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RESUMO

Oliveira LP. Investigagcdao da diversidade proteica, transcricional e
genémica de TP53 e seu impacto em adenocarcinomas colorretais. Sdo

Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagao Antbnio Prudente].

O cancer colorretal (CCR) é resultado da interagao de fatores ambientais
com multiplos fatores genéticos. O gene TP53 regula muitas funcgdes
celulares e apresenta-se mutado na maioria dos casos de CCR. Mutacgbes,
polimorfismos e variagbes de expressao génica fornecem a base genética
para a diversidade humana e podem ter um papel crucial na variabilidade
fenotipica e susceptibilidade as doengas. O estudo analisou as alteragbes
em TP53 encontradas e buscou associacdes entre os achados com a
expressao imunoistoquimica e os dados clinicopatoldgicos. Foram realizadas
analises da proteina, do cDNA e gDNA de TP53 em 101 pacientes com CCR
submetidos a cirurgia no Hospital AC Camargo, no periodo de 2000-2006.
Foram encontradas mutagdbes em TP53 em 54,5% dos tumores. As
mutagdes foram mais frequentes no grupo de pacientes que apresentaram
reagdo imunoistoquimica positiva para p53 (48,5%) do que no grupo
negativo (51,5%) (p < 0,001). Foram encontradas trés (3%) mutagdes
sinbnimas, o que corresponde a 8,8% das mutagdes pontuais; uma (33,4%)
delas levando a ruptura do sitio de splicing. Foram encontradas oito
insercdes/delegdes (7,9%), quatro (50%) delas descritas pela primeira vez e
trés (37,5%) delas levando a ruptura do sitio de splicing. O polimorfismo
PIN2 (c.74+38C>G) foi encontrado em 89,1% dos pacientes. A frequéncia do
alelo G foi de 0,72. O polimorfismo PIN3 (c.96+41_96+56del16) foi
encontrado em 21,8% dos pacientes. A frequéncia do alelo A2 foi de 0,12. O
polimorfismo 72Pro>Arg foi encontrado em 85,4% dos pacientes. A
frequéncia do alelo Pro72 foi de 0,26 para o cDNA e 0,23 para o gDNA,
diferenca encontrada devido a expressao preferencial de um dos alelos em

40,7% dos heterozigotos. A expressdo de p53, a mutagdo de TP53, a



presenca do alelo A2 e expressao do alelo Pro72 foram associadas
significativamente as caracteristicas clinicopatolégicas que conferem pior
comportamento tumoral e progndstico adverso. Assim, a analise do cDNA de
TP53 foi importante para determinar seu padrdo de alteracdo e a
contribuicdo especifica do alelo expresso. Os dados obtidos foram
congruentes com a forte associagao que existe entre a mutagao de TP53 e o
seu acumulo proteico, ainda que este acumulo tenha sido verificado na
minoria das amostras. Existe envolvimento de mutagdo sinbnima com o
mecanismo de splicing. As associagbes com os dados clinicopatolégicos
indicam que os polimorfismos em TP53 podem ter um papel na

agressividade do CCR.



SUMMARY

Oliveira LP. [Investigation of protein, transcriptional and genomic
diversity of TP53 and its impact on colorectal adenocarcinomas]. S&o

Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

Colorectal cancer (CRC) is the result of the interaction of environmental
factors with multiple genetic factors. The TP53 gene regulates many cellular
functions and is presented mutated in the majority of CRC cases. The
mutations, polymorphisms and variations in gene expression provide the
genetic basis for human diversity and may have a crucial role in the
phenotypic variability and disease susceptibility. The study examined the
TP53 alterations and sought associations between the findings with the
immunohistochemical expression and clinicopathological data. We studied
101 patients, who underwent surgery at AC Camargo Hospital in the 2000-
2006 period, through analysis of the protein, cONA and gDNA of TP53. We
found 54.5% of tumors with mutations in TP53. The mutations were
significantly more frequent in the group of patients with positive
immunohistochemistry reactions for p53 than in the negative group (p <
0.001). Synonymous mutations were found in three tumors, one of them
leading to disruption of the splicing site. We found eight insertions/deletions,
four of them described for the first time and three of them leading to the
rupture of the splicing site. The PIN2 (c.74+38C>G) polymorphism was found
in 89.1% of patients. The frequency of the G allele was 0.72. PIN3
(c.96+41_96+56del16) polymorphism was found in 21.8% of patients. The
frequency of the A2 allele was 0.12. The polymorphism 72Pro>Arg was
found in 85.4% of patients. The frequency of allele Pro72 was 0.26 for the
cDNA and 0.23 for the gDNA. This difference was found because it was
noticed the preferential expression of one allele in 40.7% of heterozygotes.
The expression of p53, the TP53 mutation, the presence of the A2 allele and

the allele Pro72 expression were significantly associated with tumor



characteristics that confer worse tumor behavior and unfavorable prognosis.
The analysis of TP53 cDNA is important to determine the pattern of alteration
and the specific contribution of the allele expressed. This approach is
consistent with the strong association that exists between TP53 mutation and
its protein accumulation. Synonymous mutations are involved with splicing.
The associations with clinocophatological characteristics indicate that TP53

polymorphisms may play a role in the aggressiveness of CRC.
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER COLORRETAL

O céancer colorretal (CCR) € uma das causas mais frequentes de morte
por cancer nos paises industrializados, tanto para homens quanto para
mulheres, com uma incidéncia anual de 800.000 novos casos no mundo,
representando 8,5% de todos os novos tumores (GATALICA e
TORLAKOVIC 2008). Estima-se que o CCR seja responsavel por 13% das
mortes relacionadas ao cancer (ASHKTORAB et al. 2008). No mundo, o
CCR é o terceiro tipo de cancer mais frequentemente diagnosticado em
homens - depois de pulmdo e prostata, e o segundo mais comum em
mulheres - depois de mama (FERLAY et al. 2010).

De acordo com as estimativas brasileiras do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), o numero de casos novos de CCR para o ano de 2012 foi de
14,75 casos novos a cada 100 mil homens e 15,94 para cada 100 mil
mulheres (Ministério da Saude 2011).

O CCR é dividido nas formas esporadicas e hereditarias. Analises de
correlagdo entre os fenotipos de gémeos monozigoticos com CCR sugerem
que a susceptibilidade herdada é responsavel por apenas 35% de todos os
casos de CCR. Entretanto, apenas 6% dos CCRs ocorrem no contexto de
genes de alta penetrancia que ja sado conhecidos por serem a causa de

sindromes familiares, como a Polipose Adenomatosa Familiar e a Sindrome



de Lynch (DA SILVA et al. 2010; VALENTIN et al. 2011), de forma que a
maior parte do risco genético para o CCR permanence desconhecido
(STADLER et al. 2010). Assim, a maior parte dos casos de CCR é
esporadica.

Nos ultimos anos, a incidéncia de CCR tem aumentado em areas antes
consideradas de baixo risco. Acredita-se que isso se deva ao
envelhecimento da populagao, a adogao de estilos de vida com tendéncia
mais sedentaria e a um aumento na preferéncia e aceitacdo de dietas pouco
saudaveis, baseadas em gordura animal, baixa ingestdo de frutas, vegetais
e cereais, bem como excessivo consumo de alcool e tabaco (FRANCO e
FRANCO 2005).

O fator progndéstico isolado mais importante para o CCR ainda é o
estadiamento. O estadiamento do CCR é realizado através do sistema de
estadiamento do American Joint Committee on Cancer (AJCC)/Union
Internationale Controle Cancer (UICC), baseados no sistema TNM, que
classifica os tumores colorretais com base na extens&o da invasao local na
parede do o6rgao (estadio T), numero de linfonodos loco-regionais
comprometidos (estadio N), e a presenca ou auséncia de metastases a

distancia (estadio M).

1.2 CARCINOGENESE COLORRETAL

FEARON e VOGELSTEIN (1990) propuseram um modelo de

desenvolvimento de CCR onde o carcinoma colorretal surgiria e progrediria



através de estagios histoldgicos devido ao acumulo de alteragbes genéticas
e epigenéticas em genes criticos que controlam a proliferacdo e a morte
celular. Estes eventos ocorrem de maneira ordenada e sequencial,
demonstrando uma estreita correlacido entre as alteracidos e os aspectos
morfolégicos de cada estagio.

No modelo proposto, a tumorigénese envolve uma série de alteragoes
genéticas envolvendo a ativagdo de oncogenes (RAS) e a inativagao de
genes supressores de tumores, particularmente aqueles nos cromossomos
59 (gene APC), 17p (gene TP53) e 18q (gene DCC). A alteragao inicial
envolve o gene APC, cuja perda ou mutagdo € responsavel pelo estado
hiperproliferativo encontrado no epitélio das lesdes iniciais. Em seguida a
hipometilagao levaria a aneuploidia, resultando em perda de alelos de genes
supressores.

Os trés estagios de adenoma apresentam alteragées de aumento de
tamanho, displasia e alteragées na morfologia das vilosidades. A mutagao de
KRAS ocorre em uma célula do adenoma ja existente e através de expanséao
clonal produz um tumor maior e mais displasico.

As perdas cromossdémicas mais frequentes estdo representadas pelo
possivel alvo do evento de perda, assim como o tempo de perda na
progressao. As deleg¢des do segundo alelo dos genes supressores em 17p e
18q ocorrem em um estagio mais tardio da tumorigénese do que as
delegcbes na regido do cromossomo 5q ou as mutagdes no gene RAS.
Entretanto, a ordem dessas alteracbes nao é invariante, de forma que o

acumulo destas alteracdes, ao invés da ordem de acometimento, parece ser



mais importante na determinagao das propriedades biolégicas dos tumores.
Os tumores continuariam a progredir assim que os carcinomas fossem
formados, e 0 acumulo de perdas de genes supressores em Cromossomos
adicionais se correlacionaria com a habilidade de matastatizagdo dos
tumores (FEARON e VOGELSTEIN 1990).

Outras alteragbes, como a perda significante de grupos metil, também
foram encontradas entre os eventos precoces da tumorigénese colorretal. O
estudo de pequenos adenomas revelou que aproximadamente um terco das
regides estudadas apresentavam perdas de grupos metil que estavam
presentes na mucosa colénica normal, sugerindo assim, que existe uma
perda de 10 a 20 milhdes de perdas de grupos metil por célula (GOELZ et al.
1985; FEINBERG et al. 1988).

Apesar perda da metilagdo do DNA foi associada a inibicdo da
condensagao dos cromossomos e pode levar a nao disjungédo mitética
(SCHMID et al. 1984), resultando na perda ou ganho de cromossomos.
Assim, a hipometilagcdo pode contribuir para a instabilidade gendmica
tumoral e alterar a taxa com a qual alteragdes como as perdas alélicas
acontecem.

Um estagio particular da progressdo do adenoma avangado para o
adenocarcinoma envolve o gene TP53. A mutagcao do gene TP53 parece
demarcar a transigdao de adenoma, que é uma lesao benigna, para um tumor
maligno, sendo observada em 70% dos carcinomas colorretais esporadicos
(DONEHOWER et al. 1992). O modelo de carcinogénese descrito acima se

encontra demonstrado na Figura 1.
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Fonte: MUTO et al. (1975); FEARON e VOGELSTEIN (1990).
Figura 1 - Via de Carcinogénese do CCR. A figura mostra a sequéncia de

alteracdes genéticas atribuidas a via de progressao adenoma-carcinoma.

1.3 O GENE TP53

O gene TP53 € um gene supressor tumoral (MIM#191170) localizado
na regido 17p13.1 e é responsavel pela codificagdo de uma fosfoproteina de
53 kDa, que é o fator de transcricdo para varios genes que regulam o
funcionamento celular. O tamanho aproximado do gene TP53 é de 20 Kb e é
composto por onze exons, sendo o primeiro deles nao codificante. A
sequéncia codificante contém cinco dominios caracterizados por fungdes
especificas (MAY e MAY 1999). O dominio de transativagdo compreende os
aminoacidos 1 ao 61, no qual se encontra o sitio de ligacdo a proteina
MDM2 (do inglés, murine doble minute 2), que regula a expressdo da
proteina p53. O dominio seguinte é composto por uma regido rica em
residuos de prolina, entre os aminoacidos 61 e 94, e é seguida pela regiao
central, que contém o dominio de ligagado ao DNA, entre os aminoacidos 94
a 292, uma regiao de alta frequéncia de mutacbes. A regido entre os

aminoacidos 292 e 325 possui o sinal de localizagédo nuclear. O dominio de



oligomerizacdo (aminoacidos 325 a 356) € de fundamental importancia na
configuragédo tridimensional de p53, responsavel pela multimerizagdo da
proteina, que se unira formando um tetramero. O dominio final € o de
regulacédo, entre os aminoacidos 356 e 393. A estrutura do gene TP53

encontra-se representada na Figura 2.

| _1aD | PRR p53C E | TET | cT

1 61 94 292 325 3586 393
Fonte: JOERGER e FERSHT (2008).

Figura 2 - Figura representativa dos dominios do gene TP53. TAD — dominio

de transativagcado. PRR: regi&o rica em prolinas. p53C: dominio de ligagdo ao DNA. TET:

dominio de tetramerizagdo. CT: regido carboxi-terminal. Entre os aminoacidos 292 e 325

fica o sinal de localizag&o nuclear (NLS — nuclear localization signal).

A proteina p53 regula muitas fungdes celulares, incluindo progressao
do ciclo celular, reparo do DNA, senescéncia, apoptose e metabolismo
celular (EL-DEIRY et al. 1994; HOLLSTEIN e HAINAUT 2010).

A indugao de p53 pode ter trés principais consequéncias: parada do
ciclo celular e reparo ao DNA; direcionamento para morte celular
programada (apoptose); ou parada permanente na replicacdo celular
(senescéncia). Tais programacgbes alternativas sao direcionadas pela
mesma proteina através da indugdo da transcricdo de genes alvos, e
fundamentalmente por modificacbes covalentes nos residuos de
aminoacidos da proteina, funcionando como um “codigo de barras” que
especifica qual promotor génico sera reconhecido para estimulacdo ou

repressao, e também direcionando a proteina para diferentes localizagdes



dentro da célula (LEVINE et al. 1991; LANE 1992; HAINAUT 1995;
O'FARRELL et al. 2004).

