence in a breast
cancer cohort in Southern Brazil is similar to the populational

frequency of the mutation in this same region.
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ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the leading cause of death by cancer in women. In Brazil,
it accounts for about 28% of new cancer cases reported annually and the state of Rio
Grande do Sul, Southern of Brazil, is the second in BC incidence. Li-Fraumeni (LFS)
and Li-Fraumeni-like (LFL) Syndromes are cancer predisposition disorders caused by
germline mutations in TP53, in which premenopausal BC is a core tumor. In the
Southern and Southeastern regions of Brazil, a specific TP53 germline mutation,
p.Arg337His, was identified at a populational frequency of 0.3%, the highest value
described for any germline variation in this gene. In Brazilian patients with BC, different
studies showed a wide variation in carrier frequencies, range from 0.5% to as high as
8.7%. To contribute to this ongoing debate, the current study assessed carrier
frequency among 315 BC patients unselect for age and family history (FH) - group 1 -
and 199 patients diagnosed with BC at or below 45 years and without FH criteria for
LFS or LFL - group 2. Genotyping resulted in the identification of one carrier (1/315;
0.3%) in group 1 and four carries (4/199; 2.0%) in group 2. The low mutation frequency
in group 1 could be related to experimental design, which did not considered FH or did
not restrict testing by age. Further studies in larger samples of BC patients of different
ages are necessary to provide more definitive TP53 p.Arg337His carrier frequencies
in different clinical scenarios. Cost-effectiveness studies would contribute to assess if
all women from Southern Brazil with premenopausal breast cancer, regardless of

family history, should be routinely tested for this mutation.
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INTRODUCTION

Breast Cancer (BC) is the leading cause of death by cancer in women. In Brazil,
BC incidence accounts for about 28% off all cancers cases diagnosed every year [1].
Most cases are sporadic (approximately 90%) and develop due to a combination of
environmental and genetic risk factors, like low penetrance genetic variants with small
effect [2, 3]. However, about 10% of diagnoses, corresponding to more than 160,000
new cases per year [1], are inherited and caused by moderate or high penetrance
germline mutations in cancer predisposition genes. Although the exact molecular
alteration leading to Hereditary Breast Cancer (HBC) is still unknown in about half of
these cases, germline mutations in several tumor suppressor genes have been
identified in association with premenopausal breast cancer, including the BRCA1,
BRCA2 and TP53 genes, among others [4].

TP53 encodes the p53 protein, a transcription factor with a central role in the
control and regulation of events related to the cell cycle, which is activated in response
to several events, including DNA damage and hypoxia [5]. Approximately 50% of solid
tumors have somatic mutations in TP53, which makes it the most frequently mutated
gene in different types of cancers [6]. Germline mutations, on the other hand, are
associated with Li-Fraumeni (LFS) and Li-Fraumeni-like (LFL) Syndromes, dominant
autosomal disorders that predispose to multiple early-onset tumors, including
premenopausal BC. In these syndromes, the estimated risk of developing at least one

primary tumor by age 50 is around 80% [7].

Germline mutations in TP53 occur at a very low frequency in the general
population (1:2000-5000 individuals) [8]. However, in the Southern and Southeastern
regions of Brazil, one specific germline TP53 mutation, p.Arg337His, also known as
R337H, was identified at a population frequency of 0.3%, which is much higher than

any other alteration already described in this gene [9, 10].

The first report of the p.Arg337His mutation in Brazil was in a cohort of children
with apparently isolated adrenocortical carcinoma (ACC), in which 97% were carriers
[11]. The high frequency led mutation analysis in other cancer groups. In 2007, the
association with LFS was confirmed in a report of families from different Brazilian

states [12]. Moreover, the mutation was identified in patients with cancer diagnoses
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other than ACC, including choroid plexus carcinoma, breast cancer and sarcomas [13—
15]. Prevalence studies of this germline mutation in different BC cohorts reveals a wide
range of carrier frequencies (0.5% to 8.7%) [14-20], which makes further studies

essential to understand the real contribution of this mutation to BC risk in the region.

METHODOLOGY

Study participants

The patients included in this study were recruited from the Mastology and
Medical Genetics Services of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a public
general and university hospital in the State of Rio Grande do Sul (RS), Southern Brazil.
Patients were recruited and analyzed in two separate groups. Patients of the first group
were enrolled between 2002 and 2010 and the only inclusion criteria were a
histologically proven diagnosis of breast cancer at or above age 18 years and
willingness to participate in the study. At inclusion, patients were not selected regarding
family history (FH) of cancer and hence, this group will be described as the
“‘unselected” group or group 1. The second group analyzed included 199 women
diagnosed with breast cancer at or below age 45 years, who did not have clinical
criteria (Chompret criteria) for TP53 mutation testing [21]. This group will be described
as the “early-onset BC” group or group 2. The 45-year age limit was adopted to stratify
groups in relation to age at BC diagnosis, once this cutoff is commonly used in in LFS
studied and also in clinical criteria that suggest TP53 mutation (i.e. Chompret criteria)
[21].

The study was approved by the institutional ethics committee and all patients
provided written informed consent. Demographic, clinical and family history data of the
unselected group were obtained by review of medical records.

DNA samples

Genomic DNA was obtained from the leukocyte fraction of peripheral blood,
using the Salting-out methodology or the commercial kit Flexigene (Qiagen) [22]. In

one of the mutation carriers (unselected group) tumor samples were available and loss
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of heterozigosity (LOH) was evaluated in DNA from the breast tumor. To this end, a
pathologist prepared and analyzed HE slides containing slices of the tumor sample.
Next, a BC region was delimited, microdisected and used for DNA extraction with the

commercial kit ReliaPrep ™ FFPE gDNA Miniprep System (Promega).

Genotyping and haplotype analysis

Germline mutation screening and tumor tissue analysis were performed by
allelic discrimination using a TagMan® assay, with customized probes for the wild-type
(c.1010G) and mutant (c.1010A) alleles. In all samples with a mutant allele, genotyping
was confirmed by Sanger sequencing, as described by Giacomazzi et al. 2014.
Assessment of the haplotype associated with the mutant allele was done as described
by Garritano et al 2010.

Statistical analysis

The mutation frequency was obtained by simple counting of the number of patients

with at least one mutated allele.

RESULTS

Demographic and clinical data

Demographic and clinical data of the unselected group -group 1- are shown in
Table 1. Women account for 99.3% of the sample and most (93.5%) were from RS
State. Mean age at BC diagnosis was 56.3 years (SD: 13.1 years, range: 28-89 years).
Most patients were diagnosed after age 45 years (74.9%). Regarding FH of cancer,
62.2% of the participants reported a positive FH of cancer, considering report of at
least one 1%, 2 or 39-degree relative with cancer, without, necessarily, being
compatible with a history of predisposition to hereditary cancer syndromes or fulfilling
the established clinical criteria for TP53 mutation testing (Table 1). The most common

histological BC type was invasive ductal carcinoma (72.4%).

TP53 p.Arg337His frequency in unselected group was 0.3% (1/315 - 95% CI:
0.01-1.76%), equivalent to that observed in the general population of the Southern and

Southeastern regions of Brazil. The carrier was from a small city from the State of S&do
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Paulo, reported Portuguese ancestry, positive family history of cancer and showed the
same haplotype previously described as founder [23]. She was diagnosed with an
invasive ductal carcinoma of the breast (hormone receptor negative, HER2-positive,
overexpressing p53) at age 67 years. Genotyping of tumor tissue did not reveal loss
of heterozygosity in the tumor. At age 69 years, the proband was diagnosed with a

gastric adenocarcinoma, and died shortly thereafter.

In the second group of patients analyzed, 4 carriers were identified (4/199; 2%,
95% CI: 0.55-5.07%), all with the founder haplotype. Tumors samples were not

available for mutation testing and assessment of LOH.

DISCUSSION

By now several studies have provided evidence that the germline TP53
mutation p.Arg337His is present at an exceedingly high frequency in the general
population from Southern and Southeastern Brazil. Although penetrance of this
oligomerization domain mutant seems to be decreased in relation to DNA-binding
domain mutations, it populational frequency is unsurpassed by any other cancer
predisposing germline mutation [9,10,24]. Carrier families have different phenotypes,
showing either very few or simplex cancer cases or more complex family histories
ranging from phenotypes not clearly suggestive of LFS/LFL to phenotypes typical of
these syndromes. In most families in which p.Arg337His is identified, breast cancer
diagnosis can be made at different ages [15]. Overall, carriers have a 3.5X higher
lifetime risk of developing cancer when compared to non-carriers, and breast cancer

is the most frequent tumor diagnosed in adults carriers [9, 24].

The understanding of genetic factors related to BC is essential, because its
incidence is increasing worldwide, with varying mortality rates: developed countries
tend to present a reduction, while developing countries show increasing rates, a trend
also observed in Southern Brazil [25, 26]. In Porto Alegre, the southern city that
proportionally shows the highest BC incidence rate among Brazilian capitals, and in
the southern state of RS, an important proportion of women is hospitalized or dye from
BC before 50 years of age [27, 28]. A population-based study carried out in the city of

Porto Alegre with more than 9,000 participants, revealed that 6.2% of women
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presented a phenotype compatible with Hereditary Breast Cancer (HBC), and of these,
approximately 70% met criteria for LFS or LFL [29]. From these numbers, one could
hypothesize that the TP53 p.Arg337His mutation is important BC risk factor in the

region.

In BC, age at diagnosis is an important point to consider. In LFS and LFL,
several studied have described a higher mutation prevalence among women with pre-
menopausal when compared to post-menopausal breast cancer and phenotypic
criteria that suggest the syndrome (i.e. Chompret criteria) use the age of 45 years as
a cutoff age for breast cancer diagnosis [15]. In the current study, we have analyzed
two groups of patients. In the unselected group, which was recruited regardless of age
at cancer diagnosis and cancer family history, mean age at BC diagnosis (56.3 years),
as well as proportion of women diagnosed after 45 years (almost 75%), may have
influenced mutation prevalence. We have then examined mutation prevalence in a
second group of patients, all diagnosed at or below 45 years and without a family
history that would indicate TP53 mutation testing. In this group, 2% of the women were
carriers. In previous studies that included women with a FH compatible with hereditary
breast and ovarian cancer syndrome, TP53 p.Arg337His was identified in 0.94% and
2.5% [19, 20]. On the other hand, a study comprising 390 BC patients — that were not
selected regarding FH, revealed a similar prevalence to that seen in the unselected

group of our study, 0.5% [18].

When we compared the mutation frequency of our unselected group of patients
with previously published mutation frequencies, considering the 95% confidence
intervals of these frequencies, 0.3% does not differ significantly from any of these
studies except from the studies of Giacomazzi et al. 2013 and Giacomazzi et al 2014.
[14,15,24-27]. However, to confirm that the mutation frequency found in this study
(unselected group) truly differs from the frequencies observed in the unselected group
of Giacomazzi et al 2014, which included patients from the same geographic region,
as our study, our sample size of women diagnosed before age 45 is insufficient and

this is another significant limitation.

