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RESUMO

Cannavan MC. Diagnostico molecular de mutacdes germinativas no
gene TP53 em pacientes com multiplos tumores primarios ou com
tumores isolados tipicos da sindrome de Li-Fraumeni. Sdo Paulo; 2011.

[Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antbnio Prudente].

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) e sua variante Li-Fraumeni like (LFL) s&o
sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer raras, associada a
mutacgdes germinativas no gene TP53. Esta sindrome predispbe portadores
a uma ampla variedade de tumores em idade jovem. A sindrome LFS/LFL
esta presente em 0,3% da populagdo do sul e sudeste do Brasil, devido a
um efeito fundador. O objetivo deste projeto foi avaliar a presenga de
mutacdes germinativas no gene TP53 em individuos com multiplos tumores
primarios e em pacientes com tumores isolados tipicos da LFS/LFL. Foram
analisadas 109 amostras provenientes de 106 individuos e trés blocos de
parafina, divididos em quatro grupos: (1) pacientes portadores de multiplos
tumores primarios (MP=54), (2) pacientes com diagnéstico de cancer de
mama antes dos 35 anos sem mutagdo nos genes BRCA1l e BRCA2
(CM=41), (3) pacientes portadores de tumor adrenocortical (ADR=11) e (4)
amostras de carcinomas do plexo coréide (PC=3). Foi realizado o
sequenciamento da regido codificante do gene TP53 e foram detectadas
mutacgdes germinativas em 13% dos pacientes com MP, 2,4% no grupo CM
e 54,5% nos pacientes com ADR. Dentre as mutagdées encontradas, 71,4%
correspondem a mutacéo fundadora p.R337H. Foi descrita pela primeira vez
a alteracdo p.V143M. Este estudo contribuiu para a caracterizagao clinica de
pacientes que devem ser testados para mutagdes no gene TP53 e
caracterizagao molecular de pacientes com multiplos tumores primarios,
pacientes com tumor adrenocortical e pacientes com cancer de mama antes

dos 35 anos sem mutagao nos genes BRCAL1 e BRCAZ2.



SUMMARY

Cannavan MC. [Molecular diagnosis of germline mutations in TP53 gene
in patients with multiple primary tumors or with isolated tumors typical
from the Li-Fraumeni syndrome]. Sdo Paulo; 2011. [Dissertacédo de

Mestrado-Fundagao Antdnio Prudente].

The Li-Fraumeni syndrome (LFS) and its variant Li-Fraumeni like (LFL) are a
rare hereditary predisposition cancer syndromes associated to germline
mutations in TP53 gene. It predisposes carriers to a wide range of tumors at
young age. It is present in 0.3% of the population from South and Southeast
Brazil, the due to a founder effect. The objective of this project was to
evaluate the presence of germline mutations in TP53 gene in individuals with
multiple primary tumors and in isolated tumors typical of LFS/LFL. It were
analyzed 109 samples from 106 individuals and three paraffin blocks divided
into four groups: (1) patients with multiple primary tumors (MP = 54), (2)
patients diagnosed with breast cancer before the age of 35 without mutation
in the BRCA1 and BRCA2 genes (BC = 41), (3) patients with adrenocortical
tumors (ADR = 11) and (4) samples of choroid plexus carcinomas (PC = 3).
Sequencing of the coding region of TP53 gene was performed and germline
mutations were found in 13% of patients with MP, 2.4% in the BC group and
54.5% in patients with ADR. Among the mutations found, 71.4% correspond
to p.R337H founder mutation. It was first described p.V143M alteration. This
study has contributed to the clinical characterization of patients who should
be tested for the TP53 gene, and also to the molecular characterization of
patients with multiple primary tumors, patients with adrenal gland tumors and
patients with breast cancer before 35 years old without mutation in the
BRCA1 and BRCAZ2 genes.
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1  INTRODUCAO

1.1 INCIDENCIAS DO CANCER NO BRASIL E AS SINDROMES

DE PREDISPOSICAO HEREDITARIA AO CANCER

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, validas também para
2011, apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer no pais
(Ministério da Saude 2009). Estima-se que 5 a 10% dos tumores malignos
conhecidos sejam hereditarios e 20 a 30% correspondam a agrupamentos
de tumores em uma familia, ou tumores familiais (LINDOR et al. 2008).
Mutagdes germinativas ocorridas em genes de reparo e genes supressores
de tumor estao relacionadas ao alto risco para a ocorréncia destes tumores
(TUCKER e FRIEDMAN 2002). Pacientes com mutacdes nestes genes
podem ser classificados como portadores de sindromes de predisposicao
hereditaria ao cancer (SPHC). A maior parte dos genes relacionados as
SPHC tem alta penetrancia (ROCHA e KAGOHARA 2006).

A identificacdo de um individuo afetado por cancer hereditario é
fundamental para a identificacdo dos familiares potencialmente em risco e
sua inclusdo em programas de reducao de risco e/ou prevencao do cancer.
Poucos servigos especializados no diagnostico e aconselhamento genético
(AG) de SPHC existem no pais e o acompanhamento prospectivo destes
pacientes e seus familiares é fundamental para promover efetivamente

estratégias de redugao do risco de cancer (ACHATZ 2008).



O Departamento de Oncogenética do Hospital A.C. Camargo,
fundado em 1999, fornece aconselhamento genético e rastreamento para
pacientes portadores de SPHC. Desde a sua fundagao até hoje, 522 familias
foram registradas e mais de 4760 pacientes atendidos buscando o
diagndstico precoce frente as sindromes diagnosticadas. Os testes
moleculares para deteccdo das diferentes alteragdes moleculares
relacionados a ocorréncia das SPHC, que possibilitaria a confirmagao das
sindromes, sdo de dificil acesso aos pacientes devido ao alto custo e as

dificuldades técnicas inerentes.

1.2 SINDROME DE LI-FRAUMENI

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) € uma SPHC transmitida de forma
autossObmica dominante, que predispde individuos afetados ao surgimento
de multiplas neoplasias com inicio precoce e pode afetar diversos membros
da mesma familia. Mutagdes germinativas no gene TP53 foram relacionadas
a LFS e predispbe portadores ao risco elevado para o desenvolvimento de
tumores malignos na infancia e em adultos jovens (MALKIN et al. 1990).

Estima-se que pacientes com LFS apresentem 50% de chance de
desenvolver tumores antes dos 30 anos de idade, comparado a 1% na
populacdo geral, e que 90% dos portadores desenvolvam cancer até 70
anos de idade (BIRCH et al. 2001). Portadores que desenvolveram tumor na
infancia sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de tumores secundarios

(HISADA et al. 1998).



1.2.1 Quadro Clinico

A caracterizacao inicial do espectro tumoral da sindrome foi realizada
a partir de critérios que incluiam um individuo portador de sarcoma em idade
jovem além de dois familiares de primeiro e/ou segundo grau portadores de
sarcomas 6sseos (SO), sarcomas de partes moles (SPM), cancer de mama
em mulheres na pré-menopausa, canceres do sistema nervoso central
(SNC), carcinomas adrenocorticais (ADR) e leucemias agudas, sendo
inicialmente denominada SBLA (do inglés sarcoma, breast, leukemia and
adrenocortical tumor syndrome) (LYNCH e GUIRGIS 1979). Relatos
posteriores caracterizaram esta sindrome frente a concentragao familiar de
SPM, SO, SNC, ADR e canceres de mama, diagnosticados antes dos 45
anos de idade (LI et al. 1988). A ocorréncia de um espectro tumoral mais
amplo incluindo canceres de pulmao, prostata, estémago, coélon, pancreas,
além de tumores de células germinativas e melanoma foi descrito por
HARTLEY et al. (1989). Tumores de células germinativas, papilomas do
plexo coroide e tumor de Wilms também foram descritos em portadores da

sindrome (HARTLEY et al. 1993).

1.2.2 Critérios diagnosticos da Sindrome de Li-Fraumeni

O diagnéstico da sindrome inicialmente € clinico, realizado a partir da
observacdo e anotacdo dos diversos casos relatados pelas familias
avaliadas. Os critérios para a determinagdo do diagndstico clinico sao o
classico LFS e Li-Fraumeni like (LFL), caracterizado em familias que nao

apresentam a expressao completa do fenétipo classico da sindrome (LI et al.



1988; BIRCH et al. 1994; EELES 1995; CHOMPRET et al. 2001) (Quadro 1).
Dentre os critérios de LFL, o critério de Chompret € o mais utilizado. Este
critério vem sofrendo adaptacbes com a intengcdo de aumentar sua
especificidade de diagnosticar os casos que nao sdo compreendidos pelos
critérios clinicos classicos. BOUGEARD et al. (2008) revisaram os critérios
iniciais propostos pelo grupo, incluindo tumores de mama em mulheres
antes dos 36 anos na auséncia de mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2.
No entanto, a ocorréncia de mutagbes germinativas em TP53 em mulheres
portadoras de cancer de mama em idade jovem e na auséncia de historia
familial é controverso. GINSBURG et al. (2009) selecionaram 95 mulheres
para analise da mutacdo no gene TP53, de varios grupos étnicos, que
desenvolveram cancer de mama antes dos 30 anos e que possuiam
achados negativos para mutagdo nos genes BRCA1 e BRCA2. Nao foram
encontradas mutagdes germinativas no gene TP53.

TINAT et al. (2009), selecionaram 161 pacientes com céancer de
mama para avaliar a ocorréncia de mutagdes no gene TP53. Dentre estes
pacientes, 25 pertenciam a familias que preenchiam os critérios de
Chompret. Mutagdes no gene TP53 foram detectadas em 16% (4/25) dos
pacientes. No mesmo estudo, os autores avaliaram 128 pacientes
portadores de cancer de mama antes dos 36 anos para mutagdes no gene
TP53, previamente testados para mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 e
sem alteragdes detectadas. Foram verificadas mutagdes no gene TP53 em
4% (5/128) dos pacientes. O grupo considerou como baixa a detecgdo de

mutacdo. Devido a esses resultados e ao impacto psicologico frente as



implicagdes da realizacdo de exames genéticos, os autores concluiram que
seria apropriado evitar o teste no gene TP53 em pacientes com cancer de
mama sem historia familial de cancer ou multiplos tumores primarios. TINAT
et al. (2009) sugeriram a atualizagao dos critérios de Chompret previamente
descritos, denominando Versao 2009 dos critérios de Chompret (Quadro 1).
Surpreendentemente, uma sensibilidade de 99% foi encontrada
quando se combinou os critérios classicos da LFS e os critérios de
Chompret, juntamente com carcinoma do plexo cordide, sem considerar
histéria familial de cancer (GONZALEZ et al. 2009b). TINAT et al. (2009)
calcularam corretamente que a sensibilidade para os critérios de Chompret
isoladamente foi de 92%, destacando a grande contribuicdo dos critérios de
Chompret para o total da sensibilidade observada pelos critérios de

Gonzalez (GONZALEZ et al. 2009a).



Quadro 1 - Critérios diagnoésticos da Sindrome de Li-Fraumeni e suas

variantes.

Classico
Li Fraumeni

Sarcoma na infancia ou em idade jovem (antes dos 45 anos) E

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

Familiar de primeiro ou segundo grau que tenha o diagnéstico de cancer em
idade jovem (antes dos 45 anos) ou sarcoma em qualquer idade.

Variante Birch

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

Familiar de primeiro grau ou segundo grau com cancer tipico da Sindrome de
Li-Fraumeni (sarcoma, céncer de mama, SNC, ADR ou leucemia) em
qualquer idade E

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

Eeles

LFL-E1 presenca de dois familiares de primeiro ou segundo grau com tumor
tipico em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama, tumor SNC, leucemia,
ADR, melanoma, cancer de préstata, cancer pancreatico).

LFL-E2: sarcoma em qualquer idade no paciente indice com dois dos
seguintes tumores (podendo estar presentes no mesmo individuo) cancer de
mama <50 anos e/ou tumor SNC, leucemia, ADR, melanoma, cancer de
préstata, cancer pancreatico aos <60 anos ou sarcoma em qualquer idade.

Chompret modificado

Paciente-indice com cancer tipico da Sindrome de Li-Fraumeni (sarcoma de
partes moles, osteosarcoma, cancer de mama pré-menopausal, SNC, ADR,
leucemia e carcinoma brénquio-alveolar de pulm&o) antes dos 46 anos E
Familiar de primeiro ou segundo grau com cancer tipico da Sindrome de Li-
Fraumeni antes dos 56 anos (exceto cancer de mama caso o probando tenha
cancer de mama) ou multiplos tumores OU

Paciente-indice com multiplos tumores, sendo pelo menos dois do espectro
LFS e o primeiro antes dos 46 anos OU

ADR em qualquer idade ou cancer de mama antes dos 36 anos sem
mutac¢do nos genes BRCA1 e BRCA2

Versao 2009 dos critérios de

Chompret

Paciente-indice com tumor tipico da Sindrome de Li-Fraumeni (sarcoma de
partes moles, osteossarcoma, SNC, cancer de mama pré-menopausal, ADR,
leucemia e carcinoma bréonquio-alveolar de pulmao) antes dos 46 anos E
familiar de primeiro ou segundo grau com céancer tipico da Sindrome de Li-
Fraumeni (exceto cancer de mama caso o probando tenha cancer de mama)
antes dos 56 anos ou multiplos tumores OU

Paciente-indice com multiplos tumores (exceto multiplos tumores de mama),
sendo pelo menos dois do espectro LFS e o primeiro antes dos 46 anos
Paciente com carcinoma adrenocortical ou carcinoma do plexo cordide,
independente da histéria familial.




1.2.3 Aconselhamento genético e rastreamento na LFS/LFL

Aconselhamento genético € o processo de comunicagao da presenga
de uma sindrome genética aos portadores e os seus familiares. Neste
momento devem ser detalhadas informagdes sobre a origem, a heranga e as
implicagdes da doencga, possibilitando ao paciente tomar decisbes médicas e
pessoais (NUSSBAUM et al. 2002).

O aconselhamento genético para o cancer familiar inicia-se a partir do
reconhecimento do individuo em risco e da informacdo das estimativas
desse risco para um potencial acometido. Partindo dessa premissa, uma vez
identificada a “suspeita diagndstica de sindrome de predisposig¢ao hereditaria
ao cancer”, o AG tem o propésito de passar as informacdes em relagao ao
diagndstico, o progndstico e como proceder com esses pacientes
considerados de risco. Seja pela histéria familiar, seja pela realizagédo do
teste genético, o AG proporciona a identificagao de individuos com um risco
aumentado para desenvolver cancer em relacdo a populagédo geral
(VARGAS 2002).

Devem ser avaliadas familias que apresentam multiplos casos de
cancer, ou a presenca de tumores em idades atipicas. A possibilidade de
identificar familiares de elevado risco para o desenvolvimento de cancer
torna possivel o emprego de uma abordagem preventiva e de deteccao
precoce do cancer. Os individuos considerados de alto risco devem ser
encaminhados para o aconselhamento genético onde receberdo todas as
informacgdes sobre a doenga diagnosticada, informagdes sobre a heranga e

suporte para o rastreamento precoce (ROCHA et al. 2007)



Pequeno numero de afetados, principalmente em familias pequenas,
dificuldade de confirmagado da histéria familial (laudos médicos, individuos
adotados, e outros), presenga de mutagdes espontdneas de novo,
penetrancia incompleta e variagdes clinicas da sindrome sdo considerados
fatores de confusao para o diagnostico de SPHC (ROCHA et al. 2007).

A LFS/LFL é uma sindrome de dificil acompanhamento por apresentar
um espectro tumoral amplo e diversificado (VARLEY et al. 1997b). Para o
acompanhamento clinico de pacientes portadores da sindrome de Li-
Fraumeni foi proposto pelo National Comprehensive Cancer Network

(NCCN) um protocolo para rastreamento precoce de lesdes (Quadro 2).



Quadro 2 - Protocolo de rastreamento para pacientes portadores da
LFS/LFL segundo NCCN versao 2011.

Risco Rastreamento

Risco para cancer

de mama » Auto exame das mamas a partir dos 18 anos.

» Exame clinico das mamas, a cada 6 meses, a partir dos
20-25 anos, ou 5 a 10 anos antes do mais jovem tumor de

mama ocorrido na familia.

» Mamografia e/ou Ressonancia Magnética das mamas
anualmente a partir dos 20-25 anos, ou de acordo com a

idade de ocorréncia do tumor em familiar préximo.

* Discutir caso a caso a opgao de mastectomia redutora
de risco, aconselhando sobre o grau de risco e

possibilidade de reconstrucao.

» Exame fisico geral anual, com atenc¢ao para os canceres
Risco para outros | raros e segunda malignidades, incluindo também uma

canceres exame neurolégico e de pele cuidadoso.

» Radioterapia terapéutica teve ser utilizado com cautela.

* Colonoscopia a cada 2-5 anos com inicio a partir dos 25

anos.

* Pediatras devem ser informados quanto ao risco de

canceres infantis em criancas afetadas.

* Discutir a opgao de participar de abordagens de
rastreamento inovadores utilizando tecnologias como PET
scan, ultra-sonografia abdominal e ressonéncia nuclear

magnética cerebral em ensaios clinicos, quando possivel.

» Exames de vigilancia baseado no historico de cada

familia

* Educacéo sobre sinais e sintomas do cancer.

Legenda: Adaptado de NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology: Genetic/Familial
High-Risk Assessment: Breast and Ovarian. Version 1.2011.

Mediante a presenca aumentada de tumores pouco descritos na
LFS/LFL em 13 familias brasileiras portadoras de mutagbes no gene TP53
em um estudo realizado pelo nosso grupo (ACHATZ 2006), foi proposto uma

adaptacdo do protocolo do NCCN, no qual além dos exames de
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rastreamento ja previstos, foram incluidos exames focalizando a detecgéao
precoce de lesdes colorretais e no estbmago, além de avaliagao renal por
métodos de imagem e citologia oncética. Outro exame proposto foi a
ultrassonografia da tiredide anual visando rastreamento de tumores da

tiredide (Quadro 3).
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Quadro 3 - Protocolo de rastreamento para paciente portadores da LFS e
LFL adaptado a populacao brasileira.

Rastreamento | Anual Semestral Mensal

Adultos em * Exame clinico com foco na » Exame clinico das * Auto-

risco detecgdo de tumores raros e novos | mamas a partir dos 20- | exame das
tumores primarios 25 anosou 5a 10 anos |mamas a

antes do tumor de mama | partir dos 18
em parente jovem (M) anos

» Mamografia anual a partir dos 20-
25 anos (M) ou 5 a 10 antes do
tumor de mama em parente mais
jovem

* Citologia oncética

+ Ultrassonografia de vias urinarias

+ Ultrassonografia da tiredide

+ Colonoscopia aos 35 anos ou 5 a
10 antes do tumor colorretal em
parente mais jovem *

* Exame para detecgéo de sangue
oculto nas fezes

* Endoscopia digestiva alta aos 35
anos, na presenga de lesdes
suspeitas repetir anualmente

» Acompanhamento direcionado
aos tumores ocorridos na familia

Criangas em |« Exame clinico com foco na
risco deteccao de tumores raros

* Exame para deteccéo de sangue
oculto nas fezes

* Hemograma Completo

Outras * Esclarecer familias sobre
possibilidades |limitagdes no rastreamento de
de manejo tumores relacionados a sindrome

* Informar sobre mastectomia
profilatica bilateral (individualizar
em cada familia)

* Informar pediatras sobre risco de
tumores infantis

» Rastreamento baseado na
histéria de cada familia

» Educacéo sobre possiveis sinais
e sintomas de cancer

Fonte: Adaptado de ACHATZ (2006)
Legenda: (M) — exame realizado em mulheres; * se presencga de polipos adenomatosos,

repetir em 1 ano; auséncia de pdlipos adenomatosos, repetir em 3 anos.
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1.3 O GENE SUPRESSOR DE TUMOR TP53 E A LFS/LFL

Atualmente acredita-se que um pequeno grupo de genes controla a maior
parte das vias ligadas a carcinogénese e frequentemente encontra-se
alterado no cancer humano. O gene supressor de tumor TP53, que codifica
a proteina p53, € o prototipo destes genes. O papel fundamental do TP53 na
regulagéo do ciclo celular na apoptose e no reparo do DNA consagrou-o com
a denominagao de “guardido do genoma” (LANE 1992). Mutagbes no gene
TP53, estdo entre as mais frequentes alteragbes genéticas detectadas nos
canceres humanos, inativa as fungbes regulatorias de crescimento celular,
causa a perda da atividade supressora de tumor e, em alguns casos, confere
uma fungdo promotora do tumor, com a ativagdo de genes envolvidos na
proliferagdo celular, no aumento da sobrevida da célula e na angiogénese

(CADWELL e ZAMBETTI 2001).

1.3.1 O gene TP53

O gene TP53 foi identificado em 1979 por dois grupos distintos de
pesquisadores, liderados por David Lane, da Universidade de Dundee, no
Reino Unido, e Arnold Levine, da Universidade de Princeton, nos Estados
Unidos da América como um gene codificante de uma proteina capaz de
ligar o antigeno T do virus SV40 (LANE e CRAWFORD 1979; LINZER e
LEVINE 1979).

Por dez anos foi considerado um oncogene devido a expressao
elevada de seu produto na maior parte dos tumores humanos. Entretanto

entre os anos de 1988 e 1989 foi demonstrado que a proteina selvagem p53
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poderia inibir a transformacgao de células em cultura (FINLAY et al. 1989).
Desta forma, foi classificado como gene pertencente a familia dos genes
supressores de tumor (LEVINE et al. 1991).

O gene TP53 (P53/LFS1/TRP53/FLJ92943) esta localizado no brago
curto do cromossomo 17 (17p13.1) e codifica uma fosfoproteina nuclear de
53 kD que contém 393 aminoacidos (SOUSSI et al. 1990). O tamanho
aproximado do TP53 é de 20 Kb. E composto por onze éxons, sendo o
primeiro deles nao codificante e apresenta um primeiro intron longo (10 Kb).
A sequéncia codificante contém cinco dominios, cada um deles responsavel
por fungdes especificas (MAY e MAY 1999). O dominio inicial (aminoacidos
1 a 62), ou amino terminal, € o dominio de transativagdo, no qual se
encontra o sitio de ligacdo a proteina Mdm2 (LIN et al. 1994). E seguido por
um dominio rico em residuos de prolina (aminoacidos 63 a 97) e pela regiao
central da p53 (aminoacidos 102 a 292), que abriga o dominio de ligagao ao
DNA. O dominio de ligacdo ao DNA ¢é alvo de mais de 90% das mutagdes
somaticas encontradas nos tumores humanos esporadicos e das mutagdes
germinativas encontradas na LFS/LFL (MAY e MAY 1999). O dominio de
oligomerizagdo (aminoacidos 323 a 356) € fundamental na configuragao
espacial da proteina p53, responsavel pela dimerizagao da proteina, que se
unira em tetrameros. O dominio final € o de regulagédo transcricional que
regula a sequéncia especifica de ligacado ao DNA (aminoacidos 363 a 393)

(WANG e PRIVES 995) (Figura 1).
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Dominio de Dominio rico Dominio de ligago Dominio de Dorminio de

transativagiio em a0 DNA dligomerisagio regulacio

(162) prolina (102-292) (323-356) (3653-393)
{63-97)

Fonte: Adaptado de HAINAUT e OLIVER (2011)
Legenda: (A): Representagdo dos éxons (cilindros) 1 a 11 do gene TP53; (B):
Representacdo da proteina p53 e seus dominios. As diferentes cores correspondem aos

dominios da proteina e seus respectivos éxons codificantes.