Quando ocorre um dano no DNA, a proteina p53 torna-se estavel e
entdo ativa genes como o p27 e o GADD45, que levam a parada do ciclo
celular em G1 permitindo o reparo do DNA, antes que a célula se dirija para
fase S. Se o dano for irreparavel, p53 medeia a ativagcdo de genes que
resultam na morte da célula. Estudos mostram que a ativagao do gene TP53
nao é apenas decorrente do dano no DNA, mas também decorrentes de
genotoxicidade, hipoxia, hiperoxia, citocinas, fatores de crescimento,
estresse oxidativo, alteragdes metabdlicas, contato entre as células, ativacao
de oncogenes e varios outros fatores (PRIVES e HALL 1999).

A proteina p53 pode se localizar no citoplasma, mitocéndria ou
nucleo, ligada ou n&do a outras proteinas que determinam suas fungdes,
interagcbes ou taxa de degradagdo. As modificacbes em p53 podem
influenciar na sua localizacdo celular, e assim, ter importante impacto na
especificidade de sua funcdo, ja que dependendo da localizagdo, esta
proteina pode ter distintos, ou algumas vezes opostos mecanismos de agao
ou efeitos na fisiologia ou no crescimento celular. No nucleo, o principal
efeito é a ativagdo ou repressdo de genes que controlam o destino celular.
No citoplasma e mitocdndria, os mecanismos pelos quais p53 influencia o
comportamento celular sdo mais diversos e menos estudados. A influéncia
de p53 na autofagia (processo que, dependendo das circunstancias, pode
aumentar a sobrevivéncia celular reciclando macromoléculas em condi¢des

de deplecédo) € um exemplo disso. O efeito na autofagia parece ser mais



inibitério quando p53 é sequestrado no citoplasma, mas potencialmente
estimulatério quando p53 esta concentrado no nucleo, onde tem atividade
transcricional (PRIVES e HALL 1999). Um diagrama representativo das

funcdes ja descritas de p53 encontra-se na Figura 3.
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Figura 3 - Vias de agao de p53. Diagrama representativo das interagoes,
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A ligagdo com MDM2 também induz a exportagdo de p53 do nucleo
para o citoplasma (LUIUNGMAN 2000). O dano ao DNA e os sinais de
estresse induzem modificagdes pds-traducionais em p53 que desregulam o
complexo p53/MDM2, levando ao acumulo proteico. A ubiquitinacdo de p53
por MDMZ2 produz varios efeitos. Enquanto a poli-ubiquitinagao
essencialmente serve como alvo para a degradac&do, a mono-ubiquitinagao
regula as fungdes de p53 independentemente de processos de degradacgao,
talvez por aumentar a exportagao nuclear de p53 (LUUNGMAN 2000).

Os diversos parametros que determinam a expressao, modificacao,
acumulo e localizacdo das proteinas p53 podem explicar como um unico
gene pode apresentar um extensivo repertério de atividades. Além do
controle pdés-traducional da degradacédo de p53 em resposta ao estresse, a
expressao de p53 é alvo de multiplas regulagdes, no nivel transcricional e
pos-transcricional e ainda traducional.

Varios mecanismos podem alterar a fungdo de TP53, dentre eles, a
perda de heterozigose (LOH), a metilacdo do DNA, os miRNAs, os
polimorfismos e as mutacdes. As mutacbes sao as principais alteracdes
verificadas na carcinogénese, no entanto, outros mecanismos que levam a
inativacdo da p53 podem ocorrer nas células neoplasicas. Estas alteracdes
incluem a perda de um alelo ou mesmo de todo o cromossomo, o sequestro
e destruicao da proteina ativa por proteinas celulares ou virais, repressao
transcricional, degradacgao proteica acelerada, modificacdo da conformagao
da proteina, inativacdo proteica e alteracdo na distribuicdo celular da

proteina (HAINAUT 2005; HOLLSTEIN e HAINAUT 2010). Sua inativagéao
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resulta na perda de fungdo da proteina p53 e tem papel importante na
tumorigénese e progressao de varios tumores, incluindo o CCR.

A mutagcdo no gene TP53 é a alteragcado genética mais comumente
encontrada em tumores humanos, evidenciando que suas fungdes limitam o
crescimento tumoral. Inumeros estudos envolvendo o gene TP53 tém
revelado uma complexa rede de fatores que regulam o seu desempenho. O
gene tem varios promotores, formas alternativas de splicing e sitios
alternativos de iniciacdo da traducdo. Mais de 10 isoformas de p53 tém sido
identificadas. No nivel pés-traducional, a atividade de p53 depende da sua
concentracdo celular, nas mudangas qualitativas em sua estrutura,
localizac&o intracelular, atividade de ligagdo ao DNA e de interagbes com
outras proteinas (HAINAUT 2005; HOLLSTEIN e HAINAUT 2010).

Nos ultimos anos um numero crescente de mutacdes somaticas foi
identificado por diferentes grupos, levando a geragcéo de banco de dados
mutacionais, como, por exemplo, o da International Agency for Research on
Cancer (IARC) denominado IARC p53 Mutation Database (http://www-
p53.iarc.fr/index.html).

Dentro desse levantamento de mutagdes, um grupo importante de
mutagdes pontuais em TP53 sao mutagdes sindbnimas, caracterizadas por
alteracbes que nao resultam em alteragdo do aminoacido e, portanto, nao
resultaria em alteracbes proteicas. Entretanto, o numero de mutacdes
sinbnimas depositado no banco do IARC é muito maior do que o esperado
se essas mutagdes fossem realmente neutras (LAMOLLE et al. 2006). E

além, acredita-se que este tipo de mutagdo ocorra em maior frequéncia do
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que tem sido reportado até o momento (CHAO et al. 2001). A explicagao
mais comumente aceita da ocorréncia das mutagdes sinbnimas nos tumores
seria uma consequéncia da mutabilidade que afeta as células neoplasicas.
Entretanto, um grupo no Uruguai tem estudado a distribuigcdo espacial deste
tipo de mutagées no gene TP53 e tem observado, por meio de diferentes
abordagens estatisticas, que a distribuicdo das mutagdes sinbnimas nao é
um fendmeno ao acaso. Especificamente, as mutacbes sinbnimas se
encontram localizadas nos cdédons que codificam aminoacidos relevantes no
ponto de vista funcional, e também tendem a se localizar em provaveis
regides reguladoras de splicing (LAMOLLE et al. 2006).

Tem sido proposto que as variagbes em regides reguladoras de
splicing podem resultar em efeitos deletérios no processo de splicing dos
precursores do RNA mensageiro (pré-mRNA). Estas mutagcbes poderiam
provocar a omissao completa de um exon, a retencdo de um intron ou
mesmo a introducdo de novos sitios de splicing em exons ou introns
(BARALLE e BARALLE 2005). Por este motivo, as mutagdes sinbnimas ou
mesmo as nao sindnimas localizadas em regides reguladoras de splicing
poderiam ser implicadas no desenvolvimento e evolugdo do cancer
(LAMOLLE et al. 2006). Em outros genes associados ao cancer, tais como o
gene MLH1 (AUCLAIR et al. 2006) e BRCA1 (ORBAN e OLAH 2001), tem se
mostrado que mutagdes sinbnimas estdo envolvidas com o processo
carcinogenénico devido ao fato que estas afetam sequéncias regulatorias e
produzem splicing aberrante. Entretanto, para o gene TP53 estas evidéncias

experimentais ndao foram encontradas até o momento. Desta forma, o estudo
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da presenga de mutagdes sinbnimas em tumores colorretais e sua
correlagdo com a incidéncia de splicing aberrante € uma abordagem inédita.
Os tumores colorretais sao neoplasias propicias a este tipo de estudo ja que
a presenca de mutagcbes do gene TP53 é€ muito frequente neste tipo de
tumor.

Os eventos genéticos sequenciais multiplos envolvidos na
tumorigénese resultam da ativagdo de oncogenes e na inativagdo de genes
supressores de tumor, o que permite escape das células da estrita regulagao
normal. Assim, a expressao de proteinas supressoras tumorais € finamente
regulada, de forma que a expressao aberrante de um gene pode predispor
individuos ao desenvolvimento de cancer (LIM e MAHER 2010).

Estima-se que 50% dos tumores humanos apresentam mutagao no
gene TP53 sendo que a maioria das mutagcbes sdo missense, levando a
sintese de uma proteina completa (SOUSSI e BEROUD 2001), que perde a
funcdo de se ligar ao DNA, que tem sua degradacédo através da proteina
MDM2 inibida e, entdo, se acumula no nucleo das células tumorais. A
detecgao do acumulo intracelular da proteina p53 através da técnica de
imunoistoquimica em tumores colorretais, como resultado de uma mutagao
missense €& amplamente aceita, sendo que 80-90% destes casos
apresentam positividade para a proteina p53. Este acumulo pode nao ser
evidenciado em aproximadamente 10% dos casos, o que pode ser
decorrente da delecdo do gene em ambos os alelos, ou ainda, quando
ocorre uma mutagédo que nao afeta a meia-vida da proteina p53 (HARRIS e

HOLLSTEIN 1993; HANSKI et al. 1996).
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Assim, a divisdo em grupos definidos pela presenga ou nao da
expressao da proteina p53 deve-se a estreita correlacdo entre expressao
desta proteina e a presenga de mutagdo no gene TP53 (SOUSSI e
BEROULD 2001). Sabe-se que a proteina p53 selvagem apresenta uma vida
média muito curta de aproximadamente 5 a 20 minutos (GIACCIA e
KASTAN 1998). Em contraste, a proteina oriunda de um gene mutado
apresenta uma vida média longa e por isso é faciimente detectada pela
metodologia de imunoistoquimica (COGGI et al. 1997).

Supbe-se que a variagdo na fungdo de genes responsaveis pelos
mecanismos de reparo ao DNA e de controle do ciclo celular, na presenca
de dano causado por carcinégenos, constitui-se em um mecanismo atrativo
para explicar a variagao interindividual de susceptibilidade (TANG et al.
2010).

O gene TP53, como um importante mediador contra insultos
genotdxicos, representa um candidato para susceptibilidade ao CCR.
Polimorfismos e diferengas de expressao génica fornecem a base genética
para a diversidade humana (PASTINEN et al. 2006; STOREY et al. 2007). A
variagao de expressao alélica, em particular, pode ter um papel crucial na
variabilidade fenotipica e susceptibilidade as doencgas.

Os polimorfismos de base unica (SNPs) tém sido reportados por
influenciar o risco a varios tumores (CHUNG e CHANOCK 2011). O gene
TP53 apresenta varios polimorfismos, sendo a maioria intrénicos. O SNP de
transicdo CCC para CGC no cédon 72 esta localizado no exon 4

(rs1042522), levando a uma substituicio do aminoacido prolina para
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arginina. Muitos estudos caso-controle tém sido conduzidos para entender a
associacado entre este SNP e o CCR. Entretanto, os resultados ainda sao
inconsistentes.

Algumas linhas de estudo mostraram que as duas variantes do SNP
72Pro>Arg conferem diferentes propriedades para a proteina p53 (MARIN et
al. 2000). As variantes ndao sdo bioquimicamente equivalentes, ja que
diferem na capacidade de indug¢do da transcrigdo génica, na interagdo com
p73 e no direcionamento para o proteassomo. Além disso, este polimorfismo
mostrou taxas diferentes de modulagao da apoptose em diferentes sistemas
experimentais (MAMMANO et al. 2009).

O alelo Pro72 é menos eficiente do que o alelo Arg72 na supressao
da transformagdo celular e indugdo da apoptose. MARIN et al. (2000)
sugeriram que o alelo Pro72 mostra uma diminuigdo na eficiéncia de ligagao
a p73 e consequentemente, inibindo a apoptose dependente de p73 nos
mutantes.

QOutro polimorfismo muito estudado em TP53 é o polimorfismo de
insercdo de 16 pb no intron 3 (alelo A2; PIN3; rs17878362;
c.96+41_96+56del16). Estudos sugerem que a insergédo de 16 pb no intron 3
interfere no mecanismo normal de splicing e no processamento do mRNA, o
que leva a uma diminui¢cdo da expressao de p53 (GEMIGNANI et al. 2004).
Além disso, o polimorfismo PIN3 tem sido associado a um aumento de risco
para muitos tumores (WANG-GOHRKE et al. 1998; WANG-GOHRKE et al.

1999; WESTON et al. 1997; COSTA et al. 2008; HU et al. 2010). A
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frequéncia deste polimorfismo é de 0,2 para caucasianos (OLIVIER et al.
2010).

Além das alteragdes genéticas encontradas em TP53, as associagdes
destas alteragbes com fatores clinicopatolégicos podem fornecer dados
relevantes para o melhor entendimento da carcinogénese colorretal. Um
estudo recente, que avaliou o uso de folato e o risco de CCR, observou a
associagao de uma baixa ingestao de folato com aumento no risco de CCR,
apenas nos tumores que apresentam mutacdo no gene TP53
(SCHERHAMMER et al. 2008). No entanto, estes tipos de estudos foram
realizados nos Estados Unidos e Europa e sabe-se que os fatores
ambientais podem influenciar os diferentes tipos de tumores sob o aspecto
molecular em populagdes diferentes, tornando a busca de correlagcdes entre
as alteragbes no gene TP53 e os aspectos clinicopatélogicos de fundamental

importancia.

1.4 SPLICING ALTERNATIVO

O splicing alternativo € o processo pelo qual um uUnico gene pode
produzir diferentes transcritos, que podem apresentar diferentes atividades e
sdo responsaveis por grande parte da diversidade protedbmica (CLANCY
2008).

