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APRESENTAGAO

A presente tese de Doutorado esta organizada em trés partes principais,

conforme descrito a seguir:

Parte I: Introdug&o e objetivos

Parte Il: Resultados apresentados na forma de trés artigos cientificos,
organizados em capitulos, em substituicdo as secdes de Material e
Métodos e Resultados

Parte Ill: Discuss&o e Conclusdes

A secdo de anexos compreende: a) Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido aplicado as pacientes recrutadas para este estudo; b) Carta de
aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre; c) Figuras complementares ao capitulo 3, contendo os graficos
das analises High Resolution Melting (HRM) e eletroferogramas referentes as

pacientes em que foi identificada alteragdo no gene TP53.
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RESUMO

Mutacbes germinativas no gene TP53 estdo associadas as sindromes de Li-
Fraumeni e Li-Fraumeni-like (SLF/SLFL), sindromes autossémicas dominantes
caracterizadas pela predisposi¢cao hereditaria a varios tipos de tumores em idade
jovem. Entre mulheres com SLF, o cancer de mama (CM) & o tumor mais
prevalente, e estudos recentes demonstraram que superexpressdo de HER2
ocorre na maioria dos casos. No Brasil, a prevaléncia da mutacdo germinativa
TP53-p.R337H € excessivamente alta tanto na populagdo em geral quanto em
pacientes afetados por cancer, devido a um efeito fundador. Os estudos
apresentados nesta tese tiveram por objetivo explorar a associagdo entre a SLF e
o CM com superexpressdo de HER2, no contexto de diferentes mutacdes
germinativas em TP53, incluindo p.R337H. Nossos resultados demonstraram que
o imunofendtipo do CM em portadores da mutacdo p.R337H ndo € comumente
HER2-positivo, conforme observado entre portadores de outras mutacdes
patogénicas em TP53, sugerindo que diferentes mutagbes germinativas neste
gene podem predispor a CM através de diferentes mecanismos. Nos também
investigamos a prevaléncia de variantes germinativas de TP53 em uma coorte de
mulheres com CM com superexpressao de HER2 diagnosticado antes dos 60
anos de idade, e a frequéncia de mutagdes ndo funcionais foi 1,9%. Embora esta
prevaléncia encontrada tenha sido mais baixa do que o esperado, a realizagao de
teste genético de TP53 deve ser considerada em pacientes com CM HER2-
positivo, mesmo na auséncia de histéria familiar de cancer. Neste caso, a
utilizacdo de uma técnica para detecgdo de mutagdes que seja robusta, confiavel
e acessivel é essencial. Portanto, nés comparamos a performance e os custos de
diferentes metodologias (sequenciamento de Sanger, PCR-RFLP, PCR em tempo
real pelo método TagMan e HRM), utilizando como modelo a genotipagem de
p.R337H. Sequenciamento foi o método mais custoso, seguido por TagMan,
RFLP e HRM. Todas metodologias apresentaram resultados 100% concordantes
e sao adequadas para a deteccao de mutacbes em TP53, sendo a escolha
dependente da aplicagao e do cenario clinico.
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ABSTRACT

Germline mutations in the TP53 gene are associated to Li-Fraumeni and Li-
Fraumeni-like Syndromes (LFS/LFL), autosomal dominant disorders characterized
by increased predisposition to multiple early-onset tumors. Among LFS women,
breast cancer (BC) is the most prevalent tumor and recent reports found that
HER2 overexpression occurs in the majority of the cases. In Brazil, the prevalence
of the TP53-p.R337H germline mutation is exceedingly high in the general
population and in cancer-affected patients, as result of a founder effect. The
studies presented in this thesis aimed to explore this association between the LFS
and HER2-overexpressing BC, in the context of different TP53 germline mutation,
including the p.R337H. Our results showed that the BC immunophenotype of
p.R337H carriers was not commonly HER2-positive, as observed among other
pathogenic TP53 mutation carriers, suggesting that different germline mutations in
this gene may predispose to BC through different mechanisms. We also
investigated the prevalence of germline TP53 sequence variants in a cohort of
women diagnosed with HER2-overexpressing BC before age 60 years, and the
frequency of non-functional mutations was 1.9%. Although this prevalence was
lower than expected, TP53 testing should be considered in HER2-positive BC
patients even in the absence of family history of cancer. In this case, the use of a
robust, reliable and affordable mutation detection technique is essential.
Therefore, we compared performance and cost different methodologies (Sanger
sequencing, PCR-RFLP, real-time TagMan PCR and HRM), using the p.R337H
genotyping as model. Sequencing was the most expensive method followed by
TagMan, RFLP and HRM. All methodologies showed 100% agreement results and
are suitable for the detection of TP53 mutations, being the choice depending on

the application and clinical scenario.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sindrome de Li-Fraumeni (SLF)

Em 1969, Li e Fraumeni identificaram uma alta incidéncia de diferentes
tipos de céncer em idade precoce entre os familiares de algumas criangas
diagnosticadas com rabdomiossarcomas, levando a definicdo da Sindrome de Li-
Fraumeni (Li and Fraumeni Jr. 1969).