Figura 1 - O gene TP53 e a proteina p53

1.3.2 A proteina p53

Segundo LANE e CRAWFORD (1979) os animais que possuiam
tumores induzidos pelo virus SV40 também produziam anticorpos contra a
proteina p53 e anticorpos monoclonais para o antigeno T do virus SV40,
formando um complexo entre a proteina p53 e o antigeno T, sendo assim,
propuseram que a p53 era um antigeno tumoral. Na primeira década de
estudos sobre a proteina p53 verificou-se que sua atividade principal era a
de supressdo tumoral e ndo como oncogene, como havia sido proposto
anteriormente (ZAMBETTI 2005).

Na segunda década da investigacdo, a fungdo do p53 foi identificada
como fator de transcricdo induzido pelo estresse, que pode promover a
parada do ciclo celular, apoptose e senescéncia. Apos trés décadas de sua

descoberta foram descobertas novas funcbes que estdo relacionadas a
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regulacdo dos processos metabdlicos e das citocinas, que s&o necessarias
para a implantagdo do embrido (LEVINE e OREN 2009).

A forma ativa da p53 é um tetrdmero formado por dimeros
constituidos por quatro subunidades idénticas. Uma mutagao em ponto de
troca de sentido em um dos dois alelos do gene TP53 em uma célula pode
anular quase toda a atividade da p53, porque praticamente todos os
oligbmeros irdo conter pelo menos uma subunidade com defeito, impedindo-
o de atuar como fator de transcricdo. As mutagdes oncogénicas no TP53
atuam como dominantes negativas, em que as mutagdes em um unico alelo
causam a perda da fungao (WEINBERG et al. 2004).

Uma caracteristica fundamental no controle do ciclo celular € o ponto
de verificacdo na G1, que impede que as células com o DNA danificado
entrem na fase S. A proteina p53 € um sensor fundamental no controle de
verificagdo, que leva a parada do ciclo celular nas células com DNA
danificado em G1. Embora a p53 tenha varias fungdes, sua capacidade de
ativar a transcricdo de determinados genes € a mais relevante para a sua
funcao de supressao de tumores (CRAWFORD et al. 1984).

As células com p53 funcional sdo mantidas em G1 quando expostas a
radiagcao que danificam o DNA, enquanto as células que ndo possuem a p53
funcional ndo o sdo. A expressao do gene TP53 é elevada somente em
situacdes de estresse, como radiacao ultravioleta ou raio-y, calor e baixos
niveis de oxigénio. A lesdo no DNA causada por radiagdo y ou outros
estresses leva, de alguma forma, a ativagdo da ATM, uma serino-quinase

que fosforila e estabiliza a p53, resultando em um aumento consideravel na
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sua concentracdo. A proteina p53 estabilizada ativa a expressdo do gene

que codifica p21¢"®

que se liga aos complexos de ciclina-CDK da G; em
mamiferos, inibindo sua funcdo. Como resultado, as células com DNA
danificado sdo mantidas em G4, para que o DNA seja reparado. Se o reparo
for realizado com sucesso, os niveis de p53 e p21°" diminuem e as células
progridem para a fase S (HARPER et al. 1993).

Em condi¢cdes de estresse, a ATM quinase também fosforila e, assim,
ativa a Chk2, uma proteino-quinase que fosforila a proteina fosfatase
Cdc25A, marcando-a para degradagdo mediada por ubiquitina. Essa
fosfatase remove o fosfato inibidor na CDK2, um pré-requisito para que as
células entrem na fase S. O nivel reduzido de Cdc25A, portanto, bloqueia a

progressao para a fase S (MAILAND et al. 2000; FALCK et al. 2001) (Figura

2).
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Fonte: Adaptado de LODISH et al. (2005).

Legenda: A atividade de quinase de ATM é ativada em resposta a lesdes no DNA causadas
por varios estresses (por exemplo, radiagdo UV, calor). A ATM ativada desencadeia duas
vias que resultam na suspensao em G, A fosforilagdo da p53 a estabiliza, permitindo a
expressdo de genes ativados pela p53, que codificam as proteinas que (1) causam a
suspensao em G4 e, em alguns casos, em Gy; (2) promovem a apoptose; e (3) participam no
reparo de DNA. Na outra via, a Chk2 fosforilada, por sua vez, fosforila a Cdc25A, marcando-

a para degradagao e bloqueando sua fungao na ativigdo de CDK2.

Figura 2 - Suspensao em G4 em resposta a lesées no DNA
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Quando o controle de verificagdo pela p53 na fase G4 ndo opera
corretamente, o DNA danificado pode ser replicado, perpetuando mutagdes
e rearranjos de DNA que serdo passados para as células-filhas, contribuindo
para sua transformacdo em células metastaticas. Além disso, a p21°F e
outras duas proteinas induzidas pela p53 inibem o complexo ciclina B- CDK
necessario a entrada na mitose, segurando as células em G, A p53 também
reprime a expressao dos genes que codificam a ciclina B e a topoisomerase
I, que sdo necessarias para a transicao de G, para a proxima fase da
mitose. Assim se o DNA for danificado apds sua replicagdo, o bloqueio em
Gy, induzido pela p53 ird impedir a sua transmissdo para as células-filha
(SMITS e MEDEMA 2001).

A atividade da p53, normalmente, € mantida reduzida pela proteina
Mdm2. Quando a Mdm2 esta ligada a p53, inibe a capacidade de ativagao
da transcricdo da p53, e catalisa a adicdo de moléculas de ubiquitina,
marcando a p53 para degradagao no proteossomo (ASHCROF e VOUSDEN
1999). A fosforilagdo da p53 pela ATM remove a Mdm2 ligada na p53,
estabilizando a proteina p53. Como o gene MDM2 é, por sua vez, ativado
pela p53, Mdm2 atua como uma alga de retroalimentagao auto-reguladora
com a p53, talvez impedindo o excesso da fung¢ao da p53 (WU et al. 1993).

Determinados alelos mutantes frequentemente produzem altos niveis
de proteina p53 mutante que acumula na célula. Essa proteina mutante liga-
se a p53 selvagem produzida pelo alelo normal e, como a forma mutante é
produzida de forma mais abundante que a forma selvagem, esta ligagcéo

inativa a atividade residual do alelo selvagem. Assim, ndo ha necessidade
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de um segundo evento, ou segunda mutacao, para inativar a fungcéo. Este
fendbmeno € denominado efeito dominante-negativo (SRIVASTAVA et al.

1993).

1.4 MUTACOES NO GENE TP53

A proteina do gene TP53 desempenha um papel central na
manutencgao da integridade genémica. A inativagao funcional do gene TP53
€ o evento mais comum em tumores humanos e ocorre em pelo menos 50%
de todos os canceres (NIGRO et al. 1989; ZAMBETTI 2005).

A inativacdo mutacional de TP53 € um mecanismo comum e ocorre
em um amplo espectro de canceres, tanto esporadicos como hereditarios.
Na versdo 2009 do banco de dados da Agéncia Internacional de Pesquisa
para o Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC) (TP53
Database R14) para o gene TP53 foram descritas 26.597 mutagdes
somaticas e 535 mutagdes germinativas. Na ultima versédo (TP53 Database
R15), atualizada em novembro de 2010, esse numero aumentou para 27.580
mutacdes somaticas e 597 mutagcdes germinativas descritas (PETITJEAN et
al. 2007).

Uma alteragao somatica classica encontrada é a dele¢ao de um alelo
acompanhada por uma mutagdo missense no alelo remanescente, ambas
localizadas no dominio de ligagdo ao DNA. Analises no espectro mutacional

revelam que somente 5% das mutagdes ocorrem no dominio N-terminal e C-
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terminal, enquanto os 95% restantes ocorrem no dominio de ligagdo ao DNA
(ZAMBETTI 2005).

As raras mutagdes somaticas que ocorrem no dominio N- e C-terminal
sdo do tipo nonsense e frameshift (levando a uma proteina truncada e
alteragcdo no quadro de leitura, respectivamente). Ja as mutagdes situadas
no dominio de ligagdo ao DNA sio predominantemente do tipo missense,
levando a troca de aminoacidos, o que permite que niveis da proteina p53
mutada sejam detectaveis, evento este que nao é visto para outros genes
supressores tumorais que carregam predominantemente mutagdes
nonsense, frameshifts e delegdes (OLIVIER et al. 2002).

Segundo revisdo de VARLEY (2003) mutagbes somaticas e
germinativas ocorrem na mesma proporgao nos coédons 175, 245, 248, 273 e
282. Outros sitios de mutagdes germinativas freqlentes sao os cédons 125,
152, 158, 213, 220. Mutagdes em sitios de splicing sdao mais frequentemente
detectadas em linhagens germinativas do que em tumores, representando

cerca de 8% de todas as mutacdes (PETITJEAN et al. 2007).

1.4.1 p.R337H: mutacéo especifica da populacéo brasileira

O gene TP53 apresenta alta penetrancia e expressividade variada.
Em estudo realizado em pacientes brasileiros com diagnostico clinico da
LFS/LFL foi possivel determinar o padrao e prevaléncia de mutacdes
germinativas no gene TP53 e o perfil de 45 familias LFS/LFL brasileiras
(ACHATZ et al. 2007). A alta prevaléncia da mesma mutagdo germinativa

especifica na regido de TP53 que codifica o dominio de oligomerizagao (no
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éxon 10) com a troca de uma arginina por histidina (R337H — CGC para CAC
no coédon 337) foi verificada em 13,3% das familias e correspondeu a 46,1%
de todas as mutagdes encontradas. As familias portadoras da mutacao
p.R337H apresentavam um espectro tumoral amplo, que incluia a alta
incidéncia de cancer da tiredide e cancer renal além de tumores tipicos da
LFS. Com a intencao de verificar a prevaléncia desta alteragdo em um grupo
de pacientes assintomaticos da regido sul do Brasil, 750 mulheres foram
avaliadas quanto a presenca da mutagcao germinativa p.R337H no gene
TP53 (PALMERO et al. 2008). A ocorréncia do mutante p.R337H foi
verificada em 0,3% da populacéo feminina de Porto Alegre. O grupo liderado
por Bonald Figueiredo realizou um estudo populacional visando a avaliagéao
da ocorréncia da mutagao p.R337H em todos os recém nascidos da cidade
de Curitiba, no estado do Parana. Dados referentes ao primeiro ano do
estudo foram publicados na forma de dissertacdo por PIOVEZAN (2006),
indicando que a mutacgéo foi identificada em 64 RNs (64/300098), gerando
uma prevaléncia média de 2,12/1000. A prevaléncia foi estimada com maior
precisao em sete regionais de saude do estado do Parana (1,52 a 3,9/1000).
No entanto, essas familias ndo participam de estratégias de rastreamento de

tumores relacionados a sindrome.

1.4.2 Propriedades bioguimicas e bioldgicas do p.R337H
A mutacdo p.R337H ocorre em um dominio estrutural bem definido,
composto por uma alfa-hélice que é determinante na oligomerizagdo da

proteina (MCLURE e LEE 1998). O contato das alfa-hélices de dois
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mondmeros adjacentes €& fundamental para manter a estabilidade do
oligbmero e, por consequéncia, para a alta afinidade na ligagdo de p53 a
elementos de resposta e indugao da supresséao tumoral a partir da regulacao
transcricional. O residuo R337 é responsavel por um destes contatos. O
radical NH2 da cadeia lateral da arginina doa um préton ao residuo D352 da
hélice alfa de um monémero de p53 adjacente, formando uma ponte de
hidrogénio estavel. A troca de uma arginina por uma histidina nao altera este
contanto, pois esta também contém radicais NH2 livres. Assim, a histidina
permanece capaz de doar atomos de hidrogénio a D352 em condig¢des
fisiolégicas. No entanto, a histidina tem um pKa inferior a arginina e, em
condigdes de pH aumentado (pH 8,3), ocorre sua desprotonagdo e assim
torna-se indisponivel para a formacado de uma ponte de hidrogénio. Como
consequéncia, o oligdmero tende a se desfazer, neutralizando a capacidade
da proteina ligar-se ao DNA (DIGIAMMARINO et al. 2002). Logo, o p.R337H
€ um exemplo unico de um mutante que é dependente de caracteristicas

bioquimicas, sendo inativado frente ao aumento de pH.
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D352 R337H

RRRCAMTATOYYY RRECATATOYYY

pH7

pH 8

R337TH D352 R337H

— [RRRCATTATTGYYY BRRCATATOVY Y ———

Fonte: HAINAUT (2002).

Legenda: A mutagdo no dominio de oligomerizacdo sensivel a alteragdes no pH. Na parte
superior, um dimero de R337H ligado ao DNA. Na faixa de pH fisiolégico, a histidina na
posicao 337 recebe um préton (vermelho), e mantém a ponte de sal com Asp352. Com o pH
fisiologico aumentado (pH 8,0), a histidina doa um préton e a ponte de sal com Asp352 se
desfaz, induzindo o dimero R337H a se desenrolar. Este provoca a perda de alta afinidade
de ligacado ao DNA. DBD: dominio de ligagdo ao DNA (DNA-binding domain).

Figura 3 - Esquema das alteragcbes sofridas pela proteina mutante p53-

p.R337H de acordo com a variagéo do pH.
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1.5 LFS E TUMORES TIiPICOS DA SINDROME

De acordo com um dos critérios diagnosticos da LFS/LFL publicados
em 2008 e 2009, portadores de multiplos tumores primarios, pacientes com
cancer de mama antes dos 36 anos sem mutacdo nos genes BRCA1 e
BRCAZ2, individuos com carcinoma adrenocortical ou carcinoma do plexo
cordide podem ser caracterizados como pacientes que devem ser testados
para mutagdes germinativas em TP53 (BOUGEARD et al. 2008; TINAT et al.

2009).

1.5.1 Multiplos Tumores Primérios

A ocorréncia de multiplos tumores primarios pode ser devido a varios
fatores. Malignidades subsequentes podem ocorrer apds as terapias para o
tratamento do primeiro tumor que podem induzir a carcinogénese, no
entanto eles também podem ocorrer devido a fatores de risco comum,
incluindo exposigdo ambiental, estilos de vida e aos genes herdados de
predisposi¢cao a maior suscetibilidade (ROSSO et al. 2009).

A ocorréncia de mais de um tumor primario em um mesmo individuo é
um evento incomum na populagdo geral e que pode ser verificado em
diversas SPHC. A ocorréncia de cancer colorretal e cancer de endométrio
em uma mesma paciente é verificado em portadores de Cancer Colorretal
Hereditario sem Polipose (HNPCC) (AARNIO et al. 1995; DUNLOP et al.
1997), assim como tumores malignos de mama e ovario em pacientes com a

Sindrome do Céancer de Mama e Ovario Hereditario (CMOH) (NCCN 2011).



25

O mesmo ocorre em diversas outras sindromes, a citar: Sindrome de Cancer
de Mama e Colon Hereditario (CMCH) (MEIJERS-HEIJBOER et al. 2003),
Cancer gastrico difuso hereditario (BROOKS-WILSON et al. 2004),
Melanoma Familial (MF), (GREENE 1999), Neoplasia Enddcrina Multipla
Tipo 1 e 2 (SPIEGEL et al. 1998; BRANDI et al. 2001), Doenga de Von
Hippel-Lindau (LONSER et al. 2003), Sindrome de Cowden (BOTMA et al.
2002) e Retinoblastoma Hereditario (KLEINERMAN et al. 2005). Na
Sindrome de Li-Fraumeni (HISADA et al. 1998) a ocorréncia de multiplos
tumores em um mesmo individuo é frequente e compde um dos critérios
recentemente revistos para o diagndstico da sindrome (TINAT et al. 2009).

Multiplos tumores primarios sdo comuns em individuos portadores de
mutag¢des germinativas no gene TP53, acometendo até 21% de todos os
pacientes portadores da sindrome de LFS/LFL (HISADA et al. 1998).

Em um estudo realizado com 24 familias portadoras da LFS/LFL, nas
quais 200 membros haviam desenvolvido cancer, 30 (15%) individuos
desenvolveram um segundo cancer, oito individuos (4%) tiveram um terceiro
tumor primario, enquanto quatro (2%) desenvolveram um quarto cancer
primario. Paciente portador de LFS/LFL que ja desenvolveu um tumor possui
uma probabilidade cumulativa de desenvolver um segundo tumor, apés 30
anos do diagnéstico do primeiro, de 57% (+/- 10%), Separando por faixa
etaria, o risco relativo (RR) de ocorréncia de um segundo tumor em familias
com a LFS/LFL, foi de 83,0 (IC 95% = 36,9-187,6) para individuos com o
primeiro tumor em idade inferior a 19 anos, valor de RR igual a 9,7 (IC 95%=

4,9-19,2) em pacientes que desenvolveram o primeiro tumor entre 20 e 44
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anos, e RR de 1,5 (IC 95%= 0,5-4,2) para individuos com 45 anos ou mais

(HISADA et al. 1998),

1.5.2 Cancer de mama em idade jovem

Uma das principais caracteristicas de cancer de mama hereditario é a
ocorréncia em idade jovem. A principal sindrome hereditaria envolvida com o
cancer de mama em idade precoce € a Sindrome do cancer de mama e
ovario hereditario relacionado a mutagbes germinativas nos genes BRCA1 e
BRCA2 (MIKI et al. 1994; WOOSTER et al. 1994).

A sindrome do cancer de mama e ovario hereditario juntamente com a
sindrome de Li-Fraumeni constituem a maior parte das alteragdes
hereditarias ligadas aos tumores mamarios em idade jovem (NAROD e
FOULKES 2004). Desta forma, pacientes com cancer de mama em idade
jovem, antes dos 30 anos de idade sem mutagdo nos genes BRCAl e
BRCA2 devem ser testados para o gene TP53, especialmente se possuirem
historico familial de sarcoma, tumor de sistema nervoso central, carcinoma
adrenocortical ou carcinoma do plexo coréide (NCCN 2011).

Em estudo realizado por LALLOO et al. (2003) para a detecgao de
mutagdes germinativas no gene TP53 em 99 pacientes diagnosticadas com
cancer de mama antes dos 30 anos de idade, foram encontradas duas
mutagdes em 36 familiares que preenchiam critérios para LFS e LFL e uma
alteracdo foi encontrada em uma paciente que ndo possuia antecedentes
familiares. O teste genético foi realizado nos pais, no entanto o resultado foi

negativo, sugerindo se tratar de uma mutagdo de novo. Outra paciente
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dentro do grupo nao familiar era portadora de uma mutagdo missense
previamente ndo descrita, com suscetibilidade de ser patogénica, sua méae
havia desenvolvido carcinoma de bexiga aos 61 anos e também era
portadora da alteracao.

WALSH et al. (2003) estudaram 300 pacientes com cancer de mama
invasivo e histoérico familial de cancer de mama, as quais eram negativas
para mutacdes em BRCA. Somente trés dos 300 (1%) casos deste estudo
tinham mutacdo em TP53.

Devido a auséncia de alteragdo no gene TP53 em 95 mulheres com
cancer de mama antes dos 30 anos de idade, GINSBURG et al. (2009),
sugerem que o teste genético para o gene TP53 s6 deve ser indicado para
mulheres com cancer de mama com critérios clinicos para a sindrome de Li-

Fraumeni.

1.5.3 Tumor Adrenocortical

A ocorréncia de tumores adrenocorticais € um evento raro. A
incidéncia de tumores adrenocorticais € de 0,3 casos por milhdo, em
criangas abaixo de 15 anos, e 1,7 casos por milhdo em adultos, enquanto
que na populacao Li-Fraumeni, atinge até 5 a 10% das criangas portadoras
de mutacdes germinativas (BIRCH et al. 2001) e corresponde a 3% de todos
os tumores ocorridos em qualquer idade em pacientes LFS/LFL e 10% dos
tumores ocorridos na infancia (VARLEY et al. 1999)

Em estudo realizado em criangcas com tumores adrenocorticais foi

demonstrada a ocorréncia de mutagdes germinativas no gene TP53 em
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aproximadamente 50% a 80% dos casos (VARLEY et al. 1999; RIBEIRO et
al. 2010).

Apesar dos tumores adrenocorticais ndo serem uma doenga comum,
no sul do Brasil a prevaléncia é 15 vezes maior de que em outras partes do
mundo. A maioria das criangas com ADR, provenientes desta regiao, é
portadora da mutagcdo germinativa p.R337H no gene TP53 (MARQUES-
PEREIRA et al. 2006).

A incidéncia de tumores adrenocorticais pode ser também verificada
em outras sindromes de predisposi¢ao hereditaria ao cancer, decorrentes de
anormalidades em genes que codificam fatores de transcri¢ao implicados na
proliferacdo celular, diferenciacdo, senescéncia, apoptose e instabilidade
genbmica. Entre estes genes estao inclusos TP53, MEN1, APC e PRKAR1A
(RIBEIRO et al. 2010)

Estudo realizado por MICHALKIEWICZ et al. (2004) com criangas
cadastradas no Registro Internacional de Tumores Adrenocorticais
Pediatricos (International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry - IPACTR),
revelou que nao ha diferenca nas caracteristicas de apresentagdes clinicas
dos pacientes portadores de mutagdes germinativas no gene TP53 e
naqueles que nao as tém. Neste estudo cerca de 80% dos pacientes tinham
mutacdo germinativa em TP53. A idade média ao diagnéstico foi aos 3,2
anos. Menos de 15% dos pacientes tinham 13 anos de idade ou mais no
momento do diagndstico. A incidéncia foi maior entre as meninas do que em

meninos na razao de 1,6:1.
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1.5.4 Carcinoma do Plexo-Coroide

Enquanto astrocitomas (40-55%), meduloblastomas (20-30%), e
ependimomas (10-15%), representam a maioria dos tumores de sistema
nervoso central em criangas menores de 15 anos de idade, tumores do plexo
corodide representam 1-5% dos tumores SNC na populagdo em geral e tem
uma incidéncia ainda maior em pacientes abaixo dos dois anos de idade
(WOLFF et al. 2002).