Finally, when we take in account the mutation frequency in the early-onset
group, in which the only indication for testing was age at diagnosis, a scenario that has
been reported by some authors as indicative for TP53 p.Arg337His testing in patients
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from Southern Brazil [30], mutation prevalence was 2%. Provided that this is the real
mutation frequency in women with early-onset breast cancer without a family history,
the next question is whether this prevalence justifies routine mutation testing in such
cases. In the Ashkenazi Jewish population, where founder BRCA1 and BRCA2
mutations are present in about 2.5% of the individuals, cost-effectiveness studies have
implied that population testing is justified [31]. On the other hand, for more complex
and admixed populations, where no BRCA founder mutations are identified and
mutation prevalence is around 0.25%, several authors have stated that population
testing is not cost-effective and therefore not justified [32, 33]. In our study, which
evaluated TP53 p.Arg337His carrier frequency among BC affected women from the
same institution in Southern Brazil, we have identified different carrier frequencies,
depending on age at BC diagnosis and knowledge of FH of cancer (0.3% and 2.0%).
Additional studies with larger samples of patients should be undertaken to provide
definitive carrier frequencies in different clinical scenarios. Furthermore, a better
understand of the penetrance and the cost-effectiveness of TP53 p.Arg337His testing
in women with pre-menopausal breast cancer regardless of family history criteria could

contribute to determine if such testing is justified from a public health care perspective.
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Table 1: Demographic and clinical data of the “unselect group” — group 1 (women with breast
cancer not selected by age at diagnosis).

N %
Gender
Female 313 99.3
Male 2 0.7
Age at breast cancer diagnosis (years)
<45 70 22.2
246 236 74.9
Not specified 9 2.9
Mean, SD 56.1, 13.1 years
Histology
In situ ductal carcinoma 15 4.8
Invasive ductal carcinoma 228 72.4
In situ lobular carcinoma 2 0.6
Invasive lobular carcinoma 33 10.5
Not specified 37 11.7
Estrogen receptor
Positive 194 61.6
Negative 72 22.8
Not specified 49 15.6
Progesterone receptor
Positive 161 51.1
Negative 94 29.8
Not specified 60 19.1
HER2
Positive 46 14.6
Negative 168 53.3
Not specified 101 32.1
Personal History of additional primary
tumors (PH)
Yes 34 10.8
No 255 81.0
Not specified 26 8.2
PH, cancers
Breast 14 41.1
Endometrial 9 26.5
Colorectal 2 5.9
Others 9 26.5
Family History of Breast Cancer (FHBC)
Yes 93 295
No 209 66.4
Not specified 13 4.1
FHBC, age of relatives (years)
<40 19 20.5
241 43 46.2
Not specified 31 33,3
FHBC, affected members
1 relative 63 67.7
Moren than 1 relative 30 32.3
Family History of Other Tumors in first
degree relative (FHOT)
Yes 106 33.7
No 187 59.4
Not specified 22 6.9
FHOT, tumors
Endometrial 17 12.7
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Lung
Esophagus
Liver
Colorectal
Prostate
Leukemia
Gastric
Ovary
Other

13
11
11
11

~N o~

44

9.7
8.2
8.2
8.2
6.7
52
5.2
3.0
32.9

SD: Standard Deviation
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RESUMO

A proteina p53 possui papel central no controle adequado do ciclo celular e na
manutencdo da estabilidade gendmica. O gene responsavel pela sua codificagéo,
TP53, € 0 que, com maior frequéncia, apresenta mutacdes somaticas em diferentes
tumores solidos. Ja as mutacOes germinativas estdo associadas as Sindromes de Li-
Fraumeni e Li-Fraumeni-like, condi¢des que predispdes a multiplos tumores em idade
jovem, como o cancer de mama (CM) pré-menopdausico. No Brasil, portadores de uma
mutacao germinativa especifica, TP53 p.Arg337His, sdo observados em uma elevada
frequéncia populacional (cerca de 0,3%), sendo esta alteracéo ja associada a diversos
tipos de canceres, entre eles, o cancer de mama, a manifestacdo mais frequente em
adultos portadores. O objetivo deste estudo é fazer uma revisdo de estudos de
prevaléncias de TP53 p.Arg337His em grupos de pacientes com cancer de mama
realizados no Brasil. Para a selecdo de estudos, as bases de dados PubMed, LILACs,
Medline e SciELO, além de repositorios de dissertacfes e teses de algumas
universidades, foram consultadas. Um total de 7 estudos foi selecionado. Até o
momento, mais de 1.500 mulheres com CM foram testadas para esta variante, 91
eram portadoras. As prevaléncias variaram de 0,5-8,7%, j& a média de idade ao
diagndstico de CM nas portadoras foi de, aproximadamente, 41 anos. Além destes,
outros aspectos foram analisados em maior detalhe. De maneira geral, pode-se
considerar a alta prevaléncia populacional desta mutacdo como uma questdo de
saude publica, visto o maior risco de desenvolvimento de multiplos tumores.
Especificamente em relacdo ao CM, esta variante patogénica pode ser um fator que
contribui para um grande numero de casos, principalmente em regides com maior

concentragdo da mutacdo e em mulheres com diagndstico antes dos 45 anos.
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INTRODUCAO

Com funcéo central no controle adequado do ciclo celular, a proteina p53 € um
fator de transcricdo homotetramérico codificado pelo gene TP53. Em resposta a
condicbes de estresse celular, como em caso de danos ao DNA, hipoxia,
encurtamento telomérico, erros de replicacao e sinais hiperproliferativos, p53 é ativada
e desencadeia cascatas que participam na manutencéo da estabilidade gendémica e
evitam que células com danos se repliquem de forma descontrolada (BIEGING;
MELLO; ATTARDI, 2014).

MutacBes somaticas em TP53 sdo descritas em cerca de 50% dos tumores
malignos so6lidos, o que torna este gene o mais frequentemente mutado em diferentes
tipos de canceres. J4 as mutacdes germinativas estdo amplamente associadas as
Sindromes de Li-Fraumeni (SLF) e Li-Fraumeni-like (LFL), condicbes autossdmicas
dominantes cujo espectro fenotipico inclui predisposi¢cao a multiplos tumores em idade
jovem, como o cancer de mama pré-menopausico (MALKIN, 2011). Até o momento,
891 variantes germinativas foram descritas neste gene (IARC TP53), sendo a maior
parte localizada no dominio de ligacdo ao DNA - cerca de 80% - e que afetam de
forma drastica fungdo de fator de transcricdo de p53 (OLIVIER; HOLLSTEIN;
HAINAUT, 2010). Na populagdo em geral, estas variantes herdadas séo observadas
em baixa frequéncia (1:2.000-5.000 individuos) (LALLOO et al., 2003).

Nas regides sul e sudeste do Brasil, observa-se uma excecao. Heterozigotos
para a variante p.Arg337His, localizada na regido que codifica o dominio de
oligomerizacdo da proteina p53, éxon 10 do gene TP53, foram identificados em uma
frequéncia populacional de cerca de 0,3% (1:300 individuos), a maior frequéncia de
portadores ja descrita para este gene (PALMERO et al., 2008). E provavel que este
elevado valor seja, em parte, consequéncia do efeito fundador ja descrito para esta
mutacdo (GARRITANO et al., 2010; PASKULIN et al., 2015; PINTO et al., 2004).
Grande parte dos estudos acerca do tema demonstrou a relevancia desta mutacao
para o desenvolvimento do carcinoma adrenocortical (CAC) em criancas, sendo
descrita a impressionante prevaléncia de 97% (35/36) no primeiro estudo que
descreveu essa variante no Brasil (CUSTODIO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2001).
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O cancer de mama (CM) é a principal causa de morte por cancer em mulheres.
No Brasil, é responséavel por cerca de 28% dos novos casos relatados anualmente.
Estima-se que, destes, pelo menos 10% sejam hereditarios, o que significa cerca de
6 mil novos casos ao ano somente no Brasil (INCA). Isto torna interessante o estudo
de variantes em genes de predisposicdo que possam estar associadas ao

desenvolvimento destes tumores, como o ja citado gene TP53.

Um numero consideravel de estudos envolvendo TP53 p.Arg337His e cancer
de mama ja foi realizado no Brasil (CURY; FERRAZ; SILVA, 2014; GIACOMAZZI et
al., 2014; SILVA et al.,, 2014). Ao analisar estes trabalhos, pode-se observar uma
ampla variacdo de prevaléncias desta mutacdo. Além disso, ja se sabe que o tumor
de mama é o tipo mais frequente em adultos portadores desta variante (ACHATZ,
ZAMBETTI, 2016; GISLAINE CUSTODIO, 2011).

Assim, o objetivo desse artigo é revisar as prevaléncias de TP53 p.Arg337His
obtidas em pacientes com cancer de mama em estudos realizados no Brasil, bem
como analisar criticamente diferentes aspectos abordados nas publicacdes, com

intuito de se compreender a importancia desta mutacdo no contexto do CM.

METODOLOGIA

Revisdo de artigos publicados e de trabalhos depositados em bancos de dados de

universidades

A selecéo de estudos iniciou-se a partir da busca por termos “R337H” e “TP53
p.Arg337His” nas bases de dados PubMed, LILACs, Medline e SciELO. Além disso, a
pesquisa foi realizada em repositorios de dissertacbes e teses das seguintes
universidades: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Universidade
Federal do Parana (UFPR), Universidade de Sao Paulo (USP) e Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Em seguida, filtrou-se somente o0s
artigos/arquivos que possuiam como objetivo a estimativa de prevaléncia da mutacao

em pacientes com CM e que tivessem sido realizados no Brasil (Figura 1).
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RESULTADOS

Selecao de artigos

A busca nas quatro bases de dados resultou em 138 artigos, 66 foram
excluidos por se tratarem de repeticbes. JA a pesquisa em repositorios das
universidades resultou em 70 arquivos. No total, 7 estudos de prevaléncia foram

incluidos apos aplicacéo dos critérios de selecao.

Descricao dos estudos de prevaléncia

Um resumo descritivo dos estudos selecionados esta apresentado na Tabela
1. Nesta, dados referentes ao local do estudo, delineamento e amostra, frequéncia da
mutacédo, idade das portadoras e média de idade da amostra, bem como outros dados

relevantes (como histéria familiar, quando disponivel) estdo detalhados.

A maioria dos estudos foi realizada nos ultimos 5 anos (6/7) e, até 0 momento,
1.789 pacientes com CM foram testadas para a mutacdo TP53 p.Arg337His em
estudos de prevaléncia no Brasil (Tabela 1), o percentual de portadoras foi de 5,1%
(91/1.789).