A SLF (OMIM #151623) € uma sindrome autossomica dominante de
predisposicao hereditaria a varios tipos de cancer, especialmente sarcomas,
cancer de mama, tumores do sistema nervoso central, leucemia e tumores
adrenocorticais, diagnosticados em idade jovem (Li et al. 1988). O carcinoma de
mama € o tumor mais frequente em familias com SLF, contabilizando
aproximadamente 30% dos tumores (Kleihues et al. 1997; Olivier et al. 2003).

A SLF classica e suas variantes, coletivamente denominadas de Sindrome
de Li-Fraumeni-like (SLFL), sdo duas formas da sindrome que compartilham
muitas porém nao todas caracteristicas clinicas. Os critérios para determinacio
do diagndstico clinico da SLF e da SLFL estdo apresentados no Quadro 1.

Em 1990, as sindromes SLF e SLFL foram associadas a mutagdes
germinativas no gene TP53 (Malkin et al. 1990). No entanto, nem todas as
familias com tumores caracteristicos da SLF/SLFL apresentam mutagdes em
TP53. Estudos descrevem mutagdes germinativas neste gene s&o encontradas
em 70 a 90% das familias que preenchem o critério classico da SLF (Li et al.
1988; Malkin et al. 1990; Petitjean et al. 2007) e em 21% das que preenchem o
critério de Chompret (Ruijs et al. 2010).

A SLF apresenta alta penetrancia. Analise de segregacdo realizada em
familias com SLF demonstrou que individuos portadores de mutacdes
germinativas no dominio de ligagdo ao DNA de TP53 tém um risco de 50% de
desenvolver algum tipo de cancer até os 40 anos de idade, comparado a 1% na

populacdo em geral, e de 90% até os 60 anos de idade (Lustbader et al. 1992).

14



Quadro 1. Critérios clinicos para SLF e SLFL.

Critério
Classico
para a SLF
(Li et al. 1988)

Probando diagnosticado com sarcoma antes dos 45 anos de idade; E

Familiar de primeiro grau® diagnosticado com qualquer cancer antes dos
45 anos; E

Outro familiar de primeiro ou segundo grau® com diagnéstico de cancer

antes dos 45 anos ou sarcoma em qualquer idade.

Critério de
Birch para a
SLFL

(Birch 1994)

Probando com qualquer cancer na infancia ou sarcoma, tumor no
sistema nervoso central ou carcinoma adrenocortical antes dos 45

anos; E

Familiar de primeiro ou segundo grau com céancer tipico da SLF
(sarcoma, cancer de mama, tumor no sistema nervoso central,

carcinoma adrenocortical ou leucemia) em qualquer idade; E

Familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer tipo de cancer antes

dos 60 anos.

Definigao de
Eeles para a
SLFL

(Eeles 1995)

Presenca de dois familiares de primeiro ou segundo grau com tumor
tipico da SLFL em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama, tumor
leucemia,

no sistema nervoso central, carcinoma adrenocortical,

melanoma, cancer de préstata, cancer pancreatico).

Critério de
Chompret
para
testagem de
mutagoes
germinativas
em TP53
(Tinat et al.
2009)

Probando com tumor tipico da SLF (sarcoma, tumor no sistema nervoso
central, cancer de mama pré-menopausico, carcinoma adrenocortical,
leucemia, carcinoma brénquio-alveolar de pulméo) antes dos 46 anos,
e pelo menos um familiar de primeiro ou segundo grau com cancer
tipico da SLF antes dos 56 anos (exceto cancer de mama caso o

probando tenha cancer de mama) ou multiplos tumores; OU

Probando com multiplos tumores primarios, sendo pelo menos dois do
espectro da LFS e o primeiro antes dos 46 anos; independente da

histéria familiar; OU

Probando com carcinoma adrenocortical ou tumor de plexo cordide,

independente da historia familiar.

@ S&o considerados familiares de primeiro grau os pais, irmaos e filhos

® Sa0 considerados familiares de segundo grau os avés, tios, sobrinhos e netos
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Até o momento, mutacbes germinativas em TP53 foram detectadas em
mais de 500 familias com caracteristicas completas ou parciais da SLF (Petitjean
et al. 2007). Na Europa e Estados Unidos, a taxa de portadores de mutagéo
germinativa em TP53 na populagdo em geral pode variar de 1:5.000 a 1:20.000
nascidos-vivos (Lalloo et al. 2006; Gonzalez et al. 2009). No Brasil, a prevaléncia
de mutagbes classicas em TP53 na populagdo em geral ainda nao foi
determinada.

1.2. Proteina p53

A proteina p53 € codificada pelo gene TP53 (OMIM #191170) (Levine
1989), que esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1),
compreende 20 kb de DNA gendmico e esta dividido em 11 éxons, sendo o
primeiro ndo-codificante (Isobe et al. 1986; Bourdon et al. 2005). A estrutura do
gene TP53 esta esquematizada na Figura 1.