O carcinoma do plexo cordide € um tumor muito agressivo, com um
prognoéstico desfavoravel e maior ocorréncia na primeira década de vida
(38%) (MELO et al. 2003)

Pacientes com carcinoma do plexo cordide tem um indice de
sobrevida de 71, 41 e 35% em um, cinco e 10 anos respectivamente
(WOLFF et al. 2002). De acordo com os critérios de Chompret modificado,
pacientes portadores de carcinoma de plexo cordide, independente de
histérico familial de cancer, preenchem critérios para LFS/LFL (BOUGEARD
et al. 2008; TINAT et al. 2009).

Em um estudo realizado por CUSTODIO et al. (2011) com criangas
admitidas no Hospital Pequeno Principe, (Curitiba/PR- Brasil) que
desenvolveram carcinoma do plexo cordide, foi encontrada a presenca da
mutacédo p.R337H em 63,3% (14/22) das criangas analisadas. Os familiares
relataram ainda histérico familial de cancer, sendo o de mama, estdémago,
prostata e adrenocortical os mais referidos.

Considerando que a mutacao p.R337H no gene TP53 esta presente

em frequéncia semelhante em outros estados do sul do Brasil, € provavel
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que o numero real de carcinomas do plexo cordide em criangas, como
também outros tumores do espectro da sindrome, ocorridos devido a
alteragdo, seja superior ao anteriormente divulgado de 0,3 por milhdo
(BERGER et al. 1998).

A determinacdo da frequéncia de mutagbes germinativas no gene
TP53 em pacientes com multiplos tumores primarios e em pacientes com
certas neoplasias do espectro da Sindrome de Li-Fraumeni, pela avaliacéo
dos tumores adrenocorticais e de carcinomas do plexo coréide, além dos
canceres de mama em mulheres jovens sem mutagcdes em BRCA1 e
BRCAZ2, permitira compreender a importancia de investigacao de alteragbes
frente a ocorréncia isolada destes tumores. A melhor caracterizagao dos
critérios da sindrome e a identificagcdo de individuos portadores poderao
permitir a definicdo de protocolos de rastreamento e acompanhamento

clinico para o paciente afetado e seus familiares.
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2 JUSTIFICATIVA

Em centros de referéncia no tratamento de individuos com cancer,
pacientes com caracteristicas incomuns, como multiplos tumores primarios,
ou tumores habitualmente raros, sdo acompanhados em maior numero. Isto
cria um contexto unico que proporciona a analise de tumores pouco
frequentes em um grupo de pacientes raros.

Recentemente os critérios da LFL foram revistos (Chompret versao
2009) e passaram a incluir individuos que desenvolveram tumores isolados
como critérios unicos para a sindrome de LFS/LFL. No entanto, ndo se
conhece a parcela deste grupo que tem efetivamente mutagdes em TP53.

Frente a dificuldade de diagndstico e alta incidéncia da mutacao
p.R337H em pacientes com a sindrome de Li-Fraumeni, justifica-se a
necessidade de incluir critérios mais eficazes capazes de identificar estes

pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto é avaliar mutagées germinativas no

gene TP53 em individuos com multiplos tumores e em pacientes com

tumores isolados tipicos da LFS/LFL para verificar a possibilidade de

identificacao de critérios e manifestacdes clinicas mais especificas presentes

nestes portadores.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacédo clinica e molecular da LFS/LFL em portadores de
multiplos tumores;

Determinacdo da prevaléncia de mutagbes germinativas no gene
TP53 em portadores de tumores adrenocorticais e em amostras de
carcinoma de plexo cordide isolados;

Determinacao da frequéncia de mutacdes germinativas no gene TP53
em pacientes com cancer de mama em idade jovem e sem mutagao
nos genes BRCAL e BRCAZ;

Correlagcao dos gendtipos e fendtipos encontrados com os dados de
outros portadores de mutagdes germinativas no banco de mutacdes

em TP53.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DE PACIENTES

Inicialmente foi realizada a busca ativa nos prontuarios registrados no
Servigo de Arquivo Médico (SAME) do Hospital A.C. Camargo, nos periodos
de 1990 até os dias de hoje, como também colaboragdo com o Instituto
Brasileiro de Controle ao Cancer (IBCC), Sdo Paulo, SP; Hospital de Cancer
Pio Xll, Barretos, SP; Hospital Sara Rolim Caracante (GPACI), Sorocaba,
SP; e Hospital Infantil Joana de Gusmao, Floriandpolis, SC; para selecao
dos pacientes (Anexo 1).

Neste projeto foram incluidas 109 amostras divididas em quatro
grupos (1) sangue periférico de pacientes com multiplos tumores primarios
(MP=54), (2) sangue periférico de pacientes com diagnostico de cancer de
mama antes dos 35 anos e sem mutagdo nos genes BRCAL1 e BRCA2
(CM=41), (3) sangue periférico de pacientes portadores de tumor
adrenocortical (ADR=11) e (4) amostras fixadas em formalina e em blocos
de parafina de carcinomas do plexo coroide (PC=3)

As amostras de sangue periférico de pacientes que desenvolveram
tumores de plexo cordide ndo estavam disponiveis devido a raridade e alta
letalidade. Assim foram selecionados do Banco de Tumores do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo, amostras

fixadas em formalina e em blocos de parafina de carcinomas do plexo
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cordide (PC=3), para a extracdo do DNA das margens nao tumorais e

avaliagao de mutagdes no gene TP53.

Quadro 4 - Critérios de inclusao.

Critérios de incluséo (pelo menos 1 dos itens)

— Pacientes com multiplos tumores primarios:
e Pacientes portadores de mais de um tumor primarios que preencham os critérios
de Chompret 2009.
e Pacientes com multiplos tumores primarios com pelo um deles ocorrido antes dos
46 anos de idade.
e Paciente com trés ou mais tumores primarios, independente de idade ou sitio.
e Paciente com multiplos tumores primarios independente de idade, sendo um deles

tumor adrenocortical.

- Paciente portador de cancer de mama antes dos 35 anos sem mutacao nos genes
BRCA1 e BRCA2, independente da histéria familial

- Paciente portador de tumor adrenocortical independente da histéria familial;

- Paciente portador de carcinoma do plexo coréide independente da histéria familial

Os pacientes com cancer de mama antes dos 35 anos de idade e que
eram negativos para mutagdo nos genes BRCA1 e BRCA2 foram testados
para o gene TP53. O projeto de rastreamento dos genes BRCA1 e BRCA2 é
coordenado pela Dra Maria Mitzi Brentani, vice-chefe do Laboratério de
Oncologia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo FMUSP.

De acordo com os critérios de inclusao propostos, os pacientes com
multiplos tumores primarios se dividiram em quatro grupos, sendo estes: MP
1 - Pacientes portadores de mais de um tumor primario que preencham os
critérios de Chompret 2009; MP 2 - Pacientes com multiplos tumores

primarios com pelo um deles ocorrido antes dos 46 anos de idade; MP 3 -
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Paciente com trés ou mais tumores primarios, independente de idade ou
localizacdo anatémica; e MP 4 - Paciente com multiplos tumores primarios

independente de idade, sendo um deles adrenocortical (Tabela 1).

Tabela 1 - Divisdo dos grupos dos pacientes com multiplos tumores
primarios de acordo com os critérios de inclus&o.

Grupos Critérios de inclusdo N Frequéncia

Pacientes portadores de mais de um tumor primarios que preencham

MP 1  os critérios de Chompret 2009. 6 11,1%
Pacientes com multiplos tumores primarios com pelo um deles

MP 2  ocorrido antes dos 46 anos de idade. 30 55,6%
Paciente com trés ou mais tumores primarios, independente de

MP 3 idade ou sitio. 15 27,8%
Paciente com multiplos tumores primarios independente de idade,

MP 4 sendo um deles tumor adrenocortical. 3 5,6%
Total 54

Os critérios de exclusdo sado pacientes com multiplos tumores de
mama e pacientes portadores de tumores de mama e ovario, por ser esta
associagao caracteristica de portadores de mutagdes germinativas em

BRCA1 e BRCA2 (Quadro 5).

Quadro 5 - Critérios de exclusao.

Critérios de excluséo

- Paciente portador de multiplos tumores de mama na auséncia de outras neoplasias

malignas

- Pacientes portadores de tumores de mama e ovario, por ser esta associagao

caracteristica de portadores de mutagdes germinativas em BRCA1 e BRCA2
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Todos os pacientes recrutados do Hospital A.C. Camargo e dos
demais centros colaboradores foram submetidos ao aconselhamento
genético pré-teste por um médico geneticista treinado do departamento de
Oncogenética do Hospital A.C.Camargo. Os pacientes que quiseram
participar, voluntariamente, assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Anexo 2).

4.2 EXTRACAO DO DNA

4.2.1 Sangue Periférico

Amostras de 8 mL de sangue periférico foram coletadas de maneira
convencional em tubos contendo EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) e
estocadas a 4° C. O sangue foi encaminhado para o Laboratério de Acidos
Nucléicos, coordenado pela Dra. Dirce Maria Carraro, onde foi processado
para a purificacdo do DNA. A separagdo dos linfécitos ocorreu em um
periodo inferior a sete dias apds a data da coleta. O precipitado linfocitario
foi obtido a partir das amostras de sangue apos de centrifugagéao por 10-30
minutos a 1000 rcf a temperatura ambiente (18°C), sendo o plasma
sobrenadante transferido para tubos de 1,5mL e estocados a -70°C. O
restante do sangue foi transferido para um tubo falcon de 50mL, o qual foi
completado com TE 1x (pH 8,0) até 40 mL. O tubo falcon foi vortexado por 2
minutos, até a solugéo ficar homogénea e centrifugado a 3500 rpm por sete
minutos. Apos a centrifugacédo aspirou-se 35mL e deixou-se 5mL no tubo

falcon, vortexou-se o restante e foi adicionado 35mL de TE até completar
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40mL no tubo falcon de 50mL. O tubo foi vortexado por mais dois minutos e
centrifugado por sete minutos a 3500 rpm. Repetiu-se a lavagem com TE até
o pellet ficar livre de hemacias. Aspirou-se 38mL do lisado, vortexou-se os
2mL restantes, apods esse procedimento o conteudo foi distribuido em dois
tubos de 1,5mL, sendo 1mL o conteudo de cada tubo. O tubo foi
centrifugado por cinco minutos na velocidade maxima (13200 rpm),
desprezou-se o0 sobrenadante e o tubo contendo o buffy coat seguiu para
extracao de DNA.

A extracao de DNA foi realizada por meio do Gentra Puregene Blood
Kit (Qiagen) a partir de um tubo de 1,5mL contendo o buffy coat. O tubo foi
completado com 600uL da Cell Lysis Solution, os leucécitos foram
ressuspendidos e o tubo foi levado ao banho a 55°C por 12 horas sob
agitagao.

Adicionou-se 140uL de Protein Precipitation Solution, homogeneizou-
se por 20 segundos. O tubo foi incubado no gelo por 5 a 15 minutos.
Centrifugou-se o tubo apds a incubagao, a 14000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo e
adicionou-se 600uL de isopropanol 100% e misturou-se por inverséo. O tubo
foi centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C. Apés a centrifugacao
desprezou-se 0 sobrenadante. Foi adicionado 1mL de etanol 70% e
misturou-se por inversao. O tubo foi novamente centrifugado, 14000 rpm por
2 minutos a 4°C. Desprezou-se o0 sobrenadante e lavou-se a amostra mais
uma vez. Cuidadosamente, foi retirado com uma pipeta o sobrenadante e o

excesso de etanol e o tubo foi seco a temperatura ambiente. Adicionou-se
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100uL de agua Sigma e este foi levado ao banho a 55°C para dissolver o
pellet por 20 minutos. Deixou-se a 4°C overnight.

A pureza do DNA foi quantificada e avaliada no Nanodrop, e a
integridade em gel de agarose 0,8%.

Apos a extracao, aliquotas de DNA foram distribuidas para realizagao

do rastreamento e o restante armazenado a -20°C.

4.2.2 Amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina

Os blocos de parafina com carcinoma do plexo cordide foram
analisados pela Dra Isabela Werneck da Cunha, médica patologista do
Departamento de Patologia Molecular aplicada ao Diagnodstico Oncologico
do Hospital AC Camargo, a qual delimitou a localizagdo das margens nao
tumorais para a extragdo do DNA. Pequenos cilindros de 1mm retirados com
punch, foram obtidos dos blocos de parafina.

Nos blocos nos quais nao foi possivel diferenciar os tecidos, foram
feitos cinco cortes de 5um nos quais realizou-se a microdissecg¢ao a laser
(LCM), técnica para selecéo e captura de uma unica célula ou populagao de
células puras em meio a um tecido heterogéneo.

ApoGs a obtengao de tecido normal os materiais foram tratados em um
tubo de 1,5mL com 1mL de xilol para remogédo da parafina. Agitou-se por
inversao e o tubo foi incubado por 5 minutos a 57°C. O tubo foi centrifugado
por 10 minutos a 13200 rpm. Removeu-se o sobrenadante com a pipeta.
Repetiu-se mais uma vez o procedimento e o xilol foi descartado em lixo

organico. Foi adicionado 500uL de etanol 100% a amostra. Homogeneizou-
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se por inversao até dissolver o pellet. O tubo foi centrifugado por 15 minutos
a 13500 rpm. O sobrenadante foi removido com uma pipeta. Repetiu-se o
procedimento com etanol 100% mais duas vezes. Foi adicionado 600uL de
tampao de digestdo, Cell Lysis Solution (Gentra Puregene Blood Kit —
Qiagen), no pellet gerado. Incubou-se a 55°C em agitagcao por 18 horas. Nos
casos em que o tecido ndo dissolveu por completo foi adicionado mais 10-
15uL de Proteinase K.

A amostra do tubo de 1,5mL foi transferido para um tubo Phase Lock
Gel (PLG) apés este ter sido centrifugado por um minuto a 13200 rpm, para
que toda resina descesse para o fundo. Apds a transferéncia da amostra foi
adicionado 600uL de fenol-cloroférmio-alcol isoamilico. Homogeneizou-se
por inversao por um minuto. O tubo foi centrifugado por 10 minutos a 13200
rom. A parte aquosa, acima da resina do tubo, foi transferida para um novo
tubo PLG. Adicionou-se 600uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (na
propor¢ao 25:24:1). O tubo contendo a amostra foi homogeineizado e
centrifugado por 10 minutos a 13200 rpm.

Foi adicionado a esse tubo PLG a quantia de 600uL de cloroférmio, o
qual foi homogeneizado por inversdo por um minuto e centrifugado por 10
minutos a 13200 rpm.

A fase aquosa deste tubo foi transferida para um tubo de 2mL e
adicionou-se 0,5uL de glicogénio (20mg/mL), 100uL de acetato de amoénio
7,5M e 800pL de etanol 100% gelado. Homogeneizou-se bem por inversao.
O tubo ficou incubado por uma hora a -20°C e depois centrifugado por 30

minutos a 14000 rpm a 4°C. Removeu-se o sobrenadante. Lavou-se o pellet
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trés vezes com 1mL de etanol 70% gelado. O pellet foi ressuspendido na
primeira lavagem. O tubo foi centrifugado por 2 minutos a 14000 rpm a 4°C.
Removeu-se o0 sobrenadante com uma pipeta. O pellet foi seco a
temperatura ambiente e o tubo foi incubado a 55°C por 10 minutos. O pellet
foi ressuspendido em aproximadamente 30uL de agua. A amostra foi
deixada a 4°C por 12 horas.

A integridade do DNA foi avaliada com 0.5ug em gel de agarose 0,8%
ou por PCR (Polymerase Chain Reaction) (B-actina — intron). As amostras

foram armazenadas em freezer -20°C.

4.3 DETECCAO DE MUTACOES NO GENE TP53 A PARTIR DO

SEQUENCIAMENTO

Todas as amostras foram submetidas a deteccdo de mutagdes
germinativas no gene TP53. O DNA das amostras foi amplificado pela PCR
e o0s éxons codificantes, éxons 2 ao 11, do gene TP53 foram analisado.
Esses DNAs foram amplificados a partir da utilizagdo de primers intrénicos
especificos, padronizados no Laboratério de Patologia Diagndstica Molecular
no servigco de diagnostico do Hospital AC Camargo, sob coordenagao da
Dra. Dirce Maria Carraro, a partir de 50ng de DNA gendmico, na presenga
de enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). As
condigdes da PCR foram: 2,0mM de MgSO4, 0,2mM de dNTP, 0,2uM de
cada primer, 0,5U de Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity

(Invitrogen), 2,0uL de tamp&o de reagcdo para Taqg High Fidelity 10x
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(concentragao final de 1x) e agua autoclavada para completar 20uL de
reacao.

Para todos os éxons a reacdo de amplificagao foi iniciada a partir de
uma etapa de desnaturagao inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 35
ciclos de desnaturagao a 94°C durante 45 segundos, pareamento a 57°C por
45 segundos e extensdo a 68°C por 1 minuto, com uma etapa final de
extensao a 68°C por 5 minutos.

Para o rastreamento de alteragdes na sequéncia de DNA a técnica
empregada consiste no sequenciamento automatico, em ambas as direcdes,
direta e reversa pelo Sequenciador automatico ABI Prism 3130XL (Applied
Biosystems®). A reacdo de amplificagdo para o sequenciamento foi
realizada utilizando-se 5pmol (0,5uM) de primer direto ou reverso para cada
éxon e o kit BigDye 1.1 (Applied Biosystems). Utilizou-se 0,5uL de BigDye,
1,5uL do tampé&o Save Money (5x), 200ng/puL de DNA amplificado por PCR e
agua autoclavada para completar 10uL da reagao.

A reacao de sequenciamento iniciou-se com etapa de desnaturacao
inicial a 95° por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 95°C por
18 segundo, pareamento a uma temperatura de 57°C por 18 segundos e
extensao a 60°C por 4 minutos. Foi realizada entao a etapa de precipitacao
na qual se adicionou 1uL de EDTA 125mM pH 8,0 e 1uL de AcNa (acetato
de sodio) 3M pH 5,2 as amostras, realizou-se um spin na placa contendo as
amostras e adicionou-se 25uL de etanol 100% sendo a mistura mantida por
15 minutos a temperatura ambiente, sem contato com a luz. Em seguida as

amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 30 minutos a 4°C, o
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sobrenadante foi descartado, as amostras foram submetidas a um spin
invertido a aproximadamente 500 rpm por 10 segundos na centrifuga. Foi
adicionadas as amostras 35uL de etanol 70%. Novamente as amostras
foram centrifugadas, 4000 rpm por 25 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
novamente descartado, seguido de spin invertido. Com as amostras ja secas
foi adicionado 15uL de formamida Hi-Dy e depois estas foram incubadas a
95°C por 5 minutos para desnaturacdo. Apds esse procedimento as
amostras foram colocamos no gelo por 3 minutos para bloquear o processo
de desnaturacgao e colocadas no sequenciador posteriormente. O produto de
sequenciamento foi analisado pelo software Sequence Scanner e CLC Main
Workbench 5, comparando com uma sequéncia referéncia (NM_000546.4)

(PETITJEAN et al. 2007).

44 PREDICAO DA PATOGENICIDADE MEDIANTE OS

PROGRAMAS IN SILICO, POLYPHEN E SIFT

As mutacgdes que levam a alteracdo de aminoacido na proteina e que
nao estavam descritas no banco de dados do IARC (TP53 Database R15)
(PETITJEAN et al. 2007) foram analisadas segundo programas de predigéao
de patogenicidade, por algoritmos computacionais, estes tentam
correlacionar a substituicio do aminoacido e a consequéncia dessa
alteracdo na estrutura e funcdo da proteina. Softwares disponiveis online,
como o Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) e Polymorphism Phenotyping

(Polyphen), para analise de alteragbes missense (COUCH et al. 2008). O
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SIFT prevé se a substituicdo de um aminoacido afeta a fungao da proteina
com base na homologia da sequéncia e nas propriedades fisicas dos
aminoacidos para calcular os escores de patogenicidade (NG e HENIKOFF
2003). Enquanto que o Polyphen utiliza de comparagdes fisicas entre a
sequéncia original e alterada (COUCH et al. 2008).

Os valores do SIFT sdo de 0 a 1, escores < 0,05 foram considerados
como “Affect protein function” (afeta a fungao protéica), enquanto escores =
0,05 foram considerados como “tolerantes”, seguindo as recomendagdes do
programa (NG e HENIKOFF 2001)

Os valores do Polyphen sdo de 0 a 3.37, escores >2.0 foram
considerados como “provavelmente patogénicos”, enquanto escores de
1.50-1.99 indicaram que a variante poderia ser “possivelmente patogénica” e
os escores de 0 a 1.49 como “benignos”, seguindo as recomendacgdes do

programa (RAMENSKY et al. 2002).

4.5 POS-TESTE

Ap0bs os resultados positivos serem confirmados em segunda amostra
independente e o teste passar por todos os critérios estabelecidos pelo
Laboratério de Patologia Diagndéstica Molecular no servigo de diagnéstico do
Hospital AC Camargo, estes foram liberados e todos os pacientes foram
convocados para a realizagdo do aconselhamento pds-teste e entrega dos
resultados no departamento de Oncogenética dessa instituicao. O

aconselhamento genético pds-teste foi realizado por um médico geneticista e
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permitiu ao individuo rever informacdes fornecidas no aconselhamento pré
teste para melhor compreender o significado do resultado. Estas
informacgdes incluem o diagndstico e risco pessoal de desenvolver cancer;
compreender o modo de herangca das SPHC e seu risco de recorréncia
individual e/ou familial; facilitando as decisdes sobre op¢des disponiveis de
manejo mais apropriada para seu caso individual e aceitando melhor o

diagndstico.



45

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO CLINICA DOS PACIENTES COM

MULTIPLOS TUMORES PRIMARIOS

Neste estudo foram incluidos 54 pacientes com multiplos tumores
primarios, sendo referida a ocorréncia de 148 tumores primarios, destes
79,1% (117/148) confirmados por laudos anatomopatoldgicos ou relatérios
médicos.

Dentre estes pacientes, 35,2% (19/54) apresentaram pelo menos dois
tumores primarios, 55,5% (30/54) individuos apresentaram trés tumores
primarios e 9,3% (5/54) individuos desenvolveram quatro tumores primarios.
A média de tumores por paciente foi de 2,7. A maioria dos individuos com
multiplos tumores primarios era do sexo feminino, 79,6% (43/54).