As metodologias mais utilizadas para a testagem foram discriminacao alélica
por meio de sondas TagMan® — PCR em tempo real (3/7, GIACOMAZZI et al., 2013,
2014) e Sequenciamento de Sanger (2/7, ASSUMPCAO et al., 2008; SILVA et al.,
2014), outras metodologias incluiram HRM — High Resolution Melting (1/7, CURY;
FERRAZ; SILVA, 2014), ARMS-PCR — Amplification-Refractory Mutation System (1/7,
GOMES et al., 2012) e AS-PCR — Allele Specific PCR ou RFLP — Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (1/7,FELIX et al., 2014). A amostra biologica utilizada com maior
frequéncia para a extracdo de DNA foi sangue (6/7), e apenas 2 trabalhos analisaram
a prevaléncia da mutagdo em tecido tumoral (2/7) — Giacomazzi et al 2014 utilizou os
dois tipos de amostras, por isso foi incluido nas duas categorias. A analise da perda
de heterozigosidade no tecido tumoral foi realizada somente em 2 estudos
(ASSUMPCAO et al., 2008; GIACOMAZZI et al., 2014a) (os dados deste paragrafo

nao estao descritos na tabela).
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A maior parte dos estudos (5/7) analisou unicamente a mutacao p.Arg337His
na amostra. Os outros 2, estenderam a avaliagdo de muta¢des germinativas para
outros genes, como BRCA1, BRCA2, CHEK?2.

O tipo histologico mais frequente foi o carcinoma ductal invasivo, levando em
consideracao estudos que fizeram esta caracterizacdo. Apenas um estudo avaliou a
prevaléncia em um tipo especifico e raro, tumor phyllodes de mama (GIACOMAZZI et
al., 2013).

Quanto aos critérios para composicdo da amostra, o0s estudos de
ASSUMPCAO et al. 2008 e de GIACOMAZZI et al. 2014 utilizaram amostragens que
incluiram pacientes com CM com e sem HF de cancer. A respeito dos outros cinco
trabalhos, 2 ndo consideraram historia familiar compativel com sindromes de
predisposicao hereditaria ao cancer e 3 avaliaram a frequéncia da mutacédo em grupos
de cancer de mama com HF compativeis, em sua maioria, com critérios para HBOC.

A idade ao diagnéstico das portadoras de p.Arg337His variou de 19 a 61 anos,
sendo a maioria concentrada na faixa etéria inferior aos 45 anos (62/91=68%). A
meédia de idade ao diagndstico das pacientes em geral oscilou entre 43 e 66 anos na
maior parte dos estudos. Ja entre as portadoras, utilizando os dados disponibilizados,
a média foi de 41,15 anos.

O intervalo de confiangca a 95%, calculado pelos autores do presente artigo,
indica que os intervalos de prevaléncias sédo bastante amplos e, portanto, sobrepdem-
se, indicando que, com poucas excecdes, nao diferem entre si (Figura 2).

A localizacéo geografica dos estudos revela que pacientes de todas as regides
do Brasil j& foram testadas para esta mutacdo, sendo em todas as regides
identificadas portadoras. No entanto, as regides Sul e Sudeste sdo as que concentram

a maior parte dos estudos e também o maior nimero de portadoras.

DISCUSSAO

O entendimento de fatores genéticos relacionados ao cancer de mama € de
fundamental importancia, pois sua incidéncia esta crescendo em todo o mundo, com
paises subdesenvolvidos apresentando taxas cada vez maiores de mortalidade
devido a esta causa (GLOBOCAN 2012; MARTINS et al., 2013). Como exemplo, o
Rio Grande do Sul (RS) é o estado brasileiro com a segunda maior incidéncia deste
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tipo de cancer no Brasil e Porto Alegre, sua capital, é a cidade que, proporcionalmente,
diagnostica 0 maior numero de casos de CM, com uma importante parcela de
diagndsticos e taxas de mortalidade em mulheres com idade <50 anos (GONCALVES
etal., 2007; GROSS et al., 2014; SEHN, 2012). Um estudo envolvendo mais de 9.000
mulheres realizado nesta cidade, revelou que 6,2% da amostra apresentava historia
familiar compativel com Cancer de Mama Hereditario (CMH), sendo cerca de 70%
compativel com critérios para a SLF e suas variantes, uma propor¢édo muito acima do
esperado. Provavelmente, a elevada prevaléncia de p.Arg337His nessa regido
contribua para uma boa parcela destes casos e se constitua em um importante fator
de predisposicdo ao CMH nessa localidade (PALMERO et al., 2009). Isto demonstra
a necessidade de estudos futuros para o melhor entendimento da importancia desta
mutacdo para o CM, a fim de que estratégias de prevencao e manejo dessas pacientes

possam ser adotadas.

Até o momento, mais de 210.000 pessoas foram testadas para a mutacao TP53
p.Arg337His e sua prevaléncia populacional gira em torno de 0,21-0,30%, 0 maior
valor j& descrito para uma Unica variante germinativa neste gene (CAMINHA, 2015;
CUSTODIO et al., 2013; PALMERO et al., 2008). Ao serem comparados com nao
portadores, heterozigotos para esta mutacdo possuem um risco 3,5X maior de
desenvolvimento de diversos tumores, sendo o cancer de mama o tipo mais frequente
em adultos (GISLAINE CUSTODIO, 2011).

A grande amplitude de prevaléncias de TP53 p.Arg337His em estudos
relacionados ao CM deve-se, em parte, a variacdes nos delineamentos amostrais.
Apesar de ndo serem uniformes, estes estudos contribuem para a obtencdo de uma
visdo geral da importancia desta mutacdo no CM. Em média, a manifestacdo do CM
em portadoras ocorre predominantemente em idade <45 anos e o diagnostico tende
a ocorrer 8 anos mais tarde em relacdo a portadoras de mutacgdes classicas de TP53
(40 e 32, respectivamente) (ACHATZ; ZAMBETTI, 2016; GIACOMAZZI et al., 2014a).
A penetrancia reduzida desta mutacdo pode ser um fator que contribua para este

diagndstico mais tardio.

Apesar de as prevaléncias variarem de 0,5-8,7%, a maior parte nao difere
entre si ao se considerar o intervalo de confianca a 95%, medida que sofre influéncia
direta do tamanho amostral utilizado: quanto menor o numero de individuos
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analisados, maior sera a amplitude do intervalo obtido. Isto indica que, para obtencéo
de prevaléncias mais exatas, € necesséria a andlise de grupos com tamanho amostral

maiores.

No maior estudo acerca do tema, Giacomazzi et al. 2014, amostras recrutadas
em trés diferentes centros foram avaliadas (Porto Alegre, S&o Paulo e Barretos). No
total, sete valores de prevaléncia amplamente variaveis (1,9-26,8%) foram obtidos. Ao
serem analisadas em separado, essas diferencas de frequéncias podem indicar a
influéncia direta exercida pela regido geografica, bem como caracteristicas peculiares
a cada centro — como a maior representacao de pacientes em maior risco para cancer
hereditario - e a importancia da idade ao diagndstico das pacientes, fatores que serao

analisados em maior detalhe a seguir.

E importante ressaltar que a maioria dos estudos coletou amostras em grandes
centros de referéncia ou laboratérios especializados na area de cancer hereditario.
Esta € uma limitacdo importante, pois a coleta em locais que agregam pacientes com
um perfil compativel com sindromes de cancer hereditario pode superestimar a
prevaléncia da mutacdo. Além disso, os maiores estudos, e 0s que apresentaram
maior percentual de portadores da mutacdo, foram executados nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, talvez isto seja um indicativo de que a prevaléncia mais elevada da
mutacdo possa ser consequéncia da maior amostragem nessas regides. Para
descartar esta possibilidade, € indispensavel realizar a expansao das analises para
outras regides brasileiras, com intuito de que uma prevaléncia nacional confiavel
possa ser estabelecida. Ou seja, um numero adequado de pacientes das regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil ainda precisa ser avaliado, pois desta forma
serd possivel entender se a mutacdo estd mais restrita ao Sul e Sudeste ou
amplamente difundida ao longo de todo territério brasileiro.

Outro aspecto que pode introduzir vies é a variacdo de delineamentos
amostrais. Para a obtengdo de prevaléncias mais informativas, faz-se necessario que
as amostras sejam muito bem caracterizadas e que possuam 0S mMesmos
delineamentos amostrais. Por exemplo, para se compreender o impacto da mutacao
em casos de CM em idade jovem e verificar a importancia da historia familiar de
cancer, ha que se analisar a prevaléncia em dois grupos de pacientes distintos:
pacientes reconhecidamente sem HF diagnosticadas em idade <45 anos, pacientes
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com HF e diagnostico <45 anos. Utilizar como critério apenas “pacientes nao
selecionadas quanto a HF” pode incluir muitas mulheres com HF positiva e resultar

em um viés no sentido de um aumento irreal na prevaléncia de mutacao.

Ao se analisar as metodologias adotadas para a triagem da mutacao, o PCR
em Tempo Real foi 0 método mais utilizado. Um estudo comparativo de 3 técnicas
usadas para a deteccéo desta variante - sequenciamento de Sanger, PCR em Tempo
Real e HRM, demonstrou que todos sdo métodos adequados, sendo o HRM o mais
barato para a triagem de grandes numeros de pacientes (FITARELLI-KIEHL et al.,
2016).

Quanto ao tipo de amostra bioldgica utilizada para a extracdo de DNA, existem
indicacdes de que, para analises mais confidveis de mutacdes germinativas, o ideal
seria a utilizacdo de tecidos ndo tumorais. Apesar de p.Arg337His ocorrer em uma
frequéncia extremamente baixa como mutagéo somatica - ha somente 3 relatos até o
momento (IARC TP53), a analise da mutacdo apenas em tecido tumoral introduz um
Viés que so pode ser resolvido com a utilizacdo de DNA proveniente de outros tecidos

nao comprometidos pelo tumor.

O efeito fundador ja foi demonstrado para esta mutacdo por trés estudos
independentes (GARRITANO et al., 2010; PASKULIN et al., 2015; PINTO et al., 2004),
sendo um deles o responséavel por indicar como portuguesa a provavel origem da
mutacdo (PASKULIN et al., 2015). Este é um dado interessante a ser considerado,
pois a alta prevaléncia na regido Sudeste, principalmente no estado de Sao Paulo, é
compativel com a histéria de colonizagéo desta localidade. No entanto, um estudo de
prevaléncia com mais de 800 mulheres com CM provenientes de Portugal nao
identificou nenhuma portadora desta mutacao (GIACOMAZZI et al., 2014b). Este dado
ndo pode ser encarado como uma evidéncia de que neste pais a mutacdo nao possui
relevancia, pois o tamanho amostral é insuficiente para esta afirmacéo, o que torna
necessario mais estudos antes de uma conclusao a respeito desta questao.

Por fim, além de analises de prevaléncia, pacientes com CM portadoras de
p.Arg337His também foram utilizadas em estudos com outras abordagens. A revisédo
de resultados de imunoistoquimica (IHQ) de heterozigotas para esta variante, revelou
gue seu o perfil IHQ parece se assemelhar ao observado em mulheres com cancer de

mama em geral: cerca de 20% apresentam HER2 superexpresso, e parece diferir do
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perfil apresentado por portadoras de mutacdes classicas de TP53, que comumente
apresentam maiores proporgdes de HER2 superexpresso, um indicativo de tumores
mais agressivos (FITARELLI-KIEHL et al.,, 2015). Outro estudo recomendou a
testagem desta mutacdo em mulheres com CM em idade jovem (antes dos 45 anos),
mesmo que nao apresentem critérios para SLF ou suas variantes (ANDRADE et al.,
2016).