A proteina p53, conhecida como “guardid do genoma”, € um fator de
transcricdo de vida curta, cuja capacidade de mediar a supressdo tumoral tem
sido amplamente estudada. A p53 exerce multiplas fung¢des antiproliferativas
através do controle transcricional de diversos genes-alvo e através de interagdes
proteina-proteina. E uma fosfoproteina tetramérica, sendo que cada monémero é
composto por 393 aminoacidos, cuja estrutura é tipica de outros reguladores
transcricionais, com seis dominios estruturais e funcionais principais (Figura 1): a)
dois dominios de transativagdo amino-terminais (residuos 1 a 62); b) um dominio
regulatorio, rico em prolinas (residuos 63 a 97); ¢) um dominio central, altamente
conservado evolutivamente, responsavel pela ligagdo de p53 a sequéncias de
DNA consenso de regides promotoras em genes alvo (residuos 102 a 292); d) um
dominio de oligomerizagdo, fundamental para a formagédo de tetrdmeros de p53
(residuos 323 a 356); e) um dominio carbodxi-terminal, envolvido na regulagéo da
ligacdo ao DNA (residuos 363 a 393) (Beckerman and Prives 2010).
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Figura 1. Estrutura do gene TP53, composto por 11 éxons (painel superior) e da proteina
p53 (painel inferior). 5’UTR: regido 5’ nao traduzida; 3'UTR: regido 3’ ndo traduzida; N:
porcdo amino-terminal; C: porcdo carbodxi-terminal; TAD1: dominio de transativacido 1
(Transactivation Domain 1); TAD2: dominio de transativagédo 2; PRR: regido rica em
prolina (Proline Rich Region); DBD: dominio de ligagdo ao DNA (DNA Binding Domain);
OD: dominio de oligomerizagao (Oligomerization Domain); RD: dominio regulatério

(Regulatory Domain).

Em células normais ndo expostas a estresse, o nivel e a atividade de p53
sdo muito baixos, devido a sua ativa degradagéo por proteossomo mediada pela
ubiquitina ligase MDM2. MDM2 é uma oncoproteina que se liga ao dominio de
transativacdo de p53 e atua como seu regulador negativo (Olivier et al. 2009).
Varias formas de estresse, como dano ao DNA, sinalizagdo oncogénica, hipdxia,
estresse oxidativo, encurtamento telomérico, entre outros, promovem a
estabilizacdo e ativacdo de p53 através de modificacbes pds-traducionais,
permitindo que a proteina escape da degradacédo e tenha capacidade de se ligar a
sequéncias especificas de DNA. Os sitios de ligagdo reconhecidos por p53
encontram-se geralmente em regides promotoras de uma série de genes, que s&o
diferencialmente modulados (induzidos ou reprimidos) dependendo do tipo
celular, da natureza do estresse e da extensdo do dano (Lacroix et al. 2006;
Vousden and Prives 2009; Beckerman and Prives 2010).

A proteina p53 modula a expressao de genes relacionados ao ciclo celular,
mediando, assim, a parada das células em um dos principais pontos de
checagem do ciclo celular, na transigdo da fase G1 para a S. A proteina p53

previne a proliferacdo de células cujo DNA esteja danificado, atuando na
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manutengdo da integridade genbémica (Lacroix et al. 2006). Além disso, p53
também exerce um efeito na estabilidade de outras proteinas celulares como, por
exemplo, a proteina SIRT1, que funciona como um fator de sobrevivéncia, e sua
degradacgédo mediada por p53 pode favorecer a morte celular e, assim, a apoptose
dependente de p53. Apoptose e parada do ciclo celular sdo as respostas
celulares induzidas por p53 melhor caracterizadas até o momento, porém,
estudos tém demonstrado que p53 também atua nos processos de reparo do
DNA, diferenciagdo celular, inibicdo da angiogénese, inibigdo da proliferagcdo
celular, indugdo da senescéncia, modulagdo da migragédo celular, entre outros
(Olivier et al. 2009; Lane and Levine 2010).

1.3. Mutagoes no gene TP53

A perda de fungéo de p53 por mutagdes deletérias no gene TP53, permite
que a divisao celular ocorra mesmo que o DNA esteja danificado, predispondo as
células a um rapido acumulo de danos genéticos. Alteragdes somaticas em TP53
ocorrem em praticamente todos os tipos de cancer, com frequéncias de mutacao
de 38 a 50% em cancer de ovario, colorretal e pulmé&o, e aproximadamente 5%
em leucemia primaria, melanoma, entre outros (Petitjean et al. 2007).

Até o momento, mais de 28.000 mutacbes somaticas e 750 mutacdes
germinativas foram identificadas no gene TP53 e estdo compiladas no banco de
dados do IARC (www-p53.iarc.fr, release R17). Cerca de 75% das mutagdes s&o
substituicbes de apenas um nucleotideo que promovem a troca de um aminoacido
(mutagcbes missense) (Petitiean et al. 2007). A maioria das muta¢cdes em TP53
ocorre entre os éxons 5 a 8, que correspondem ao dominio de ligacdo ao DNA de
p53. Em quase todos residuos deste dominio ja foram identificadas substituigdes,
porém alguns codons (R175, G245, R248, R273 e R282) s&o mais
frequentemente mutados do que outros, formando cinco “hotspots” principais
(Petitjean et al. 2007). Aproximadamente 30% de todas as mutagdes conhecidas
no gene TP53 estdo localizadas nestes “hotspots”, que apresentam sitios CpG,

onde citosinas sdo geralmente metiladas e sua desaminag&o espontanea induz a
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transicao de citosina para timina. Substituicbes nestes residuos resultam em uma
proteina com menor afinidade pelo DNA e, portanto, com menor capacidade de
atuar como fator de transcricdo e assim suprimir a proliferacdo celular
(Szymanska and Hainaut 2003).