O mecanismo bioquimico através do qual o splicing ocorre tem sido
bem estudado em varios sistemas e atualmente esta bem caracterizado. Os

introns sdo removidos dos transcritos primarios por clivagem através do
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reconhecimento de sequéncias conservadas nas extremidades 5" e 3" dos
introns. Comumente, a remocao do intron ocorre com o reconhecimento das
bases GU na extremidade 5 e AG na extemidade 3" do intron. Outra
sequéncia importante € o ponto de quebra, composto por uma base adenina,
localizado de 18 a 40 nucleotideos upstream da extremidade 3 do intron.
Por fim, uma sequéncia importante para o reconhecimento é o trato de
polipirimidina, regiao rica em bases timina e citosina, localizada cerca de 15
nucleotideos usptream da extremidade 3" do intron. O splicing ocorre no
spliceossomo, em varias etapas e € catalizado por pequenas
ribonucleoproteinas (snRNPs), que reconhecem as bases dos sitios de
quebra e removem o intron através da formacdo de um lago e ligam os
exons covalentemente (CLANCY 2008).

Durante o curso das pesquisas sobre splicing, foram descobertos
padrdes alternativos de splicing através da mesma molécula de pré-mRNA,
gerando diferentes mMRNAs funcionais. O primeiro exemplo de splicing
alternativo foi demonstrato em adenovirus, onde uma molécula de pré-
MRNA resultava em diferentes moléculas de mRNA contendo diferentes
combinagdes de exons (BERGET et al. 1977).

As isoformas de p53 foram identificadas em estudos sobre padrdes de
expressdo. MATLASHEWSKI et al. (1984) clonaram a variante N-terminal do
MRNA de p53 humano e WOLF et al. (1985) detectaram uma variante C-
terminal de p53 de camundongo produzida por splicing alternativo e

posteriormente isolada em células humanas.
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Variantes de splicing de TP53 de humanos e camundongos foram
descritas a mais de 10 anos (MATLASHEWSKI et al. 1987, FLAMAN et al.
1996, ARAI et al. 1986), mas a existéncia e o significado destas variantes
foram reconhecidos na ultima década (COURTOIS et al. 2002, GHOSH et al.
2004, BOURDON et al. 2005, BOURDON 2007). Um total de 10 isoformas
humanas é atualmente caracterizado por ser produzido por splicing
alternativo, uso alternativo de sitio de iniciacédo ou de promotor (MARCEL e
HAINAUT 2008; MARCEL et al. 2011). O papel e a atividade destas

isoformas ainda n&o sao totalmente compreendidos.

1.5 HRM

A técnica de High Resolution Melt (HRM) é uma nova tecnologia que
permite o rastreamento de alteragbes génicas em fragmentos amplificados
previamente ao sequenciamento. Trata-se de uma poderosa técnica para
deteccdo de mutagdes, polimorfismos, diferengas epigenéticas em amostras
de fita dupla de DNA. E uma metodologia que analisa a curva de dissociagéo
de duplas-fitas de DNA, baseada na diferenca da temperatura de melting
(dissociacédo) e no formato da curva. Uma das vantagens na utilizacdo de
HRM é reduzir a quantidade de amostras a serem sequenciadas, rastreando
as alteragbes ndo conhecidas no gene de forma rapida. Além disso, a
técnica permite que os produtos de PCR sejam sequenciados apos simples
diluicdo, eliminando novos ciclos de PCR para gerar produtos para o

sequenciamento.
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A regiao de interesse € amplificada utilizando iniciadores especificos
na presenca de agentes fluorescentes intercalantes de DNA, que sé&o
incorporadas na formacado da dupla fita de DNA. A analise de HRM é
realizada aquecendo a amostra da dupla fita de DNA de 50°C até 95°C, de
forma a atingir a temperatura de denaturacdo das fitas de DNA, que se
separam, liberando o agente intercalante. Dessa maneira, no inicio da
analise existe uma alta fluorescéncia incorporada nas duplas fitas, e a
medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia diminui com a
denaturacdo das fitas de DNA. A temperatura de dissociacdo das fitas de
DNA corresponde a temperatura onde metade do produto amplificado esta
dissociada (denaturada) e é dependente da sua sequéncia de bases, de
forma que uma alteragdo de base na regido amplificada provoca mudanca
na temperatura de dissociagao, que pode ser identificada e analisada por
softwares especificos, originando curvas de dissociagcédo especificas. Assim,
a técnica de HRM é um método eficiente, rapido, flexivel e conveniente para
a identificacdo (screening) da presenga de mutagdes, reduzindo a
quantidade de amostras que podem posteriormente ser investigadas pelo
sequenciamento (VOSSEN et al. 2009). A analise de HRM é realizada em
equipamentos de PCR em tempo real, como o 7500 Fast ou 7900HT Real-
Time PCR System (Life Technologies, Estados Unidos).

Até o inicio do presente trabalho existiam, na literatura, apenas dois
estudos avaliando o gene TP53 através de HRM, um com tumores de mama
e outro com tumores de ovario. Atualmente ainda existem pouquissimos

estudos que utilizam HRM para um rastreamento de alteragdes em TP53,
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nenhum deles realizado com tumores colorretais. Alguns estudos
demonstraram correlacbes e discrepancias entre o acumulo de p53
mutacbes em seu gene utilizando diferentes metodologias, como SSCP
(single strand conformation polimosphism), DHPLC (denaturing high
performance liquid chromatography) e sequenciamento direto, mas nao
utilizando o HRM (SZYBKA et al. 2009).

BALIC et al. (2009) conseguiram avaliar a metilagdo de DNA
proveniente de 66 amostras de CCR de material parafinado utilizando HRM
com consistentes resultados. A possibilidade de estudar material parafinado

utilizando HRM torna a tecnologia ainda mais promissora.
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2 JUSTIFICATIVA

O mal funcionamento da via de p53 é uma caracteristica quase
universal dos tumores humanos (VOGELSTEIN et al. 2000; VOUSDEN et al.
2007). Mutagdes somaticas em TP53 que resultam na perda de fungao de
p53 é um dos mecanismos mais comuns na tumorigénese. A perda direta do
funcionamento apropriado de p53 é frequentemente associada com um
prognoéstico desfavoravel em alguns tipos de cancer (PETITJEAN et al.
2007).

As mutagdes associadas aos tumores esporadicos surgem nas
células somaticas tanto espontaneamente, quanto como consequéncia de
um dano ao DNA. As mutagdes relacionadas ao cancer sao usualmente
substituicbes de base unica que resultam em trocas do aminoacido, e na
maioria das vezes, concentradas na regiao de ligagao ao DNA. Tipicamente,
tais mutacdes associadas aos tumores culminam com a perda da fungao
normal de p53 (WHIBLEY et al. 2009).

Mais de 200 polimorfismos foram identificados em TP53. Ao contrario
das mutacdes associadas aos tumores, espera-se que a maioria dos
polimorfismos sejam fenotipicamente silenciosos. Poucas variantes
comprometem as atividades normais de p53, ainda que estes efeitos sejam
mais sutis do que os causados pelas mutagdes. Devido a importancia das

proteinas p53 na supressao dos tumores, polimorfismos que alterem a
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funcdo de p53 podem afetar o risco de cancer, a progressao ou ainda a
resposta ao tratamento (WHIBLEY et al. 2009).

Além disso, a combinacdo dos efeitos causados pelas alteragdes em
TP53 e as exposi¢cdes ambientais pode influenciar no risco de cancer e no
curso da doenca.

Enquanto existem evidéncias de que tanto os polimorfismos
codificantes quanto os reguladores contribuem para a variagdo observada
nos complexos tracos humanos, suas contribuicdes relativas ainda precisam
ser determinadas. As diferengas de expressao entre alelos do mesmo gene
tém sido observadas em varias espécies, incluindo os humanos. Tais
diferencas de expressao dos alelos sao interessantes devida a possibilidade
que elas possam contribuir para uma variagao fenotipica entre individuos
(PANT et al. 2006).

Em contraste com o progresso elucidando a regulagdo da fungao de
p53 selvagem, o controle da atividade das proteinas mutantes de p53 ainda
€ pouco conhecido.

Este trabalho apresenta fundamental importancia para um melhor
entendimento da carcinogénese colorretal. O CCR €é uma doencga
heterogénea, na qual varios mecanismos moleculares estao relacionados
com seu desenvolvimento e progresséo. Na tentativa de estabelecer regimes
de quimioprevencao e tratamentos personalizados, € necessario entender
melhor os achados moleculares.

Adicionalmente, este estudo visa ndo somente verificar achados

prévios em literatura, mas também ampliar o conhecimento atual e
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proporcionar novos resultados para linhas de investigagcao futuras, visando
contribuir para o conhecimento cientifico. Em suma, o projeto proposto
pretendeu coletar, analisar, interpretar e disseminar as informacdes

resultantes do estudo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel das alteragdes encontradas

no gene TP53 em tumores colorretais e buscar associagdes com os dados

clinicopatologicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar alteragdes das sequéncias de mRNA (cDNA) do gene TP53 e
a expressao proteica de p53 por imunoistoquimica;

Verificar a frequéncia das alteragdes em TP53 encontradas em CCR;
Verificar a frequéncia de mutagbes sindnimas relacionadas ao
mecanismo de splicing;

Analisar as sequéncias de gDNA para verificar se existe diferenga
entre as alteragdes encontradas através do sequenciamento do cDNA
e do gDNA;

Buscar associagcbes entre as alteragdes encontradas e os dados
clinicopatologicos;

Padronizar e avaliar a utilizagdo da técnica de High Resolution Melting

para rastrear as alteragcdes em TP53.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 SELEGAO DOS CASOS

O estudo utilizou amostras biologicas de pacientes com CCR
esporadicos submetidos a cirurgia no Hospital A.C. Camargo no periodo de
2000-2006. O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital AC Camargo, com o numero de parecer CEP 1042-08.
Trata-se de um estudo observacional transversal, que, apesar de nao
envolver uma intervencao ativa, contempla a avaliagdo de um importante

potencial de risco.

4.1.1 Critérios de Inclusao
Foram selecionados casos que apresentaram tumores colorretais
congelados pareados com tumores que tenham sido fixados em formalina e
embebidos em parafina (FFEP), com:
e Confirmacgao diagndstica de adenocarcinoma;

e Confirmacgao do estadiamento.

4.1.2 Critérios de Exclusao
e Pacientes que receberam tratamento cirurgico ou quimioterapico

prévio em outra instituicao;
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e Pacientes que receberam tratamento neoadjuvante com radio ou
quimioterapia;

e Pacientes que tiveram outra neoplasia primaria, com excecao de
neoplasias de pele ndo melanoma,;

e Pacientes portadores de sindromes associadas a predisposicao de

tumores colorretais.

Foram levantados dados de 396 casos de CCR que se encontravam
armazenados no Banco de Tumores do Hospital AC Camargo, excluindo 77
pacientes com tumores prévios, 10 com tumores sincrénicos, 31 que fizeram
neoadjuvancia, 15 operados do tumor primario em outra instituicdo, 1 com
prontuario incompleto, 1 com retocolite ulcerativa, 5 com polipose familiar, 17
com sindrome de Lynch e 8 por falta de material em parafina ou congelado
para analise. Amostras com menos de 60% de células tumorais ou com
material diminuto foram descartadas.

Foram levantados os dados clinicos dos pacientes em fichas
padronizadas, como: sexo, idade, habito de fumar, idade do diagndstico,
localizagdo do tumor colorretal, uso de adjuvancia pds-cirurgia, recidiva do
tumor e situagdo do paciente ao final do seguimento. Dados como:
estadiamento TNM, grau de diferenciacdo do tumor, presengca de
embolizagado vascular sanguinea ou linfatica, invaséo perineural, presenca
de necrose suja, presencga de reagao Crohn’s-like, tipo histolégico, presenca

de budding e padrédo de crescimento de borda tumoral foram revistos pelo
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patologista gastrointestinal (RAC). A ficha utilizada para coleta e organizagao
dos dados encontra-se no Anexo 1.

Deste levantamento foram selecionadas 101 amostras de CCR. Os
dados foram revistos nos prontuarios individuais. A avaliacéo
imunoistoquimica (IHC - immunohistochemistry) foi realizada no tecido
tumoral FFEP arquivado. Ja a avaliagao do RNA e do DNA foi realizada no
tecido congelado pareado que se encontrava no Banco de Tumores.

Foram estudadas amostras de DNA proveniente de sangue de 97
pacientes sem CCR e sem histéria familiar de CCR até o 2° grau de
parentesco, que foram utilizados como controles. Foram avaliados 46

homens e 51 mulheres, com média de idade de 49 anos (20-80 anos).

4.2 IMUNOISTOQUIMICA (IHC)

O estudo imunoistoquimico foi realizado em todos os tumores
selecionados, em cortes de 3 ym dos blocos de parafina dos tumores,
utilizando anticorpo contra a proteina p53 (clone DO7, diluigdo 1:100,
DAkoCytomation cat#M3701, Glostrup, Dinamarca), seguindo protocolo
anteriormente estabelecido (Anexo 2).

A leitura das laminas foi realizada utilizando microscopio &ptico
comum e a extensao da positividade das células foi analisada em toda

extensdo do tumor em porcentagem de células malignas positivas.
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4.3 EXTRAGAO DE RNA E DNA

O RNA e DNA das amostras foram extraidos do tecido fresco
congelado correspondente ao tecido FFEP.

Foram realizados cortes de 5 ym em creostato a -20°C dos tumores
selecionados que se encontram congelados em laminas de vidro em
temperatura ambiente. Estas laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina. A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico comum, e
nas laminas que apresentaram mais que 60% de tecido tumoral foram
realizadas microdissecgao manual total ou parcial para a subsequente
extragao dos acidos nucleicos.

O RNA foi extraido do material congelado utilizando-se reagente
Trizol® (Life Technologies, Estados Unidos), seguindo protocolo padréo
(Anexo 3). A quantificacdo e avaliagdo da qualidade foram realizadas
utilizando-se 1ul de RNA no Picochip 6000 no equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent, Estados Unidos), conforme exemplificado na Figura 4.
Amostras com valores de indice de integridade (RIN) inferiores a 3 foram

descartadas.
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Figura 4 - Controle da extragdo de RNA. A figura representa o resultado da

eletroforese do RNA de uma das amostras no Bioanalyzer. Os picos de RNA 18S e 28S

estao evidenciados.