CONCLUSAO

De maneira geral, pode-se considerar a alta prevaléncia populacional desta
mutacao como uma questao de salde publica, visto o maior risco de desenvolvimento
de mudltiplos tumores. Especificamente em relagdo ao CM, esta variante patogénica
pode ser um fator que contribui para um grande numero de casos, principalmente em
regides com maior concentracdo da mutacdo e em mulheres com diagnostico antes
dos 45 anos. Porém, mais estudos acerca do tema ainda sdo necessarios, a fim de

gue a contribuicdo desta mutacéo para o CM possa ser melhor compreendida.
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Figura 1: Fluxograma demonstrando os passos que levaram a selecdo de estudos

utilizados nesta revisao.
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Tabela 1: Resumo descritivo dos aspectos mais relevantes de estudos de prevaléncia da mutacdo TP53 p.Arg337His em diferentes

grupos de pacientes com cancer de mama.

Frequéncia de

Média de idade ao

Referéncia Estado Delineamento/Amostra TP53 p.Arg337His diagndstico da amostra Idade das portadoras e HF Outros dados interessantes
(1C 95% min-max%) (DP ou min-max, anos) ou outros tumores
1.Assumpgdo et SP Caso-Controle 2,4% (0.51-6.96%) NI 1: 19a (Sem HF) Quanto a perda de
al 2008 2:29a (com HF: talvez LFL; heterozigosidade no tumor de
- Casos CM (n=123), sendo, quanto a HF, 78 Portadoras: segundo cancer - cérebro) mama: as trés portadoras
negativos e 45 positivos — previamente - 3/123 no grupo de casos 3: 44a (com HF: Birch's apresentaram manutengdo
testadas para mutagdes em BRCA1,2 - Nenhum relato em controles criteria) somente do alelo ndo mutado.
- Controles (n=223) pareadas quanto a idade A mutagdo estd associada ao
CM na regido Sudeste do Brasil.
2. Gomes et al RJ Caso-Controle 0,5% (0.06-1,84%) - Casos: 46a (25-66a) 1: 35a (com HF)
2012 - Controles: 402 (19-63a) 2:39a (com HF)
- Casos CM invasivo (n=390) ndo Portadoras:
selecionados quanto a HF - 2/390 no grupo de casos
- Controles (n=324) - Nenhum relato em controles
3. Giacomazzi et RS Estudo observacional 5.4 % (2.36-10.37%) - Benigno: 39a (16-81) Média de idade das
al 2013 SP - Borderline: 52a (41-71) portadoras (DP)
Tumor phyllodes de mama: A mutagdo foi encontrada em 8 - Maligno: 57a (28-80) - Benigno: 32.6a (7.7a)
- 128 casos benignos tumores: - Maligno: 54.6a (7.7a)
- 7 casos borderline - Benigno: 3,9% (5/128)
- 13 casos malignos - Borderline: zero
- Maligno: 23% (3/13)
4. Felix et al BA Estudo observacional 0.94% (0.02-5.14%) 43,1a (10.67a) 1: 53a (tia materna com 91,4% possuiam cancer de
2014 CM) mama; o restante, cancer de
106 pacientes nao relacionados com alto Portadora: 1/106 ovario.
risco para HBOC
5. Cury et al SP Caso-Controle 7.1% (0.88-23.5%) 41,75a (10.25a) As duas portadoras ndo Pacientes sem critérios para SLF
2014 apresentavam critérios para  ou LFL também apresentam a

- Casos CM (n=28), com critério para HBOC
- Controles (120), pareadas quanto a idade

Portadoras:
- 2/28 no grupo casos
- Nenhum relato em controles

SLF nem LFL

mutagao.
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1: cancer de parétida 60a,
cancer de mama bilateral

(61a,62a)
2:30a
6. Silva et al SP Estudo Observacional 2,5% (0.52-7.13%) 43a (22-88) 1:49a
2014 Portadoras: 3/120 2:49a
120 pacientes ndo relacionadas com critérios (Outras mutagdes: BRCAI - 26%. 3:39a

para HBOC

BRCA2 - 5,83%)

7. Giacomazzi et RS Estudo Observacional Grupo 1 Grupo 1 A mutagdo foi observada em
al 2014 SP 3,4% (0.41-11.71%) 43a (11.9a) todos os grupos. A maior
Grupos: frequéncia foi em pacientes
- 1: mulheres com CM e HF sugestiva de Portadoras: 2/59 Grupo 2 com diagndstico em idade < 45
CMH, sem critérios para SLF e LFL (n=59); anos.
- 2: mulheres com CM ndo selecionadas Grupo 2 <45 anos
quanto a HF (n=815): 8,6% (6,76-10,73%) 38a (5a)
Diagndstico em idade <45 anos (n=403)
Diagndstico em idade > 55 anos (n=412) Portadoras: 70/815 > 55 anos
66a (9a)
Detalhamento
<45 anos - 49/403:
12,1% (9.13-15.75%)
>55anos—21/412:
5,1% (3.18-7.69%)
Legenda

Estados: BA — Bahia; SP: Sdo Paulo; RJ: Rio de Janeiro; RS: Rio Grande do Sul.
Outras: CM — Cancer de Mama; CMH — Cancer de Mama Hereditario; HBOC - Hereditary Breast and Ovarian Cancer; HF: Historia Familiar para cancer; NI — Nao Informado;
SLF - Sindrome de Li-Fraumeni; LFL - Sindrome de Li-Fraumeni-like.
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Figura 2. Grafico de prevaléncias da mutacao TP53 p.Arg337His em diferentes estudos envolvendo pacientes com cancer de mama.
O ponto indica a prevaléncia exata obtida, ja a barra em cinza, os valores correspondentes ao intervalo de confianca a 95% (exato de Fisher). A
linha pontilhada serve como base de comparacéo entre os valores. (OBS: Os delineamentos amostrais ndo foram uniformes, para mais detalhes,
ver Tabela 1). * Prevaléncia de individuos com pelo menos um alelo mutado.
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Discussao
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6. DISCUSSAO

OBSERVACOES: Neste capitulo serdo discutidos aspectos ainda n&o abordados na
profundidade adequada durante as discussdes dos artigos cientificos (capitulos IV e V).
Como forma de simplificacdo, o termo R337H serd utilizado como sinénimo de TP53
p.Arg337His. Os Intervalos de Confianca foram calculados pela autora, com auxilio do

programa estatistico WinPepi (Valor utilizado: IC 95% Exato de Fisher).

A variante germinativa R337H possui a maior frequéncia populacional ja
descrita para mutacbes herdadas no gene TP53. Além do primeiro valor
estabelecido em 0,3% - IC 95% 0,03-0,96% (PALMERO et al., 2008), dois outros
grandes estudos realizados no Brasil revelaram prevaléncias semelhantes:
0,27% - IC 95% 0,25-0,30%, apos a testagem de 171.649 recém-nascidos (RN)
no estado do Parana (GISLAINE CUSTODIO, 2011), e 0,21% - IC 95% 0,16-
0,26%, em um estudo que testou 32.130 RN provenientes da regido
metropolitana de Campinas e de cidades circunvizinhas, no estado de Sao Paulo
(CAMINHA, 2015). Até o momento, mais de 200.000 pessoas foram testadas e,
no geral, a prevaléncia estimada gira em torno de 1/375 (0,27%) nas regides Sul
e Sudeste (ACHATZ; ZAMBETTI, 2016). Além disso, outro trabalho em escala
populacional foi realizado no Paraguai (LEGAL et al., 2015). Utilizando amostras
de papel filtro de 10.000 RN provenientes de regides vizinhas ao Brasil, 5
individuos foram positivos para a mutacdo (uma prevaléncia 0,05%, IC 95%
0,016-0,117%).

Uma hipétese para a manutencao da elevada frequéncia de R337H tem como
argumento o baixo impacto desta mutacdo em tumores de infancia — exemplo:
penetrancia de 1:30-40 de CAC em criancas portadoras (CUSTODIO et al.,
2013), permitindo que individuos cheguem até a idade de reproducdo e a
transmitam para a prole. Esta € uma ideia interessante se o risco cumulativo de
cancer associado a essa mutacdo for considerado: somente 15-20% dos
portadores desenvolvem cancer antes dos 30 anos, em comparac¢ao a 50% dos
portadores de mutacdes classicas (ACHATZ; ZAMBETTI, 2016; GARRITANO et
al., 2010).

A alta frequéncia populacional desta mutagdo abre questdes que concernem
a sua patogenicidade. Ao longo dos proximos paragrafos serdo discutidos

aspectos relacionados a este tema, com intuito de analisar o0 maior nimero de
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achados que possam fornecer evidéncias, em diferentes niveis, de sua

patogenicidade.

Macroevidéncias: associacdo com tumores malignos e comparacdo com bancos

de dados

Apesar de sabidamente possuir uma penetrancia reduzida em relacdo as
mutacdes classicas de TP53, a mutacao p.Arg337His ja foi associada a diversos
tipos de tumores e esta relacionada a um niumero maior de casos de cancer em
familias portadoras. Como exemplo, a analise de 353 familias portadoras no
estado do Parana demonstrou uma taxa 3,5X maior de tumores malignos em
comparacao a familias em que a mutagcédo ndo segregava, sendo os tumores de
mama e estdbmago os mais frequentes em portadores adultos (a ocorréncia dos
dois tipos aconteceu em 29,6% das familias) e o CAC o tumor infantil mais
frequente, observado em maior frequéncia do que em portadores de mutacgdes
classicas (GISLAINE CUSTODIO, 2011).

Ao comparar esta frequéncia populacional com a encontrada em bancos de
dados publicos que agregam resultados de exomas, pode-se perceber uma
prevaléncia extremamente baixa, como a disponivel no EXAC, Exome
Aggregation Consortium - 1/117390 = 8,5x10°, ou até mesmo nula, como 0s
bancos ESP — Exome Sequencing Project, 1000 genomas e ABraOM - Arquivo
Brasileiro Online de Mutacdes.

O banco de dados EXAC compila mais de 60.000 exomas, sendo a maioria
individuos de origem europeia - mais de 50%, porém o Unico relato em
heterozigose foi em um individuo latino (a amostra latina corresponde a cerca de
10% do total). Ja as fontes ESP e 1000 genomas, nas quais ndao houve nenhuma
ocorréncia da mutagédo, possuem pouca ou nenhuma contribuicdo de pessoas
latinas (LEK et al., 2016). Estes resultados parecem ir de encontro ao fato de a
mutacdo ter se originado por efeito fundador e possuir frequéncia elevada
somente em localidades especificas, como em determinadas regides do Brasil
(GARRITANO et al., 2010).