A maioria das mutagcbes em TP53 encontradas em células tumorais
humanas impede a ligacdo de p53 a sequéncia de DNA alvo. Acredita-se que
quando uma mutagdo esta presente em heterozigose, a proteina mutante pode
apresentar uma agdo dominante-negativa sobre a proteina p53 normal codificada
pelo alelo selvagem, através de um mecanismo que envolve a hetero-
oligomerizacdo das proteinas normais e mutantes na formagdo do tetramero
funcional. Neste caso, p53 mutante poderia contribuir para a inativagcdo de p53
selvagem. Além disso, p53 mutante pode adquirir novas propriedades
oncogénicas, através da interagdo com proteinas com as quais geralmente n&o
interage. Um dos principais mecanismos de ganho de fungdo € a habilidade que
p53 mutante tem de se ligar e inativar p63 e p73, outros membros da familia de
p53 que em condi¢gdes normais tem a fungcdo de suprimir a tumorigénese (Brosh
and Rotter 2009).

1.3.1. Mutagdo TP53-p.R337H

A mutagdo TP53-p.R337H é originada por uma substituicdo nucleotidica
G>A (c.1010G>A) no éxon 10 do gene TP53, que promove a troca de uma
arginina (R) para uma histidina (H) no cdédon 337. Esta alterac&o foi identificada
primeiramente no estado do Parana, Brasil, como uma mutagdo germinativa
especialmente associada com carcinoma adrenocortical em varias familias
independentes que n&do apresentavam outros tipos de tumores, ou seja, que néo
preenchiam critérios clinicos para a SLF (Ribeiro et al. 2001).

Por ser uma mutagao localizada no dominio de oligomerizagdo de p53,
acreditou-se inicialmente que a proteina mutante p53-R337H era incapaz de se
oligomerizar, e consequentemente, de exercer a fungdo normal de supressor
tumoral. Porém, dois estudos de transativacdo demonstraram que p53-R337H
apresentava uma atividade muito similar a de p53 selvagem em fibroblastos e
células de osteossarcoma (Lomax et al. 1998; Ribeiro et al. 2001), um dado
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contrastante com as evidéncias clinicas que associaram esta mutacdo a
carcinoma adrenocortical pediatrico. Entdo, em 2002, DiGiammarino e
colaboradores, através de analises bioquimicas precisas, revelaram que a
proteina p53-R337H é muito similar estruturalmente a p53 selvagem, no entanto
apresenta uma estabilidade dependente de pH, levando a mudangas estruturais
dependendo do nivel de protonagdo da proteina (Figura 2). O tetrémero contendo
p53-R337H torna-se menos estavel com o aumento do pH, dentro da faixa
fisiologica, sugerindo portanto que na proteina mutante p53-R337H o defeito
molecular é dependente de pH (DiGiammarino et al. 2002).

(A) p53-R337H (B) p53 selvagem

0.5

Fracdo desnaturada

0.0 4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 2. A estabilidade térmica de p53-R337H varia conforme o pH e é reduzida em
relacdo a proteina selvagem. Em pH 8 e 9, aproximadamente 70% de p53-R337H esta
desnaturada em temperatura fisiolégica de 37°C (A), enquanto nesta temperatura a

proteina selvagem permanece inalterada. (adaptado de DiGiammarino et al., 2002)

A mutagdo p.R337H tem sido identificada em alta frequéncia nas regides
sul e sudeste do Brasil, tanto na populacdo em geral quanto em familias que
preenchem critérios de SLF e SLFL, e é encontrada em pacientes afetados com
diferentes tipos de tumores.
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Em 2009, Palmero e colaboradores, estudaram a prevaléncia da mutacao
p.R337H em um grupo de 750 mulheres ndo afetadas por cancer, participantes de
um programa de rastreamento mamografico no estado do Rio Grande do Sul
(Palmero et al. 2009). A mutacéo foi encontrada em aproximadamente 0,3% das
mulheres assintomaticas, frequéncia semelhante a observada em recém-nascidos
do Parana, em um estudo conduzido recentemente por Custddio e colaboradores
(Custodio et al. 2013), inferindo que esta mutagao esteja presente em um a cada
300 individuos da populagao geral nestes dois estados do sul do Brasil.

Em criangcas diagnosticadas com carcinoma adrenocortical ou de plexo
coroide, p.R337H apresenta uma prevaléncia de aproximadamente 90% (Ribeiro
et al. 2001; Achatz et al. 2007; Seidinger et al. 2011). Entre mulheres afetadas por
cancer de mama, nao selecionadas pela histéria familiar, esta mutagdo foi
descrita em uma frequéncia de até 8,6%, chegando a 20% ao restringir-se a idade
ao diagnostico para 30 anos (Cury et al. 2014; Giacomazzi et al. 2014). A
deteccdo de p.R337H em familias com uma ampla gama de tumores hereditarios,
compativeis com as definigbes SLF/SLFL, indica que esta mutagdo € patogénica
e predispde a tumores em diversos tecidos (Achatz et al. 2009).