O tumor mais frequente em portadores de multiplos tumores primarios
foi o cancer de mama (27,7%) que é um tumor tipico da LFS/LFL. No grupo
de pacientes com multiplos tumores, 32 mulheres desenvolveram o cancer
de mama, sendo que 28,1% (9/32) apresentaram acometimento bilateral,
além de outras neoplasias malignas. A idade média de ocorréncia de cancer
de mama verificada foi aos 49,1 anos e a ocorréncia dos tumores mamarios
foi mais frequente entre 31 a 45 anos. E interessante notar a ocorréncia de
um caso de tumor Phyllodes maligno de mama em uma paciente com 15

anos de idade, que desenvolveu outros tumores malignos, sendo
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osteossarcoma de fémur direito aos nove anos, osteossarcoma em tibia
esquerda aos 13 anos e leucemia aos 16 anos.

O cancer da tiredide foi o segundo tumor mais referido, representando
10,8% (16/148) do total de tumores ocorridos nos pacientes com multiplos
tumores. Acometeu em sua maioria pacientes antes dos 45 anos de idade.
No entanto, pdde-se observar a presenga do cancer da tiredide em 43,8%
dos pacientes acima de 46 anos de idade (Tabela 2).

O melanoma foi o terceiro tumor mais frequente (15/148) acometendo
pacientes acima dos 45 anos. O quarto tumor mais referido foi o sarcoma
(14/148), com ocorréncia predominante em pacientes antes dos 45 anos. Foi
verificada a presenca de quatro casos de tumores adrenocorticais nos
pacientes MP, sendo que nenhum foi diagnosticado antes dos 15 anos de
idade, ocorrendo principalmente em adultos, em média de idade de 52 anos
e mediana de 54 anos.

Apenas um paciente (MT-9/MP) que desenvolveu tumor
adrenocortical aos 58 anos, teve como outro tumor primario um cancer do
espectro tipico da LFS/LFL, um sarcoma de partes moles aos 64 anos.

Dois pacientes que desenvolveram o tumor adrenocortical tiveram
como outros tumores primarios, canceres que nao correspondiam ao
espectro da LFS/LFL, mas que ja foram referidos em familias portadoras da
sindrome, cancer de préstata e cancer colorretal.

O paciente do grupo MP que desenvolveu o tumor adrenocortical em

idade mais jovem aos 26 anos, desenvolveu um segundo tumor primario
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indeterminado que foi diagnosticado devido a metastase pulmonar de sitio

primario desconhecido.

Tabela 2 - Perfil Tumoral de Pacientes com Multiplos Tumores Primarios.

Acima de
Tumores N 0-15 anos 16-30 anos 31-45 anos 46-60 anos 60 anos
Total 148 (100%)
Mama 41 (27,7%) 1(2,4%) 0 18 (43,9%) 16 (39%) 6 (14,6%)
Tiredide 16 (10,8%) 0 2 (12,5%) 7 (43,8%) 5 (31,3%) 2 (12,5%)
Melanoma 15 (10,1%) 0 3 (20%) 4 (26,7%) 6 (40%) 2 (13,3%)
Sarcoma 14 (9,5%) 3(21,4%) 3(21,4%) 6 (42,9%) 1(7,1%) 1(7,1%)
Colorretal 12 (8,1%) 0 0 5 (41,7%) 4 (33,3%) 3 (25%)
Trato genital feminino 10 (6,8%) 1(10%) 0 2 (20%) 3 (30%) 4 (40%)
CEC 9 (6,1%) 0 2 (22,2%) 4 (44,4%) 1(11,1%) 2 (22,2%)
Linfoma 9 (6,1%) 1(11,1%) 3 (33,3%) 1(11,1%) 3 (33,3%) 1(11,1%)
Adrenocortical 4(2,7%) 0 1(25%) 0 2 (50%) 1(25%)
Sarcoma 6sseo 4(2,7%) 2 (50%) 2 (50%) 0 0 0
GIST 3(2,0%) 0 0 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,3%)
Leucemia 2 (1,4%) 0 1(50%) 0 1 (50%) 0
Retinoblastoma 2 (1,4%) 2 (100%) 0 0 0 0
Bexiga 1(0,7%) 0 0 0 1(100%) 0
Gastrico 1(0,7%) 0 0 0 1(100%) 0
Indeterminado 1(0,7%) 0 0 1 (100%) 0 0
Pancreas 1(0,7%) 0 0 0 1(100%) 0
Préstata 1(0,7%) 0 0 0 1(100%) 0
Pulmao 1(0,7%) 0 0 1(100%) 0 0
Sistema nervosos
central 1(0,7%) 0 1 (100%) 0 0 0

Legenda: CEC: Carcinoma Espinocelular; GIST: Tumor estromal gastrointestinal.

A idade média de aparecimento do primeiro tumor primario foi aos
37,8 anos. O primeiro tumor primario mais referido foi o cancer de mama,

correspondendo a 24% (13/54) de todos os tumores, seguido do sarcoma
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com 16,6% (9/54), melanoma e tiredide, os dois com uma frequéncia de 13%
(7/54).

A presenga do cancer de mama foi observada na maioria dos
pacientes, sendo assim a maioria das associacbes de multiplos tumores
continha o tumor de mama. A associagao mais frequentemente encontrada
em um unico individuo foi cancer de mama junto ao cancer da tiredide,
correspondendo a 18,5% (10/54) das associagbes observadas. Destes 10
pacientes observados com tumor de mama e tiredide, sete apresentaram um
terceiro tumor primario (7/10) e dois destes tumores eram cancer colorretal
(217).

A presengca de melanoma e cancer de mama foi a segunda
associagao mais verificada, ocorrendo em 14,8% (8/54) dos pacientes com
multiplos tumores primarios. Trés individuos (3/8) desenvolveram um terceiro
tumor primario que foram dois canceres colorretais e um cancer de bexiga.

A presenca de cancer de mama, cancer colorretal e um terceiro tumor
primario, ndo sendo este um cancer da tiredide, ocorrido em um mesmo
paciente foram verificados em 7,4% (4/54) dos individuos portadores de
multiplos tumores primarios. Foi também observada a presenca linfoma e
cancer de mama em 7,4% (4/54) dos pacientes do grupo MP.

Em 5,6% (3/54), foram verificadas a associacdo sarcoma de partes
moles e cancer de mama; e sarcoma de partes moles e cancer da tiredide.

Todos os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos ao

aconselhamento genético, quando foi avaliada a histéria pessoal de tumores
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ocorridos no paciente, assim como a histéria familial de tumores e
elaboragao do heredograma.

Quando analisados os heredogramas dos pacientes do grupo MP,
31,5% (17/54) né&o referiram ter historico familial de céncer. Dentre os
pacientes MP que tinham historia familial de cancer, 51,9% (28/54)
preenchiam critérios para a LFL, de acordo com os critérios de Eeles 1,
critérios Birch e Chompret. Outros pacientes com historico pessoal de
multiplos tumores primarios e histérico familial de cancer preenchiam
critérios para outras SPHC, como Sindrome de cancer de mama e ovario
hereditario, sindrome de céncer de mama e colon hereditario, Cancer
Colorretal hereditario sem Polipose, Xeroderma Pigmentoso e Melanoma

Familial (Tabela 3).

Tabela 3 - Critérios Clinicos dos pacientes do grupo MP.

Critérios Pacientes (n) Frequéncia (%)
Multiplos Tumores isolados 17 31,5
LFL 28 51,9
Outros 9 16,6
Total: 54 100

Legenda: LFL: Sindrome de Li-Fraumeni like (Vide Quadro 1).
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5.2 CARACTERIZACAO CLINICA DOS PACIENTES COM
CANCER DE MAMA ANTES DOS 35 ANOS SEM MUTACAO NOS

GENES BRCA1 E BRCAZ2

Foram incluidas 41 pacientes com cancer de mama antes dos 35
anos que tinham sido previamente investigadas por sequenciamento direto
das regides codificantes dos genes BRCAl e BRCA2 e sem mutagao
germinativa detectada pelo método. Dentre os casos incluidos, 90,24%
(37/41) eram pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo, 7,31%
(3/41) desenvolveram carcinoma lobular invasivo e 2,44% (1/41) carcinoma
papilifero de mama. Nenhuma paciente tinha desenvolvido cancer de mama
bilateral.

Dentre as 41 pacientes com cancer de mama, 15 desenvolveram
cancer de mama antes dos 30 anos de idade (CMMJ=15) e 26
correspondiam a pacientes que desenvolveram cancer de mama entre 31 e
35 anos de idade (CMJ=26). A idade média ao diagnéstico foi aos 30,8 anos.

Dentre as 41 pacientes, 58,5% (24/41) nao referiram histérico familial
de cancer enquanto que 17,1% (7/41) das pacientes possuiam historico
familial compativel apenas com a sindrome de Li-Fraumeni like. Observou-
se em 7,3% (3/41) das pacientes a sobreposi¢cao de duas sindromes, a LFL
e a CMOH. Dentre as 41 pacientes com cancer de mama antes dos 35 anos
sem mutagdes germinativas no gene BRCAl e BRCA2, 17,1% (7/41)
receberam a hipotese diagnostica de Sindrome de Céncer de Mama e

Ovario hereditario pelos critérios da American Society of Clinical Oncology
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ASCO e NCCN (PALMERO et al. 2009) e Sindrome de Mama Coélon

hereditario (MEIJERS-HEIJBOER et al. 2003) (Tabela 4) (Anexo 3).

Tabela 4 - Critérios Clinicos das pacientes com cancer de mama antes dos
35 anos sem mutagao nos genes BRCAL e BRCAZ2.

Critérios Pacientes (n) Frequéncia (%)
Esporadicos 24 58,5
LFL 7 17,1
LFL/CMOH 3 7,3
Outros 7 17 1
Total: 41 100

Legenda: LFL-E1: Sindrome de Li-Fraumeni like, critérios de Eeles1, LFL-CM: Sindrome de
Li-Fraumeni like, critérios de Chompret Modificado (Vide Quadro 1).

5.3 CARACTERIZACAO CLINICA DOS PACIENTES COM TUMOR

ADRENOCORTICAL

Foram incluidos neste estudo 11 pacientes com tumores
adrenocorticais. Dos individuos afetados 72,7% (8/11) correspondiam ao
sexo feminino e 27,3% (3/11) ao sexo masculino, formando uma razdo de
um menino para 2,6 meninas. A idade do surgimento do tumor
adrenocortical variou de sete meses a 52 anos de idade. A idade média da
ocorréncia do tumor foi aos 17,6 anos. Mais que a metade dos pacientes
(54,5%) foi acometida pelo tumor adrenocortical antes dos 15 anos de idade

(Tabela 5).
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Dos 11 pacientes incluidos 63,6% (7/11) foram diagnosticados com
carcinoma adrenocortical, os demais pacientes (36,3%), tiveram como laudo

anatomopatolégico um tumor adrenocortical.

Tabela 5 - Faixa etaria de acometimento do grupo de pacientes com
tumores adrenocorticais.

Faixa Etaria (n) (%)
0-15 anos 6 (54,5%)
16-30 anos 2 (18,2%)
31-45 anos 2 (18,2%)
46-60 anos 1(9,1%)
Acima de 60 anos 0

Total de Pacientes 11

Todos os pacientes do grupo ADR preenchem critérios para a
sindrome de Li-Fraumeni variante Chompret modificado e versao 2009 para
os critérios de Chompret, que incluem tumor adrenocortical em qualquer
idade independente da histéria familial. Em um total de 11 pacientes, 45,5%
(5/11), referiram ter um histérico familial de céncer caracteristicos da
sindrome.

O paciente MT-7/ADR, que desenvolveu um tumor adrenocortical aos
44 anos, referiu histéria familial de cancer, sendo que o pai desenvolveu
leucemia aos 74 anos, a tia paterna com cancer de mama aos 80 anos, um
tio paterno com mieloma multiplo aos 67 anos, duas primas paternas, uma
com tumor de sistema nervoso central aos 33 anos e outra com cancer de
pulm&o aos 45 anos, nao tabagista. Como histérico familial materno, um tio

com cancer hepatico aos 50 anos.
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O paciente MT-14/ADR desenvolveu o tumor adrenocortical aos 7
meses e tinha histéria familial de cancer sendo uma tia e a avé paterna com
cancer de mama aos 40 e 60 anos respectivamente.

O paciente MT-34/ADR teve o tumor adrenocortical com um ano de
idade, o pai e o tio paterno desenvolveram cancer de prostata aos 63 e 56
anos respectivamente.

O paciente MT-41/ADR desenvolveu aos 53 anos um tumor
adrenocortical. Referiu o histérico familial de cancer com o acometimento de
cancer de utero aos 50 anos em uma tia materna, cancer na faringe em um
tio materno tabagista aos 50 anos. Em sua familia paterna, uma tia
desenvolveu cancer de figado aos 82 anos e sua avd paterna um cancer
gastrico aos 63 anos de idade.

O paciente LFS-256/ADR desenvolveu um tumor adrenocortical aos
42 anos de idade, e seu irmao desenvolveu um cancer de pulmao aos 62
anos. Uma sobrinha neta, neta do irmdo com cancer de pulméao,
desenvolveu um tumor de Wilms aos trés anos de idade. A mae do paciente

teve um cancer de mama aos 50 anos.

5.4 CARACTERIZACAO CLINICA DOS PACIENTES COM

CARCINOMA DO PLEXO COROIDE

Na busca ativa a pacientes portadores de tumores do plexo cordide,

foram encontrados trés casos de pacientes nos registros do SAME, no
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entanto foi verificado que todos os individuos com este diagndstico tinham
ido a obito.

Na auséncia de sangue periférico, foram incluidos neste estudo os
trés tumores provenientes destes pacientes com carcinoma do plexo
coroide. Dois eram do sexo feminino (66,6%), € um do sexo masculino

(33,3%). A idade de acometimento foi aos trés, quatro e 53 anos de idade.

55 DETECCAO DE MUTACOES GERMINATIVAS, PERFIL

FAMILIAL E TUMORAL DOS PACIENTES

5.5.1 Multiplos Tumores

Mutagdes germinativas no gene TP53 foram encontradas em 13%
(7/54)) dos 54 pacientes avaliados Das sete alteracbes encontradas seis
eram substituicbes do tipo missense (85,7%) e uma substituicdo silenciosa
(sinbnima) em regido exdnica, localizada préoxima ao sitio de splicing, que
segundo o banco de dados do gene TP53 (TP53 Database R15) possui
efeito de splicing. A alteracdo mais frequente, foi a transicdo de guanina (G)
por adenina (A), verificada em 71,4% (5/7) dos pacientes. A transicdo de
guanina (G) por citosina (C) e citosina (C) por timina (T) corresponderam a
14,3% das mutacdes (Tabela 6).

Dentre os quatro tipos de alteracao, a substituicdo de um G por um A
no cédon 337 do gene TP53, resultando na troca do aminoacido arginina por
uma histidina (p.R337H) no dominio de oligomerizagéo da proteina p53, foi a

mais frequentemente encontrada presente 57,1% (4/7) dos pacientes
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mutados. Ainda no cdédon 337 foi detectada a troca de uma arginina por uma
cisteina, p.R337C, em uma paciente.

Outro paciente avaliado apresentou a mutagao p.M271l, na qual
ocorre a troca de um nucleotideo G por C, esta troca resulta na substituicdo
do aminoacido metionina por isoleucina no cédon 237, no dominio de ligagao
da proteina p53.

A uUnica mutagao que correspondia a uma substituicdo silenciosa, foi a
mutagao p.T125T, no qual a troca de um G por um A no ultimo nucleotideo
do ultimo cédon do éxon 4, nao resulta na substituicio do aminoacido
treonina, no entanto pela sua localizagao esta alteracdo tem um efeito de
splicing (TP53 Database R15).

As mutacdo p.T125T, p.M2371, p.R337H, e p.R337C encontradas em
pacientes com multiplos tumores primarios ja foram descritas como
mutacgdes patogénicas em familias com a LFS/LFL no banco de dados no

IARC (TP53 Database R15) (PETITJEAN et al. 2007).
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Tabela 6 - Perfil de mutagdes germinativas no gene TP53 em pacientes do
grupo MP.

Alteracéo Localizacéo Efeito Dominio Classificacéo
IARC (TP53
Database
Paciente  Nucleotidica Protéica R15)
c.375G>A Substituigdo/Silenciosa
MT-20/MP (ACG>ACA) p.T125T éxon 4 Efeito de splicing ligagcao Patogénica
c.1010G>A
MT-24/MP  (CGC>CAC) p.R337H éxon 10 Substituicdo/Missense  oligomerizagéo Patogénica
c.711G>C
MT-35/MP (ATG>ATC) p.M237I1 éxon7 Substituicdo/Missense ligagcao Patogénica
c.1010G>A
MT-43/MP  (CGC>CAC) p.R337H éxon 10 Substituicdo/Missense  oligomerizagao Patogénica
c.1010C>T
MT-57/MP  (CGC>TGC) p.R337C éxon 10 Substituicdo/Missense  oligomerizagao Patogénica
c.1010G>A
MT-60/MP  (CGC>CAC) p.R337H éxon 10 Substituicdo/Missense  oligomerizagao Patogénica
c.1010G>A
Y0131/MP  (CGC>CAC) p.R337H éxon 10 Substituicdo/Missense  oligomerizagao Patogénica

5.5.2 Cancer de mama antes dos 35 anos sem mutacdo nos genes
BRCA1l e BRCA2

Foram incluidas 41 pacientes com cancer de mama em idade jovem
que nao tinham mutacdo deletéria detectada nos genes BRCA1 e BRCAZ2.
As pacientes foram classificadas em dois grupos: pacientes portadoras de
cancer de mama em idade jovem (entre os 31 e 35 anos) (CMJ=26) e
pacientes portadoras de cancer de mama em idade muito jovem (abaixo dos
31 anos) (CMMJ=15). Das 41 pacientes incluidas, apenas uma (2,4%)
paciente que desenvolveu um carcinoma ductal invasivo aos 24 anos, que
estava alocada no grupo CMMJ, foi diagnosticada com uma alteragao
germinativa no gene TP53 (p.V143M).

Se considerados os dois grupos, CMJ e CMMJ, a frequéncia de

mutagdes encontradas no grupo CMMJ foi de 6,7% (1/15) e nenhuma
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paciente no grupo CMJ foi detectada como portadora de mutagao
germinativa no gene TP53. A paciente MJ02039T apresentava um caso de
cancer referido na familia, um cancer da tiredide em familiar de segundo

grau (avo paterno) (Figura 4)

MJ02039T
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade do

individuo em anos e data do nascimento.

Figura 4 - Heredograma da paciente MJ02039T, paciente portadora da
mutacgéo p.V143M.

A alteragdo no dominio de ligagcédo detectada no éxon 5 corresponde a
troca de uma valina por metionina (V143M — GTG para ATG no cédon 143).
Essa alteragdo ainda nao foi descrita no banco de dados de mutagdes
germinativas do IARC (TP53 Database R15). A alteracdo p.V143M é predita
como deletéria e provavelmente patogénica segundo os programas de

predicdo SIFT e Polyphen, respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 7 - Perfil da alteragao germinativa no gene TP53 em paciente do
grupo CM.

Alteracéo Localizagéo Efeito Dominio  Classificacdo  Referéncia
Programa IARC
Paciente  Nucleotidica Protéica Sift/Poliphen (R15)
Deletéria /
c.427G>A Substituigao/ provavelmente Nao
MJ02039T  (GTG>ATG) p.V143M éxon 5 missense Ligacéao patogénica descrita

5.5.3 Tumor Adrenocortical

Mutagdes germinativas no gene TP53 foram encontradas em 54,5%
(6/11) dos pacientes portadores de tumor adrenocortical.

A mutacdo p.R337H que é caracterizada pela troca do nucleotideo
guanina por uma adenina no segundo par de bases do cdédon 337 do exdn
10, foi a unica mutagdo detectada em todos os pacientes do grupo ADR

(Tabela 8).

Tabela 8 - Perfil da mutagdo germinativa no gene TP53 em pacientes do
grupo ADR.

Alteracéo Localizagéo Efeito Dominio Classificacao
IARC (TP53
Nucleotidica Protéica Database R15)
c.1010G>A
(CGC>CAC) p.R337H éxon 10 Substituicdo/Missense  oligomerizagéo Patogénica

Todos os pacientes portadores de mutagdo germinativa em TP53
deste estudo eram do sexo feminino. O diagndstico do tumor acorreu na
infancia em 83,3% (5/6) dos casos, entre sete meses a sete anos. Apenas
uma paciente desenvolveu carcinoma adrenocortical em idade adulta, aos

42 anos.
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O paciente MT-14/ADR foi acometida por um carcinoma
adrenocortical aos 7 meses de idade. Tem historico familial de cancer com
uma tia paterna acometida com cancer de mama na pré-menopausa, aos 40

anos, e uma avo paterna com cancer de mama aos 60 anos (Figura 5).

MT - 14 ADR

Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 5 Heredograma da paciente MT-14/ADR, portadora da mutagao
p.R337H.

A paciente MT-19/ADR teve como diagnostico no anatomopatoldgico
um tumor do cortex da suprarenal com 1 ano de idade. Nao foi referido
historico familial de céncer.

A paciente MT-34/ADR, com diagnostico de tumor sodlido na
suprarenal com 1 ano e 8 meses de idade. O histérico familial de cancer
incluia o pai e mais dois tios paternos que desenvolveram cancer de prostata

aos 63, 56 e 63 anos respectivamente (Figura 6).
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os nimeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 6 - Heredograma da paciente MT-34/ADR, portadora da mutagcao
p.R337H.

Os pacientes MT-63/ADR e MT-65/ADR sao naturais do estado do
Parana, onde ha alta incidéncia do tumor ADR e da mutacdo detectada,
p.R337H. Desenvolveram carcinoma adrenocortical aos sete anos e aos
sete meses respectivamente e sem histérico familial referido.

Aos 42 anos de idade a paciente LFS256/ADR teve o diagndstico de
carcinoma adrenocortical. Com um irmao que desenvolveu um cancer de
pulm&o aos 62 anos, uma sobrinha neta com tumor de Wilms ais 3 anos € a

mae com cancer de mama aos 50 anos de idade (Figura 7).
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 7 - Heredograma da paciente LFS256/ADR, portadora da mutacao
p.R337H.

5.5.4 Carcinoma do Plexo Coroide

Foi realizada a extracdo de DNA a partir da margem nao tumoral de
blocos de tumores de carcinoma do plexo coréide. No entanto, ndo foi
possivel a extracdo de DNA em grande quantidade para a realizagdo do
sequenciamento de toda regido codificante do gene TP53 nestas amostras.
Desta forma, optamos em avaliar apenas o éxon 10, devido a alta incidéncia
do mutante p.R337H. Para estes trés tumores esta alteracdo nao foi

encontrada.
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5.6 ESPECTRO TUMORAL E FAMILIAL EM PACIENTES COM
MULTIPLOS TUMORES PRIMARIOS E MUTACOES

GERMINATIVAS NO GENE TP53

O espectro tumoral de pacientes do grupo MP com mutagbes
germinativas no gene TP53 foi amplo, incluindo tumores ja relatados em
familias LFS/LFL, mas que ndo compdem os tumores classicos da sindrome.