O DNA de todos os casos foi extraido utilizando-se fenol/cloroférmio
(Anexo 4), quantificado utilizando-se 1pyl de DNA no NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) e a seguir avaliado quanto a sua integridade através de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com iniciadores especificos para a
B-actina: Foward 5' - GTGTTGTGGGTGTAGGTAG- 3' e Reverse 5' -
CATGTCACACTGGGGAAG - 3', contendo 211 pares de bases (Figura 5). A
B-actina foi utilizada nas rea¢gdes como controle de qualidade integridade do

material obtido. O DNA foi armazenado a - 20°C.
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Figura 5 - Controle da extragdo de DNA. A figura representa o resultado da

amplificagdo do DNA extraido utilizando iniciadores de [-actina. M- marcador de peso

molecular; 1-9: amostras; CTL- controle positivo; NO- reagdo sem DNA.

4.4 DESENHO DOS INICIADORES PARA SEQUENCIAMENTO

Foram desenhados iniciadores entre os exons 2 e 11 para
amplificacdo e avaliagcao de splicing de toda a regiao codificante, tanto para
0 sequenciamento dos transcritos (cCDNA) quanto para o sequenciamento do
DNA gendmico (gDNA). O gene TP53 possui 11 exons com uma molécula
codificadora de 1.182 pb.

Para o desenho dos iniciadores procurou-se seguir 0s seguintes
critérios: composi¢cao de bases C e G dos iniciadores em torno de 50%;
comprimentos de no minimo 15 bases; temperatura média de anelamento de
55°C; e diferengca de no maximo 2°C entre os pares de iniciadores. Para
verificar a presenca de estruturas secundarias entre os homo ou
heterodimeros foi utilizado o programa OLIGOTECH versdo 1.00
(Copyright© 1995), considerando como permitido a formacdo destas
estruturas na temperatura de até 20°C. Todos os iniciadores foram diluidos a
uma concentracdo estoque de 100 yM, de onde foram feitas aliquotas de

trabalho na concentracéo de 10 pM.



31

A localizagdo dos iniciadores estdo demonstradas na Figura 6. As

sequéncias dos iniciadores estdo descritas nos Quadros 1 e 2 do Anexo 5.

A
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Figura 6 - Representagao da localizagdo dos iniciadores. A: representagdo dos
iniciadores utilizados para amplificacdo do cDNA; B: representacdo dos iniciadores

utilizados para amplificagdo do gDNA. Os pares de iniciadores estéo indicados por cores.

45 AMPLIFICACGAO POR REAGAO EM CADEIA DA

POLIMERASE (PCR) DO cDNA

O RNA das 101 amostras foi convertido em cDNA por transcricéo
reversa utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Life
Technologies, Estados Unidos), seguindo as instru¢ées do fabricante. Foi
utilizado 1 ug de RNA para cada reacéo de 20 pL. A reacéo foi incubada em
termociclador seguindo as seguintes condi¢cdes: 10 minutos a 25°C, 120
minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C. Desta reacdo, 1 yL do produto da
transcricao reversa foi utilizado como molde para a reacédo de PCR.

A PCR foi realizada em um total de 25 pL, sendo: 0,2 mM de dNTPs
(Life Technologies, Estados Unidos), 1,5 mM MgCI2, 0,3 uM de iniciadores
especificos e 1,5 U de Platinum Tag DNA Polymerase (Life Technologies,

Estados Unidos).
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O cDNA foi utilizado em duas reacdes de PCR diferentes, uma para o
fragmento 5’ do exon 2 ao 6 e outra para o fragmento 3’, do exon 6 ao 11.
Cada um deles foi amplificado com um par de iniciadores especificos (5’
E2ForE/E6RevE, e 3’ E6ForE/E11RevE). A reacdo foi incubada em
termociclador utilizando as seguintes condigdes: 15 minutos a 95°C, e 30
ciclos de 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 52°C (fragmento 5’) ou 51°C
(fragmento 3’), e 2 minutos a 72°C. Finalmente uma extensdo de 10 minutos
a72°C.

Apos da amplificacdo, 10 pL do produto de PCR foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1% utilizando SyberSafe (Life Technologies,
Estados Unidos). Nao foi necessario utilizar amplificacdo por nested PCR
devido a um bom rendimento no primeiro round de amplificacdo, de forma
que todos os produtos gerados foram amplificados utilizando-se apenas um

par de iniciadores.

46 AMPLIFICAGAO POR REAGAO EM CADEIA DA

POLIMERASE (PCR) DO gDNA

Para amplificagdo dos exons 5 ao 11 do gDNA, a PCR foi realizada
em um total de 25 pL, sendo: 60 ng de DNA, 0,2 mM de dNTPs (Life
Technologies, Estados Unidos), 1,5 mM MgCl,;, 0,2 pyM de iniciadores
especificos e 0,7 U de AmpliTag Gold® DNA Polymerase (Life Technologies,

Estados Unidos).
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Para amplificacdo dos exons 2 ao 4 do gDNA, a PCR foi realizada em
um total de 20 pL, sendo: 60 ng de DNA, 0,2 mM de dNTPs (Life
Technologies, Estados Unidos), 1,5 mM MgCl;, 0,3 pyM de iniciadores
especificos e 0.5 U de Platinum Taq Hi-Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen,

Estados Unidos).

4.7 SEQUENCIAMENTO DIRETO

Para a reagao de sequenciamento utilizou-se 1 uL de ExoSAP-IT
(USB, Estados Unidos) para realizar a purificagdo de 7 yL do produto da
PCR, para degradar o excesso de iniciadores e de dNTPs. A reacéo foi
incubada 30 minutos a 37°C, seguido de 15 minutos a 80°C para inativagéo
das enzimas.

Em seguida, 3 pL do produto da PCR purificado foi utilizado para 10
ML de reacdo de amplificagdo para o sequenciamento com 0,3 pM de
iniciador especifico e 1 yL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Life Technologies, Estados Unidos). A reagao foi incubada 2 minutos a
95°C, mais 40 ciclos de 18 segundos a 95°C, 18 segundos a 52°C, e 4
minutos a 60°C.

Para o método de precipitacdo da reacdo de sequenciamento foi
adicionado a reacao 1ul de EDTA 125 mM (pH 8,8) e Acetato de Sodio 3M
(pH 5,2), além de 30 ul de etanol 100%. Em seguida, a reacao foi deixada no
escuro para precipitacdo do DNA, em temperatura ambiente, por 15 minutos.

Apos a precipitacdo, a reagao foi levada a centrifuga por 45 minutos a 4000
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rom e, em seguida o sobrenadante foi eliminado vertendo-se a placa e com
uma rapida centrifugacdo da placa invertida para total eliminacdo do
sobrenadante. Adicionou-se 30 pl de etanol 70% ao produto precipitado para
lavagem, seguido de uma centrifugagcdo de 45 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi eliminado vertendo-se a placa e a reacdo foi levada ao
termociclador a 95°C por 20 minutos, para evaporagao do etanol. As
amostras foram ressuspendidas em 13 pl de formamida Hi-Di (Life
Technologies, Estados Unidos), denaturadas a 95°C em termociclador por 3
minutos e, imediatamente acondicionadas em gelo por 5 minutos. O
sequenciamento foi realizado no equipamento ABI PRISM 3130xI Automated

Genetic Analyser (Life Technologies, Estados Unidos).

48 HRM

As reagbes de HRM foram feitas no Real-Time Fast 7500 (Life
Technologies, Estados Unidos), sendo necessarias trés calibragdes:
Background (com agua), que assegura o minimo de variagdo de sinal do
fundo da placa; Pure Dye, utilizando a placa comercialmente pronta
MeltDoctor™ HRM Calibration Plate, que calibra o equipamento para
reconhecer a fluorescéncia presente no master mix; e por fim, a calibragao
HRM, utilizando a mesma placa comercial, que calibra o software a
quantificar a fluorescéncia durante a curva de dissociacdo. A curva de
dissociagdo € gerada utilizando o “expert mode”, que coleta os dados

apenas em um filtro, e, portanto, gera mais pontos de dados necessarios
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para a “alta resolugdo” necessaria a técnica de HRM. N&o é utilizada
nenhuma referencia passiva.

Todas as calibracbes do equipamento foram realizadas utilizando
placas customizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os
resultados das curvas resultantes da calibracdo HRM estdo demonstrados

na Figura 7.



36

Amplification Plot Melt Curve

10000000

1000000

100000

10000

ARR

1000 %

Dersvation Faperter (-Fr)

2 4 & B W 12 14 18 1@ N ® ¥ X W W B M B W 4

Cycle

[ (] Cc Mo WF lF N m-

Legerd wa e me L we ws "o
’V-A B lc Bip ME HF Hc H+H Temgerslurs (°C)

Figura 7 - Graficos representativos das calibracbes de HRM, amplificagcao

da placa comercial (esquerda) e a curva de dissociagao derivada (direita).

Além das calibragdes, foi comprado um kit de controle positivo do
fabricante, o MeltDoctor™ HRM Positive Control Kit (Life Technologies,
Estados Unidos). Trata-se de um par de iniciadores e trés amostras de DNA
compostas por variantes homozigota dominante, heterozigota e homozigota
recessiva. Serve para verificar se o software estd sendo capaz de detectar
as variantes corretamente. Assim, o kit de controle positivo foi utilizado antes
das andlises de HRM para o gene TP53, e apresentou os resultados
esperados na deteccdo das trés variantes, conforme demonstrado na Figura

8.
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Figura

8 -

Graficos representativos das

anadlises de HRM para o

MeltDoctor™ HRM Positive Control Kit (Life Technologies, Estados Unidos).

A: amplificagdo das amostras; B: curva de dissociagdo; C: dados brutos; D: derivados da

curva de dissociagao; E: alinhados da curva de dissociagéo; F: grafico com a diferenga

relativa entre as amostras, mostrando a presenca das trés variantes esperadas.
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Para todos os ensaios foi utilizado o master mix MeltDoctor™ HRM
Master Mix (Life Technologies, Estados Unidos), que contém MgCly,
MeltDoctor™ HRM Dye a a AmpliTag Gold® 360 DNA Polymerase. Todas
as reagdes foram preparadas utilizando pipetador automatico Qiagility
(Qiagen, Alemanha).

Para as andlises do gene TP53 foram testadas trés concentragdes
finais de iniciadores na reacgao: 0,1 uM, 0,2 uM e 0,3 uM, combinados um a
um em uma matriz de diluicdo, totalizando 9 reacbes para cada ensaio
(exon), realizados em duplicata. Os resultados revelaram que a
concentracdo 6tima para as reagdes foi a menor utilizada para todos os
iniciadores, de 0,1 uM.

Em todas as reagbes foram utilizadas 40 ng de DNA, concentragao
ideal que foi encontrada nos testes de padronizacido. Todos os testes foram
realizados em duplicatas, na mesma reagao de amplificacdo e dissociacao,
incluindo-se o controle negativo na amplificagdo, que deve ser omitido na
analise do HRM.

Para as corridas de quantificagcdo absoluta para amplificar o DNA
foram feitas reagdes em 20 pl, sendo: 10 pl de MeltDoctor™ HRM Master
Mix (Life Technologies, Estados Unidos), 1 pul de cada iniciador
(concentragao final de 0,1 mM cada), 40 ng de DNA por reagao e agua para
completar o volume final.

A reacao foi realizada utilizando as seguintes condi¢ées: 10 minutos a
95°C para ativagao enzimatica; 40 ciclos de 15 segundos a 95°C para

denaturacdo e 1 minuto a 60°C para anelamento e extensao; e para a curva
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de dissociacao 10 segundos a 95°C para denaturagao, 1 minuto a 60°C para
anelamento, 15 segundos a 95°C para o high resolution melting e 15
segundos finais para anelamento.

Caracteristicas normais de amplificagcao sdo: niveis de fluorescéncia
que ultrapassam o threshold (nivel arbitrario de fluorescéncia estabelecido
dentro da regido de crescimento exponencial) entre os ciclos 8 e 35;
aumento exponencial de fluorescéncia; e picos definidos na curva de
dissociacao.

As andlises de HRM foram realizadas no High Resolution Melt
Software v3.0.1. Nas curvas de Derivative Melt e Raw Melt sdo definidas as
regides de pré-melt (todos os amplicons estdo em dupla-fitas), active melt
(pico que indica a temperatura de anelamento onde metade dos amplicons
esta dissociada) e pds-melt (todos os amplicons estdo em simples-fitas),
regides que sao usadas para definir os dados nas curvas de Aligned Melt e

Difference Plot, onde as variantes sao mais facilmente identificaveis.

4.9 ANALISE DAS ALTERAGOES

Os resultados dos sequenciamentos foram analisados com o
programa CLC Main Workbench (CLCbio version 4.6) e comparados com a
sequéncia normal de TP53 (NM_000546 para o cDNA e NC_000017 para
gDNA) para detectar as mutagdes no gene. As sequéncias apresentadas na

cor verde representam resultados do sequenciamento utilizando iniciadores
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foward. As sequéncias apresentadas na cor vermelha representam

resultados do sequenciamento utilizando iniciadores reverse.

Para as predigdes de ruptura ou nova formagao dos sitios de splicing,
foram utilizados 0s programas NNSPLICE 0,9
(http://www. fruitfly.org/seq_tools/splice.html) e HSF (Human Splicing Finder -
Version 2.4.1 - http://www.umd.be/HSF/HSF.html - DESMET et al. 2009). O
programa NNSPLICE utiliza uma rede neural artificial para predizer os sitios
de splicing através de curvas de fungdes parabdlicas, sem prévio
conhecimento das bases conservadas dos sitios doadores e aceptores de
splicing. O programa HSF prediz o efeito das mutagcbes comparando as
sequéncias dos mutantes com as sequéncias normais, utilizando as
sequéncias conservadas de reconhecimento da maquinaria de splicing.

Para as mutagdes do tipo missense foram utilizados algoritmos
complementares para a predicdo da patogenicidade das alteragdes. Os
algoritmos e os critérios utilizados estdo descritos a seguir:

o Funcionalidade: predicdo sobre a funcionalidade da proteina mutante
de acordo com sistemas de leveduras, segundo KATO et al. (2003),
baseado na atividade transcricional de promotores especificos.

o AGVGD (http://agvgd.iarc.fr). O programa AGVGD combina as
caracteristicas biofisicas dos aminoacidos com os multiplos
alinhamentos das sequéncias proteicas para predizer se mutagdes
missense sao deletérias ou neutras, utilizando a matrix de Grantham
de conservacdo dos aminoacidos: Grantham Variation (GV) e

Grantham Deviation (GD). Os valores de GV < 61,3 foram
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considerados como mutacgdes deletérias e valores de GV > 61,3 ou 0
< GD = 61,3 foram consideradas como mutacdes neutras.