A alta prevaléncia desta mutagdo em pacientes do Brasil a classifica como
a mutagdo germinativa de TP53 mais comum ja descrita em uma determinada
populagcdo. A haplotipagem do locus de TP53 utilizando 29 Tag SNPs
intragénicos, em pacientes do sul e sudeste do Brasil, demonstrou que a mutagao
p.R337H é fundadora e proveniente de um unico alelo TP53 de origem europeia
(Garritano et al. 2010). No entanto, até o momento, p.R337H foi descrita em
poucos casos na Europa. Estudos moleculares de pacientes alemaes
diagnosticados com carcinoma adrenocortical identificaram apenas um portador
de p.R337H, e com um hapldtipo diferente do que ocorre nos pacientes
brasileiros, indicando origem independente da mutagcdo germinativa (Herrmann et
al. 2012; Waldmann et al. 2012).

Considerando a alta densidade populacional no sul e sudeste do Brasil,
acredita-se que a mutacdo p.R337H possa estar presente em milhares de
individuos da populagéo geral. Sua relagdo patogénica com o cancer de mama no
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fendtipo SLFL poderia explicar, ao menos em parte, a elevada incidéncia de

cancer de mama na regiéo.

1.3.2. Analise molecular do gene TP53

O padrao aureo para a identificagdo de mutagdes germinativas em TP53 &
o sequenciamento direto de todos os éxons codificantes (2 a 11) e sequéncias
intrénicas flanqueadoras. Porém, a utilizagdo de técnicas triagem para a busca de
alteracbes de sequéncia possibilita que um menor numero de reagdes de
sequenciamento sejam realizadas, reduzindo, assim, o custo global da analise de
toda a regido codificante do gene. A analise de dissociagdo em alta resolugao
(High Resolution Melting analysis — HRM), introduzida em 2002, € adequada para
essa finalidade e ja foi previamente validada para a analise do gene TP53 em
contexto de pesquisa académica (Bastien et al. 2008; Garritano et al. 2009).

A analise por HRM néo necessita processamento, adicdo de reagentes ou
separacdo das amostras apos a PCR, visto que um fluoréforo capaz de se
intercalar ao DNA de dupla fita é adicionado na PCR antes da reacédo de
amplificacdo. Apds a amplificagcdo do DNA, uma curva de dissociagéo é gerada e,
para isso, a amostra € aquecida ao longo de um gradiente de temperatura,
enquanto a fluorescéncia € continuamente coletada. Conforme a temperatura é
elevada, a fluorescéncia decresce, refletindo a desnaturagdo do DNA em fitas
simples (Reed et al. 2007). A partir da curva de dissociagcédo, a temperatura de
dissociagdo (Tm) da amostra pode ser obtida, a qual é definida como a
temperatura em que 50% de cada molécula de DNA esta desnaturada. A analise
HRM ¢é baseada na diferenca entre valores T, € na diferenga entre a forma das
curvas de dissociagdo das amostras (Figura 3). O perfil de dissociagdo de um
produto de PCR depende de seu conteudo GC, do comprimento do fragmento, da
sequéncia de nucleotideos e da heterozigosidade. Portanto, a forma da curva é
utilizada como indicador da presenca de heteroduplices formados a partir de DNA
heterozigoto (Graham et al. 2005).

A identificacdo de alteragbes germinativas em heterozigose no DNA por
HRM é realizada através da observacdo da distorcdo que ocorre na curva de
dissociagdo de amostras na forma de heteroduplices, quando comparadas a
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amostras controle homozigotas. Apesar de ter sido elaborado para detectar
heterozigotos, a analise HRM também é capaz de identificar diferengcas entre
homozigotos. Por ser um método de varredura, as amostras que apresentam
alteracdo na curva de dissociacdo devem ser submetidas a sequenciamento de

DNA, para identificagdo da mutagdo ou polimorfismo presente (Reed et al. 2007).

100

753

50— ———-—-—-——-——-———— DNA de fita
simples

Fluorescéncia (%)

Fluorescéncia (%)

| =
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Temperatura (°C)

Figura 3. Representagdo de uma curva de dissociagdo do DNA, demonstrando o efeito
do acréscimo da temperatura sobre a dupla-fita de DNA (painel superior); e curvas de
dissociagdo de amostras com diferentes gendtipos, A/A, A/C, C/C (painel inferior).
(adaptado de Reed et al., 2007)
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HRM é um método de rastreamento adequado para a deteccdo de
alteragdes na sequéncia de DNA e apresenta vantagens, como facilidade de
execucao, rapidez na obtencao dos resultados e menor custo, quando comparado
a técnicas tradicionalmente utilizadas (Reed et al. 2007). O método HRM tem sido
validado para a busca de variagdes de sequéncia em diferentes genes com
relevancia clinica, e na analise de TP53 apresenta uma sensibilidade muito
préxima a 100% (Garritano et al. 2009). Tendo em vista estas vantagens, HRM foi
o meétodo de escolha para a analise do gene TP53 em dois estudos que compdem
esta tese.

1.4. Mutagdes no gene TP53 em cancer de mama

Aproximadamente 35% dos cénceres de mama apresentam alguma
mutagcdo somatica em TP53 (Petitiean et al. 2007). Estas mutagdées s&o ainda
mais frequentes em subtipos de cancer de mama com comportamento mais
agressivo, ocorrendo em 70% dos tumores com superexpressao da proteina
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) e em 83% dos tumores
triplo-negativos (sem expressdo de receptores de estrogénio, receptores de
progesterona e HER2) (Langergd et al. 2007).