Por fim, a frequéncia nula da mutagdo em exomas de 609 idosos coletados
na cidade de Séo Paulo (ABraOM) parece ser um dado intrigante, visto que a
mutacao possui uma frequéncia populacional de 0,27% nesta regido. No entanto,

ndo sdo destacadas informacfes sobre a naturalidade desses individuos e o
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tamanho de amostra é pequeno, fatores que podem ser chave para a nao

observagéo da mutacéo.

Evidéncias moleculares: hip6teses acerca do seu efeito sobre a atividade de p53

Normalmente genes supressores tumorais, como BRCAL1 e BRCA2, séo
inativados por mutacdes de mudanca no quadro de leitura ou de perda de sentido
gue levam a uma proteina truncada ou até mesmo auséncia de expressao. Ja
em TP53, 80% das mutagbes sdo de ponto, do tipo substituicdo, o que indica
que a proteina é traduzida em toda sua extensdo e sem grandes alteracdes de
sequéncia. No entanto, isto ndo implica em proteinas p53 funcionais, pois, com
frequéncia, estas mutacdes acarretam alteragdes estruturais que inativam sua
funcdo e levam ao seu acumulo na célula (IARC TP53).

Proteinas p53 mutantes podem contribuir para a carcinogénese de
diversas maneiras. Dentre 0os mecanismos ja descritos, tem-se: ligacdo de
proteinas mutantes ao DNA e consequente alteracdo de padrfes de expressao
génica; ligacdo a fatores de transcricdo especificos, podendo tanto reforcar
quanto diminuir sua fun¢éo; interacéo direta com outras proteinas e alteracdo de
suas fun¢des (MULLER; VOUSDEN, 2013).

Por muito tempo, muta¢des no dominio de ligacdo (DL) ao DNA foram o foco
das atencdes, isto introduziu um viés de analise e fez com que muitos estudos
investigassem somente este dominio em pacientes candidatos a testagem
molecular de TP53 (SOUSSI; DEHOUCHE; BEROUD, 2000). Apesar de ainda
ser considerado o hotspot de mutacgdes, ao se fazer uma analise da distribuicédo
das alteracdes ao longo do gene, pode-se perceber que a proporcao de
mutacdes neste dominio é muito semelhante a observada no dominio de
oligomerizacdo (DO): 80% dos pacientes apresentam mutacdes ao longo dos
quase 600 nucleotideos (nt) correspondentes ao DL e 17% as possuem em uma
extensdo de cerca de 90 nt do DO (KAMADA et al., 2011).

Assim, com o passar do tempo, a importancia de se analisar outras regides
do gene, como o DO, ficou evidente. Um exemplo: todas as novas mutacdes
reportadas no ano de 2012 em um banco de dados de mutacbes em TP53
(http://p53.fr), se localizavam fora do dominio de ligagcdo ao DNA (LEROY et al.,
2013).
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O dominio de oligomerizacdo de p53 é composto por duas estruturas
secundérias distintas: folhas beta (residuos 326-333), uma alca (334) e alfa
hélice (335-356). Até o momento, 376 variantes somaticas e germinativas foram
descritas nesta regido e 52 foram classificadas como patogénicas por diferentes
preditores de patogenicidade, como SIFT, Polyphen e AGVGD (IARC TP53).
Mutacdes que afetam residuos de aminoacidos na regido da alfa hélice, R337H
esta localizada no inicio desta sequéncia, parecem ter impacto maior sobre o
processo de oligomerizacdo, isto porque estas variantes tendem a afetar o
equilibrio entre mondémeros e tetrameros de p53 disponiveis na célula, além de
os tetrameros, quando e se formados, ndo apresentarem a mesma estabilidade
do que proteinas ndo mutadas (KAMADA et al., 2011).

Desde janeiro de 2016, o banco de dados de variantes com importancia
clinica do NCBI — ClinVar — considera que ja existem evidéncias suficientes para
caracterizar esta mutacdo como patogénica, ja a base de dados que agrega
mutacdes germinativas e somaticas de TP53, IARC, a considera como deletéria,
porém, parcialmente funcional. Contudo, o mecanismo pelo qual R337H contribui
para a carcinogénese ainda ndo é completamente compreendido. Poucos
estudos foram realizados nesta area, mas ja existem algumas evidéncias de que
a mutacado possui impacto em processos relacionados ao estresse oxidativo
(MACEDO et al., 2012) e que afeta a formacéao de tetrameros funcionais de uma
maneira dependente de pH, sendo a estrutura de p53 desestabilizada em pH
levemente alcalino (DIGIAMMARINO et al., 2002).

Além da troca de uma arginina por uma histidina, 3 outras possibilidades
de substituicdes ja foram descritas no cédon 337: prolina, cisteina e lisina, sendo
todas consideradas como nédo funcionais e patogénicas, com ocorréncia, na
maioria das vezes, como variantes somaticas. Uma hipotese a respeito do efeito
menos pronunciado de R337H poderia considerar que 0s aminoacidos
envolvidos, arginina e histidina, sdo de uma mesma classe quimica, ambos
basicos, e que, teoricamente, esta substituicdo ndo afetaria de forma téo
pronunciada a estrutura de p53.

No entanto, a histidina apresenta uma propriedade Unica em relacdo a
outros aminoacidos: sensibilidade elevada a pequenas alteracdes de pH devido
a presenca de um anel imidazdlico em sua estrutura, 0 que permite a sua

atuacao tanto como aceptor ou doador de protons e evidencia a flexibilidade que
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a presenca deste aminoacido traz a estrutura da proteina (KULIS-HORN;
PERSICKE; KALINOWSKI, 2014; NELSON & COX, 2009). Esta caracteristica
exclusiva faz com que este aminoacido ndo possa ser substituido por nenhum
outro sem que isso ocasione mudancas estruturais (BETTS; RUSSELL, 2003) e
reflete o fato de apenas 3% das proteinas o apresentarem em sua sequéncia-
geralmente, em regides de sitios ativos.

No dominio de oligomerizacdo ndo mutado de p53, nenhuma histidina é
encontrada ao longo dos 30 residuos de aminoacidos que o compde.
Interessante de se ressaltar é o fato de que duas das mutac¢des mais frequentes
de TP53, observadas no dominio de ligacéo, tanto como somaticas quanto como
germinativas, constituem-se exatamente na mesma troca: p.Argl75His e
p.Arg273His (figura 5, pagina 11), ambas com efeito drastico sobre a capacidade
de p53 se ligar ao DNA e exercer seu papel de fator de transcricdo (IARC TP53;
PETITJEAN et al.,, 2007). Seria este tipo de substituicho uma assinatura
gendmica importante em relacdo a mutacdes no gene TP53 e cancer?

Ja se sabe que o interior de células tumorais apresenta um gradiente de
pH reverso em relacdo a células saudaveis, e, por este motivo, costuma ser mais
basico, sendo a matriz extracelular mantida acida por uma série de mecanismos
decorrentes de alteracbes metabdlicas que bombeiam ativamente H* para o
exterior da célula (SWIETACH et al., 2014; WEBB et al., 2011). Em condicdes
de exposicao prolongada a um meio extracelular acido, um aumento de danos
ao DNA pode ser observado, o que, normalmente, faz com que as células
necrosem ou sejam encaminhadas para apoptose por vias que envolvem p53 e
caspases (GATENBY; GILLIES, 2004). Em casos de proteinas p53 mutadas,
esta via estaria parcialmente prejudicada, o que poderia contribuir para a
manutenc¢ao de células que deveriam ser eliminadas.

Com base nestas informacg0es, duas hipéteses nao excludentes de como

R337H pode contribuir para a carcinogénese podem ser formuladas:

e Primeira; R337H contribui para a progressao tumoral.

Pode se pensar que R337H néo tenha papel tdo decisivo em
processos iniciais de estabelecimento do tumor. A combinagao de outros
fatores genéticos, como variantes de predisposicdo em outros genes ou

fatores que modifiqguem a penetrancia desta mutacdo, como
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polimorfismos intragénicos de TP53, contribuiriam para o surgimento do
tumor. Ao se estabelecer, as células neoplasicas gradativamente
apresentariam pH mais basico, o que afetaria de forma mais drastica a
atividade normal de p53-R337H e poderia contribuir para a progressao

tumoral.

e Segunda: R337H contribui tanto para o estabelecimento quanto para a

progressao tumoral.

Em condi¢cbes normais, a mutacdo nao exerceria impacto téo
drastico sobre a funcdo de p53 e permitiria a formacdo de
heterotretameros, combinacées de monémeros de p53 mutados e nao
mutados, ainda parcialmente funcionais. Porém, a longo prazo, a funcéo
apenas parcial destas proteinas poderia ter reflexo na manutencdo da
estabilidade gendmica e do metabolismo energético. O que de forma mais
lenta, poderia contribuir para o acumulo de alterac6es deletérias, fator que
gradativamente tornaria a célula mais suscetivel a malignizacdo (e
tornaria o pH intracelular mais basico, situacao que afetaria de forma mais
drastica a funcdo de p53-R337H, contribuindo para a progressédo e

agressividade tumoral).

Uma outra forma de analisar a patogenicidade desta mutacdo é sob a
perspectiva da perda de heterozigosidade no tecido tumoral. No CAC,
comumente € observada a perda de heterozigosidade por delecdo do alelo
selvagem e a manutencdo apenas do alelo mutado R337H. Neste caso, 0
mecanismo pelo qual a mutacdo age seria o de “perda de fungédo”, modelo
proposto por Knudson, que diz que a perda de fungdo esta relacionada a
mutacOes deletérias em ambos os alelos (KNUDSON, 2001). Porém, em
diversos casos, inclusive envolvendo outras mutagcdes germinativas de TP53,
constata-se a manutencdo dos dois alelos, selvagem e mutado, evento
observado no presente estudo. Isto ndo deve descartar a importancia destas
mutacdes para a carcinogénese. Antes, € necessario considerar que a perda de
fungéo pode apenas néo ser melhor modelo para se explicar estes casos, o que
evidencia a importancia de uma analise mais profunda para entender o

mecanismo que melhor se encaixa nestas situagoes.
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Uma explicacdo plausivel seria a de que R337H exerca efeito dominante
negativo sobre a proteina ndo mutada, interferindo diretamente em sua funcao,
principalmente no que diz respeito & formacéo de tetrameros funcionais. Esta
ideia pode ser reforcada com a constatacdo de que homozigotos para R337H
nao apresentam fendtipo mais afetado do que heterozigotos. Para algumas
mutac¢des no DO de p53, ja foi descrito, ainda, uma terceira hipétese: um efeito
dominante prion-like. Trés dominios de p53 apresentam a capacidade de formar
agregados semelhantes a estruturas amiloides, algumas mutacdes podem
favorecer esta formacao e auxiliar na oncogénese através de ganho de funcdes
de proteinas p53 mutantes (e interferéncia nas proteinas selvagens
remanescentes), o que se assemelharia ao observado em doengas prionicas.
Esse mecanismo foi proposto, por exemplo, para a mutacdo p.Gly334Val no
cancer de pulméao (HIGASHIMOTO et al., 2006).