SIFT (http://sift-dna.org). O programa SIFT prediz se uma substituicao
afeta a fungéo proteica baseado na homologia das sequéncias e das
propriedades fisicas dos amimoacidos. Os valores do SIFT sdo de 0 a
1, escores <0,05 foram considerados como alteragdes que afetam a
funcdo proteica, enquanto escores =0.05 foram considerados como
“tolerantes”, seguindo as recomendagdes do programa.

DNE: predicdo referente ao efeito dominante negativo da proteina
mutante sobre a proteina p53 selvagem, segundo DEARTH et al.
(2007). Mutantes foram considerados como “sim” se possuiam efeito
dominante negativo tanto sob os promotores de WAF1 e RGC;
considerados como “moderado” se possuiam efeito dominante
negativo sob um dos promotores; e considerados como “n&o”, se néo
possuiam efeito dominante negativo sob nenhum dos promotores
estudados.

Estrutura/Funcao: predigdes funcionais derivadas de modelos
computacionais que levam em conta a estrutura 3D das proteinas
mutantes e selvagens, baseados nos dados de dominio de
transativagao estudados por KATO et al. (2003). Prediz o impacto
funcional das mutagdes sobre o dominio de ligacdo do DNA de p53.
Mutagcbes sao classificadas como funcionais (mais de 40% de

atividade quando comparado a proteina selvagem) ou nao funcionais
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(menos de 40% de atividade quando comparado a proteina

selvagem).

Todas as mutagdes pontuais encontradas no presente estudo ja foram
descritas anteriormente e encontram-se publicadas no Banco de Dados do
International Agency for Research on Cancer — (IARC http://www-
pS53.iarc.fr/). Além disso, algumas mutagdes ja possuem diferentes estudos
funcionais, sejam em leveduras, outros sistemas, ou mesmo predicbes
através de estudos de bioinformatica que utilizam a sequéncia proteica para
predizer os efeitos das mutacdes sobre a estrutura e/ou fungao da proteina
mutante.

A versao utilizada é a do Banco de Dados R15, publicada em
novembro de 2010. O banco R15 contém 27.580 mutacbes somaticas, 597
mutagcbes germinativas, dados funcionais de 2.314 proteinas mutantes e
dados do gene TP53 de 2.263 linhagens celulares (PETITJEAN et al. 2007).

Para a comparacido e analise das frequéncias alélicas dos
polimorfismos estudados foram utilizados os valores dos alelos de menor
frequéncia (MAF - minor allele frequency) dos dados do 7000 Genome
phase 1 genotype (Release: May 2011), que estudou 1094 individuos,
populagao hoje considerada como a populagao padrao.

A nomenclatura utilizada para as mutacdes encontradas é baseada no

trabalho proposto por DEN DUNNEN e ANTONARAKIS (2001).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

As informacdes obtidas da revisdo dos prontuarios médicos e o0s
resultados obtidos das analises de p53 foram registrados em planilha de
dados Excel e a andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
Statistical Package for Social Sciences, versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
Estados Unidos). As associagdes entre a expressao, mutagao, polimorfismo
e as variaveis clinico-patologicas foram verificadas através do teste de
frequéncias do qui-quadrado e o teste exato de Fisher. As estimativas da
probabilidade de sobrevida foram obtidas através do método de Kaplan-
Meier. As curvas de probabilidade de sobrevida cumulativa foram
comparadas pelo teste do log-rank. As estimativas dos fatores progndsticos
independentes foram obtidas através do modelo de regressédo de Cox na
técnica stepwise (forward). O nivel de significancia de 5% foi adotado para

todos os testes estatisticos (p<0,05).
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5 RESULTADOS

51 EXPRESSAO PROTEICA DE p53

O grupo de estudo foi composto por 52 (51,5%) amostras com
auséncia de expressao de p53, 36 (35,6%) amostras com expressao de p53
em mais de 70% das células tumorais e 13 (12,9%) amostras com
expressao de p53 entre 20 e 70% das células tumorais. Os dois ultimos
subgrupos foram analisados conjuntamente, formando o grupo de amostras
com expressao positiva para p53 (48,5%). A Figura 9 exemplifica as reagdes

de IHC realizadas.
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Figura 9 - Fotomicrografias de tecidos tumorais representando os perfis de

coloracdo obtidos para p53 nas reacgdes de IHC. A- representa um caso
demonstrando expressao da proteina em todas as células neoplasicas; B- representa um

caso demonstrando auséncia de expressao da proteina.
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Em relagdo a expressao proteica por IHC, das cinco (5%) amostras
que nao apresentam mudanga na sequéncia codificante de TP53, quatro
delas (80%) apresentaram auséncia de expressao proteica de p53 e uma

(20%) apresentou expressao positiva.

5.2 ANALISE MUTACIONAL DE TP53 DO cDNA

O grupo de estudo do presente projeto constituiu-se de 101 amostras.
A mutacdo no gene TP53 foi um evento comum no presente estudo, sendo
encontrados diferentes tipos de mutagdo entre os pacientes. A analise
destas sequéncias mostrou 147 eventos de trocas nas 101 amostras, dos
quais 58 sao alteragcbes pontuais encontradas em mais de uma amostra
(missense, nonsense, sinbnima e polimorfismos), quatro inser¢gdes e quatro
delegbes (indels). Cinco (5%) amostras ndo apresentaram alteragcdo na
sequéncia codificante de TP53, ou seja, nem muta¢gées nem polimorfismos
exodnicos. A frequéncia de pacientes com alteragdes encontradas nos
tumores colorretais foi de 54,5% (55), excluindo-se os polimorfismos.

Em relacdo aos 34 tipos diferentes de alteracdes pontuais detectadas,
duas (5,9%) representam polimorfismos conhecidos (36Pro>Pro e
72Pro>Arg) trés (8,8%) sd&o mutagbes sinbnimas (224Glu>Glu e
338Phe>Phe), duas (5,9%) sdo mutagbes nonsense (196Arg>Stop e
349Glu>Stop) e 28 (82,3%) sao missense. A descrigdo dos achados sera

discutida em tépicos especificos.
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Das 96 amostras com alteragdo no gene TP53, 82 (85,4%) delas
contém um polimorfismo conhecido nas populacbes humanas, a troca
c.215C>G, que corresponde a mudanga do aminoacido prolina (Pro72) para
arginina (Arg72) na posigdo 72 da proteina, onde esta o dominio PRR
(proline rich domain). Destas, 41 (50%) das amostras possuem apenas este
polimorfismo na regido sequenciada e as 41 (50%) restantes apresentam
mais de uma troca além do polimorfismo. As outras 14 (14,6%) amostras
apresentam outras mutacdes sem a presenga do polimosfismo na posicao
72 da proteina. Andlises envolvendo o polimorfismo 72Pro>Arg foram
detalhadas em artigo cientifico submetido (Anexo 9).

Conforme esperado, foram encontradas mais mutagdes no grupo de
pacientes que apresentaram reagdo imunoistoquimica positiva (70,9%) do
que no grupo dos negativos (21,7%; p < 0,001) (Tabela 1). Essa diferenca
também foi observada entre os tipos de alteragbes encontradas (missense,
nonsense, silenciosas e indels) quando analisadas individualmente e
também quando agrupadas, entre missense, outras alteracbes e sem
alteragdes (p < 0,001) (Tabela 1). Da mesma maneira, essa diferenga entre
0os grupos também foi significativa quando comparadas as alteragoes
missense versus as demais alteracées, desconsiderando os pacientes para
0s quais ndo foi observada nenhuma alteragdo (p < 0,001) (Tabela 1).
Assim, 86,4% das alteragdes do tipo missense apresentam acumulagao de
expressao proteica, diferenga que se manteve estatisticamente significativa

em todas as analises.
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Tabela 1 - Associacao entre a frequéncia das alteragdes encontradas com a

expressao por IHC.

Analise Alteragao P53 negativo P53 positivo Total P
Presenca de Nao 36 (78,3%) 10 (21,7%) 46
P < 0,001
alteragao Sim 16 (29,1%) 39 (70,9%) 55
Missense 6 (13,6%) 38 (86,4%) 44
Nonsense 2 (100%) 0 2
Tipos de
Indels 7 (87,5%) 1(12,5%) P < 0,001
alteragoes
Sinénima 1 (50%) 1 (50%)
Sem alteragao 36 (78,3%) 10 (21,7%) 46
Missense 6 (13,6%) 38 (86,4%) 44
Tipos de Nonsense +
alteragoes Indels + 10 (83,3%) 2 (16,7%) 12 P < 0,001
agrupadas Sinénimas
Sem alteragéao 36 (78,3%) 10 (21,7%) 46
Missense 6 (13,6%) 38 (86,4%) 44
Diferenga entre Nonsense +
P < 0,001
alteragoes Indels + 10 (83,3%) 2 (16,7%) 12
Sin6nimas

5.2.1 Mutagdes sindnimas x Splicing

O rastreamento para a identificacdo de splicing aberrante utilizando a

observacado direta dos tamanhos dos produtos amplificados através de
eletroforese em gel ndo forneceu resultados satisfatorios, de forma que
nenhum produto amplificado possuia tamanho diferente evidente do
tamanho esperado para aquele amplicon. Dessa maneira, todos os produtos
gerados foram sequenciados, visando identificar todas as possiveis
alteracdes presente na sequéncia de p53.

encontradas  trés sinbnimas:  36Pro>Pro

Foram mutacgoes

(CCG>CCA), 224Glu>Glu (GAG>GAA) e 338Phe>Phe (TTC>TTT).
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Apenas uma (1%) amostra revelou evidéncia de mutagdo sinénima
relacionada ao mecanismo de splicing, de acordo com o resultado do
sequenciamento.

A amostra LC145T apresenta uma mutacdo sindbnima relacionada ao
mecanismo de splicing. Foi verificada a troca em heterozigose do ultimo
nucleotideo do exon 6 (c.672G>A; 224Glu>Glu; GAG>GAA), levando a
maquinaria de splicing a reconhecer um novo sitio de splicing no intron 6, o
que resultou na retencado de 5 bases do intron 6 na sequéncia do transcrito
(c.672_673insGTCTG), alterando o cddigo de leitura (Figura 10). Assim, um
cdédon de parada prematuro foi gerado entre os codons originais 246 e 247
(TGA) do exon 7. A amostra apresentou acumulo proteico de p53 em 20%
das células tumorais. Como a insercao nao havia sido descrita anteriormente
nos banco de dados disponiveis, foi feito um depdsito da sequéncia no NCBI
(National Center for Biotechnology Information), numero de acesso GenBank

JQ026209.



c.672G>A; p.Glu224Glufs24™

NM_000546_E6-11 GACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACATG

Exon 7

Consensus GACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCATATGAGCCGCCTGAGGTCGGCTCTGAAACTACCACCACCCACAACAACGACAAA

Coverage
[t

LC145_cDNA GACAGAAACTCTTTTIGACATAGTGTGGTGGTGCCATATGANCCNCNTGAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACATG

AN ;‘A‘a‘; - =

¢.672_673ins5 (intron 5)

Trace data

LC145 gDNA GACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGANGTETGETTTGCAACTGGGGTCTCTEGEAGGAGGGETTAA

Figura 10 - Mutacgéo sindnima ¢c.672G>A (p.E224E) que causou a ruptura do sitio de splicing, levando a retengdo de cinco

bases do intron em heterozigose.

50
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Outra amostra apresenta a mutacdo sinbnima 338Phe>Phe
(TTC/TTT) juntamente com o polimorfismo 72Pro>Arg, e auséncia de
expressao proteica. Nao existem estudos sobre esta alteragdo encontrada.
Por fim, a terceira mutacao sinénima identificada (36Pro>Pro) representa um
polimorfismo de baixa frequéncia na populacao que sera discutido em tépico

especifico.

5.2.2 Mutagdoes Nonsense e Missense

As duas amostras que apresentam mutacdo nonsense, que resultam
na formacao de uma proteina com cddon de parada prematuro, demonstram
auséncia de expressado proteica. Uma delas apresenta o polimorfismo
72Pro>Arg conjuntamente com a mutagdo. As duas mutagbes nonsense
encontradas apresentavam-se em heterozigose.

Todos os 28 tipos de mutacbes missense resultam em proteinas
preditas como deletérias e nao funcionais. Em relacdo a expressao proteica,
dos 28 tipos de mutagao observadas, apenas cinco (17,9%) apresentaram
auséncia de expressao proteica e todas elas apresentam mutagdes
acompanhadas do polimorfismo 72Pro>Arg. Apesar de nao alterar a meia-
vida da proteina, de forma a nao apresentar deteccdo da proteina por
imunoistoquimica, estas cinco mutagcbes também sio preditas como
deletérias e nao funcionais; sao elas: 175Arg>Cys (CGC>TGC), 244Gly>Asp
(GGC>GAC), 232lle>Thr (ATC>ACC), 248Arg>GIn (CGG>CAG) e

220Tyr>Cys (TAT>TGT).
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Dentre as 28 mutagbes missense, oito (28,6%) delas foram
encontradas em mais de uma amostra, assim distribuidas: 175Arg>Cys em
duas amostras, 175Arg>His em quatro amostras, 248Arg>GIn em trés
amostras, 248Arg>Trp em quatro amostras, 273Arg>Cys em trés amostras,
273Arg>His em duas amostras, 278Pro>Leu em trés amostras e 282Arg>Trp
em quatro amostras.

Os tipos de mutagdes missense encontradas estdo descritas no

Quadro 1.