Embora mutagdes germinativas tenham sido classicamente associadas a
Sindrome de Li-Fraumeni em familias com multiplos tumores em mais de uma
geracéo (Malkin et al. 1990), a frequéncia de mutagdes germinativas em TP53 em
mulheres diagnosticadas com céncer de mama antes dos 30 anos de idade, n&o
selecionadas pela histéria familiar, varia de 1 a 7% (Lalloo et al. 2006; Walsh et al.
2006; Gonzalez et al. 2009; Mouchawar et al. 2010). Em um estudo publicado
pelo nosso grupo, envolvendo a analise molecular de p.R337H em 815 mulheres
diagnosticadas com céncer de mama em diferentes faixas etarias, esta unica
mutacao foi identificada em 8,6 % das mulheres, provenientes do sul do Brasil
(Giacomazzi et al. 2014).

O primeiro estudo a identificar um fendtipo especifico nos tumores de
mama de mulheres portadoras de mutagdo germinativa em TP53 foi conduzido
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por Wilson et al. e publicado em 2010. Neste estudo foi descrito que 83% (10 de
12) dos tumores de mulheres portadoras de mutagdo germinativa apresentavam
superexpressdo de HER2 em comparagao a 19% (44 de 229) naquelas sem
mutagcdo germinativa em TP53, sugerindo forte associagcdo entre a presenca de
mutagdes germinativas de TP53 e superexpressao de HER2 em carcinomas de
mama (Wilson et al. 2010).

Em 2012, Melhem-Bertrandt et al. confirmaram os achados de Wilson et al.
e identificaram superexpressao de HER2 em 67% (20 de 30) dos tumores do
grupo com mutagédo, comparado a 25% (20 de 79) nos controles. Assim, em
mulheres jovens (idade média de 38,5 anos) diagnosticadas com cancer de mama
neste estudo, desenvolver um tumor positivo para HER2 aumentaria em cerca de
7 vezes a probabilidade de apresentar mutagdo germinativa em TP53 (Melhem-
Bertrandt et al. 2012).

Um terceiro estudo, de Masciari e colaboradores (2012), complementou os
achados dos dois trabalhos anteriores, e demonstrou que 63% (20 de 32) dos
carcinomas invasivos e 73% (8 de 11) dos carcinomas in situ de mulheres com
mutagbes germinativas em TP53 apresentaram superexpressao de HER2
(Masciari et al. 2012). Assim, os resultados desses trés trabalhos em conjunto
sugerem que tumores de mama em portadores de mutagcdo germinativa em TP53
sdo predominantemente, mas n&o exclusivamente, HER2-positivos.

Mais recentemente, Rath et al. analisaram um grupo de 213 mulheres
diagnosticadas com cancer de mama HER2-positivo antes dos 50 anos de idade
e observaram uma prevaléncia de mutagdes germinativas em TP53 de 1,4%. Das
3 pacientes identificadas com mutacdo, 2 apresentavam historia familiar de
cancer, preenchendo critérios clinicos da SLFL, porém uma n&o apresentava
critérios clinicos que levassem a suspeita de alguma sindrome de predisposigéo
hereditaria ao cancer (Rath et al. 2013). Este estudo analisou pacientes
provenientes de um unico centro de recrutamento, nos Estados Unidos, e a
analise de prevaléncia de mutagbes em TP53 em outras populagbes se faz
necessaria para refinar as estimativas de prevaléncia nos casos de cancer de

mama HER2-positivos.
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1.5. Cancer de mama com superexpressao de HER2

A proteina HER2 é um receptor de membrana com atividade tirosina
quinase, que esta superexpressa em aproximadamente 15 a 30% dos carcinomas
de mama do tipo ductal invasor (CDI), e em mais de 60% dos carcinomas ductais
in situ (CDIS) (Slamon et al. 1989; Bartkova et al. 1990; Lodato et al. 1990; Collins
et al. 2012). Nas regides sul e sudeste do Brasil, aproximadamente 17% dos
canceres de mama apresentam superexpressao de HER2 (Carvalho et al. 2014).
A superexpressdo de HER2 também é observada em alguns tipos de tumores
gastricos, esofagicos, endometriais, e mais raramente em cancer de pulméo e
faringe (Moasser 2007).

A proteina HER2 é normalmente um constituinte da membrana de uma
variedade de tipos celulares epiteliais. HER2 foi identificada em células epiteliais
dos sistemas gastrointestinal, respiratério, reprodutivo e urinario, bem como na
pele, mama e placenta. A quantidade de HER2 & geralmente maior em tecidos
fetais do que nos tecidos adultos correspondentes, sugerindo que esta proteina
desempenhe um importante papel durante o desenvolvimento de multiplos 6rgaos
e sistemas (Press et al. 1990). HER2 também € expresso em células cardiacas
neonatais e adultas, promovendo a sobrevivéncia de midcitos, e em células
endoteliais, promovendo angiogénese (Negro et al. 2004). O nivel de expresséo
de HER2 em tecidos normais € comparavel aos niveis encontrados em células
tumorais que n&o superexpressam HER2 (Press et al. 1990).