O tumor que ocorreu em um maior numero de pacientes foi o tumor
de mama, acometendo todas as seis mulheres portadoras de mutagdes
(6/6). Duas pacientes desenvolveram tumor Phyllodes maligno, aos 15 e 45
anos.

Duas pacientes apresentaram cancer de mama bilaterais, sendo que
a paciente MT-57/MP desenvolveu os dois tumores na pré-menopausa, aos
32 e aos 40 anos, enquanto que a paciente MT-60/MP desenvolveu ambos
tumores na pés menopausa, aos 60 e aos 63 anos.

Houve a ocorréncia de sarcoma 6sseo em dois pacientes sendo estes
de tipos histoldgicos diferentes, dois osteossarcomas osteoblasticos em um
paciente do sexo feminino aos nove e 13 anos e um condrossarcoma em um
paciente também do sexo feminino aos 23 anos.

Dois pacientes apresentaram carcinoma papilifero da tiredide aos 43
e 46 anos, tumor nao classico da sindrome de LFS, mas ja referidos em
familias brasileiras com a sindrome. Houve a ocorréncia ainda de ADR,
cancer de prostata, melanoma, leucemia, sarcoma de partes moles e linfoma

nao Hodgkin (Tabela 9).
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A associacao tumoral de sarcoma 6sseo e cancer de mama ocorreu
em duas pacientes portadoras de multiplos tumores primarios com mutacao
germinativa no gene TP53. Interessante notar que as duas pacientes que
desenvolveram sarcomas 0sseos, uma aos nove e 13 anos e outra aos 23
anos, desenvolveram o mesmo tipo de tumor de mama, o Phyllodes maligno
aos 15 anos e 45 anos.

Outra associagao ocorrida entre os pacientes portadores de mutacoes
foi o cancer de mama e o cancer da tiredide, além de cancer de mama e
melanoma.

A idade de acometimento dos diferentes tumores referidos pelos
pacientes deste estudo foi predominantemente em idade jovem (antes dos
46 anos), com excegao do tumor ADR, prostata e linfoma ndo Hodgkin que
acometeram pacientes ap6s os 50 anos de idade. A idade média de
aparecimento do primeiro tumor primario destes pacientes foi aos 34,3 anos.

Foram descritos 10 tumores nos quatro pacientes p.R337H, sendo
que o tumor mais prevalente foi o cancer de mama (40%). O segundo
prevalente foi o cancer papilifero da tiredide (20%). Os demais tumores,
tumor adrenocortical, cancer de préstata, linfoma ndo Hodgkin e sarcoma
0sseo, de pacientes com mutacao p.R337H tiveram uma prevaléncia de
10%.

Interessante notarmos que quando avaliados pelo histérico familial e
nao so pessoal, 85,7% (6/7) dos pacientes portadores de mutagdes no gene
TP53 preenchiam critérios para a sindrome de Li-Fraumeni-like de acordo

com a ultima versao proposta para a sindrome, Chompret 2009 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Espectro tumoral dos pacientes portadores de multiplos tumores
primarios com mutag¢ao detectada no gene TP53.

Classificacéo

Paciente  Género Exon Mutacéo Tumores clinica
MT-20/MP F éxon 4 p.T125T Mama (44), Melanoma (47) LFL-C2009
MT-24/MP M éxon 10  p.R337H ADR (50), Prostata (50) LFL-C2009
MT-35/MP F éxon 7 p.M2371  OS (9), OS (13), Mama (15), Leucemia (16)  LFL-C2009
MT-43/MP F éxon 10  p.R337H  OS (23), Tiredide (43), Mama (45) LFL-C2009
MT-57/MP F éxon 10  p.R337C SPM (21), Mama (32, 40) LFL-C2009
MT-60/MP F éxon 10  p.R337H Mama (60,63), Linfoma (60) LFL-E1
Y0131/MP F éxon 10  p.R337H  Mama (44), Tiredide (46) LFL-C2009

Legenda: ADR: tumor adrenocortical; OS: sarcoma 6sseo; SPM: sarcoma de partes moles;
M: masculino; F: feminino; LFL-E1: Sindrome de Li-Fraumeni like, critérios de Eeles1, LFL-
C2009: Sindrome de Li-Fraumeni like, critérios de Chompret versao 2009.

5.6.1 Pacientes MP e histéria familial de cancer

O paciente MT-20/MP, portadora da mutagdo germinativa p.T125T,
sexo feminino, desenvolveu um tumor de mama aos 44 anos e um
melanoma aos 47 anos. Como histérico familial, a paciente tem uma irma
que desenvolveu um cancer de mama aos 28 anos e uma sobrinha com
tumor adrenocortical aos trés anos de idade, além do pai que desenvolveu
um feocromocitoma aos 46 anos, e outros familiares com cancer. Com o
histérico referido, esta paciente preenche critérios para a LFL-C2009 (Figura

8).
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MT - 26 MP

Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os nimeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 8 - Heredograma da paciente MT-20/MP, portadora da mutacao
p.T125T.

O paciente MT-24/MP, portador da mutagdo germinativa p.R337H,
sexo masculino, desenvolveu sincronicamente uma neoplasia do cortex
adrenal e um cancer de prostata aos 50 anos. Frente a ocorréncia do tumor
ADR, este paciente preenche critérios para a LFS/LFL segundo os critérios
de Chompret versdao 2009. Segundo histérico familial referido, o paciente
teve um tio materno tabagista com cancer de pulmao aos 77 anos, um avd
materno também tabagista com cancer de pulmao aos 60 anos e uma prima
de primeiro grau (para a genética corresponde a um familiar de terceiro grau)

com cancer colorretal aos 54 anos de idade (Figura 9)
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MT - 24 MP

Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.
Figura 9 - Heredograma da paciente MT-24/MP, portador da mutacao
p.R337H.

O paciente MT-35/MP, com a mutacdo p.M237l, do sexo feminino,
desenvolveu dois osteossarcomas osteoblasticos, um aos nove anos em
fémur direito, outro aos 13 anos em tibia esquerda, tumor de mama
Phyllodes maligno aos 15 anos e leucemia aos 16 anos de idade. A paciente
tinha uma irmad gémea univitelina que desenvolveu tumor de sistema
nervoso central aos sete anos de idade. A paciente e sua irma preenchem
critérios para LFL-C2009 (Figura 10). Os pais da paciente realizaram o teste
molecular para a verificagdo da mutagdo e ambos ndo sdo portadores da
alteragao que caracteriza a sindrome de Li-Fraumeni na filha. Sugerindo ser

uma mutacgao de novo.
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.
Figura 10 - Heredograma da paciente MT-35/MP, portadora da mutacdo
p.M2371

O paciente MT-43/MP, no qual foi detectada a alteracdo patogénica
p.R337H, apresentou um sarcoma 6sseo, 0 condrossarcoma, aos 23 anos,
carcinoma papilifero da tiredide aos 43 anos e tumor de mama Phyllodes
maligno aos 45 anos. A presenga de multiplos tumores do espectro tipico da
LFS/LFL inclui a pacientes nos critérios LFL-C2009. Ao avaliarmos o
historico familial de cancer verificamos a presenca de cancer de mama em
sua mae aos 45 anos, uma tia materna com cancer gastrico aos 47 anos, e

outra tia materna com cancer colorretal aos 56 anos de idade (Figura 11).
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 11 - Heredograma da paciente MT43/MP, portadora da mutagao
p.R337H.

A paciente MT-57/MP, portadora da mutacdo p.R337C, desenvolveu
um sarcoma de partes moles (sarcoma de histogénese indeterminada em
perna direita) aos 21 anos de idade, além de dois tumores de mama, um
carcinomal ductal invasivo de mama esquerda aos 32 anos e outro
carcinoma ductal “in situ” em mama direita aos 40 anos. A partir dos tumores
ocorridos nesta paciente, esta preenche critérios clinicos de LFL segundo
Chompret versao 2009 e como historico familial, um tio materno desenvolveu

um cancer gastrico aos 67 anos (Figura 12).
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os nimeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 12 - Heredograma da paciente MT057/MP, portadora da mutacao
p.R337C.

A presenca de cancer de mama bilateral também foi verificada na
paciente MT-60/MP aos 60 e 63 anos, sendo um carcinoma ductal invasivo
em mama esquerda aos 60 anos e um carcinoma ductal "in situ" em mama
direita aos 63 anos. A paciente desenvolveu ainda sincronicamente com um
dos tumores de mama um linfoma ndo Hodgkin aos 60 anos de idade. Pela
avalicdo do gene TP53, a paciente € portadora da mutagcdo germinativa
p.R337H. Esta referiu um irmdo com sarcoma 6sseo aos 22 anos, outro
irmao com cancer prostatico aos 61 anos, uma tia paterna que havia
desenvolvido multiplos tumores primarios, linfoma e cancer de mama antes
dos 40 anos de idade, além de outros relatos de cancer na familia (Figura

13).
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os niumeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 13 - Heredograma da paciente MT060/MP, portadora da mutagao
p.R337H.

A paciente Y0131/MP portadora da mutacdo p.R337H, desenvolveu
cancer de mama aos 44 anos e cancer papilifero da tiredide aos 46 anos. A
paciente possui histérico familial de cancer, uma filha que desenvolveu um
sarcoma sinovial em coxa aos 32 anos, esta também é portadora da

mutacao p.R337H que caracteriza a sindrome na familia (Figura 14).
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Legenda: Paciente indice identificado por uma seta. Os nimeros correspondem a idade de

acometimento tumoral e idade atual do individuo.

Figura 14 - Heredograma da paciente Y0131/MP, portadora da mutacdo
p.R337H.

5.7 ESPECTRO TUMORAL E FAMILIAL EM PACIENTES COM
MULTIPLOS TUMORES PRIMARIOS SEM A DETECCAO DE

MUTACOES GERMINATIVAS NO GENE TP53

Em 20 pacientes que preencheram pelo menos um critério para a LFL
(LFL-E1, LFL-B, LFL-C2009) quando analisado o histérico familial, ndo foi
detectada a mutagdo no gene TP53. O perfil tumoral destes individuos era,
em sua maioria, de tumores relacionado a sindrome, como mama e sarcoma
de partes moles, e as idades de acometimento dos tumores eram precoces,
antes dos 46 anos (Quadro 6).

A idade média de surgimento do primeiro tumor em pacientes que nao
eram portadores de mutacéao foi aos 39,4 anos.

Frente ao grande espectro tumoral encontrada em pacientes
portadores de multiplos tumores primarios, alguns destes podem ser

classificados como portadores de outras sindromes de predisposicao
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hereditaria ao cancer. No paciente MT-4/MP, na qual a mutagdo no gene
TP53 néao foi detectada, foram relatados dois tumores colorretais, sendo os
dois em idade jovem, mais duas irmas e mae afetadas com cancer colorretal
entre outros relatos de cancer em familiares de primeiro grau. Pela
construcdo do heredograma e analise do historico familial este paciente
preencheu critérios para a sindrome do Cancer Colorretal Hereditario nao
Poliposo segundo os critérios de Amsterda (VASEN 2005). Este paciente
havia participado de outro estudo no qual foi avaliado mutagdes germinativas
nos genes MLH1 e MSH2, que predispéem individuos a sindrome de Cancer
Colorretal Hereditario sem Polipose, no entanto nenhuma alteracao foi
encontrada (VALENTIN et al. 2011)

A paciente MT-16/MP desenvolveu um adenocarcinoma de
retosigméide aos 37 anos, cancer de mama aos 39 anos e cancer de
endométrio aos 45 anos, esta paciente possui uma irmd com cancer
colorretal, o que sugere o diagnostico da Sindrome de Cancer de Mama e

Colon Hereditario segundo NASEEM et al. (2006).
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Quadro 6 - Espectro tumoral de 47 pacientes portadores de multiplos

tumores primarios sem deteccdo de mutagéo no gene TP53.

Pacientes Género Tumores Hipétese diagnodstica
MT - 1/MP M SPM (43), GIST (48) LFL-B
MT - 2/MP F SPM (15), SPM (29), Mama (45) LFL-C2009
MT - 4/MP M CCR (39), CCR (40), CEC (41) HNPCC
MT - 5/MP F Mama (36), Mama (42), Melanoma (48), CCR (58) LFL-E1
MT - 6/MP M CCR (69), ADR (71) LFL-C2009
MT - 9/MP F ADR (58), SPM (64) LFL-C2009
MT - 10/MP F Mama (58), Linfoma NH (63), CEC (65) LFL-E1
MT - 11/MP F Tiredide (51), CEC (52), Mama (53) LFL-E1
MT - 12/MP F ADR (26), Indeterminado (31) LFL-C2009
MT - 13/MP F Melanoma (40), Mama (43), Bexiga (47) CMOH
MT - 15/MP F Melanoma (42), Mama (43) LFL-E1
MT - 16/MP F CCR (37), Mama (39) Endométrio (45) CMCH
MT - 17/MP F Tiroide (42),CEC (41), Mama (43). Esporadico
MT - 18/MP F Colo de utero (33), Tiredide (60), Mama (61) LFL-E1
MT - 21/MP F Linfoma H (21), CEC (27) Esporadico
MT - 22/MP F SPM (13), Mama (36) LFL-C2009
MT - 23/MP F Mama (33), Melanoma (48), Mama (56) LFL-E1
MT - 25/MP F Endométrio (77), CEC (73), Tiretide (74). Esporadico
MT - 26/MP F Linfoma H (12), Ovario (15), SPM (18) Esporadico
MT - 27/MP M RB (1), RB (3) SO (23), SPM (31) RB
MT - 28/MP M Mama (65), CCR (62), Ovario (62) CMOH
MT - 30/MP F Mama (49), Endométrio (50), Pancreas (51), linfoma MALT (58) Esporadico
MT - 31/MP M Melanoma (22), CEC (38), Gastrico (50) XP
MT - 32/MP F CCR (40), Mama (43), GIST (44) LFL-E1
MT - 33/MP M SPM (42), CCR (45) Esporadico
MT — 39/MP F Mama (69), CCR (71), Tiredide (77) Esporadico
MT - 42/MP F Mama (42), Melanoma (50), CCR (55) LFL-E1
MT — 45/MP F Linfoma H (21), Mama (52), Mama (52) Esporadico
MT — 48/MP F SPM (7), Tiredide (31) Esporadico
MT — 49/MP M Melanoma (27), SNC (27) Esporadico
MT - 50/MP F Linfoma H (22), Tireoide (39), Mama (40) LFL-E1
MT — 52/MP F Ovaério (47), Linfoma NH (57), Melanoma (63) MF
MT — 54/MP F Tiredide (41), Pulmao (43) Esporéadico
MT — 55/MP F Leucemia (58), Mama (68), Mama (71) Esporadico
MT — 56/MP F Mama (59), Vulva (63), Endométrio (64) Esporadico
MT — 58/MP M Tiredide (35), SPM (40) LFL-B
MT — 59/MP F Mama (48), Tiredide (52), Mama (60) Esporadico
MT - 61/MP F SPM (33) Linfoma (33) LFL-E1
MT - 62/MP F Mama (44), Melanoma (48), Melanoma (50) Adocéo
MT -66/MP F Tiredide (47), Mama (53), Mama (58) LFL-E1
MT-67/MP F Mama (55), Mama (55), CCR (56) Tiredide (60) CMCH
MT-70/MP F Endomeétrio (52), CCR (54), Mama (57) CMCH
LFS 217/MP F Tireoide (29), SPM (35) Esporadico
LFS 231/MP F Melanoma (41), Melanoma (43), CEC (44) LFL-E1
LFS 293/MP M Tiredide (18), CEC (27) Esporadico
LFS 322/MP M Melanoma (67), SPM (67), GIST (73) Esporadico
SM 49/MP F Melanoma (29), Mama (38) LFL-C2009

Legenda: ADR: tumor adrenocortical; CEC: carcinoma espinocelular GIST: tumor estromal gastrointestinal, CCR:
cancer colorretal; Linfoma H: Linfoma de Hodgkin; Linfoma NH: Linfoma ndo Hodgkin; RB: retinoblastoma; SO:
sarcoma 6sseo; SPM: sarcoma de partes moles; M: masculino; F: feminino; CMCH: Cancer de Mama e Célon
Hereditario; CMOH: Cancer de Mama e Ovario Hereditario; LFL-B: Sindrome de Li-Fraumeni like, critérios de Birch;
LFL-E1: Sindrome de Li-Fraumeni like, critérios de Eeles1, LFL-C2009: Sindrome de Li-Fraumeni like, critérios de
Chompret versdo 2009; HNPCC: Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose; MF: Melanoma Familial; XP:
Xeroderma Pigmentoso
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Trés pacientes portadores de tumor adrenocortical (MT-6/MP, MT-
9/MP, MT-12/MP) com mais um tumor primario independente do sitio,
preenchiam critérios de LFL-C2009, no entanto n&o foram diagnosticados
com mutagao no gene TP53.

O paciente MT-2/MP foi diagnosticado com fibrossarcoma aos 15
anos, angiofibrossarcoma aos 29 anos e cancer de mama aos 45 anos.
Esses tumores sao classicos tumores do espectro LFS, no entanto nenhuma
alteracao foi encontrada. Mediante o perfil tumoral encontrado mesmo sem
confirmagao molecular, esta paciente recebeu a hipotese diagndstica de LFL

de acordo com os critérios de Chompret versao 2009.

5.8 ACONSELHAMENTO GENETICO POS-TESTE E

ESTRATEGIAS DE RASTREAMENTO

Todos os pacientes convocados para este projeto foram submetidos
ao aconselhamento genético pré-teste, e apds esclarecimento sobre a
LFS/LFL, risco e beneficios da realizagdo do teste genético, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os resultados dos testes genéticos foram comunicados aos pacientes
a partir de laudos redigidos de forma a incluir os resultados provenientes da
analise das mutagbes, além de informacdes referentes ao teste genético.
Informagdes a respeito das alteracbes encontradas na literatura cientifica
relacionado as mutacdes detectadas também foram incluidas nos laudos. Os

pacientes que nao tiveram nenhuma alteragcao encontrada receberam um
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laudo que esclareceu que de acordo com a técnica empregada, o
sequenciamento direto das regides codificantes, nenhuma alteragao foi
encontrada, no entanto ndo é possivel definir este paciente como negativo
para alteracdo no gene TP53, pois existem rearranjos e dele¢des gendmicas
que sao impossibilitados de serem identificadas pelo sequenciamento direto.
Para isso seria necessario o emprego de outros métodos, tais como PCR
quantitativo, PCR de longo alcance, CGH array (Comparative Genomic
Hybridization), além do MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), que é empregado para identificagdo de delecbes e
duplicacdes.

O resultado de teste genético negativo sé pode ser divulgado quando
ha uma alteracdo que caracteriza a sindrome na familia, e o paciente
testado nao é portador desta alteragao.

Aos pacientes maiores de 18 anos o resultado foi divulgado de forma
confidencial individualizada e sem presenca de acompanhante. Para os
pacientes menores de 18 anos, o resultado do teste genético foi divulgado
ao responsavel legal que assinou o TCLE no momento do convite para
participacao do estudo.

No momento da entrega de resultado os pacientes receberam
aconselhamento genético pds teste com médico geneticista e foram
infformados quanto aos conceitos de risco, penetrancia, heranca
autossébmica dominante, formas de rastreamento, visando uma melhor
compreensao do significado do resultado do teste molecular e das

implicagdes no seguimento clinico do individuo.
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Os pacientes serdo acompanhados clinicamente pelo protocolo
proposto pelo NCCN (Tabela 1) e pelo protocolo adaptado do NCCN para a

populagao brasileira (Tabela 2).
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6 DISCUSSAO

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) e sua variante Li-Fraumeni like
(LFL) foram descritas até o presente como uma sindrome rara no mundo.
Desde a primeira descricao de Li e Fraumeni, foram feitos varios relatos
isolados de pacientes e familias portadoras da sindrome. Em 2005, no
banco de dados do IARC (TP53 Database R10) haviam sido descritas 280
familias portadoras de mutagcbes germinativas no gene TP53. Apds seis
anos esse numero aumentou para 597 (TP53 Database R15). Este aumento
ocorreu principalmente devido a inclusao de familias brasileiras portadoras
da mutacido germinativa p.R337H. A ocorréncia de um efeito fundador nas
familias com diagnéstico da mutagao p.R337H no gene TP53 foi descrita
recentemente pelo nosso grupo (GARRITANO et al. 2010), apds a
realizacdo da genotipagem de 29 TAG SNPs intragénicos em doze
individuos provenientes de oito familias aparentemente nao relacionadas e
portadoras da mutacdo p.R337H. O estudo demonstrou que todas as
familias foram detectadas com o mesmo haplétipo. A probabilidade de estes
individuos terem, ao acaso, o mesmo gendtipo foi estimada em 3,8x10°,
estabelecendo a existéncia de efeito fundador para a mutagao p.R337H no
sul e sudeste brasileiro.

Assim, esta sindrome mostra-se cada vez mais frequente no Brasil,
podendo existir um numero muito maior de portadores, que nao possuem

conhecimento do alto risco para desenvolver tumores, mesmo pertencendo a
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familias com individuos aparentemente saudaveis. Individuos nesta situagao
podem se beneficiar com o diagnéstico da sindrome uma vez que o
rastreamento implantado inicialmente tem implicagdo direta no progndstico

de pacientes LFS/LFL.

6.1 ASPECTOS INOVADORES DESTE ESTUDO

No presente estudo foi possivel verificar qual grupo de individuos com
multiplos tumores e quais tumores estes desenvolveram que caracterizam
possiveis portadores de mutagcbes germinativas no gene TP53 e
consequentemente portadores de LFS/LFL.

O critério atualizado proposto para a LFS/LFL (TINAT et al. 2009)
recomenda que paciente-indice com multiplos tumores, sendo pelo menos
dois do espectro LFS e o primeiro antes dos 46 anos deve ser testado para
mutacdes germinativas no gene TP53. Somando-se a este fato, a alta
incidéncia de mutagcbes detectadas nestes pacientes no presente estudo
denota a importancia em se testar mutacbes germinativas no TP53 em
individuos com pelo menos um tumor do espectro da sindrome de Li-
Fraumeni. Também no grupo MP todos os individuos do sexo feminino com
mutacao detectada tinham desenvolvido pelo menos um cancer de mama,
independente da idade. Com isso, a partir deste estudo pode-se sugerir que
pacientes com multiplos tumores primarios sendo um deles o cancer de
mama devem ser testados para mutagdes germinativas no gene TP53.