Quadro 1 - Tipos de mutacdo missense e nonsense encontradas

Mutacao Troca
c.328C>T 110Arg>Cys
€.329G>T 110Arg>Leu
c.455C>T 152Pro>Leu
c.473G>A 158Arg>His
c.476C>A 159Ala>Asp
c.476C>T 159Ala>Val
c.488A>G 163Tyr>Cys
c.523C>T 175Arg>Cys
c.524G>A 175Arg>His
c.580C>T 194Leu>Phe
c.583A>T 195lle>Phe
c.587G>T 196Arg>Leu
c.586C>T 196Arg>Stop
€.632C>T 211Thr>lle
C.659A>G 220Tyr>Cys
c.659A>C 220Tyr>Ser
€.695T>C 232lle>Thr
€.722C>G 241Ser>Cys
c.725G>A 242Cys>Tyr
c.731G>A 244Gly>Asp
c.734G>C 245Gly>Ala
C.733G>A 245Gly>Ser
c.743G>A 248Arg>GIn
C.742C>T 248Arg>Trp
c.815T>C 272Val>Ala
c.817C>T 273Arg>Cys
c.818G>A 273Arg>His
c.833C>T 278Pro>Leu
c.844C>T 282Arg>Trp

c.1045G>T 349Glu>Stop

53
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5.2.3 Insercgoes, Delegoes e Splicing

O presente estudo encontrou quatro delecbes e quatro insercdes
(c.159delG, c.514_559del46, c.376_396del21, c¢.792_796del5, e
c.398 399ins4, c.217insC, c¢.672_673ins5 e ¢.455insC). A delegao
c.159delG esta representada na Figura 11. A delecdo c.792_796del5 esta
representada na Figura 12. A insercao ¢.398 399ins4 esta representada na
Figura 13. A insergéo ¢.217insC esta representada na Figura 14. A insergao
c.455insC esta representada na Figura 15. A inser¢ao c.672_673ins5 foi
representada anteriormente na Figura 10. A delecdo c.514_559del46 esta
representada na Figura 17. A delegado ¢.376_396del21 esta representada na

Figura 18.

140 160 180
|

c.159delG

NM_000546 T TGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCA
TranslationORF/CDS L M L S8 P D D 1 E @ w F T E D P G P D E A P

Consensus [ TGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAAACCCAGGTCCAAATGAACCTCCCA
TranslatonORF/ICDS L M L § P D D 1 E @ wW F T E N P G P N E P P

Coverage
1]

LC78 FITGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAABRACCCAGGTCCARATGAABCTCCCA
Translation ORF/CDS L M L S P D D 1 E Q@ W F T E N P G P N E P P

Trace data 1" ;"‘, A ,‘"ll f

LC78 RITGATGCTGTCCCCNGACGATANTGAACAANGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCA
TranslationORF/ICDS L M L S b b X E @ X F T E D P G P D E A P

N AN . f\
Tracedata, s AoV VA : AN Y AV
. { I N / AV, 1 LA

\ o
.'“', ,l'\-I Ty 'f"‘. NANN AN il /\Alﬂl " Al AR A N AN
v '[\[\_i \1'1_ A .l" vl A 'J‘I'v"ﬂ""\/\M A AT (‘&J W ‘m/V\m y\W'x' AN

Figura 11 - Delecdo c.159delG presente na amostra LC78T.
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780 BOO 8z0
| 1 |

Exon 8 €.792_796delACTGG Novo STOP

NM_000546 "CACACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCC
Translation ORF/CDS | T L E D 8 8 G N L L 66 R N s F E V R V C A

Consensus "CACACCGCAAGACTACAGTGGTAATCTGACGGGACGGAACAGATGTGAGGGGCGGGTTTGGGCC'
Translation ORF/CDS | T P @ D Y 8 G N L T 6 R N R € E G R V¥V W A

Coverage
[+

LC199 F " CACACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTEACGGNACNGNTITGANGTGNGNENT TENNNNTEECC”
Translation ORF/CDS | T L E D 8 § G N L T X X X " X X X L X X s

Trace data

LC199_ R INTCATCNCAANNGNAGANNNNNNNNNTNATNTGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCC
TranslaionORF/CDS( § § @ X X X X X X X * R N S8 F E VW R V¥V C A

Trace data

Figura 12 - Delegao c.792_796del5 presente na amostra LC199T.

400 420 440
| | |

c.399_400insTGAT Novo STOP

TranslationORF/CDS P A L N K ™M F € Q@ L A K T € P V Q L W V D s

Consensus CCCGCAACAAACAAGATGTTTTGCCAACTGACCAAGACCTGCCCGGTGCAGCTGTGGGTTGATTCC!Y
Translation ORF/CDS P A T N K M F c Q L T K T c P A Q L W Vv D s

Coverage
.

LC20 F CCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCTACTGACCEGANACNTGCCCEGGNGCEGNGTGTGRGTTGATTCC!Y
Translation ORF/ICDS P A L N K M F C L L T X T c P X R V C v D S

Trace data /' Uf'. H{ || AW S(\[\ [\ ._ :;":

LC20_ R CCCTCAACAAGNNNGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCY
TranslatonORF/CDS 7 & T X X M F € @ L A K T ¢ P V @ L W VvV D s

Figura 13 - Insergcdo ¢.398 399ins4 presente na amostra LC20T.
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200 220 240
| | |
€.216_217insC

NM_000546 :TCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCC
TranslatonORFICDS. P R M P E A A P P V A P A P A A P T P A

Consensus :TCCCAAAATGCCAAAGGCGGCTCCCCCCCGGGCCCCCGCACCAACAGCTCCTACACCCGCK
TranslatonORFICDS: P K ™M P K A A P P R A P A P T A P T P A

Coverage
[}

LC34_F TCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCEGGGECCCEGENNCCANCGNT FCNANNNCEGGL
Translation ORF/ICDS .+ P R M P E A A P P R G P G X X X s X X G

Trace data

LC34_ RITCCNGAAANNCCGAAGNTGGTTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCC
Translation ORF/CDS ! P E X P K X ¥V P P V A P A P A A P T P A

Trace data

Figura 14 - Insergéo c.217insC presente na amostra LC34T.

440 460 480
| |

c.455_456insC

NM_000546 3SCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCC -GCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCC.
TranslatonORF/ICDSC P V Q@ L W VvV D § T P P P G T R V R A ™M A

Consensus 3CCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCC.
TranslationORF/CDSC P V Q@ L W Vv D § T P XXXX P G T R V R A M A

2

Coverage
.

LC188 F SCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCEBGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCC,
TranslationORF/CDSC P V Q L W V D S§ T P XXXX P G T R V R A M A

ol

LC188_ R3CCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCC.
TranslatonORF/CDSC P ¥V Q@ L W Vv D § T P XXXX P G T R V R A M A

Trace data

Trace data

Figura 15 - Insercéo c.455insC presente na amostra LC188T.
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Como as alteragbes c¢.159del1, c.398 399ins4, c.672 _673ins5 e
c.792 796del5 nunca haviam sido descritas nos bancos de dados
disponiveis, as sequéncias destas variantes foram depositadas no NCBI

(National Center for Biotechnology Information), conforme Quadro 2.

Quadro 2 - Depésitos das indels identificadas

Bases Numero acesso
Descricéo Efeito
envolvidas GenBank
c.159del1 Delecao frameshift G JQ026207
€.398-399ins4 Insercao frameshift TGAT JQ026208
c.672_673ins5 Insercao frameshift GTCTG JQ026209
€.792_796del5 Delecao frameshift ACTGG JQ026210

Levando-se em conta o numero de alteracbes encontradas neste
estudo, dos 42 tipos de alteragbes encontrados, trés (7,1%) delas afetam o
mecanismo de splicing, por alterarem os sitios doadores ou aceptores. Em
relacdo a frequéncia do achado no grupo amostral, das 101 amostras, trés
(3%) apresentaram este tipo de alteracéo.

Dentre as mutagdes encontradas na regido codificante de TP53,
apenas uma mutacdo sinbnima foi responsavel por alterar o sitio de
reconhecimento da maquinaria de splicing (c.672G>A; c.672_673ins5),
conforme descrito anteriormente. Entretanto, duas das quatro deleg¢des
detectadas neste estudo também apresentaram relagdo com o mecanismo
de splicing, ja estas por alteragdées nas regides intrénicas, gerando a quebra

dos sitios de splicing. Assim, do total de oito eventos encontrados, duas
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delegdes e uma insergao (37,5%) possuem envolvimento com o mecanismo
de splicing, descritos a seguir e ilustrados nas Figuras 10, 16, 17 e 18.

A delegao c.514_559del46 elimina do RNA mensageiro de p53 a
porcao final 3’ do exon 5, eliminando 46 nucleotideos e, assim, suprimindo
da proteina 15 aminoacidos mais uma base, alterando, dessa maneira, o
cbdigo de leitura restante, de forma a gerar um cédon de parada prematuro
entre os cddons originais 246 e 247 (TGA) do exon 7. O sequenciamento do
gDNA tumoral revelou que essa delecao foi decorrente de uma mutagdo em
heterozigose do primeiro nucleotideo do intron 5 (¢.559+1G>A), eliminando o
sitio de reconhecimento para splicing. Assim, a por¢ao 5’ da regido deletada
possui as mesmas bases que seriam reconhecidas da porgcado 5’ do intron 5,
que sofreu mutacgao.

Da mesma maneira, no caso da delecdo em homozigose
c.376_396del21 (ou expressao de apenas um alelo), no sequenciamento do
gDNA foi encontrada uma mutagdo no penultimo nucleotideo do intron 4
(c.376-2A>G), eliminando o sitio de splicing e sete aminoacidos do inicio do
exon 5, de forma que a as bases da porcdo 3’ da porgcao deletada sao as
mesmas bases que seriam reconhecidas na porg¢ao 3’ do intron 4.

E por fim, a insercdo c¢.672 673ins5 foi causada pela mutagao
sinbnima do ultimo nucleotideo do exon 6 (c.672G>A), conforme descrito
anteriormente.

Todas as amostras que apresentaram dele¢des foram negativas para
p53 nas reagdes de IHC. Das amostras que apresentam insercdes, apenas

aquela com a insercdao c.672 673ins5 mostrou expressdo proteica
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detectavel, em 20% das células tumorais. Apenas a deleg¢ao c.376_396del21
se apresenta em homozigose; as demais dele¢des e inser¢des apresentam-

se em heterozigose nas amostras estudadas.
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Figura 16 - Variantes de splicing. A figura apresenta as regides dos padrdes atipicos

de splicing encontrados. As linhas tracejadas representam o local de unido dos exons para
cada caso de splicing. A: LC123T; B: LC130T; C: LC145T. WT = splicing normal.
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480 500 520 540 560 560
1 | [ | | 1

p.-Val172Valfs60*
c.514_559deld6
NM_000546 3CGCCATGGCCATC TACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCH

[Exon 6

Consensus 3CGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTCGGGACGCGCTGCACCCACCAAGACCACTGCAAAGATAGCGACGTGGAGAAGATGGGGATGAAAAAAACAC,

Coverage
I

LC123_e¢DNA 3CGCCATGGCCATC TACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTERGGAENCTCTRCANC CECTTAGEENAC TGCRANGATATNNTECGTETECACGTATT TEEATGANACARAECAC

Trace data .. [\ . /™| AN A AWAT AP ATS A A
e 4o N0 X 000N X X oK el s o
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Xk S -
¢.559+1G>A (intron 5)

LC123_cDNA 3CGCCATGGCCATC TACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGRTGAGCAGC TGGGGCTGGAGAGACGAC,
il
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Figura 17 - Mutacdo no intron 5 ¢.559+1G>A que causou a ruptura do sitio

de splicing, levando a deleg¢do de 46 bases do exon 5 (c.514_559del46).
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c.376_396del21

NM_000546 TACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTG
Exon 5b

Consensus CACGATCTCCGCACGGGCGCCCTGAATTCCAACACAGCCAACTCCCTCACCCGAACGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTG

Coverage
o

LC130_cDONA TACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACG == == === = s == o= s = s smne o ATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTG
o

a n I " ( fi
Trace dat: YT O I Mo N\ M At . I\ A A nn Ia," anal A
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.376-2A>G (intron 4)

c.
LC130_gDNA ICTTTATCTGTTCACTTGTGCCCTGACTTTCAACTCTGTC TCCTTCCTCTTCCTACNGEACTCCCCTGCCCTCAACAAGAT GTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTG

Trace data

Figura 18 - Mutagao no intron 4 ¢.376-2A>G que causou a ruptura do sitio

de splicing, levando a delegcao de 21 bases do exon 5 (¢.376_396del21).

5.2.4 Localizagcao das alteragcoes

Em relagdo a distribuicdo das alteragbes nos codons, verifica-se a
ocorréncia predominantemente em alguns deles, de forma que dez cdédons
foram encontrados alterados mais de uma vez, assim distribuidos: cédon
110 por duas vezes, cddon 159 por duas vezes, cdédon 175 por cinco vezes,
codon 196 por duas vezes, codon 220 por duas vezes, codon 245 por duas

vezes, codon 248 por seis vezes, codon 273 por cinco vezes, codon 278 por
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trés vezes e cbédon 282 por quatro vezes. A Figura 19 mostra uma
representacdo da frequéncia de alteragbes distribuidas ao longo dos

dominios de TP53.

N2 of mutations
=

Figura 19 - Distribuicdo das alteragdes ao longo dos dominios de TP53.

5.2.5 Polimorfismos

Apenas uma amostra apresenta o polimorfismo 36Pro>Pro
(rs1800370; CCG/CCA) juntamente com a mutagao 248Arg>Trp, que foi
predita como deletéria e ndo funcional. As predigdes vao de acordo com os
achados imunoistoquimicos, ja que esta amostra apresenta expressao
proteica de p53 nas células tumorais. A troca 36Pro>Pro representa um
polimorfismo de baixa frequéncia (MAF=0,0127), de acordo com os dados

do 7000Genome phase1.
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A alelo menos frequente do polimorfismo 72Pro>Arg (rs1042522) se
apresenta com 39% na populagao global (MAF=0,398) segundo dados do
1000Genome phasel. No presente estudo foram encontrados 67 (66,4%)
individuos Arg/Arg, 16 (15,8%) individuos Pro/Arg e 18 (17,8%) individuos
Pro/Pro. Em relagao a frequéncia alélica, 83 (82,2%) expressavam o alelo
Arg72 e 18 (17,8%) n&o expressavam. Assim, a frequéncia do alelo Pro72 foi
de 0,26. O detalhamento dos achados referente a expressao dos alelos e as

analises clinicopatoldgicas encontra-se no artigo submetido no Anexo 9.