Além disso, sabe-se que o nivel intracelular de p53 é regulado
principalmente pela proteina ubiquitina-ligase Mdm2 (Murine double minute 2),
que se liga a p53 e a encaminha para degradacdo em proteossomos (SCHON
et al., 2002). A inibicdo da ubiquitinacdo também é um dos mecanismos
propostos para explicar como mutacdes no DO de p53 podem contribuir para a
carcinogénese. Através de simulacfes de dindmica molecular, foi demonstrado
que mutacdes no codon 330 afetam de forma direta a ubiquitinagcéo e contribuem

para o acumulo de p53 mutantes no interior das células (LANG et al., 2014).

Milhares de mutacdes somaticas foram descritas em TP53, sendo a maior
parte do tipo transicdo G>A em sitios CpG. O fato de R337H provavelmente ter
se originado por deaminacao espontanea em um sitio propenso a este tipo de
mutacéao, torna interessante a sua baixa prevaléncia como mutacdo somatica em
tumores esporadicos: somente trés casos foram descritos até o momento (IARC
TP53). Além disso, a sua elevada chance de ocorrer em eventos independentes,
torna impressionante o fato de todos, com excec¢ao de um portador na Alemanha
(HERRMANN et al., 2012), possuirem exatamente o mesmo haplétipo fundador
descrito por Garritano et al 2010, que possui provavel origem datada ha
aproximadamente 2000 anos, em um individuo com naturalidade portuguesa
(PASKULIN et al., 2015).
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Outras guestdes acerca do tema ainda sem resposta

1.

3.

Por que os tumores da SLF sdo mais frequentes em mulheres (Figura 6,
pagina 12)? Mutacbes em TP53 apresentam alguma resposta diferencial

em relacdo aos hormoénios femininos?

A disponibilidade de histidina na célula é a mesma de arginina? Se este
aminoacido estd presente em somente em 3% das proteinas, e ainda
restrito a sitios ativos, teria uma disponibilidade menor que retardaria a
formacéao de peptideos de p53? Resumindo: caso a histidina seja menos
disponivel, isto poderia afetar a velocidade com a qual a proteina é

sintetizada e ser um fator que contribui para a carcinogénese?

A criacdo de sitios de splicing ou a geracao de novas isoformas devido a
esta mutacdo ja foi descartada? Apesar de ser pouco provavel, seria

interessante analisar cDNA de pacientes portadores de R337H.

Existem diversas isoformas de p53: tecido especificas e com niveis de
expressao diferenciados. Pode haver favorecimento de isoformas com
atividade mais prejudicada em tecidos especificos (exemplo: mama e

estdbmago, os dois sitios de tumores mais frequentes em portadores)?
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Consideracoes finais

A nao utilizacdo de critérios mais especificos para a composi¢do do grupo
de pacientes com cancer de mama analisado neste estudo, como historia familiar
compativel com sindromes de predisposicao hereditarias e idade ao diagnostico
de CM inferior aos 45 anos, se deve ao fato de esta ser uma amostra de
conveniéncia, estabelecida anteriormente ao inicio do estudo.

Assim, caracteristicas como idade ao diagnostico de CM ndo puderam ser
controladas e mais de 70% da amostra apresentou diagndstico apés os 45 anos,
uma idade considerada critica para individuos com SLF. No entanto, a realizacéo
de estudos de prevaléncia em grupos de pacientes com cancer de mama que
apresentam diferentes perfis demograficos e clinicos também possuem
importancia, pois auxiliam em um entendimento mais amplo da ocorréncia desta
mutac&o em diferentes contextos relacionados ao cancer de mama.

O contato com familiares da Unica portadora foi realizado, a fim de colocar
a disposicéo consultas de aconselhamento genético para explicacdo de riscos
associados a ocorréncia da mutacdo para familiares, bem como medidas
preventivas e de manejo que podem ser adotadas. No entanto, até o momento,

o familiar contatado disse nao possuir interesse no assunto.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, a mutagdo germinativa TP53 p.Arg337His foi
observada em uma prevaléncia semelhante a frequéncia populacional na
mesma regido (Sul do Brasil). Este resultado deve ser analisado com
cuidado, pois apenas uma pequena parcela da amostra foi diagnosticada
com CM em idade <45 anos, grupo em que a prevaléncia da mutagao € maior.
Para entender o real impacto desta variante para casos de cancer de mama
nesta regido, ainda se faz necesséaria a analise de um grupo maior de

pacientes com CM em idade jovem.
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8. PERSPECTIVAS

1. Aumentar o nimero de pacientes com cancer de mama em idade jovem
(antes dos 45 anos), uma vez que somente cerca de 20% da amostra €
constituida por pacientes com esse perfil e que, neste grupo, a

prevaléncia de TP53 p.Arg337His € maior.

2. Estender a amostragem de pacientes com cancer de mama para as
outras regifes do Brasil, com intuito de analisar se a mutacdo € mais
frequente nas regides Sul e Sudeste ou se apresenta uma distribuicdo

homogénea no territério nacional.

3. Investigar a relacdo entre a mutacdo TP53 p.Arg337His e o
desenvolvimento dos tumores malignos de mama e estdbmago, os dois
tipos mais frequentes entre portadores adultos. Estes 6rgaos
apresentam condicfes especificas que favorecem a tumorigénese na

presenca da mutacdo?
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10.ANEXOS

- Procedimento de Coleta de Amostras

FLUXOGRAMA DE FUNCIONAMENTO DO BANCO REGIONAL DE TECIDOS/DNA DE
MAMA E OVARIO

SERVICOS DE A Paciente com Consentimento
MASTOLOGIA Avaliagio Diagnéstico de ::’ condigdo cirdrgica Informado
E ONCOGINE- E:> Clinica E:> Cancer de (Anexo 1)
COLOGIA Mama/Ovario ::’ B Paciente sem
condigdo cirlrgica Coleta de Dados
ou Com cirurgia ja Demograficos,
realizada Clinicos,
Patologicos e de
Historia Familiar.
:I Coleta de Sangue (Etapa 1) Coleta de Dados
A E:> Culeia. de Mate r.|al de Tecido Tuﬂural (Etapa 2} Anatomo-Patologicos
Coleta de Material de Tecido Mormal Adjacente ac Tumor (Etapa 2)

B E:} Coleta de Sangue (Etapa 1)

Dr Armazenamento de Sangue, Tecido
Tumoral e Tecido Mormal

Extra';'aﬂ' de DNA e RNA Armazenamento de DNA e RNA

exfraidos de Sangue, Tecido Tumoral e
Tecido Normal

L - L

Cadastro de Informagdes em Banco de Dados Utilizag3o em Projetos de Pesquisa
Informatizado .D' D.
Estudo Base Estudos
Seqiienciamento Vinculados
ERCA1, BRCAZ e P53

em OMA extraido de
sangue periférico.

I3

Utilizagdo em Novos Projetos de Pesquisa

Figura la: Fluxograma adotado durante a coleta de material biol6égico de
pacientes com cancer de mama e/ou ovario (retirado do projeto original: Grupo
Colaborativo para o Estudo da Genética do Cancer de Mama/Ovario no Rio Grande do
Sul: Banco Regional de Tecido/DNA de Mama e Ovario, GPPG: 04-438).
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I- Termo de Consentimento Livre e Informado

Hospital de Clinicas de Porto Alegre — Servigo de Mastologia

Consentimento Informado
Banco Regional de Tecidos/DNA de Mama/Ovério - RS

Estamos convidando pessoas com diagndstico de cancer de mama e/ou cancer de
ovario a doar amostras de sangue, de tecido mamario normal (um pequeno fragmento
da mama que esta sendo retirada pela cirurgia) e de tecido tumoral (um pequeno

fragmento do tumor que esta sendo retirado pela cirurgia).

Este material ser4 armazenado no Banco de Tecidos/DNA do Servigo de Mastologia do
Rio Grande do Sul para futuros estudos sobre fatores genéticos associados ao céncer
de mama.

As amostras de tecido mamario normal e de tecido tumoral serdo coletadas durante a
sua cirurgia, e este procedimento ndo tera influéncia sobre a mesma. Os tecidos
utilizados sdo uma parte do tecido que é retirado rotineiramente em cirurgias como a
gue voceés ira fazer. A quantidade de sangue doado, cerca de 5 mL, nao trara prejuizos

a sua saude.

Todas as duvidas sobre a coleta e sobre as futuras pesquisas que serdo desenvolvidas
utilizando o material coletado poderéo ser esclarecidas pelos médicos e enfermeiras da
equipe cirlrgica que esta Ihe acompanhando, ou posteriormente, através do telefone

2101.8849 com a Dra. Sandra Segal ou a Dra. Ana Bittelbrunn.

O armazenamento das amostras ndo implicara em custo adicional, nem ter4
interferéncia na definicdo dos exames e procedimentos necessarios ao seu tratamento.
O material coletado sera armazenado por um periodo de tempo indeterminado mas,
caso vocé mude de idéia, seu consentimento pode ser retirado a qualquer momento, e

neste caso, as suas amostras serdo destruidas.

A liberacdo de amostras identificadas, bem como de resultados para terceiros, so

ocorrerdo com a sua autorizagao por escrito.
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Em nenhuma hipotese havera quebra de confidencialidade quanto aos dados coletados

no momento de seu cadastramento no Banco Regional de Tecidos/DNA de Mama e

Ovaério do Rio Grande do Sul.

a)

b)

d)

Sendo assim:

Concordo que minhas amostras sejam armazenadas para serem utilizadas em
futuras pesquisas, inclusive as realizadas em outros centros, sobre doencas de
mama?

()sim ()nao

Desejo ser informada sobre os resultados destes estudos? ( ) sim, e estou ciente
de que minhas amostras serdo identificadas e que serei informada sobre os
resultados realizados e consultada sobre o meu interesse especifico em saber o
resultado de cada um; ( ) ndo, e estou ciente que minhas amostras nao serao
identificadas e que néo receberei qualquer informacao sobre esses estudos.
Caso eu esteja impossibilitada, por qualquer motivo, de receber estes resultados:

( ) desejo que estes sejam transmitidos a

( ) ndo desejo que qualquer pessoa receba os resultados por mim.

Concordo que minhas amostras sejam futuramente utilizadas em pesquisas,
inclusive as realizadas em outros centros, ndo relacionadas a minha doenca:
() sim, e estou ciente que apesar de ndo obter nenhum beneficio direto dos
resultados destes estudos, os mesmos poderdo ser muito importantes para o
progresso da medicina.

( ) ndo

Declaro que li e compreendi as informag8es acima e que minhas duvidas

foram esclarecidas por que

assina abaixo como responsavel pelas informacdées fornecidas.