Pacientes com tumores ADR tiveram uma alta taxa de deteccdo de

mutacdes. Esse dado ja era esperado como verificado por RIBEIRO et al.
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(2001) e FIGUEIREDO et al. (2006) assim, este estudo confirma a
importancia de sequenciamento para o gene TP53 em individuos,
principalmente em criancas, que desenvolverem o tumor.

Pacientes com cancer de mama em idade jovem sem mutagdes nos
gene BRCAL e BRCA2 sao possiveis portadores de mutagdes germinativas
no gene TP53 independente do histérico familial. Estes casos devem ser
considerados como suspeitos para serem portadores de mutacdes
germinativas no TP53, no entanto é importante ressaltar que mais estudos

sdo necessarios para determinar a real frequéncia de mutagdes neste grupo.

6.2 MULTIPLOS TUMORES PRIMARIOS

Um aspecto inédito deste estudo ¢é a realizagdo de teste genético para
deteccdo de mutagbes germinativas no gene TP53 em um grupo de
pacientes que desenvolveram multiplos tumores primarios independente da
idade ou do histoérico familial destes pacientes. O grupo analisado foi o maior
descrito em literatura até o momento. Outro trabalho que incluiu individuos
portadores de multiplos tumores primarios foi realizado por MALKIN et al.
(1992), no entanto foram incluidos apenas criangas e adultos jovens, no total
59 pacientes foram avaliados para a presenca de mutagdes germinativas do
éxon cinco ao nove do gene TP53, sendo 6,8% (4/59) portadores de
mutagdes. Outros relatos deste tipo de analise foram feitos em individuos
com multiplos tumores provenientes de familias previamente testadas (LI et

al. 1988, HISADA et al. 1998, Chompret et al. 2000 e GONZALEZ et al.
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2009b), ou individualmente, como relato de caso (SPEISER et al. 1996;
NADAV et al. 1998; YAMADA et al. 2009).

Segundo a definicdo do IARC (1994), o tumor primario é aquele que
se origina em um sitio ou tecido primario e ndo é extensao, recidiva nem
metastase de outro tumor. De acordo com o Programa de Vigilancia,
Epidemiologia e Resultados Finais (Surveillance, Epidemiology and End
Results-SEER), para a caracterizacdo de multiplos tumores primarios, o
profissional ndo deve usar caracteristicas topograficas para decidir se o
paciente desenvolveu uma recorréncia de um cancer anterior ou um novo
primario. A analise do material por um patologista é de fundamental
importancia para que este compare os tumores e confirme diferengas ou
semelhancas histoldgicas para julgar que se trata de um novo tumor primario
ou de uma recorréncia (SEER 2010). Dentre os 148 tumores referidos por 54
pacientes com multiplos tumores primarios, 79,1% tiveram confirmagéo de
laudos anatomopatoldgicos ou relatérios médicos evitando a inclusdo de

tumores metastaticos ou recidivas.

6.2.1 Deteccdo de mutacbes em individuos com multiplos tumores
primarios

Mutagdes germinativas no gene TP53 foram verificadas em 13%
(7/54) dos pacientes portadores de multiplos tumores primarios deste
estudo. Estes dados sdo compativeis com os achados encontrados em
outros estudos. Diversos trabalhos foram realizados com individuos

selecionados devido ao desenvolvimento de multiplos tumores primarios que
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demonstraram a ocorréncia de mutagdes germinativas no gene TP53 em 7%
a 20% deste pacientes (MALKIN et al. 1992; SHISEKI et al. 1993; RUSSO et
al. 1994). No estudo de MALKIN et al. (1992), que realizou sequenciamento
da regido considerada “hotspot”, incluindo os éxons cinco ao nove do gene
TP53, entre 59 individuos que desenvolveram dois tumores primarios,
apenas 6,8% (4/59) foram detectados como portadores de mutacdo em
TP53. Se a analise de mutagdes germinativas no gene TP53 deste estudo
fosse realizada apenas nos exons cinco ao nove a taxa de detecgao de
mutagdes seria 3,7% demonstrando a importancia da analise de toda regiao
codificante do gene TP53.

Em trabalho realizado por CHOMPRET et al. (2001) foram incluidas
criangas que haviam desenvolvido pelo menos dois tumores primarios com
ou sem histérico familial de cancer referido. Apenas 6,2% (1/16) das
criangas sem histoérico familial eram portadores de mutagdo no gene TP53
enquanto 42% (5/12) das criangas com histérico familial de céncer eram
portadoras de mutagcdo. No presente estudo 25% (7/28) dos pacientes que
apresentaram histérico familial condizente com LFS/LFL eram portadores de
mutacdo. Nenhuma alteracdo foi encontrada no grupo MP sem historico
familial.

Dentre os 54 pacientes com multiplos tumores primarios deste estudo
que realizaram o teste genético, 12 preenchiam os critérios de Chompret
versdao 2009, sendo seis destes diagnosticados como portadores de
mutacdo no gene TP53. Desta forma, foi obtida uma taxa de detecgéo de

50% e uma sensibilidade de 85,7% para os critérios de LFL-C2009. Dados
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semelhantes foram observados em 180 familias holandesas com critérios
clinicos de LFS/LFL. Quando utilizados apenas os critérios de Chompret
versdo 2009 a taxa de deteccdo correspondeu a 21% (22/105) com uma
sensibilidade de 92% (22/24) (RUIJS et al. 2010). Valores semelhantes
também foram observados em outro trabalho com pacientes que preenchiam
critérios clinicos de Chompret versdo 2009, onde a taxa de deteccao foi de
35% (GONZALEZ et al. 2009b).

No presente estudo pacientes que desenvolveram multiplos tumores
primarios foram incluidos independente da idade de acometimento e do sitio
tumoral. No entanto dentre os sete pacientes com multiplos tumores
primarios que foram detectados como portadores de mutagdo germinativa no
gene TP53, 42,9% (3/7) desenvolveram dois tumores do espectro da
sindrome, sendo o primeiro antes dos 46 anos, sendo assim estes pacientes
preenchem os critérios propostos atualizados para a sindrome, os critérios
de Chompret versao 2009 (TINAT et al. 2009).

Dos quatro individuos restantes, portadores de mutacdes
germinativas no gene TP53, todos desenvolveram pelo menos um tumor do
espectro classico da sindrome, sendo que dois individuos tiveram os
tumores antes dos 46 anos e os outros dois foram acometidos pelos tumores
apoés a idade proposta pelos critérios, apdés os 46 anos de idade. O
acometimento do primeiro tumor aos 50 e em outro paciente aos 60 anos de
idade os exclui dos critérios de Chompret versao 2009 para individuos com
multiplos tumores. De acordo com este critério o individuo deve ser portador

de multiplos tumores (exceto multiplos tumores de mama) sendo pelo menos
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dois do espectro LFS e o primeiro antes dos 46 anos. No entanto estes
pacientes ndo apresentaram o primeiro tumor antes dos 46 anos e também
nao tinham dois tumores do espectro da sindrome, mesmo assim foram
diagnosticados como portadores de mutagdes no gene TP53. Embora o
numero amostral seja baixo, os dados deste estudo sugerem que pacientes
com multiplos tumores primarios, sendo pelo menos um do espectro classico
da sindrome, independente da idade de acometimento, devam ser testados
para mutacdes no gene TP53.

Dos 13% (7/54) dos pacientes com multiplos tumores portadores de
mutagao germinativa no gene TP53, apenas um era do sexo masculino. A
baixa frequéncia de homens portadores de mutagdo em TP53 ja havia sido
descrita por CHOMPRET et al. (2004). Neste estudo, o pesquisador refere
que a penetrancia € incompleta nos homens portadores de mutagao no gene
TP53. A penetrdncia incompleta pode resultar no maior numero de

portadores assintomaticos que nunca desenvolverao tumores.

6.2.2 Espectro tumoral de individuos com multiplos tumores primarios

No grupo de pacientes com multiplos tumores primarios o cancer de
mama correspondeu a 27,7% dos tumores referidos, com uma idade média
de 49,1 anos, variando dos 15 aos 71 anos. Foi verificada a alta incidéncia
de tumores de mama na pré-menopausa, sendo que 43,9% das mulheres
foram acometidas pelo cancer de mama entre os 31 e 45 anos. Dentro da
casuistica estudada esses dados foram relevantes, no entanto por se tratar

de pacientes provenientes de instituicbes de referéncia no acompanhamento
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e tratamento de individuos com cancer a associagdo com a populagao geral
nao deve ser feita sendo que na populagdo geral, apenas 10,2% das
mulheres com cancer de mama sao diagnosticadas entre 35 e 44 anos de
idade (SEER 2011).

O cancer de mama foi o tumor mais frequente em pacientes com
multiplos tumores primarios e acometeu todas as mulheres portadoras de
mutacdo detectadas neste estudo. No grupo de 54 individuos que
desenvolveram multiplos tumores primarios, 32 mulheres desenvolveram
cancer de mama, destas 18,8% (6/32) foram detectadas com mutag¢des no
gene TP53. Isso pode sugerir que para os critérios de pacientes isolados
com multiplos tumores primarios, preferencialmente um tumor deve ser o de
mama.

A alta ocorréncia de cancer de mama foi descrita em um dos
primeiros relatos a respeito da sindrome. Em um estudo com 24 familias que
preenchiam critérios para LFS/LFL, foi observado que o cancer de mama
ocorria predominantemente em mulheres, maes de criangcas com sarcomas,
em individuos portadores de multiplos tumores primarios e em mulheres
jovens em ambas as mamas (LI et al. 1988).

Em 83,3% (5/6) das mulheres portadoras de mutagado germinativa no
gene TP53 observaram-se tumores de mama em idade pré-menopausal
(entre 15 e 45 anos). A alta proporgao de tumores ocorridos nesta idade é
atipica e deve levantar a suspeita de uma sindrome de predisposicio

hereditaria ao cancer.
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Trés pacientes do grupo de individuos com multiplos tumores
primarios apresentaram um tumor Phyllodes maligno, destas, duas eram
portadoras da mutagdo no gene TP53. Além da alta taxa de deteccéo de
mutagcdes nos tumores Phyllodes malignos de mama, este tumor
correspondeu a 25% dos tipos histolégicos que acometeram pacientes
portadoras de mutagédo no gene TP53. O tumor Phyllodes maligno néo é um
tumor epitelial como o carcinoma mamario, trata-se um tumor bifasico onde
o estroma é maligno e o epitélio & benigno (BELLOCQ e MAGRO 2003).
BIRCH et al. (2001) em estudo com 28 familias portadoras de mutagdo em
TP53 observou que o tumor Phyllodes maligno compreendeu 1,4% dos
canceres na LFS/LFL.

O espectro tumoral tipico da sindrome de Li-Fraumeni inclui o cancer
de mama, sarcomas de partes moles, tumores cerebrais, sarcomas 0sseos,
leucemia e carcinoma adrenocortical (LI et al. 1988). De acordo com os
dados publicados pelo IARC, os tumores de mama, sarcomas de partes
moles, tumores do sistema nervoso central, adrenocortical e dsseo totalizam
aproximadamente trés quartos (74%) de todos os tumores associados a
mutagdes germinativas no gene TP53 (PETITJEAN et al. 2007).

Entre os 19 tumores que acometeram pacientes com multiplos
tumores primarios com mutagcdo germinativa no gene TP53, 73,7% (14/19)
correspondiam aos tumores classicos da sindrome. E interessante notar que
tumores de sistema nervoso central ndo foram observados nestes pacientes.
Valores muito semelhantes foram observados entre 738 tumores de familias

com LFS/LFL, sendo que 77% correspondiam a um dos seis tipos tumorais,
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cancer de mama, ADR, SO, SPM, tumores cerebrais e leucemia (NICHOLS
et al. 2001).

Neste estudo verificou-se também a ocorréncia de tumores malignos
como o melanoma, cancer de prostata, cancer da tiredide e linfoma em
quatro diferentes portadores de mutagcdo no gene TP53. Estes tumores ja
haviam sido descritos como parte do espectro LFS/LFL, mas ndo compdem
os tumores classicos da sindrome.

A ocorréncia de um espectro tumoral mais amplo foi verificada, em
varios relatos sobre portadores de mutagdo germinativa no gene TP53.
Foram descritos em portadores o melanoma, tumores de células
germinativas, tumor de Wilms, carcinoma gastrico e de pancreas, cancer de
pulm&o e cancer colorretal (HARTLEY et al. 1987; HARTLEY et al. 1989;
STRONG et al. 1987; VARLEY et al. 1995; VARLEY et al. 1997a; RUIJS et
al. 2010).

Neste estudo, o melanoma e o cancer prostatico acometeram
pacientes em idade adulta, aos 47 e 50 anos respectivamente. O melanoma
e o0 cancer prostatico foram relatados por GONZALEZ et al. (2009b) em
individuos portadores de mutagado germinativa no gene TP53 como tumores
que nao ocorrem em idade jovem.

O melanoma néo faz parte dos tumores componentes da LFS, apesar
de evidéncias que sugerem uma alta frequéncia em familias clinicamente
definidas como LFS/LFL (GARBER et al. 1991; BIRCH et al. 2001). Em
estudo de OLIVIER et al. (2003) 43,5% dos pacientes com melanoma que

preenchiam critérios para LFS/LFL eram portadores de mutagdo em TP53.
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Pode-se observar em nosso estudo e em outros que rastreiam
familias ou pacientes isolados com critérios para a sindrome que o
melanoma pode estar associado a mutagcbées em TP53 e que este tumor
deve ser considerado em familias com historico para a sindrome.

No Brasil a neoplasia maligna primaria mais frequente em homens é o
cancer de proéstata, seguido do cancer de traquéia, brénquio, pulmao, e
estdmago (Ministério da Saude 2009). O cancer prostatico ndo é um tumor
tipico da sindrome, no entanto segundo os critérios de LFL-E1 o cancer de
préstata esta incluido entre os tumores dos critérios (EELES 1995).

O cancer de prostata pode estar presente em algumas familias com a
sindrome de Li-Fraumeni (GARBER et al. 1990; FREBOURG et al. 1995).
Em um estudo que totalizou 119 tumores provenientes de familias, na qual o
probando era portador de mutacdo germinativa em TP53, 3,4% (4/119)
correspondiam a cancer de prostata (ACHATZ et al. 2007).

A ocorréncia em idade avancada e relato de baixa associagcdo do
tumor com a sindrome (BIRCH et al. 2001) sugerem uma atengdo maior em
familias acometidas pelo tumor prostatico para evitar a inclusdo de tumores
fenocopias.

Cancer da tiredide acometeu duas pacientes do sexo feminino,
portadoras de mutagdo germinativa no gene TP53. Este tumor ja foi descrito
em um estudo brasileiro com 45 familias com critérios clinicos para LFS/LFL
no qual foi verificada a ocorréncia de dois casos de cancer da tiredide em

pacientes portadores de mutacdo (ACHATZ et al. 2007)
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O linfoma esteve presente em apenas uma paciente que desenvolveu
um linfoma ndo Hodgkin. Este tumor ja havia sido relatado por MALKIN et al.
(1992) em um paciente que havia desenvolvido como segundo tumor
primario um cancer colorretal. No entanto mutagées no gene TP53 néo
foram identificadas em 38 individuos com linfoma n&o Hodgkin provenientes
de 252 casos familiares de LFS/LFL e 16 individuos com multiplos tumores
(CHOMPRET et al. 2000).

Os tumores do sistema hemotopoiéticos correspondem a 3,1% dos
tumores associados a mutagdes no gene TP53, estando a frente de tumores
de pele, pulméo, ovario, estdmago, rim, testiculos, laringe, préstata, tumores
de cabecga e pescocgo e figado (TP53 Database R15). Frente aos relatos,
estes tumores podem estar associados a mutagdes germinativas no gene
TP53.

Neste estudo individuos que desenvolveram multiplos tumores
primarios e foram detectados como portadores de mutagdo germinativa no
gene TP53 apresentaram na associagao tumoral ao menos um tumor tipico
da LFS/LFL. Os tumores classicos do espectro LFS/LFL, como o cancer de
mama, ADR, SO, SPM e leucemia, corresponderam a 55,5% dos tumores
que acometeram os individuos portadores de mutagdo. Os tumores descritos
como menos frequentes em literatura, como o melanoma, cancer de
préstata, cancer da tiredide e linfoma, corresponderam a 44,5% dos tumores
em portadores de mutacido. As principais associacdes tumorais encontradas
no estudo de MALKIN et al. (1992) foram: (1) cancer de mama e tumor de

SNC, (2) sarcoma de partes moles (lipossarcoma) e sarcoma 0sseo
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(osteossarcoma condroblastico), (3) sarcoma de partes moles (sarcoma de
células fusiformes) e cancer gastrico e (4) linfoma ndo Hodgkin e cancer
colorretal. No presente estudo as associagbes encontradas em pacientes
com multiplos tumores primarios portadores de mutagbes germinativas no
gene TP53 foi o cancer de mama e cancer da tiredide (2/7) e o cancer de
mama e sarcoma, 0sseo e de partes moles. Em ambos os estudos estiveram
presentes associacdes tumorais com neoplasias do espectro LFS/LFL como

também foi observado tumores nao classicos da sindrome.

6.2.3 ldade de acometimento tumoral em pacientes com maualtiplos
tumores primarios

O primeiro tumor ocorreu 5,1 anos mais cedo em pacientes com
multiplos tumores primarios portadores de mutagdes germinativas em TP53
(34,3 anos) do que em pacientes que nao foram detectados como
portadores de alteragdes (39,4 anos). A idade precoce no aparecimento do
primeiro tumor em portadores de multiplos tumores primarios também foi
verificada em outros grupos. GONZALEZ et al. (2009b) verificaram em
pacientes portadores de multiplos tumores primarios que a idade média de
aparecimento do primeiro tumor primario entre os pacientes com mutacao
germinativa em TP53 foi de 21,9 anos contra uma média de 31,6 anos em
pacientes sem mutagao no gene TP53.

Os dados de Gonzalez corroboram com um dos primeiros relatos da
sindrome realizado por Li et al. (1988), no qual o primeiro cancer em

pacientes com multiplos tumores primarios foi diagnosticado em idade
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precoce (mediana: 22 anos). Segundo VARLEY et al. (1997a), em familias
com critérios para LFS, 56% dos casos de cénceres sdo diagnosticados
antes dos 30 anos de idade e 100% abaixo dos 50 anos; em familias LFL,
como é o caso do presente estudo, 44% dos canceres sdo diagnosticados

antes dos 30 anos e 78% abaixo dos 50 anos.

6.2.4 Tratamento radioterdpico em pacientes com multiplos tumores
primarios

Desde o inicio da convocacao de pacientes com multiplos tumores
primarios tentou-se incluir apenas pacientes nos quais os multiplos tumores
nao haviam ocorrido em area de irradiacdo por tratamento radioterapico.
No entanto, alguns pacientes deste estudo foram tratados com radioterapia
em regiao toracica apds terem desenvolvido cancer de mama (n=15) ou
outros tumores, como linfoma e sarcoma, nesta regido (n=2). Estudos
realizados por HISADA et al. (1998) reportaram que multiplos tumores
primarios ocorrem com alta frequéncia em pacientes LFS e que sarcomas
radioinduzidos eram comuns entre os tumores subsequentes. Nos individuos
do presente estudo os sarcomas referidos em pacientes com multiplos
tumores primarios correspondiam ao primeiro tumor primario, € ndo a um
tumor subsequente a radioterapia.

Em um estudo realizado por HENDERSON et al. (2010) com mais de
14.000 mulheres, das quais 7.000 foram tratadas com radioterapia em regiao
toracica por um cancer pediatrico ou adulto jovem, 422 mulheres

desenvolveram cancer de mama posteriormente. Os autores concluiram que
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mulheres tratadas de céncer na infancia ou em idade adulta jovem com
moderada ou alta dose de radiagao terapéutica em regido toracica (=220Gy)
tém uma suscetibilidade elevada de desenvolver cancer de mama em idade
jovem e o risco nao se estabiliza com a idade. Dentre os 54 pacientes
portadores de multiplos tumores primarios 17 foram submetidos a
radioterapia em regiao toracica, e o cancer de mama esteve presente em
41,2% (7/17) como tumor subsequente ao tratamento.

Dos sete pacientes portadores de mutacdo, apenas um nao tinha
informacdes no prontuario a respeito do tratamento com radioterapia, dos
seis pacientes restantes trés nao realizaram radioterapia como tratamento
para nenhum tumor e os outros trés foram submetidos a este tratamento em
regido toracica devido a cancer de mama, uma realizou a radioterapia em
apenas uma das mamas, mas desenvolveu tumor na outra; a segunda
paciente com cancer de mama foi tratada com radioterapia e desenvolveu
outro cancer de mama contralateral e também foi submetida ao mesmo tipo
de tratamento e a terceira paciente realizou radioterapia na mama, no
entanto o segundo tumor primario foi o cancer da tiredide. O cancer da
tiredide foi relatado como um dos tumores radioinduzidos apés o tratamento
de cancer de mama com radioterapia em mulheres portadoras de mutagdes

germinativas no gene TP53 (HEYMANN et al. 2010).
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6.3 CANCER DE MAMA ANTES DOS 35 ANOS SEM MUTACAO

NOS GENES BRCA1 E BRCA2

Neste estudo, foram avaliadas 41 pacientes com cancer de mama
antes dos 35 anos sem mutacao nos gene BRCA1 e BRCA2. Apos a analise
por sequenciamento do gene TP53 observou-se a presenga de apenas uma
paciente (2,4%) portadora de mutagcdo. No presente estudo a paciente
portadora da mutacdo nao apresentava histérico familial condizente com a
LFS/LFL. Em estudo realizado por TINAT et al. (2009), foram avaliados 128
pacientes portadores de cancer de mama antes dos 35 anos para mutacdes
no gene TP53, previamente testados para mutagdes nos genes BRCA1 e
BRCA2 e sem alteracbes detectadas. Foram verificadas mutagdes no gene
TP53 em 4% (5/128) dos pacientes. O grupo considerou como baixa a
detecgado de mutagcdo. Devido a esses achados os autores concluiram que
seria apropriado evitar o teste no gene TP53 em pacientes com cancer de
mama sem histéria familial de cancer ou multiplos tumores primarios.

Interessante notar que a paciente portadora da alteracdo em TP53
apresentou cancer de mama em idade muito jovem, aos 24 anos. Mesmo
sendo a unica mutagdo encontrada, se considerarmos somente o grupo de
pacientes que desenvolveram cancer de mama antes dos 30 anos de idade
a taxa de deteccao é de 6,7%. Recentemente GONZALEZ et al. (2009b)
sugeriram que mutagdes no gene TP53 podem estar presentes em até 7%
dos pacientes que desenvolveram cancer de mama unilateral antes dos 30

anos de idade e sem parente de primeiro ou segundo grau.
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Neste sentido, em pacientes com cancer de mama entre 31 e 35 anos
de idade sem mutagao detectada nos gene BRCA1l e BRCA2 nenhuma
alteracao foi detectada no gene TP53. Nossos resultados corroboram com o
estudo que nao identificou nenhuma alteracdo em pacientes com cancer de
mama entre os 30 e 49 anos e sem histérico familial (RUIJS et al. 2010).