A proteina HER2 é codificada pelo oncogene ERBBZ2 (também conhecido
como c-erbB-2), localizado no cromossomo 17921-q22 (Coussens et al. 1985).
Em aproximadamente 90% dos casos de cancer de mama HER2-positivos, a
superexpressdo da proteina HER2 esta associada a amplificagdo (aumento do
numero de cépias) do oncogene ERBB2. Estes tumores podem apresentar de 25
a 50 copias do gene ERBB2, o que aumenta em 40 a 100 vezes a expressao da
proteina HERZ2, resultando na expressdo de aproximadamente 2 milhdes de
receptores HER2 na superficie celular tumoral (Venter et al. 1987; Kallioniemi et
al. 1992; Gutierrez and Schiff 2011). No entanto, em alguns tumores de mama
HERZ2-positivos, a aumento da expressdo de HER2 na superficie celular ndo esta
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associada a amplificacdto do gene ERBB2. Os mecanismos biologicos
responsaveis pela superexpressdo de HER2 sem amplificagdo génica ainda n&o
estdo totalmente esclarecidos, mas podem ser decorrentes de alteracdo na
transcrigcdo génica, na meia-vida ou no processo de reciclagem da proteina HER2
(Magnifico et al. 2007).

Mutagdes somaticas no gene ERBB2, no dominio quinase de HER2, foram
descritas em 2 a 5% dos casos de adenocarcinoma pulmonar, carcinoma gastrico,
colorretal e de mama (Lee et al. 2006; Moasser 2007). At¢ o momento foram
identificadas 13 diferentes mutacdes somaticas em ERBBZ2 de tumores de mama
sem amplificagdo génica, sendo 7 mutagdes ativadoras da fungdo quinase, com
comprovado potencial para governar a carcinogénese. Essas mutagdes
aumentam a atividade quinase da proteina, mas ndo estdo associadas a
superexpressao ou amplificacdo génica de HER2 (Bose et al. 2013).

HERZ2, quando esta superexpressa, € capaz de ativar vias de sinalizagao
intracelulares e regular a expressdo de diferentes genes envolvidos no
crescimento e proliferagdo de células tumorais (Gutierrez and Schiff 2011).
Tumores com superexpressdao de HER2 s&o particularmente agressivos, com
aumento do potencial proliferativo e metastatico (Ross et al. 2003).

1.5.1. Vias de sinalizagdo de HER2

HER2 é membro de uma familia de quatro receptores de fatores de
crescimento (HER1 ou EGFR, HER2, HER3 e HER4) que atuam em uma rede de
vias de sinalizagdo complexa. Os membros da familia HER apresentam
homologia estrutural, com um dominio extracelular de ligagdo a ligante (com
excegdo de HER2), um dominio transmembrana e um dominio intracelular com
funcdo tirosina quinase (Hynes and MacDonald 2009). A ligagdo de ligantes
externos induz a uma mudanga conformacional nas proteinas HER, promovendo
dimerizagdo e consequente transfosforilagdo de seus dominios intracelulares. No
entanto, o dominio extracelular de HER2 existe em uma conformacio
constitutivamente ativada, e n&o apresenta sitio para ligagado de ligante externo
(Figura 4). Em células normais, HER2 preferencialmente forma heterodimeros
com HERS3, porém em células que superexpressam HER2, homodimeros de
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HER2 sido formados espontaneamente, permitindo que seus dominios
intracelulares sejam transfosforilados sem a necessidade de um sinal extracelular
que regule a via. Os residuos intracelulares fosforilados, devido a atividade
tirosina quinase, ativam uma série de cascatas de mensageiros secundarios,
estimulando vias de sinalizagdo intracelular como PI3K/AKT, por exemplo.
Fatores de transcricdo sdo assim ativados e regulam seus alvos, genes
envolvidos na proliferagdo celular, sobrevivéncia, diferenciacdo, angiogénese,
invasdo e metastase (Yarden and Sliwkowski 2001; Moasser 2007; Gutierrez and
Schiff 2011).

EGF BTC
TGFa HB-EGF NRG-1 NRG-3
EPR NRG-2 NRG-4

AN

Dominio para ligagao
de fator de crescimento

Dominio
transmembrana

Dominio com fungao
tirosina quinase

HER1 HER2 HER3 HER4
(EGFR)

Figura 4. Receptores da familia HER e seus ligantes. EGF: epidermal growth factor;
TGFa: transforming growth factor alpha; AR: soluble amphiregulin; EPG: epigen; BTC:
betacellulin; HB-EGF: heparin-binding EGF-like growth factor; EPR: epiregulin; NRG-(1-
4): neuregulin 1-4. (adaptado de Hynes e MacDonald, 2009)
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1.5.2. Diagnéstico e terapias-alvo

Desde que foi estabelecida a associacdo da superexpressdo de HER2 com
a patogénese do cancer de mama, varias terapias-alvo contra HER2 foram
desenvolvidas, reduzindo significativamente a mortalidade, e assim a detecg¢ao de
HER2 se tornou procedimento de rotina (Gutierrez and Schiff 2011).