5.2.6 Mutagoes e Polimorfismos — gDNA

Foram encontradas duas mutagdes intrénicas nos sitios de splicing
conforme descrito anteriormente, a ¢.559+1G>A no intron 4 e a ¢.376-2A>G
no intron 5.

Além disso, o polimorfismo PIN2 (c.74+38C>G) do intron 2 e o de
duplicacdo de 16 pb PIN3 (c.96+41 _96+56del16) do intron 3 foram
estudados, bem como o polimorfismo do exon 4 (72Pro>Arg) no DNA
gendmico tumoral.

Em relacdo ao PIN2, foram encontrados 11 (10,9%) individuos CC, 35
(34,7%) individuos CG e 55 (54,4%) individuos GG. A sequéncia referéncia
para TP53 (NC_000017) apresenta o alelo C como o alelo normal. Assim, a
frequéncia alélica para o alelo G foi de 0,72. Dentre as amostras que
apresentaram este polimorfismo, duas delas estavam entre as cinco
amostras que nao apresentaram nenhuma alteracdo na sequéncia

codificante ao sequenciamento do cDNA.
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Em relagdo ao PIN3, foram encontrados 79 (78,2%) individuos A1/A1,
19 (18,8%) individuos A1/A2 e 3 (3%) individuos A2/A2. Em relagcéo a
frequéncia alélica, 98 (97%) apresentavam o alelo A1 e 3 (3%) néo
apresentavam. Assim, a frequéncia do alelo A2 foi de 0,12.

Foram encontradas trés amostras homozigotas para o alelo A2, as

amostras LC34T, LC83T e LC187T (Figura 20).

11.000 11.020 11.040 11.080 11.080
| I | | 1

.96+41_96+56del16
dupl_c.96+41_96+56del16
ex 3 SNP

[
p53_NC_000017_genomico JACTTCCTGAAAACAACGTTCTGgtaaggacaagggttgggetggggacctggaggoctggggacctggagggetgggaggctggggaactgagg

Consensus SACTTCCTGAAAACAACGTTCTGGTAAGGACAAGGGTTGGGC TGGGGACCTGGAGGGCTGGGGACC TGGAGGGCTGGGGGGCTGGGGGGCTGAGG

Coverage
[

LC34T

Trace data lﬁ,\
L L

LCB3T SACTTCCTGAAAACAACGTTCTGGTAAGGACAAGGGT TGGGC TGGGGACCTGGAGGGCTGGGGACC TGGAGGGCTGGGGGGCTGGGGGGCTGAGG

Trace data

LC187T

Trace data

Figura 20 - Representagao grafica da presenca da duplicagdo de 16 pb no
intron 3 (alelo A2).

A descricao das frequéncias dos polimorfismos 72Pro>Arg e PIN3

encontram-se na Tabela 2.



64

Tabela 2 - Relagao entre 72Pro>Arg e PIN3.

Ndmero/Total (%)
Polimorfismo

Genétipo Frequéncia Frequéncia
gDNA Pacientes
Genotipica Alélica

Pro/Pro 10/101 0,099 0,23

72Pro>Arg Pro/Arg 27/101 0,267 -
Arg/Arg 64/101 0,634 0,77
A1/A1 79/101 0,782 0,88

PIN3 A1/A2 19/101 0,188 -
A2/A2 3/101 0,03 0,12

Para verificar se a frequéncia alélica encontrada para os
polimorfismos do exon 4 e do intron 3 possuiam alguma relagdo com o
processo tumoral, 97 amostras de sangue de pacientes controles foram
genotipados.

Os valores para o alelo de menor frequéncia Pro72 foram 0,23 para
os pacientes e 0,27 para os controles, sem diferencas estatisticamente
significativas. Os valores para o alelo de menor frequéncia A2 foram 0,12
para os pacientes e 0,13 para os controles, sem diferencas estatisticamente
significativas. Trés (3%) pacientes, em contraste com nenhum controle,
revelaram o gendtipo A2/A2 (ambos os alelos com a duplicagao de 16 pb),
conforme representado na Figura 20. As caracteristicas especificas destes

pacientes/tumores encontram-se no Quadro 3.
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Quadro 3 - Caracteristicas das amostras com genétipo A2/A2.

LC34T LC83T LC187T
Género Feminino Masculino Masculino
Idade ao diagnéstico 37 anos 62 anos 73 anos
Localizagao tumor Reto colon proximal Reto
Estadiamento T I I \Y
Estadiamento N NO NO N+
Estadiamento M MO MO M+
Diferenciagao Pouco moderadamente Pouco
Borda do tumor Infiltrativa infiltrativa Infiltrativa
Adjuvancia (pos) nao fez quimioterapia Quimioterapia
Desmoplasia Presente presente Presente
Infiltrado linfocitario Presente presente Presente
Genétipo cédon 72 Pro/Arg Pro/Pro Arg/Arg
Mutagao TP53 indel: ¢.217insC missense: c.817C>T | missense: c.488A>G
Expressao p53 Negativa positiva Positiva

Anadlises das amostras tumorais revelaram que 77,2% dos tumores

Arg/Arg sao A1/A1; 78,9% dos A1/A2 sao Pro/Arg e 86,4% dos que possuem

o alelo A2 também expressam o alelo Pro72 (P< 0.001 — Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Associagdo entre os polimorfismos 72Pro>Arg e PIN3

72Pro>Arg
Total P
Pro/Pro Pro/Arg Arg/Arg
A1/A1 7(8,9%) 11(13,9%) 61(77,2%) 79 (78,2%)
PIN3 A1/A2 2(10,5%) 15(78,9%) 2(10,5%) 19(18,8%) <0,001
A2/A2 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,3%) 3 (3%)
Total 10 (9,9%) 27 (26,7%) 62 (63,4%) 101
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Tabela 4 - Associagao entre a presenca do alelo A2 e o alelo Pro72

72Pro>Arg
Total P
Pro72 ausente Pro72 presente
A2 ausente 61 (77,2%) 18 (22,8%) 79 (78,2%)
PIN3 <0,001
A2 presente 3 (13,6%) 19 (86,4%) 22 (21,8%)
Total 64 (63,4%) 37 (36,6%) 101

Em relacdo ao SNP 72Pro>Arg, no sequenciamento do gDNA a
frequéncia de achados foi ligeiramente diferente do que o encontrado no
sequenciamento do cDNA. No sequenciamento do gDNA foram encontrados
64 (63,4%) individuos Arg/Arg, 27 (26,7%) individuos Pro/Arg e 10 (9,9%)
individuos Pro/Pro. Em relacdo a frequéncia alélica, 91 (90,1%)
apresentavam o alelo Arg72 e 10 (9,9%) nao apresentavam. Assim, a
frequéncia alélica do alelo Pro72 mudou de 0,26 do cDNA para 0,23 para o

gDNA.

5.2.7 Expressao diferencial

O polimorfismo 72Pro>Arg foi avaliado tanto a partir das sequéncias
de cDNA quanto de gDNA. Nos heterozigotos foi observada uma diferenga
de expressao dos alelos.

O sequenciamento do cDNA revelou 16 heterozigotos enquanto que o
sequenciamento do gDNA revelou 27 heterozigotos, ou seja, 11 (40,7%)
casos apresentou expressao de apenas um dos alelos no transcrito, sendo

que dos 11 casos, 8 (72,2%) apresentaram desbalangco de expressdo em
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favor do alelo com Pro72. Casos representativos dessa diferenga encontrada

podem ser observados na Figura 21.

A

P72R P72R

Sequénciareferéncia GCTCCCCCCGTGGCCCCTG GCTCCCCCCGTGGCCCCTG

Sequénciaconsenso GCTCCCCGCGTGGCCCCTG 'GCTCCCCGCGTGGCCCCTG

Cobertura

gDNA GCTCCCCNCGTGGCCCCTG 'GCTCCCCNCGTGGCCCCTG

-l

¢cDNA GCTCCCCGCGTGGCCCCTG GCTCCCCGCGTGGCCCCTG
f .,.. f iy
Duoopoeanernl Loty
Amostra LC154 Amostra LC142
P72R P72R

Sequénciareferéncia [GCTCCCCCCGTGGCCCCTG GCTCCCCCCGTGGCCCCTG

Sequénciaconsenso [GCTCCCCCCGTGGCCCCTG GCTCCCCCCGTGGCCCCTG

Cobertura
gDNA CTCCCCNCGTGGCCCCTG .oy ccclcGTGGCCCCTE
VAN AAAN A A N Ao fhon
\ Y A M v In" M [ I|||'I \ lI'JI{\‘JI IIU“". IVAN AU
S S | /{ .. 1
¢DNA [GCTCC GTG CTG. GCTCCCCCCGTGGCCCCTG
Amostra LC194 Amostra LC199

Figura 21 - Padrao de expressao do polimorfismo 72Pro>Arg. A figura mostra
eletroferogramas obtidos de sequenciamento do gDNA e do cDNA das amostras tumorais.
A- Amostras representativas demonstrando expressdo monoalélica do alelo G (Arg72); B-

Amostras representativas demonstrando expressdo monoalélica do alelo C (Pro72).
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5.3 CORRELACOES CLINICOPATOLOGICAS

As associagdes clinicopatoldgicas foram feitas utilizando os dados
obtidos através do sequenciamento do cDNA, ou seja, representa as
possiveis associacbes entre o que € expresso no tumor e as suas
carateristicas clinicopatolégicas. Apenas as associagdes envolvendo o
polimorfismo PIN3 foram realizadas utilizando os dados do sequenciamento

de gDNA.

5.3.1 Expressao de p53

A expressdo de p53 visualizada através das reacbdes de IHC foi
associada significativamente as seguintes caracteristicas: em 78,8% das
amostras sem expressao proteica também nao foi observada a presenca de
budding (grupos de até 5 células tumorais destacadas das glandulas
neoplasicas) (Tabela 5); 88,6% dos tumores que apresentaram forte
expresséo de p53 eram do tipo histologico tubular (Tabela 6), diferenga que
se manteve estatisticamente significativa apds a divisdo dos tumores em
expresséo positiva e negativa (Tabela 7); e 69,4% dos tumores com forte
expressao de p53 apresentaram a presenga de necrose tumoral (Tabela 8),
diferengca que se manteve estatisticamente significativa apos a divisdo dos

tumores em expressao positiva e negativa (Tabela 9).
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Tabela 5 - Associagao entre a expressao de p53 e budding.

Budding
N3o Total P
Observado
observado
Ausente 41 (78,8%) 11 (21,2%) 52 (51,5%)
Expressao p53 0,032

Presente 29 (59,2%) 20 (40,8%) 49 (48,5%)

Total 70 (69,3%) 31 (30,7%) 101

Tabela 6 - Associagdo entre a expressao de p53 (graduada) e o tipo
histoldgico.

Tipo Histolégico

Diferenciacao Total P
Tubular . Mucinoso  Neuroendécrino
mucinosa
28 11 3 10 52
Ausente
(53,8%) (21,2%) (5,8%) (19,2%) (52%)
Expressdo L 7 4 2 13
Média 0 0,005
p53 (53,8%) (30,8%) (15,4%%) (13%)
31 1 3 35
Forte 0
(88,6%) (2,9%) (8,6%) (35%)
66 16 6 12
Total 100
(66%) (16%) (6%) 12%)

Legenda: Média expressdo = expressao em 20 a 60% das células neoplasicas. Forte
expressao = expressdo em 60 a 100% das células neoplasicas. Os tipos histologicos sao:
adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma com diferenciagdo mucinosa, adenocarcinoma

mucinoso e adenocarcinoma com diferenciagdo neuroenddcrina.
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Tabela 7 - Associagao entre a expressao de p53 e o tipo histologico.

Tipo Histolégico

Diferenciagao Total P
Tubular . Mucinoso Neuroendécrino
mucinosa

28 11 3 10 52

Ausente
Expresséo (53,8%) (21,2%) (5,8%) (19,2%) (52%) 0.030
p53 38 5 3 2 '
Presente
(79,2%) (10,4%) (6,3%) (4,2%) (48%)
66 16 6 12
Total 100
(66%) (16%) (6%) (12%)

Legenda: Os tipos histologicos s&o: adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma com

diferenciagdo mucinosa, adenocarcinoma mucinoso e adenocarcinoma com diferenciagdo

neuroendaocrina.

Tabela 8 - Associagao entre a expressao de p53 e necrose.

Necrose
Total P
Nao observada Observada
Ausente 31 (60,8%) 20 (39,2%) 51 (51%)
Expressao
53 Média 9 (69,2%) 4 (30,8%) 13 (13%) 0,008
p
Forte 11 (30,6%) 25 (69,4%) 36 (36%)
Total 51 (51%) 49 (49%) 100

Legenda: Média expressdo = expressao em 20 a 60% das células neoplasicas. Forte

expressao = expressdo em 60 a 100% das células neoplasicas.

Tabela 9 - Associacdo entre a expressao de p53 (graduada) e necrose.

Necrose
Total P
Nao observado Observado
Expressio  Ausente 31 (60,8%) 20 (39,2%) 52 (51%) s
p33 Presente 20 (40,8%) 29 (59,2%) 49 (49%)

Total 51 (51%) 49 (49%) 100
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5.3.2 Mutacao de TP53

A mutacdo de TP53 foi associada significativamente as seguintes
caracteristicas: 89,1% dos pacientes com mutacgao identificada tinham mais
de 50 anos ao diagnostico (Tabela 10); 80% dos tumores com mutacao
identificada apresentaram desmoplasia (Tabela 11); 79,6% dos tumores com
mutacao identificada eram do tipo histologico tubular (Tabela 12) e 78,2%
dos tumores com mutacgao identificada apresentavam padrao de crescimento

tumoral do tipo infiltrativo (Tabela 13).