Apesar de ser uma taxa de deteccido baixa, € fundamental que a
sindrome de LFS/LFL seja um diagnéstico diferencial a ser feito nestas
mulheres sem a mutagédo nos genes BRCAL e BRCA2, ja que esta sindrome
predispbe ao alto risco para o desenvolvimento de multiplos tumores
primarios e ao amplo espectro de tumores.

E importante ressaltar que a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario
Hereditario, caracterizada por mutagées nos genes BRCAl1 e BRCA2 e a
Sindrome de Li-Fraumeni, caracterizada por mutagdes no gene TP53 né&o
sao as Unicas sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer de mama,
sendo que outras sindromes como a Sindrome de Canceres de Mama e
Codlon hereditario, Sindrome de Peutz-Jeghers, Sindrome de cancer gastrico
difuso hereditario, Sindrome de Saerhre-Chotzen e a Sindrome de Ataxia-

Telangiectasia, também predispdem os portadores a esse tipo de neoplasia.

6.4 TUMORES ADRENOCORTICAIS

Segundo os critérios de Weiss menos de 10% dos tumores
adrenocorticais se comportam de forma maligna e nenhuma caracteristica

ou um grupo de caracteristicas é capaz de separar lesbes de supra renal
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benignas de malignas. O diagndstico de malignidade s6 pode ser feito na
ocorréncia de metastase (WEISS 1984). Desta forma selecionamos para o
estudo pacientes com tumores adrenocorticais independente da
classificagao maligno ou benigno.

Segundo estudos de WAGNER et al. (1994) e VARLEY et al. (1999),
criangas com carcinoma adrenocortical ttém uma alta taxa de deteccdo de
mutag¢ao no gene TP53, variando de 50 a 80%.

O grupo de 11 pacientes ADR que foram testados para mutagdes
germinativas no gene TP53 era composto por 54,5% (6/11) de criangas e
45,4% de adultos (5/11). Dentre as seis criancas testadas, cinco eram
portadoras de mutagdes no gene TP53, correspondendo a 83,3% das
criangas portadoras de tumor adrenocortical. Apenas um adulto (20%) foi
detectado como sendo portador de mutagao no gene TP53.

A incidéncia do tumor adrenocortical foi maior entre as meninas do
que em meninos na razao de 1:2,6. A predominancia de meninas afetadas
também foi vista em outros estudos nos quais a predominancia variou de
1:3,5 e 1:1,6 (MICHALKIEWICZ et al. 2004; MARQUES-PEREIRA et al.
2006).

A estimativa da penetrancia de 9,9% para tumores adrenocorticias,
em individuos portadores da mutagao p.R337H no gene TP53, sugere que 1
a cada 10 destes individuos desenvolvera o ADR até a idade de 10 anos
(FIGUEIREDO et al. 2006). Como este calculo de penetrancia foi baseado
em familias nas quais pelo menos uma crianga apresentou ADR, este dado

deve ser interpretado com cautela.
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Todos os pacientes do grupo ADR neste estudo foram diagnosticados
como portadores da mutagdo p.R337H. Dentre estes, 50% possuiam
historico familial de cancer compativel com LFL. Poucos relatos de cancer
na familia foram observados em um estudo realizado por (FIGUEIREDO et
al. 2006), que verificou que apenas trés de 37 pais e apenas um de 86
irmaos de 40 criancas portadoras da mutacao p.R337H tinham desenvolvido
cancer.

VARLEY et al. (1999) e CHOMPRET et al. (2001) consideram que a
pesquisa de mutagdes no gene TP53 deve ser considerada nos pacientes
com ADR esporadicos, neste estudo 50% dos pacientes detectados com
mutagcdes germinativas no gene TP53 ndo possuiam histérico familial e

foram diagnosticados como portadores de mutagao.

6.5 CARCINOMAS DO PLEXO COROIDE

Pacientes pediatricos com tumores do plexo cordide podem ter um
aumento da incidéncia de mutagbes germinativas no gene TP53
(KRUTILKOVA et al. 2005). Neste estudo, o DNA da margem nao tumoral de
trés blocos de parafina de carcinomas do plexo cordide foi extraido e
analisado apenas para o éxon 10 do gene TP53. Nenhuma alteragao foi
detectada no DNA dos trés blocos de tumores de carcinoma do plexo
cordide, provenientes de duas criangas e um adulto.

Em um estudo recente realizado no Hospital Pequeno Principe,

(Curitiba/PR- Brasil) com criangas que desenvolveram carcinoma do plexo
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cordide, a mutacdo p.R337H presente no éxon 10 do gene TP53 foi
detectada em 63,6% das criangas. As familias dos pacientes relataram ainda
histérico familial de cancer, sendo o de mama, estdbmago, prostata e
adrenocortical os mais referidos respectivamente (CUSTODIO et al. 2011).
Infelizmente o niumero muito baixo de casos de carcinomas do plexo
cordide (n=3) ndo permite uma associagao clara dos dados encontrados

neste estudo com o estudo de CUSTODIO et al. (2011).

6.6 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

Verificamos a alta incidéncia da correlagao da mutacao p.R337H e de
tumores adrenocorticais, como descrita em estudos anteriores (RIBEIRO et
al. 2001; FIGUEIREDO et al. 2006). Apesar desta correlagdo gendtipo
fendtipo, é importante ressaltar que o espectro tumoral ligado a mutagao
p.R337H é muito amplo. Ha relatos de pacientes portadores da mutagao
p.R337H com cancer da tiredide, cancer de prostata, pancreas, estbmago,
melanoma, cancer de mama, cancer renal, cancer de figado, cancer de
utero, leucemia, tumores de cabeca e pescoco, sarcomas 0sseos e de
partes moles. No presente estudo esta mutacdo foi identificada em trés
pacientes com multiplos tumores primarios, que desenvolveram tumor
adrenocortical, cancer prostatico, sarcoma 6sseo, cancer de tirdide, cancer
de mama e linfoma. No banco de dados de mutag¢des germinativas no gene
TP53 (TP53 Database R15) a mutagao p.R337H esta relacionada também a

pacientes com tumores hematopoiéticos, no entanto ndo ha nenhum relato
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de pacientes portadores da mutacao p.R337H que desenvolveram linfoma, o
que foi encontrado neste estudo.

Neste estudo, néo foi possivel estabelecer outra correlagdo gendtipo
fendtipo. Nenhuma outra mutacdo germinativa detectada no gene TP53
neste estudo pode ser relacionada a um tipo especifico tumoral. No entanto
€ importante ressaltar que os tumores de mama sao muito presentes na
populacéo brasileira e devem ser rastreados em portadores como o tumor de

maior risco no sexo feminino.

6.7 MUTACOES GERMINATIVAS DETECTADAS NO GENE TP53

Mutagbes germinativas no gene TP53 estado relacionadas a LFS/LFL
(MALKIN et al. 1990). Neste estudo, realizamos o sequenciamento direto de
toda a regido codificante do gene TP53. Este método junto a busca por
rearranjos é reconhecido como gold standard até o momento.

Todas as mutagdes encontradas foram comparadas ao Banco de
dados para mutagbes germinativas no gene TP53 da Agéncia Internacional
de Pesquisa para o Cancer (IARC). Apesar de existirem outros bancos de
dados para o gene TP53, como (1) o Banco de Dados do Gene TP53,
administrado pelo Dr. Thierry Soussi, (2) o Banco de Dados de Mutacdes
Germinativas no Gene TP53 de Praga e (3) a Base de conhecimentos do
gene TP53 em Singapura, os dados sao originarios do banco do IARC, que

€ constantemente atualizado.
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Todas as alteragdes encontradas no gene TP53 eram trocas de
bases, sendo 80% (4/5) substituicdes missense e 20% (1/5) silenciosas. As
mutagcbes pontuais como troca de bases correspondem a 88,8% das
mutagdes germinativas descritas no gene TP53, sendo que as substituicoes
missense correspondem a 72,8% das alteragdes germinativas encontradas
no gene TP53, enquanto as silenciosas nd&o chegam nem a 1% das

mutagdes descritas (TP53 Database R15) (PETITJEAN et al. 2007).

6.7.1 MutacGes germinativas no dominio de ligacéo

Dois pacientes portadores de multiplos tumores primarios e a paciente
portadora de cancer de mama antes dos 35 sem mutagcdo germinativa no
gene BRCA1 e BRCAZ2, foram detectados como portadores de mutacdes
germinativas no dominio de ligagdo ao DNA. Duas destas alteracoes
correspondem a mutacdes missense, p.M2371 e p.V143M, sendo esta ultima
pela primeira vez descrita em linhagem germinativa. A outra mutagao
encontrada corresponde a uma mutacgao silenciosa, p.T125T, mas devido a
sua localizagao proxima ao sitio de splicing do intron 4 tem efeito patogénico
(TP53 Database R15).

Nenhuma das alteragdes encontradas em pacientes portadores de
mutagdes no dominio de ligagdo ao DNA correspondia a um dos seis codons
“hotspot” para mutagdes germinativas presentes neste dominio. Estudos de
sequenciamento mostraram que mais de 30% das mutagbes germinativas
que ocorrem no dominio de ligagdo ao DNA encontram-se nos codons 175,

245, 248, 249, 273 e 282 (PETITJEAN et al. 2007).
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O dominio de ligagdo ao DNA corresponde a regidao central da
proteina p53 e compreende dos aminoacidos 102 a 292 (MAY e MAY 1999).
Uma das principais fungcbes da proteina p53 € a capacidade de
estimular a transcricao de genes que contém um elemento de ligagdo em
seu promotor (SELIVANOVA e WIMAN 1995). Portanto mutagdes no
dominio de ligagdo ao DNA, que impedem que esta ligagao ocorra inativa a

atividade de supressao tumoral da proteina p53 (SOUSSI et al. 2000).

» Patogénese da mutacado p.Thr125Thr

A mutacdo p.T125T, que compreende a troca de um G por um A no
codon 125, € uma mutagao exbnica que nao altera o aminoacido treonina,
no entanto possui um efeito splicing devido a sua localizagdo no ultimo
nucleotideo do éxon 4.

Mutacgdes exbnicas que nao mudam a sequéncia de aminoacidos nem
sempre sao neutras. Analises de RNA, da mutacdo no cdédon 125
(ACG>ACA, p.T125T) localizada na extremidade 3’ do éxon 4, revelam que
o splicing do gene TP53 é totalmente aberrante (WARNEFORD et al. 1992).

WARNEFORD et al. (1992) descreveu pela primeira vez a transigao
de uma guanina por uma adenina na posi¢cao -1 na sequéncia consenso do
sitio doador de splicing. Esta base ndo é essencial para que o splicing
ocorra, ao contrario do dinucleotideo GT, que correspondem as duas
primeiras bases do intron (JACOB e GALLINARO 1989). Mas a sequéncia
do sitio doador do intron 4 é atipica, tendo uma citosina na posi¢cdo 3 na

sequéncia consenso de splicing, em vez de uma adenina ou guanina. Isto
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significa que o tipo selvagem do sitio doador de splicing do intron 4 possui
apenas sete dos nove bases correspondentes a sequéncia consenso. Com a
transicdo da guanina para adenina na posi¢ao -1, a sequéncia é reduzida
para seis de nove bases, o que provavelmente é suficiente para interromper

o splicing neste sitio (WARNEFORD et al. 1992).

» Patogénese da mutacao p.Vall43Met

O presente estudo identificou uma alteragcdo missense no éxon 5 do
gene TP53, p.V143M. Avaliacéo in silico da patogenicidade desta mutagao,
primeiramente descrita por este estudo, por meio das ferramentas de
predicdo SIFT e PolyPhen, revelou que possivelmente a troca de
aminoacidos modifique a fungdo da proteina. Para que de fato sua
patogenicidade seja comprovada, esta observagcdo deve ser validada por
ensaios funcionais.

Esta alteracdo permanece com sua patogénese inconclusiva.

» Patogénese da mutacao p.Met237lle
A mutagdo missense do éxon 7 do gene TP53, p.M237| corresponde
a troca de uma guanina por uma citosina no coédon 237, gerando a
substituicdo do aminoacido metionina por isoleucina.
Estudos de sensibilidade a radiagdo em linhagem celular com a
mutacao p.M237I indicaram que estas células ndo sdo capazes de sofrer
apoptose radioinduzida e assim sao relativamente radiorresistentes (ZHEN

et al. 1995).
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Outro estudo que avaliou a sensibilidade a radiagao verificou que a
linhagem celular que tinha a mutagdo p.M2371 apds o ensaio com raio X
apresentou um aumento da mutagénese do gene TK1, levando a expressao
elevada de proteinas antiapoptoticas, BCL-2 ou BCL-XL, resultando na
supressao da morte celular programada (CHERBONNEL-LASSERRE et al.
1996).

Em estudo realizado por WIESE et al. (2001), que comparou a
resposta de linhagem celular selvagem e mutada (p.M2371) apds exposi¢cao
a ions de ferro de alta energia, mostrou que as células mutadas eram menos
sensiveis a morte celular e mais propensas a mutagénese apds a exposigao
a esse tipo de radiacao ionizante; e que a recombinacio entre cromossomos
homologos foi elevada em células com a mutagao, especulando assim que o
tipo selvagem da p53 desempenha um papel na limitagdo da recombinacao

e que a forma mutante p.M237I facilita a recombinag¢ao desregrada.

6.7.2 Patogénese de mutacdes no dominio de oligomerizagcéao

Em sua forma ativa a proteina p53 é tetramérica e o dominio de
oligomerizagéo, que compreende os aminoacidos 323 ao 356, é responsavel
por esta conformacdo (CHENE 2001). Mutagbes no dominio de
oligomerizagdo alteram a conformacado tetramérica necessaria para uma
eficiente ligacdo ao DNA (LOMAX et al. 1997; KATO et al. 2003).

Onze pacientes, sendo seis do grupo ADR e cinco do grupo MP,
foram detectados como portadores de mutagdes germinativas no dominio de

oligomerizagdo da proteina p53. Dez pacientes apresentaram a mutagao
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p.R337H e um deles apresentou a mutagcao p.R337C. A mutacdo missense
do éxon 10 do gene TP53, p.R337H, correspondeu a 71,4% de todas as

mutacdes detectadas neste estudo.

» Patogénese da mutacao p.Arg337His

A alteragdo p.R337H é caracterizada pela troca do nucleotideo
guanina por uma adenina no segundo par de bases do cédon 337 do exdn
10.

Estudos bioquimicos mostraram que a mutacdo p.R337H se localiza
em uma alfa-hélice critica para a estabilidade de dimeros de proteina p53
(DIGIAMMARINO et al. 2002). A arginina 337 tem papel na doagdo da
ligacdo de hidrogénio (para D352) que estabiliza a dimerizagdo. A
substituicdo da arginina por histidina nessa posigao resulta em sensibilidade
ao pH para doagao da ligagao de hidrogénio, correlacionando com o estado
de protonacdo da histidina. Uma pequena mudancga no pH dentro da faixa
fisiologica de 7,5 para 8,9 leva ao desdobramento do dimero, prevenindo por
conseguinte uma ligacdo de DNA de alta afinidade e, presumivelmente, a
atividade de transcricdo da p53. Apesar da proteina mutada permanecer
idéntica a proteina selvagem, com os dominios de ligagdo ao DNA e da
transativagcao intactos, a alteracdo torna nao estavel a formacido do
tetramero que é a conformacao que possibilita a p53 ter afinidade ao DNA e

agir como fator de transcrigao.



103

» Patogénese da mutacao p.Arg337Cis

A mutacdo missense p.R337C, resulta na troca do aminoacido
arginina por cisteina no cédon 337 do gene TP53. A mutacédo p.R337C foi
caracterizada funcionalmente como patogénica por meio de dois ensaios
que avaliaram a capacidade de inducdo de apoptose e um ensaio de
separagcao de alelos em leveduras (em inglés Functional Analysis of
Separated Allele in Yeast - FASAY). CAMPLEJOHN et al. (1995)
descreveram que linfécitos do sangue periférico (PBL) ndo estimulados de
pacientes com mutagdes na linhagem germinativa de p53 tem resposta
reduzida a sinais apoptéticos com irradiagao de 4 Gy quando comparados a
PBL de individuos normais. LOMAX et al. (1997), descreveram que
pacientes com a mutagdao p.R337C tiveram uma redugao na resposta a
apoptose, quando comparados ao controle (tipo selvagem), apds irradiagao
com 4Gy.

O FASAY utiliza o ADE2 como gene reporter localizado préximo ao
promotor de elemento responsivo a p53, para permitir a selecdo de
transformantes positivos e a analise funcional da proteina p53. Leveduras
com mutagao no gene ADE2 enddgeno quando cultivadas em meio com
baixas concentracbes de adenina (5ug/ml), acumulam um pigmento
vermelho, um produto da sintese de adenina. Portanto, leveduras
transformadas com p53 selvagem ou funcional, sdo capazes de sintetizar
leucina e por causa da transativacdo de ADEZ2, sintetizam adenina, desta
maneira formando colénias brancas. Sendo assim, p53 mutante e nao

funcional, ndo sédo capazes de ativar o gene repérter, originando coldnias
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vermelhas. Mutantes de p53 com atividade parcial sdo capazes de originar
colonias rosas. LOMAX et al. (1997), demonstraram que a mutagéo p.R337C
origina col6nias rosas, tendo entdo essa mutagdo capacidade de ativar

parcialmente o gene reporter.

6.7.3 Mutacdes de novo

A frequéncia de mutacdes de novo em individuos LFS/LFL esta entre
7% e 20% (GONZALEZ et al. 2009c). Cerca de 70% das mutag¢des sao
identificadas entre os éxons 5-8, esta porcentagem aumenta para 90%
quando a analise é expandida, incluindo do éxon 4 ao 9.

Uma das pacientes deste estudo desenvolveu dois osteossarcomas
osteoblasticos, um aos 9 anos em fémur direito, outro aos 13 anos em tibia
esquerda, além de tumor de mama Phyllodes maligno aos 15 anos e
leucemia aos 16 anos de idade somado a um histérico familial de uma irma
gémea univitelina que desenvolveu tumor de sistema nervoso central aos
seis anos de idade. A paciente foi detectada portadora da mutacio
germinativa p.M2371, localizada no éxon 7 do gene TP53. Foi proposto aos
pais da paciente a realizagdo do teste genético que demonstrou que ambos
nao sao portadores da alteracdo que caracteriza a sindrome de Li-Fraumeni
na filha. O material do tumor da irma nao estava disponivel e, como a menor
tinha ido a ébito, nao foi possivel testa-la. Este fato € muito interessante pois
como duas irmas gemias univitelinas tiveram tumores tipicos da LFS/LFL e
uma delas foi diagnosticada como portadora da mutagdo p.M237l,

provavelmente a alteracdo aconteceu no periodo antes da fecundacgao
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possivelmente na gametogénese. Este relato € compativel com uma

mutacao de novo.

6.8 PACIENTES COM MULTIPLOS TUMORES SEM MUTACOES

GERMINATIVAS NO GENE TP53

A ocorréncia de mais de um tumor primario em um mesmo individuo &
um evento raro na populacao geral e que pode ser verificado em diversas
SPHC. Sendo assim individuos que nao foram detectados como portadores
de mutagdes germinativas no gene TP53, caracteristica da LFS/LFL podem
ser portadores de outras mutagdes, ndo sendo sua caracterizagao o objetivo
deste estudo.

Em pacientes com critérios clinicos para a LFS/LFL nao portadores de
mutacdo germinativa deve-se considerar a possibilidade da busca da
mutacado no gene TP53 a partir de outros métodos, visando a busca da
deteccao de grandes delecdes, de alteragao na regidao promotora incluindo o
éxon 1, nao codificador. A analise do gene MDM2, um dos principais
requladores da p53, poderia determinar alteragbes que levariam ao
funcionamento anbmalo desta proteina. Outra possibilidade para néao
deteccdo de mutagdo no gene TP53 naqueles pacientes com LFS/LFL é que
outros genes, como o CHEK2, que ja foi descrito como mutado em algumas
familias com a LFS/LFL, possam estar alterados contribuindo para o

desenvolvimento de tumores do fenétipo LFS (RUIJS et al. 2009).
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6.9 PONTOS A SEREM ELUCIDADOS

Seria interessante a realizacdo de ensaio funcional para verificar o
potencial patogénico da alteragdo encontrada na paciente com cancer de
mama antes dos 35 anos sem mutacdo nos genes BRCAl e BRCA2, a
mutacao p.V143M.

A realizacdo de estudos de segregagao das mutagdes encontradas
nos familiares e um método indireto de definicdo da patogenicidade da
alteracdo encontrada. Estes estudos sao importantes para verificar a
prevaléncia de mutacdes de novo e acompanhar os familiares em risco.

A realizagdo da técnica de MLPA nos pacientes que nao foram
detectados como portadores de mutagdes no gene TP53 pela técnica de
sequenciamento, serviria talvez para elucidar a ocorréncia de multiplos
tumores primarios, céncer de mama em idade jovem e tumores
adrenocorticais em individuos que ndo possuem uma alteragéo pontual.

Outro ponto que seria necessario esclarecer é a correlagdo entre
carcinomas do plexo cordide e mutagdes no gene TP53. No entanto devido a
quantidade insuficiente de DNA n&o foi possivel a analise de toda regido

codificante do gene TP53.
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CONCLUSOES

Pacientes com multiplos tumores primarios, sendo pelo menos um do
espectro da sindrome de Li-Fraumeni, devem realizar o teste genético
para identificagdo de mutagdes germinativas no gene TP53, devido a
alta ocorréncia de mutacgdes neste grupo - 13% (7/54).

Criangas com tumores adrenocorticais, independente do historico
familial, devem ser testados para mutagdées no gene TP53.

Mutagbes no gene TP53 podem estar presentes em pacientes com
cancer de mama antes dos 30 anos sem mutacido detectada em
BRCA1 e BRCAZ2.

A alteragcdo p.V143M foi descrita pela primeira vez em linhagem
germinativa. Ensaios funcionais sdo necessarios para elucidar a
relagao causal entre esta alteracéo e a sindrome de Li-Fraumeni.