A analise do nivel de expressao de HER2 é realizada rotineiramente em
pacientes com diagndstico de cancer de mama e o método predominantemente
utilizado é a imunohistoquimica (IHQ), que detecta a proteina HER2 por meio do
uso de anticorpos monoclonais ou policlonais. Através da analise por IHQ, os
carcinomas de mama podem ser classificados em uma escala de 0 a 3+, sendo
HER2 0 ou 1+ (negativos para expressdo de HER2), HER2 2+ (expressao
intermediaria, ou seja, resultado indeterminado para superexpressao de HER2) e
HER2 3+ (positivos para superexpressdo de HER2). Segundo recomendacgdes da
ASCO/CAP, tumores com expressao HER2 2+ devem ser submetidos a
hibridizagao in situ fluorescente (FISH), para definir o numero de copias do gene
ERBBZ2 nas células. Tumores com resultado 2+ na IHQ e positivo na analise por
FISH s&o classificados como positivos para superexpressao de HER2 (Wolff et al.
2007; Wolff et al. 2013).

O nivel de expressédo de HER2 tem se tornado um importante biomarcador
para indicagdo do uso de terapia anti-HERZ2. Algumas drogas estdo aprovadas
pela FDA para tratamento de cancer de mama HER2-positivo (IHQ 3+ ou IHQ
2+/FISH+), entre elas o trastuzumab (Herceptin®, Genentech), um anticorpo
monoclonal humanizado que reconhece o dominio externo de HER2 e inibe as
vias de sinalizacdo desencadeadas por HER2; o lapatinib (Tykerb®, SmithKline
Beecham), um inibidor que bloqueia a atividade tirosina quinase de HER2; o
pertuzumab (Perjeta® Genentech), um anticorpo monoclonal inibidor da
dimerizacdo dos receptores HER; e o ado-trastuzumab emtansine (Kadcyla®,
Genentech), um conjugado do trastuzumab com o quimioterapico DM1
(Drugs@FDA, www.fda.gov). Embora estas terapias-alvo moleculares estejam
revolucionando o tratamento do cancer de mama HER2-positivo, elas apresentam
algumas falhas, incluindo associagdo com certos eventos adversos (toxicidade

cardiaca € o predominante, principalmente durante o tratamento de cancer de
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mama metastatico com trastuzumab) e desenvolvimento de resisténcia (Dent et
al. 2013). Sendo assim, um melhor entendimento da biologia desses tumores e
dos mecanismos que levam a superexpressao de HER2 é crucial para aprimorar

a estratégia de tratamento com alvo molecular especifico.

1.6. Justificativa

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais comum entre as mulheres e
€ considerado um problema significativo de saude publica no Brasil,
especialmente nos regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, que apresentam uma
previsdo de, respectivamente, 71,18, 70,98 e 51,30 novos casos a cada 100.000
mulheres em 2014 (Ministério da Saude, 2014).

Estudos recentes de nosso grupo e colaboradores identificaram uma
frequéncia significativa do fenétipo SLF ou SLFL no sul e sudeste do Brasil. Em
paralelo, a mutacdo fundadora TP53-p.R337H parece estar presente em 1:300
individuos da populagéo geral (Palmero et al. 2009; Custodio et al. 2013) e em
cerca de 8% das mulheres com cancer de mama nessa regiao do pais (Cury et al.
2014; Giacomazzi et al. 2014). A melhor compreensdo do processo de
carcinogénese e do perfil anatomopatolégico e molecular do cancer de mama nas
mulheres com mutagdes germinativas de TP53 podera auxiliar na identificagdo de
estratégias diferenciadas de manejo nesse importante grupo de pacientes, com
intervengdes terapéuticas dirigidas.

Além disso, definicdo da prevaléncia de mutagdes germinativas no gene
TP53 em mulheres diagnosticadas cancer de mama com superexpressado de
HER2 sera uma informacdo fundamental para o aprimoramento de condutas de
rastreamento e para instrumentar o processo de aconselhamento genético nas
familias nas quais segrega uma mutagdo. Considerando que a predisposi¢cao
hereditaria ao cancer de mama € uma doenga de inicio na vida adulta, o
diagnostico pré-sintomatico de um individuo afetado, através da identificacéo de
mutagdo genética, por exemplo, tem um grande potencial para redugdo do risco

de cancer, eliminando gastos e intervengdes preventivas desnecessarias. Neste
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contexto, a utilizagado de técnicas para a identificagcdo de mutagdes que sejam de
facil execugao, passiveis de automagao e com baixo custo comparado a outras
metodologias disponiveis, & essencial para fornecer um diagndstico molecular

rapido e ampliar 0 acesso dos pacientes a analise.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a associagdo de mutagbes germinativas em TP53 com o fendtipo

de cancer de mama com superexpressao de HER2 em mulheres brasileiras.

2.2, Objetivos especificos

e Comparar o nivel de expressdo de HER2 em carcinomas de mama de
mulheres portadoras de diferentes mutagbes germinativas em TP53, que
potencialmente apresentam diferentes efeitos na funcdo de p53 por afetarem
por¢des distintas da proteina, como o dominio de ligagdo ao DNA e o de

oligomerizagéo;

* Comparar a performance e o custo de diferentes metodologias na analise de
mutagdes do gene TP53, utilizando como modelo a genotipagem da mutagao
p.R337H;

* Determinar a prevaléncia de mutagbes germinativas no gene TP53 em
mulheres que desenvolveram cancer de mama com superexpressdo de HER2

antes dos 60 anos de idade, nao selecionadas pela histéria familiar de cancer;

* Avaliar caracteristicas clinicas das pacientes que desenvolveram cancer de
mama com superexpressdo de HERZ2, portadoras e nao-portadoras de

mutac¢ao germinativa em TP53, bem como historia familiar de cancer.
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