Nome:
ASS.:

, de de

Nome do responsavel pelas informag6es fornecidas:

Assinatura do responséavel pelas informacdes fornecidas:

Data: / /
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Il- Ficha de Coleta de Dados Demogréficos e Clinicos

SERVICO DE MASTOLOGIA — BANCO DE TECIDOS/DNA
FICHA DE COLETA DE DADOS

1.DATA 2.PRONTUARIO 3.FICHA N°

DADOS DE IDENTIFICACAO

4. NOME COMPLETO:

5. NOME DA FAMILIA: 6. N° FAMILIA:

7. ENDERECO:

8. CIDADE: 9. ESTADO: 10. CEP: 11. FONE:

DADOS DEMOGRAFICOS

12. DATA DE NASCIMENTO: 15.ETNIA
13.SEXO
14. OCUPACAO ATUAL 16. NATURALIDADE

HISTORIA GINECO-OBSTETRICA

17. MENARCA 22. IDADE DO INICIO DO USO DE ACO:
18.G_P_Ae_ Ap__ 23. DURAGAO DO USO DE ACO:

19. CAUSA DA NULIPARIDADE: 24. IDADE DA MENOPAUSA:

20. IDADE NO 1° PARTO A TERMO: 25. IDADE DO INICIO DO USO DE TRH:
21. TEMPO DE AMAMENTAGAO (total meses): 26: DURAGAO DO USO DE TRH:

27. HISTORIA FAMILIAR DE CANCER (tipo e lateralidade//parentesco//idade do diagnéstico):

28. HISTORIA PREGRESSA DE DOENCA BENIGNA DE MAMA (QUALY?):
(*considerar a lesdo de maior risco)

29. NUMERO DE BIOPSIAS DE MAMA PREVIAS:

30. HISTORIA PESSOAL DE CANCER (OUTROS// idade INICIO):

HISTORIA PESSOAL DE CANCER DE MAMA = Sim

31. LOCALIZAGAO: 40. IDADE NO DIAGNOSTICO:
32. DATA DO DIAGNOSTICO: 41. IDADE NA RECIDIVA:

33. MAMOGRAFIA: DATA- IMUNO-HISTOQUIMICA:
BIRADS - 42. RE

34. ECOGRAFIA MAMARIA: DATA — 43. RP:

BIRADS- 44. HER2:

35. RESSONANCIA MAGNETICA: 45. FISH HER2:

36. TAMANHO TUMOR — IMAGEM ~ mm 46. p53:
MICROMETASTASES: Sim () N&o () 47. Ki6T:

37. TAMANHO DO TUMOR - CLINICO mm
38. METODO AMOSTRA:
39. AP DIAGNOSTICO BIOPSIA
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CIRURGIA (MAMA) DATA:

48. TECNICA:

CONGELACAO: () Sim () Ndo LAUDO:

LINFONODO SENTINELA: () Sim () Ndo LAUDO TRANSOPERATORIO:
LINFONODO SENTINELA — LAUDO DEFINITVO:

49. AP PECA CIRURGICA: Tipo Histologico -

MENOR MARGEM - mm Grau Histoldgico Nottinghan —

Invasao Linfovascular —

Doenca de Paget —

Extenso Componente In Situ —

N° LINFONODOS (total) - N° LINFONODOS POSITIVOS -

pT: pN: pM: ESTAGIO:  LOCAL METASTASES:

TRATAMENTO COMPLEMENTARES

50. QT NEO: nédo // sim: 12 linha TOTAL CICLOS: 51. Resposta: Nao // Parcial // Total
22 linha TOTAL CICLOS: Tamanho TU ap6s QT:  mm
52. QT ADJ: ndo // sim: 12 linha TOTAL CICLOS:
22linha TOTAL CICLOS:

53. RXT ADJ: nao // sim:
54. HORMONIOTERAPIA ADJ: ndo // sim: 12 Esquema
55. OUTROS:

RECIDIVA DATA:

56. TOPOGRAFIA: 57: LESAO ALVO P/ TRATAMENTO:

57. QT PALIAT: ndo // sim: Esquema Resposta: nao // parcial // total
58. RXT PALIAT: nado // sim: Esquema Resposta: ndo // parcial // total
59. HORMONIOTERAPIA PALIAT: ndo // sim: Esquema Resposta: ndo // parcial // total

ACOMPANHAMENTO MASTOLOGICO

60. ULTIMA MMG: 0-1a // 1-2a // 2-5a [/ +52 61. ULTIMA ECO MAMARIA: 0-1a // 1-2a // 2-5a // +5a

HEREDOGRAMA
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11.APENDICE

- llustracao de Metodologias e Resultados

A)

Distribution of patients in Brazil

Patients by county
s 1 patient
* 2 patients
® 3 patients
e 4 patients
5 patients
6 patients
7 patients
8 patients
9 patients
11 patients
66 patients

b & @ 0o 8 a0
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B)

Distribution of patients in Rio Grande do Sul

- ] Patients by county

c o oo 2 . * 1 patient
o S i | o o »~ ® . * 2 patients
: . [} “. ® ® 3 patients
. O L) ® 4 patients
* . * ® 5 patients
. ® . @® 6 patients
. { @ 7 patients
[ ] . ® @ 3 patients
@ 9 patients

P ® 11 patients

A 66 patients

0 100 200 km

Figura 1b: Distribuicdo geografica do local de nascimento dos pacientes

envolvidos no estudo. A) Mapa do Brasil demonstrando a distribuicdo dos pacientes no
territério nacional (n=300). 108 municipios tiveram representantes nesta amostragem; 20
pacientes (6,5%) eram provenientes de 18 cidades fora do estado do Rio Grande do Sul (RS),
incluindo municipios dos estados de Santa Catarina (9), Sao Paulo (5), Alagoas (1), Sergipe (1),
Bahia (1) Goiania (1). Quatro individuos declararam naturalidade exterior ao Brasil, sendo um de
cada pais: Alemanha, Bielorrussia, Portugal e Uruguai. B) Mapa do RS em detalhe: 280 (92,1%)
pacientes possuem naturalidade neste estado. A amostragem abrangeu 89 municipios do RS,
sendo a maioria da capital Porto Alegre (22%), Camaqua (3,6%), Santa Maria (3,0%),
Encruzilhada do Sul (2,6%) e Santana do Livramento (2,6%); o restante possuia 6 ou menos
representantes, sendo 45 municipios os com apenas um representante.

OBS: Os mapas foram criados usando 0s pacotes maptools e maps do ambiente R,

versdo 3.2.3 (R Core Team, 2015) e as coordenadas geograficas dos locais declarados

pelos pacientes foram obtidas a partir do Google Maps (google.com.br/maps).

Referéncia
R Core Team (2015). R: A language and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-

project.org/.
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Figura 2b: Resultados da genotipagem na uUnica portadora de TP53
p.Arg337His. A) Grafico multicomponente (PCR em Tempo Real utilizando uma sonda
comercial); B) Eletroferograma (Sequenciamento de Sanger).

ASO-PCR SNP179 (gDNA)
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5‘ C:A\BioEdit\Alinhamento_DNA-PCR_TP53-SNP179.gb
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2 total sequences
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= 30 40 50 6
[ gDNA GGAGCCAGCAGCCCTGAGGAGCATGGGCAGGCGGT AC
S iR e R B R B 2 e a s e e = N
“Nested”

Figura 3b: Resultado da haplotipagem, baseada na técnica de Allelic-
Specific Olignogluotide PCR (ASO-PCR) para genotipagem do SNP179
(rs9894946), um polimorfismo em forte desequilibrio de ligacdo com a

mutacdo TP53 p.Arg337His. Dois PCRs sdo realizados em sequéncia. O primeiro
amplifica uma regido de 3.130 pares de bases, que engloba o SNP179 e a mutacdo TP53
p.Arg337His (resultado ndo mostrado). Em seguida, o segundo PCR é realizado com dois tipos
de amostras: (A) gDNA, o que resulta em heterozigose na posicdo do SNP 179 (seta) e
demonstra a existéncia de dois alelos e (B) produto do primeiro PCR (nested) que amplifica
somente o alelo que contém a mutacao e que por isso resulta em homozigose no SNP179 (OBS:
uma pequena amplificacdo cruzada pode acontecer devido a diferenca em somente um
nucleotideo nos primers utilizados). Protocolo desenvolvido por GARRITANO et al., 2010.
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Retirada de tecido tumoral somente da regido demarcada
com auxilio de um “punch”.

BoA% 3
A e !

Lamina HE confirmando o diagndéstico de
carcinoma ductal invasivo, estagio 3.

B) Direto ‘
© Reverso
Testagem da mutacdo em tecido tumoral (confirmacéo Kit comercial utilizado para extracéo de
da heterozigose A/G). A) PCR em Tempo Real; B) DNA - especifico para amostras
Sequenciamento de Sanger, utilizando os “primers’ parafinadas (ReliaPrep FFPE gDNA
direto e reverso. Miniprep System, PROMEGA).

Figura 4b: Metodologia adotada para a extragcdo de DNA proveniente de

tumor de mama. O processo se iniciou com a analise de uma lamina HE, confeccionada a
partir de um bloco de parafina contendo a bidpsia de tumor de mama da paciente, por uma
patologista experiente. Em seguida, uma regido contendo somente células tumorais foi
delimitada e utilizada para a extracdo de DNA, aretirada do material parafinado foi realizada com
auxilio de um punch, um instrumento utilizado para colher amostras de biépsias de pele. A
extracdo de DNA foi feita com um kit comercial especifico para amostras fixadas em formalina e
embebidas em parafina - ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System (Promega). A testagem
molecular envolveu as técnicas de PCR em Tempo Real (sonda customizada), seguida da
confirmagé&o da heterozigose por sequenciamento de Sanger com os primers direto e reverso.
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- Comparacdo de dados demograficos e clinicos de pacientes com cancer de mama coletadas em dois hospitais publicos
do Rio Grande do Sul

Tabela 1a: Comparacao das faixas etarias referentes ao diagndstico de cancer de mama entre a amostra utilizada neste trabalho (HCPA,
n=315) e um grupo de pacientes com cancer de mama coletado no hospital Fémina (n=394), os dados deste ultimo local foram cordialmente

cedidos pela Prof. Andréa Pires Souto Damin.

Faixa etaria Fémina HCPA p
n (%) n (%)

20-29 6 (1,5) 4 (1,3)

30-39 42 (10,7) 25 (8,2)

40-45 56 (14,2) 41 (13,4)

46-49 41 (10,4) 28 (9,2) 0,225

50-59 121 (30,7) 83 (27,1)

60-69 84 (21,3) 68 (22,2)

70-79 39 (9,9) 48 (15,7)

80-89 5(1,3) 9 (2,9

Sem informacdo - 9

Total 394 315
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Tabela 2a: Comparacao de dados demograficos e clinicos entre a amostra utilizada neste trabalho (HCPA, n=315) e um grupo de pacientes

com cancer de mama coletado no hospital Fémina (n=394), os dados deste ultimo local foram cordialmente cedidos pela Prof. Andréa Pires

Souto Damin.