A mutagcdo p.R337H correspondeu a 71,4% (10/14) de todas as
alteracdes detectadas neste estudo indicando que o rastreamento

nestes grupos deve ser iniciado pela mutagao fundadora brasileira.
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Anexo 1 - Centros colaboradores

Centros Colaboradores

Pacientes (n)
MP ADR CM PC

Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo, SP

Instituto Brasileiro de Controle ao Cancer (IBCC), Sao Paulo,
SP

Hospital de Cancer Pio XII, Barretos, SP

Hospital Amaral Carvalho, Jau, SP

Hospital Sara Rolim Caracante (GPACI), Sorocaba, SP
Hospital Infantil Joana de Gusmé&o, Floriandpolis, SC

53 9 20 3

11
10

Total

54 11 41 3



Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Hospital A. C. Camargo — Fundac¢do Antonio Prudente
Rua Prof. Antonio Prudente, 211 — Tel.2189-5181

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Obrigatdrio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos- Res CNS 196/96 e Res CNS 251/97 do
Ministério da Saude

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
LNOME DO PACIENTE i it ititeteitssieteresisesie ettt sas et e e stesessssssesessssesesesensasesenens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....coiiiiieeiriseieeenese e enes SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ........ T f.....
ENDEREGCO ....ooiiriieeene et NO s APTO: ............
BAIRRO: ..ottt CIDADE ..o
CEP:eeveee e TELEFONE: DDD (............ )
2. RESPONSAVEL LEGAL ....couiiuiirrioniisessisesssssss s sssssssas sttt sssesssssssesssanssns
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador B1C.) ......covevveieerieirsisesesieseseseesieee e eeseesaenens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccoovvverrririeinnnnen, SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...../...../......
ENDEREGCO .....ooiiiieiceiesreiee et NO s APTO: ..............
BAIRRO: ..ot CIDADE ..ot
CEP: e TELEFONE: DDD (............ ) e

I - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1- TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: DIAGNOSTICO MOLECULAR DE MUTACOES
GERMINATIVAS NO GENE TP53 EM PACIENTES PORTADORES DE MULTIPLOS
TUMORES PRIMARIOS OU TUMORES ISOLADOS TiPICOS DA SINDROME DE LI-
FRAUMENI

2- PESQUISADOR: Marina de Camargo Cannavan )

CARGO/FUNCAQO: Aluna de P6s Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias - Area de Oncologia da
Fundacdo Antonio Prudente - Hospital AC Camargo.

3- Orientadora: Maria Isabel Alves Souza A. S. Waddington Achatz.

CARGO/FUNCAO: Médica Geneticista, diretora do Departamento de Oncogenética do Hospital A.C.
Camargo

4- Centro Colaborador: Programa de Oncogenética do Servico de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPOA)

5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO

6. DURACAO DA PESQUISA: 2 anos




111 - INFORMACOES A(O) PACIENTE

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo
pesquisar alteracBes genéticas que estejam associadas ao aumento de risco para o cancer. Assim, sera
avaliada a seqliéncia de DNA do gene TP53 de individuos que tiveram mais de um tipo de tumor ou
que tiveram tumores relacionados a Sindrome de Li Fraumeni (cancer de mama antes dos 36 anos de
idade sem alteracdo no teste dos genes BRCAL e BRCA2, tumor adrenocortical ou carcinoma do plexo
cordide). Este documento fornece informac6es sobre o estudo para o qual esta sendo convidado a
participar.

IV - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1- OBJETIVOS DA PESQUISA:

Vocé foi convidado (a) a participar deste estudo, pois a historia de casos de cancer em vocé ou em sua
familia indica que vocé pode ser portador (a) de uma sindrome hereditaria chamada de Sindrome de
Li-Fraumeni que aumenta o risco para o desenvolvimento de cancer.

O objetivo deste estudo é a identificagdo de alteracdes genéticas que possam estar relacionadas com o
diagnéstico da sindrome.

2- JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Para obter maior conhecimento clinico e cientifico do cancer, médicos e pesquisadores desta
instituicdo desenvolvem estudos de pesquisa. Pela pesquisa é possivel conhecer melhor os
mecanismos das doencas e oferecer novas possibilidades de diagndsticos e tratamento.

A Sindrome de Li-Fraumeni é uma doenca genética rara e hereditaria, na qual o individuo apresenta
alto risco para o desenvolvimento de cancer. Os tumores mais comuns nessa sindrome sao sarcoma,
tumores no cérebro (sistema nervoso central), tumores adrenocortical e cancer de mama de inicio em
idade jovem. Esses canceres podem surgir devido a uma falha em um dos genes que controlam o
crescimento das células, como o gene TP53. Os genes contém informagdes que determinam como as
células do organismo devem funcionar. Quando ocorrem alteragcdes nessa sequiéncia desses genes
(mutac6es) o risco para desenvolver tumores é maior.

Este estudo tem a intencdo de investigar a presenca de mutacdes germinativas no gene TP53 em
pacientes que tiveram mais de um tumor primario, ou em pacientes com tumores relacionados a
Sindrome de Li-Fraumeni.

3- PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS:

Apo6s a assinatura deste termo, vocé sera encaminhado ao laboratdrio em que sera coletada uma
amostra de seu sangue (8 mL), dividida em dois tubos identificados. Parte do DNA extraido das
células do sangue serd armazenada e parte serd enviada ao laboratério para analise. Uma parte de seu
DNA serd analisada por técnicas de biologia molecular para verificar se apresenta alteragdo
(mutacdo). Quando o resultado estiver pronto (processo que pode demorar mais de dois anos, por se
tratar de pesquisa), vocé recebera um contato por telefone para agendar uma consulta de retorno.
Nesta consulta vocé saberd o resultado do teste genético e serdo discutidas as implicacdes desse
resultado para vocé e sua familia. Contudo, vocé pode se recusar a receber o resultado. O teste ndo
terd custo e vocé ndo recebera nenhum tipo de remuneracéo financeira pela participagdo neste estudo.

4- DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS

Os desconfortos envolvidos na coleta de sangue sdo minimos e incluem dor local, sangramento e
hematoma. O risco relacionado a realizagdo de testes genéticos sdo principalmente psicologicos. Com
0 conhecimento do resultado do teste genético alguns pacientes podem desenvolver sintomas como
ansiedade, raiva e depressdo. O aconselhamento genético e psicoldgico tem como objetivo ajuda-lo(a)
a lidar com a informacéo recebida.



5- BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

A realizacdo do teste genético possibilitara a confirmacgdo do diagnéstico clinico. O maior beneficio
obtido é a identificacdo da alteracdo genética responsavel pela sindrome e a possibilidade de
identificar outros portadores na familia.

A realizagdo de rastreamento em pacientes com diagnostico molecular da sindrome de Li-Fraumeni
permite o diagnostico precoce de tumores, quando o acompanhamento é feito de maneira periddica.

6-CONFIDENCIALIDADE

A sua identidade sera preservada, sendo que somente 0s membros da equipe médica e da Comissdo de
Etica em Pesquisa terdo acesso aos registros. A confidencialidade de suas informagdes sera mantida.
Apenas as pessoas envolvidas nesse estudo terdo acesso as informagdes. Seu nome e informag6es
pessoais ndo serdo incluidos em nenhum outro estudo de pesquisa. A sua participa¢do neste estudo €é
voluntaria, tendo o direito de retirar-se a qualquer momento. A recusa ou desisténcia da participacéo
nesse estudo ndo ira prejudicar seu acompanhamento médico e tratamento.

Qualquer davida sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com a biéloga Marina de Camargo
Cannavan do Hospital AC Camargo de Séo Paulo pelo telefone (11) 2189-5180, ou com a Dra Patricia
Ashton-Prolla do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo telefone (51)2101-7661.

Se o pesquisador principal ndo fornecer as informacdes/esclarecimentos suficientes, por favor, entre
em contato com o Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital AC Camargo— SP, que
aprovou o projeto, esse também pode auxilia-lo a esclarecer algumas dividas que tiver, pelo telefone
(11)2189-5020.

V - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber, a qualquer tempo, resposta a qualquer
pergunta ou esclarecimento sobre procedimentos, riscos e beneficios ligados a pesquisa e ao
tratamento e que serei informado quanto ao desenvolvimento de novos exames relacionados.

SIM NAO

2. Declaro estar ciente do meu direito de retirar meu consentimento a qualquer momento e de deixar
de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu tratamento.
SIM NAO

3. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada e que todas
as informacGes por mim fornecidas serdo confidenciais.
SIM NAO

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude
decorrentes da pesquisa.

SIM NAO

5. Declaro ter sido esclarecido que néo receberei nenhum tipo de remuneracéo financeira.
SIM NAO

7. Declaro que autorizo que amostras de DNA sejam armazenadas no banco de macromoléculas do
Hospital A.C. Camargo.

SIM NAO



V. INFORMAGOES SOBRE O PESQUISADOR:

Pesquisadora responsavel pelo acompanhamento da pesquisa:

Dra. Maria Isabel Waddington Achatz CRM - 105322

Departamento de Oncogenética do Hospital A.C. Camargo - Séo Paulo.

Endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211 — 1° subsolo/ Bloco A — S&o Paulo

TELEFONES PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS:(XX11) 2189-5181/ 2189-5180

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES: O(a) senhor(a) recebera uma copia deste documento e o
original sera arquivado em seu prontudrio.

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds ter compreendido os termos desse termo, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa, autorizando a coleta, 0 armazenamento, e a analise de amostras sanguineas e de DNA.

, de  de20

(Cidade, dia, més e ano)

assinatura do sujeito da pesquisa assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)



Anexo 3 - Caracterizagao clinica e molecular das pacientes do grupo CM

Tipo Hipotese
Codigo Idade Instituicdo histolégico TNM Receptor de Estrégeno Receptor de Progesterona cerb-b2 Classificacdo | Gene TP53 diagndstica
MJ01001T | 33 IBCC CDI IIA TIN1MO POSITIVO POSITIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
POSITIVO (em 70% cels
MJ01004T | 34 IBCC CDI IIATIN1MO POSITIVO (em 10% cels Tum.) Tum.) POSITIVO (2+) LUMINAL B — LFS-Eeles1
POSITIVO (em 50% cels
MJ01006T | 32 IBCC CDI 1IB T2N1MO POSITIVO Tum.) POSITIVO (2+) LUMINAL B — Esporadico
MJ01007T | 25 IBCC CDI [\ NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO (1+) TR NEG — Esporadico
MJ01008T | 33 IBCC CDI 1IB T2N1MO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — Esporadico
MJ01009T | 33 IBCC CDI 11B T2N1M0 NEG NEGATIVO NEGATIVO TR NEG — Esporadico
MJ01010T | 31 IBCC CDI IIB T2N1MO 20% NEGATIVO NEGATIVO LUMINAL A — CMOH
MJ01011T | 33 IBCC CLI | TINOMO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — Esporadico
MJ01012T | 30 IBCC CDI TXN1MO NEG NEGATIVO POSITIVO (3+) HER 2 — Esporadico
MJ01014T | 29 IBCC CLI | TINOMO 30% ++ 40% ++ NEGATIVO LUMINAL A — CMOH
MJ01015T | 33 IBCC CPAPILIFERO | IIA TIN1MO pos +++ (40%) NEGATIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
MJ02001T | 28 AC Camargo CDI 1IB T2N1MO POSITIVO POSITIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — CMOH
MJ02002T | 30 AC Camargo CDI 1IB T2N1MO POSITIVO POSITIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
MJ02003T | 26 AC Camargo CDI 1IB T2N1MO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO (0) TR NEG — LFS-Eeles1
POSITIVO (em 60% das POSITIVO (em 80% das LFS-Eeles1/ LFS-
MJ02004T | 34 AC Camargo CDI IIB T2N1MO células) células) NEGATIVO (1+) | LUMINAL A — Chompret/CMOH
POSITIVO (em 90% das
MJ02005T | 29 AC Camargo CDI 1IA T2NOMO células) NEGATIVO NEGATIVO (1+) LUMINAL A — LFS-Eeles1
POSITIVO (em 30% das POSITIVO (em 90% das CMOH
MJ02006T | 35 AC Camargo CDI IIA T2NOMO células) células) POSITIVO (2+) LUMINAL B —
POSITIVO (em 90% das POSITIVO (em 70% das LFS
MJ02007T | 29 AC Camargo CDI IIIA T2N2MO células) células) POSITIVO (2+) LUMINAL B — Chompret/CMOH
POSITIVO (em 20% das
MJ02008T | 33 AC Camargo CLI IIIA T2N2MO células) NEGATIVO NEGATIVO(0) LUMINAL A — Esporadico
POSITIVO (em 10% das POSITIVO (em 50% das CMOH
MJ02013T | 29 AC Camargo CDI 1IB T2N1MO células) células) NEGATIVO (1+) LUMINAL A —
MJ02014T | 35 AC Camargo CDI TXNOMO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO (2+) HER 2 — CMCH




Cont/ Anexo 3

POSITIVO (em 100% das

POSITIVO (em 70% das

MJ02015T | 34 AC Camargo CDI 11IB T3NOMO células) células) POSITIVO (2+) LUMINAL B — LFS-Eeles1/CMOH
POSITIVO (em 80% das POSITIVO (em 90% das
MJ02016T | 35 AC Camargo CD1 1IA T2NOMO células) células) NEGATIVO (1+) LUMINAL A — Esporadico
POSITIVO (em 100% das POSITIVO (em 90% das
MJ02019T | 34 AC Camargo CDI IIA T2NOMO células) células) POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
MJ02024T | 35 AC Camargo CDI IIA T2NOMO POSITIVO POSITIVO POSITIVO(3+) LUMINAL B — Esporadico
POSITIVO (em 50% das POSITIVO (em 90% das
MJ02027T | 34 AC Camargo CDI I1A T2N2AMO células) células) NEGATIVO(0) LUMINAL A — Esporadico
MJ02028T | 32 AC Camargo CDI IIA T2NOMO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO(0) LUMINAL A — Esporadico
MJ02033T | 34 AC Camargo CDI 1IB T2N1MO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO (0) TR NEG — LFS-Eeles1
MJ02036T | 26 AC Camargo CDI IIIA T2N2MO POSITIVO POSITIVO POSITIVO(2+) LUMINAL B — Esporadico
MJ02038T | 22 AC Camargo CDI 1IA T2NOMO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO (2+) HER 2 — Esporadico
MJ02039T | 24 AC Camargo CDI IIIA T2N2MO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO(0) LUMINAL A p.V143M Esporadico
MJ04005T | 29 Barretos CDI 111A T3N2MO POS POSITIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
MJ04011T | 29 Barretos CDI POSITIVO POSITIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
MJ04012T | 26 Barretos CDI v POS POSITIVO POSITIVO (3+) LUMINAL B — Esporadico
MJ04013T | 19 Barretos CDI | POS POSITIVO NEGATIVO LUMINAL A — CMOH
MJ04015T | 31 Barretos CDI A POSITIVO POSITIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — LFS-Eeles1
MJ04019T | 34 Barretos CDI IIA POSITIVO POSITIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — LFS-Eeles1
MJ04020T | 35 Barretos CDI 1B POS POSITIVO POS FRACO 2/3 LUMINAL A — Esporadico
MJ04025T | 30 Barretos CDI 1B POSITIVO POSITIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — Esporadico
MJ04027T | 34 Barretos CDI NA POSITIVO POSITIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — Esporadico
MJ04028T | 28 Barretos CDI 1A POSITIVO POSITIVO NEGATIVO (0) LUMINAL A — LFS-Eeles1
Classificacdo TIPO
LUMINAL A ER/PR+ HER-
LUMINAL B ER/PR+ HER+
HER 2 ER/PR- HER+
TR NEG ER/PR- HER-




Anexo 4 — Heredogramas grupo MP

Paciente indice identificado por uma seta. Os numeros correspondem a idade de
acometimento tumoral e idade atual do individuo
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Anexo 5 - Heredogramas grupo CM
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Anexo 6 — Heredogramas grupo ADR
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Anexo 7 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP.

H-OS p Ital Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Sdo Paulo, 12 de Novembro de 2009.

A
Dra. Maria Isabel Alves de Souza Waddington Achatz.

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1305/09

“Diagnéstico molecular da mutagio germinativa R337H no gene TP53 em pacientes
portadores de miltiplos tumores primdrios ou tumores isolados tipicos da Sindrome de
Li-Fraumeni”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de
10/11/2009, apds analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
22/09/2009, aprovaram a realizagdo do projeto em referéncia datado de 26 de outubro de
2009, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tomaram conhecimento dos seguintes
documentos: ) N

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;
Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho Nacional
de Satide;

Y v

> Declaragiio' sobre o plano de Recrutamento dos Sujeitos de Pesquisa,
Circunstancias e Responséveis pela obtengiio do TCLE;

# Orgamento Financeiro Detalhado; )

» Declaragio sobre Uso e destino do Material Bioldgico, Publicagio dos Dados
Propriedades das Informagdes Geradas;

# Declaragdo de Infra Estrutura e Instalagdes;

> Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncogenética:

» Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Centro de Pesquisa;

# Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Banco de Macromoléculas.

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 06 meses.

Atenciosamente,

L
(S i s W

Prof. Dr. Luiz Paulo Kowalski
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

1/1

Rua Prof. Antdnio Prudente, 211 — Liberdade — S&o Paulo - SPCEP 01509-900 - CNPJ 60.961.968/0001-06
TelfFax (0XX11)2189,5020 — cep_hcancer@hcarzer.arg.br



PARECER CONSUBSTANCIADO

Projeto: 1305/09

Titulo: “Diagnéstico molecular da mutagio germinativa R337H no gene TP53 em
pacientes portadores de miltiplos tumores primirios ou tumores isolados tipicos da -
Sindrome de Li-Fraumeni”.

Pesq uisadc.or Responsz.ivel: Dra. Maria Isabel Alves de Souza Waddington Achatz
Co-Pesquisadora: Ana Cristina Victorino Krepischi dos Santos

Aluna: Marina de Camargo Cannavan

Patrocinador: Serd submetido 4 FAPESP

Comentirios gerais:

Neste estudo ¢ proposta a andlise da ‘alteragio R337H do gene TP53 em 100 casos

selecionados segundo critérios recentemente publicados para inclusio de pacientes com
* Sindrome de Li-Fraumeni. O projeto de mestrado tem fundamentagdo cientifica adequada

e objetivos claramente apresentados. Trata-se de uma continuidade da linha de pesquisa da

orientadora deste projeto. .

Pendéncias apontadas em parecer anterior:
1. Recomenda-se a padronizagio do nome dos genes e proteinas ao longo do texto;
2. Os dados apresentados no item 1.3.3 sdio incoerentes aos apresentados inicialmente
(0 qual apresenta referéncias muito mais atuais do que as mencionadas neste item);
Inclusdo do método de andlise do produto seqiienciado;
Adequagio do titulo; =
* Os critérios de inclusio nio estdo claros:
Nio foram apresentados os critérios de exclusio;
Adequagio do TCLE.

HMowsw

Andlise da Comissio de Ensino e Pesquisa — CENP: Aprovado.

Comentirios Finais:

) Apds andlise das respostas aos questionamentos apontados em parecer anterior,
consideramos que todas as pendéncias foram atendidas. Portanto, decidimos pela
aprovacio final do projeto em referéncia.

Parecer Final:
Projeto Aprovado

/

) IDENTE
FUNDAGRD ANTONIO PRUDEN
Hospital do Cdncar A. L. Camargo

Comité de Etica am Pasquisa
Praf. O Lidz Paulo Knwalaki
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Anexo 8 - Péster apresentado na American Association for Cancer

)

6 Abril

2

(

Annual Meeting 2011

Research 102"

Abstract Number 5563

Germline TP53 mutation in very early onset breast cancer patients without BRCA7 and BRCA2 mutation in Brazilian population

Hospital Cannevan MC', Listoa BCG', Brertanl MM2, Martel G, Haimaut P? Carraro DM™, Acnatz MI'#

» LiFraumen| syndroma (LF8) is an autosomal dominant highly
L, cancer by a8 variety of
early onsat tumors.

*Incomplete forms of LPS are bermed Li-Fraumeni-fike (LFL).

» Germline mutations of the TPS3tumour suppressar gane have baen
detected In approximately 0% and 20% of the LFS and LFL families,
respectively,

=Carriers have a B0% riek of developing @ cancer bafore age 30 and a
Ifetime risk of 80%.

» Breast cancer Is the most common tumor found In the LFSILFL
mszounting for 26% of all tumors described.

» Recently, the Nationel Comprehensive Cancer Network guldelines for
Hereditary Cancer (2010) Indicated that TPS83 germiine mutation testing
should be considered for women with breast cancer before the age of 30,
without a BRCATIERCAZ mutztion detected,

The aim of this study |s to identify the role of germiing mutations In TP&3
gene in woman with early onset braast cancer who do not carry a BRCAT
ot BRCAZ mutation, ragardiess of family histery.

 Hotpltal 4.0 Camirgs - Fundatds Aridnio Prudesia, FAR. Séa Paso SF, Brasl
" Fasubtdachs te Medisirm da Unbaesidace on Sdo Pauin, FRUSP - Bin Paua 5P, 3raal
* infarmticral Agancy tor Rawwersh on Canee, MWRCMHE - Lyan, Fance
“ mutiiute Nesiol o Osnogandenicy — MCITOL Shs Paulo 39, Bras
#-miall: rasna_cannangBhcancer s br

Material and Methods

&1 femakes
[duchal invasive broest cancer)

Fe 0N

‘Vary early breast cancer (VEBC) Earty breast cancer (EEC)
(behars age 30) | [Detwean age 30 snd 38)

Feripheral blocd = Garmiine DNA

'
Sequencing of P83

Results and Discussion

» B6,6% (18M1) of all patients had a family history of cancar.

A7,1% (741} fulfilled clinizal eritaria for LFL
122% (6i41) fulfilled clinical criteria for Hereditary Breast and
Owvary Cancer (HBOC),

T,3% (3/41) fer both LFL and HBOC syndromes.

122% (6M41) had no Information regarding family

I D
Figure 2 6 Peslignee af the patiert (MUOI0305) who sariars e gemmine muiation §.'1430 b Giromatogrm
of e wain §of 7R80 gene. 1am o poten 143

# B.7% (1/18) of tha VEBC carried a germiine mutation In TP83 gane.
Missense mutation DNA binding, p.v143M, (GTE>ATG).
# Mutation prediction

»  Borting intolerant From Tolerant software (SIFT) 5 deleterious.

= Align GVGD software - neutral.
* No mutation was found in the EBS group.
* Interestingly, the patlent who carriad & germiine mutation in TP&3 did
net have & family history of tumors typical of LFS/LFL. Parental DNA was
not available for tasting.
* Qur findings suggest that TPS3 germline mutations may be invelved in
VEBZ, aceordingly to provisus reperts (Gonzales et al. 2008),

Conclusion

Dua to tha possible banefit of sarly detection through surveillancs and
the impact on trestment decisions, we Suppart that |t is Important to
offar TREF testing In patients who develop breast cancer before age 30
without detected BACAT/BRCAZ mutation.,

="

cancer histery,
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