Hospital
Variavel Categorias p
Fémina HCPA
n (%) n (%)
Idade ao diagnéstico de cancer de mamat Média (desvio padrdo, anos) 54,0 (12,4) 56,3 (13,1) 0,229
Idade da menarca? Antes dos 12 anos 110 (29,6) 52 (19,1) 0,002*
12 anos ou mais 261 (70,4) 220 (80,9)
NUumero de gestagdes? Nuligesta 29 (7,6) 31 (10,5) 0,416
1 gestacéo 64 (16,8) 48 (16,3)
2 ou mais gestagoes 289 (75,7) 216 (73,2)
Primeira gestacéo, idade? Até 20 anos 143 (41,6) 88 (35,3) 0,312
21-29 anos 158 (45,9) 133 (53,5)
30-34 anos 33 (9,6) 23(9,2)
35 anos ou mais 10 (2,9) 5(2,0)
Aborto? Sim 133 (35,2) 95 (33,2) 0,621
Nao 245 (64,8) 191 (66,8)
Anticoncepcional, tempo de uso? N&o se aplica 143 (36,6) 81 (27,8) 0,019*
Até 5 anos 56 (14,3) 60 (20,6)
Mais de 5 anos 192 (49,1) 150 (51,6)
Menopausa? Sim 238 (61,3) 223 (74,3) <0,001*
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Idade da Menopausa3

Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH)2

TRH, tempo de uso?

Tipo Histolégico?

Receptor de Estrogénio?

Receptor de Progesteronaz

HER22

Historia pessoal de cancer (HPC)?2

HPC, localiza¢c&do do tumor3

Histéria familiar de cancer de mama (HFCM)?2

Néao

Até 45 anos
46-53 anos
Mais de 54 anos

Sim
Néao

Até 5 anos
Mais de 5 anos

Carcinoma intraductal
Carcinoma ductal invasor
Carcinoma lobular in situ
Carcinoma lobular invasor

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo

Sim
Nao

Mama
Ovario
Intestino
Rim
Outros

Sim

150 (38,7)

66 (28,1)
146 (62,1)
23(9,8)

19 (8,0)
218 (92,0)

10 (52,6)
9 (47,4)

6 (1,5)
360 (91,6)
0(0,0)
27 (6,9)

287 (72,8)
107 (27,2)

246 (62,4)
148 (37,6)

65 (16,5)
328 (83,5)

18 (4,6)
375 (95,4)

10 (55,4)
1 (5,6)
3(16,7)
1 (5,6)
3(16,7)

124 (32,3)

77 (25,7)

79 (35,7)
126 (57,0)
16 (7,3)

47 (21,3)
174 (78,7)

29 (61,7)
18 (38,3)

15 (5,4)
228 (82,0)
2(0,7)
33 (11,9)

194 (72,9)
72 (27,1)

161 (63,1)
94 (36,9)

46 (21,5)
168 (78,5)

35 (12,0)
255 (88,0)

12 (34,3)
0 (0,0)
2 (5,7)
1(2,9)

20 (57,1)

93 (30,8)

0,176

<0,001*

0,461

0,001*

0,980

0,857

0,131

0,001*

0,050

0,804
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Nao 260 (67,7) 209 (69,2)
HFCM, Grau de parentesco Primeiro 62 (52,1) 27 (29,0) 0,001
Segundo 50 (42,0) 52 (55,9)
Primeiro e Segundo 7 (5,9) 14 (15,1)
HFCM, faixa etaria3 Até 40 anos 28 (24,1) 16 (17,2) <0,001
41 anos ou mais 85 (73,3) 51 (54,8)
Idade ignorada 3(2,6) 26 (28,0)
HFCM, individuos afetados? 1 familiar 85 (75,9) 62 (67,7) 0,144
Mais de 1 familiar 27 (24,1) 31 (33,3)
Historia familiar de outros canceres em parentes Sim 104 (27,4) 106 (36,2) 0,014*
de primeiro grau (HFOC)?
Nao 276 (72,6) 187 (63,8)
HFOC, localizacéo dos tumores3 Ovario 3(2,9) 4 (3,8) 0,337
Intestino 16 (15,4) 11 (10,6)
Outra 85 (81,7) 89 (85,6)

1 Teste t para duas amostras independentes (comparagdo de médias).

2 Teste qui-quadrado, valor de p utilizado: teste exato de Fisher (varidveis com 2 categorias - tabela 2X2).

3 Teste qui-quadrado, valor de p utilizado: qui-quadrado (varidveis com mais de 2 categorias)
* Valor de p>0,05, considerado estatisticamente significativo.
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As comparagdes entre os dois centros, Hospital Fémina (HFe) e Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), foram realizadas em relacdo a varidveis que
apresentam alguma relagdo com o desenvolvimento de cancer de mama (como
ja apresentado na revisdo bibliografica deste trabalho — paginas 5-8) ou que se
constituem em indicios de cancer de mama hereditario. No total, 709 pacientes
foram incluidas nesta analise (Fémina - 394; HCPA-315), porém, em algumas
categorias as informacdes ndo estavam disponiveis para o total de pacientes.

A coleta de amostras no HCPA foi realizada predominantemente entre os
anos de 2007-2009 (84,4%). Ja no Hospital FEémina, ocorreu principalmente
entre os anos de 2010-2014 (85,7%). A média de idade ao diagnéstico de cancer
de mama nao diferiu entre os dois centros. Além da idade ao diagndstico de CM,

as variaveis abaixo foram avaliadas.

OBS: Os termos “maior” e “menor” surgem a partir da comparagao entre os dois centros e foram
determinados através da analise de residuos. Serdo destacadas apenas as categorias que

apresentaram diferencas significativas ao serem comparadas (indicadas em negrito na tabela).

Historia gineco-obstétrica

Idade da menarca: um numero maior de pacientes do HFe relatou menarca

antes dos 12 anos.

Numero de gestacdes: ndo houve diferenca entre os dois centros.

Idade da primeira gestacdo: ndo houve diferenca entre os dois centros.

Aborto: ndo houve diferenca entre os dois centros.
Tempo de uso de anticoncepcionais: Uma propor¢do maior de mulheres que

nunca havia feito uso de anticoncepcionais foi observada no HFe. Ja no HCPA,
observou-se uma maior porcentagem de pacientes que usaram
anticoncepcionais por um periodo de até 5 anos.

Menopausa: uma propor¢do maior de mulheres do HCPA ja estava em
menopausa ao receber o diagndstico de CM.

Idade da menopausa: ndo houve diferenca entre os dois centros.

Terapia de reposicdo hormonal: um maior nUmero de mulheres do HCPA utilizou
TRH.
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Tempo de uso de TRH: ndo houve diferenca entre os dois centros.

Informacdes referentes ao cancer de mama

Tipo histologico: o HCPA apresentou propor¢des mais distribuidas ao longo das

categorias histologicas de tumor de mama. O carcinoma ductal invasor foi o tipo
mais frequente em ambos os centros, porém, no HFe o nimero de pacientes
com este tipo histolégico foi proporcionalmente maior. No HCPA, a porcentagem
de tumores do tipo carcinoma lobular invasor e carcinoma intraductal foi maior.

Imunoistoquimica: ndo houve diferenca entre os centros quanto a proporcao de

resultados positivos/negativos referentes aos receptores hormonais (estrogénio
e progesterorona) e a HER2.

Historia de Cancer

Historia pessoal: mulheres atendidas no HCPA relataram histéria pessoal de

cancer com maior frequéncia.

Localizacdo do tumor: o valor ficou no limite de significancia, pode-se perceber

uma tendéncia a uma maior proporcao de pacientes provenientes do HCPA com

tumores prévios em outras locais, que nao ovario, intestino e rim.

Historia familiar de cAncer de mama: nao houve diferenca entre os dois centros.

Grau de parentesco: O HFe apresentou um maior niumero de pacientes que

possuiam familiares de primeiro grau com cancer de mama. Ja o HCPA, uma
maior proporcdo de parentes de segundo e de primeiro e segundo grau com
historia de CM.

Faixa etaria dos familiares: a diferenca observada entre os dois centros deve ser

analisada com cautela, isto porque, no HCPA, ndo se sabe a maior parte das
idades em que os familiares foram diagnosticados com CM.

Numero de individuos afetados: nao houve diferenca entre os dois centros.

Historia familiar de outros canceres em parentes de primeiro grau: pacientes do

HCPA declararam a ocorréncia de outros tumores em familiares de primeiro grau
com maior frequéncia.

Localizacdo: ndo houve diferenca entre os dois centros.
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Considerac0es finais

A andlise de dados demogréficos e clinicos de pacientes com cancer de mama
pode auxiliar no entendimento de fatores relacionados ao desenvolvimento desta
neoplasia. A comparacao entre dados obtidos em dois grandes centros de
referéncia em salde do Rio Grande do Sul, Hospital Fémina e Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, pode contribuir para a construcdo de perfis de
pacientes atendidas em hospitais publicos, via SUS (Sistema Unico de Salde),
neste estado. Apesar de a maioria das variaveis nao diferir entre os dois centros,
cada hospital apresentou diferencas que indicam que o perfil destas pacientes
nao € completamente homogéneo, mesmo a uma pequena distancia geogréfica.
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1l- Outras atividades

Participacdo em projetos paralelos

1.Mucopolissacaridose IVA do Brasil: Analise Genético-Molecular de uma
Amostra de Pacientes, Estudo de Fatores Epigenéticos e Caracterizacao de um

Possivel Cluster Geografico da Doenca.

2. Padronizacado de técnicas para analise de mutacées com importancia clinica
do gene EGFR em amostras de cancer de pulméo de células ndo-pequenas

(Medicina Personalizada).

Apresentacdo de trabalhos relacionados em Eventos (como primeira autora)

352 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (2015)
- Poster: Implementacdo de um Protocolo de Andlise Molecular para o Gene

EGFR em Amostras de Tecido Fixado em Formalina e Embebido em Parafina

XXVIII Congresso Brasileiro de Genética Médica (2016)

- PoOster: Estimativa da Frequéncia da Mutagdo Germinativa TP53 p.Arg337his
em uma Série de Pacientes com Cancer de Mama do Estado do Rio Grande do
Sul.

- Péster: Analise Molecular do Gene EGFR em Cancer de Pulméo de Células

N&o Pequenas sob a Perspectiva da Medicina Personalizada.

362 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (2016)

- Péster: Mutagdo TP53 p.Arg337His e cancer de mama: relato clinico e
molecular de uma portadora.

- Poster: Utilizacdo das metodologias de Sequenciamento de Sanger, castPCR
e Sequenciamento Massivo em Paralelo no diagnostico de mutacdes com

relevancia clinica em pacientes com cancer de pulméao de células nédo pequenas.
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V- Publicacdes durante o periodo do Mestrado

1. Coloracéo da pelagem canina: integrando conceitos basicos de genética
classica.

Eriza Hahn e Marion Schiengold

Artigo publicado na Revista Genética na Escola (marco de 2017).

2. Association of HLA-G 3’ untranslated region polymorphisms and
haplotypes with severe sepsis

Eriza Cristina Hahn, Francis Maria Bao Zambra, Anselmo Jiro Kamada, Francieli

Delongui, Edna Maria Vissoci Reiche, José Artur Bogo Chies

Artigo submetido a periédico de circulacao internacional (dezembro de 2016).
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