Tabela 10 - Associagao entre a mutagao de TP53 e a idade ao diagnéstico
do paciente

Idade
Total P
<50 anos > 50 anos
Mutagao Ausente 13 (28,3%) 33 (71,7%) 46 (45,5%)
0,026
P53 Presente 6 (10,9%) 49 (89,1%) 55 (54,5%)
Total 19 (18,8%) 82 (81,2%) 101

Tabela 11 - Associacao entre a mutacdo de TP53 e desmoplasia

Desmoplasia

Total P
Nao observado Observado
Mutagso Ausente 18 (39,1%) 28 (60,9%) 46 (45,5%)
0,034
P53 Presente 11 (20%) 44 (80%) 55 (54,5%)

Total 29 (28,7%) 72 (71,3%) 101
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Tabela 12 - Associagao entre a mutagcédo de TP53 e tipo histologico

Tipo Histologico

Diferenciacéo ] o Total P
Tubular . Mucinoso Neuroenddécrino
mucinosa
23 12 2 9 46
Ausente
Mutacao (50%) (26,1%) (4,3%) (19,6%) (46%) 0.004
TP53 43 4 4 3 54 ’
Presente
(79,6%) (7,4%) (7,4%) (5,6%) (54%)
66 16 6 12
Total 100
(66%) (16%) (6%) (12%)

Legenda: Os tipos histolégicos s&o: adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma com
diferenciagdo mucinosa, adenocarcinoma mucinoso e adenocarcinoma com diferenciagdo

neuroenddcrina.

Tabela 13 - Associacdo entre a mutacdo de TP53 e padrdo de crescimento
do tumor (borda)

Borda do Tumor

Total P
Infiltrativa Expansiva
Mutacao Ausente 26 (56,5%) 20 (43,5%) 46 (45,5%) 0.020
TP53 Presente 43 (78,2%) 12 (21,8%) 55 (54,5%)
Total 69 (68,3%) 32 (31,7%) 101

5.3.3 Polimorfismo 72Pro>Arg

A andlise deste SNP apresentou resultados significativamente
associados ao sexo (p = 0,037), recorréncia (p = 0,008), padrdo de
crescimento do tumor (p = 0,05), uso de quimioradioterapia pés-adjuvante (p
= 0,002), expressao imunoistoquimica de p53 (p = 0,034) e mutagdo no gene
TP53 (p = 0,004), caracteristicas de pior comportamento tumoral (Figura 22;
Tabela 14). O detalhamento dos resultados referente ao polimorfismo

72Pro>Arg encontra-se descrito no artigo submetido (Anexo 9).
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Figura 22 - Associagdes entre o polimorfismo 73Pro>Arg e as variaveis
clinicopatdlogicas estatisticamente significativas.



74

Tabela 14 - Associagdes entre o polimorfismo 73Pro>Arg e as variaveis
clinicopatologicas estatisticamente significativas.

. Expressao Alelo
Expressao dos alelos

Arginina
Variavel N (%) p _ P
nao
Arginina | Arg/Pro | Prolina expressam
expressam
101 67 16 18
CCR - 83 (82,2%) 18 (17,8%) -
(100%) (66,4%) (15,8%) (17,8%)
Género 49 29 7 13
Homens (48,5%) (43,3%) (43,8%) (72,2%) NS 36 (43,4%) 13 (72,2%) 0,037
Mulheres 52 38 9 5 47 (56,6%) 5 (27,8%)
(51,5%) (56,7%) (56,3%) (27,8%)
Borda do tumor 69 42 11 16
Infiltrativa (68,3%) (62,7%) (68,8%) (88,9%) NS 53 (63,9%) 16 (88,9%) 0,05
Expansiva 32 25 5 2 30(36,1%) 2 (11,1%)
(31,7%) (37,3%) (31,3%) (11,1%)
Recidiva 85 61 12 12
Ausente (86,7%) (66,7%) 0,008 73(91,3%) 12(66,7%) 0,013
(93,8%) (80%)
Presente 13 6 7 (8,8%) 6 (33,3%)
4 (6,2%) 3 (20%)
(13,3%) (33,3%)
Quimioradioterapia 52 41 8 3
Nao (53,1%) (62,1%) (53,3%) (17,6%) 0,005 49 (60,5%) 3(17,6%) 0,002
Sim 46 25 7 14 32 (39,5%) 14 (82,4%)
(46,9%) (37,9%) (46,7%) (82,4%)
Expressao p53 IHC 52 31 13 8
Negativa (51,5%) (46,3%) (81,3%) (44,4%) 0,034 45 (54,2%) 8 (44,4%) NS
Positiva 49 36 3 10 38 (45,8%) 10 (55,6%)
(48,5%) (53,7%) (18,8%) (55,6%)
Mutagao TP53 46 28 13 5
N&o observada (45,5%) (41,8%) (81,3%) (27,8%) 0,004 41 (49,4%) 5 (27,8%) NS
Observada 55 39 3 13 42 (50,6%) 13 (72,2%)

(54,5%) (58,2%) (18,8%) (72,2%)

NS = nao significativo
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O estudo ndao mostrou diferencas significativas entre o polimorfismo
72Pro>Arg e a taxa de sobrevida global. No modelo proporcional de Cox
para sobrevida as variaveis que se mantiveram independentes foram o
agrupamento do estadiamento TNM (OR 4,38; IC 1,84-10,43; P= 0,001) e a
invasao perineural (OR 3,21; IC 1,26-8,19; P= 0,014) (Figura 23; Tabela 15).

No modelo de regressao logistica multipla as varidveis que se
mostraram como preditores independentes de recidiva da doencga foram a
expressdo do alelo Arg72 (OR 3,83; IC 1,02-14,35; P= 0,046) e o
agrupamento do estadiamento TNM (OR 7,15; IC 1,45-35,29; P= 0,016)

(Tabela 15). Este modelo explicou 24,5% da variagéo das taxas de recidiva.

Tabela 15 - Analise multivariada para sobrevida global e recidiva do tumor

Variaveis OR (IC 95%) P
Sobrevida
Estadiamento TNM

Il 1 1,84 - 10,43 0,001
-1v 4,38
Invasao Perineural
Nao observada 1 1,26 — 8,19 0,014
Observada 3,21
Recidiva
Arg 72
Expresso 1 1,02 - 14,35 0,046
Nao expresso 3,83
Estadiamento TNM
Il 1 1,45 — 35,29 0,016

n-1v 7,15
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Figura 23 - Curvas de sobrevida global da analise univariada para

estadiamento TNM (agrupados I-Il e lll-IV) em “A” e para invasdo perineural,

associadas as taxas de sobrevida dos pacientes (Kaplan-Meier) em “B”.
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5.3.4 Polimorfismo PIN3
Em relagdo ao polimorfismo PIN3, 90,8% dos tumores que nao
expressam o alelo A2 nao apresentaram recidiva da doenca (P = 0,028 —

Tabela 16).

Tabela 16 - Associacgao entre o alelo A2 e recidiva do tumor.

Recidiva
Total P
Nao observada Observada
Ausente 69 (90,8%) 7 (9,2%) 76 (77,6%)
Alelo A2 0,028
Presente 16 (72,7%) 6 (27,3%) 22 (22,4%)
Total 85 (86,7%) 13 (13,3%) 98

5.4 HIGH RESOLUTION MELTING

A técnica de HRM foi proposta para verificar a acuracia da
metodologia no rastreamento das alteragbes em TP53. Assim, todas as
amostras foram sequenciadas para testar o método.

Os exons 2, 3 e 4 necessitaram de maior padronizagao para tornar a
amplificagdo mais especifica, eliminando os dimeros de iniciadores e
formagdo de estruturas secundarias. Foram testadas diferentes
concentragbes de iniciadores, de DNA, de MgCl,, e temperaturas de
anelamento.

A analise do HRM para o exon 2 resultou em uma amplificacdo mais
especifica aumentando-se a temperatura de anelamento dos iniciadores

para 62°C (ao invés de 60°C, utilizada nos demais ensaios). Apenas duas
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amostras foram detectadas como variantes sem apresentarem alteragdo na
sequéncia amplificada. Entretanto, a definicdo de variante foi realizada em
apenas uma amostra de cada duplicata, o que nao permite concluir a
definicdo do software para estas amostras. Além disso, o software ndo
conseguiu identificar as variantes que apresentam o polimorfismo no intron 2
(PIN2; ¢.74+38C>G). Os dados brutos deste ensaio estdo representados no
Anexo 6A. O grafico utilizado para a analise das variantes esta representado

na Figura 24.
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Figura 24 - Gréfico resultante da analise do HRM para o exon 2. O gréfico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.

A analise do HRM para o exon 3 resultou em uma amplificagdo mais
especifica aumentando-se a temperatura de anelamento dos iniciadores

para 63°C. Como o intron 3 apresenta um polimorfismo de duplicagao de 16
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pb, ele passou também a ser alvo de estudo utilizando o HRM, de forma que
os iniciadores desenhados para esta técnica, e que também seriam
utilizados para subsequente reacao de sequenciamento, foram desenhados
de forma a incluir este polimorfismo para analise, o que resultou em maior
dificuldade de padronizagao e interpretagao das reagdes de HRM. Assim, a
regidao amplificada contém o exon e o intron 3. Entretanto, mesmo apés a
adequagao do ensaio as recomendagdes do fabricante, o software
identificou seis tipos de variantes, sendo que o esperado seria que fossem
encontradas apenas as trés representativas do PIN3 em homozigose
dominante, homozigose recessiva e heterozigose, ja que nenhuma amostra
apresenta mutacao identificada no exon 3. Apesar da determinacdo de um
numero maior de variantes do que o esperado, o software foi capaz de
diferenciar corretamente as variantes do PIN3 heterozigotas e homozigotas
recessivas, das amostras homozigotas dominante. As amostras A2/A2 foram
corretamente separadas das demais. Os dados brutos deste ensaio estido
representados no Anexo 6B. O grafico utilizado para a analise das variantes

esta representado na Figura 25.
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Figura 25 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 3. O grafico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.

A analise do HRM para o exon 4 resultou em uma amplificagdo mais
especifica aumentando-se a temperatura de anelamento dos iniciadores
para 63°C. O exon 4 apresenta o polimorfismo de alta frequéncia 72Pro>Arg,
0 que resulta na formagao de mais de um pico na curva de dissociacao.
Entretanto, mesmo apds a adequacédo do ensaio as recomendagdes do
fabricante, os resultados mostravam trés picos distintos dentro da regiao
ativa de dissociagdo. Em relacédo a deteccdo das variantes, espera-se
encontrar trés tipos, representativas do 72Pro>Arg em homozigose
dominante, homozigose recessiva e heterozigose. Além destas, como
algumas amostras apresentam mutagdo na mesma regido amplificada,
esperava-se que o software fosse capaz de identificar como variantes as

amostras que continham a mutacao além do polimorfismo. Entretanto, entre
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as trés variantes identificadas pelo software, apenas uma delas representou
corretamente a variante que continha a mutagao além do polimorfismo. As
outras duas variantes encontradas pelo software reuniam dentro da mesma
definicdo tanto casos homozigotos quanto heterozigotos. Os dados brutos
deste ensaio estdo representados no Anexo 6C. O gréfico utilizado para a

analise das variantes esta representado na Figura 26.
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Figura 26 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 4. O grafico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.

A analise do HRM para o exon 5 n&o apresentou resultados
satisfatorios, pois apesar de a reacao ter sido corretamente padronizada e a
amplificacdo ter sido realizada adequadamente, o software nao identificou
nenhuma das variantes encontradas no sequenciamento. Erroneamente,

identificou uma amostra como variante, sendo que ela nao apresenta
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alteracdo na sequéncia amplificada. Como essa identificagao foi feita em
apenas uma amostra dentre a duplicata, o resultado encontrado n&do pode
ser considerado como confiavel. Os dados brutos deste ensaio estdo
representados no Anexo 6D. O grafico utilizado para a analise das variantes

esta representado na Figura 27.
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Figura 27 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 5. O grafico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das
sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.

As analises do HRM para os exons 6, 7, 8 e 10 apresentaram
resultados excelentes, pois todas as variantes encontradas no
sequenciamento foram corretamente identificadas na analise do software de
HRM, nas duplicatas. Além das variantes corretamente identificadas, o
software identificou como outras variantes amostras que nao possuiam

alteracao na sequéncia amplificada, ainda que ndo sempre nas duplicatas,
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gerando falsos positivos. Os dados brutos destes ensaios estdo
representados nos Anexos 6E, 6F, 6G, 6H. Os graficos utilizados para as

analises das variantes estao representados nas Figuras 28 a 31.
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Figura 28 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 6. O grafico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.
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Figura 29 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 7. O gréfico
alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.

Difference Plot

35
30
25

20

Difference

800 815 810 a1s 20 w05 - £le &35 840 M5 a0 a5 850 835 70 &5 80 8as 80 |5
Temperature(*C)

Legend

. variantl . variant2 variant3 . variant4 . variant5 . variant6é . variant7

Figura 30 - Gréfico resultante da analise do HRM para o exon 8. O grafico

alinha os dados relativos as diferengas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.
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Figura 31 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 10. O gréafico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.

A analise do HRM para os exons 9 e 11 foi realizada de forma a cobrir
todo o gene, seguindo a proposta de um rastreamento das alteragdes.
Entretanto, nenhuma das amostras revelou alteragdo na sequéncia destes
exons. A analise do HRM, assim como para a maioria dos exons, identificou
como variantes amostras sem alteracdo na sequéncia amplificada, ainda que
nao sempre nas duplicatas, gerando falsos positivos. Os dados brutos
destes ensaios estdo representados nos Anexos 6l e 6J. Os graficos
utilizados para as analises das variantes estao representados nas Figuras 32

e 33.
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Figura 32 - Gréfico resultante da analise do HRM para o exon 9. O grafico

alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacao das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.
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Figura 33 - Grafico resultante da analise do HRM para o exon 11. O grafico
alinha os dados relativos as diferencas de fluorescéncia entre as curvas de dissociacdo das

sequéncias referéncias com as sequéncias variantes.
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6 DISCUSSAO

Este estudo buscou investigar as alteragbes de TP53, bem como
buscar associagbes entre as alteragbes encontradas com a expressao
imunoistoquimica e os dados clinicopatologicos, através de analises da

proteina, do cDNA e do gDNA de TP53.

6.1 MUTAGOES SINONIMAS

Levando-se em conta o numero de mutagdes sinbnimas encontrado
neste estudo, das 101 amostras, trés (3%) delas apresentaram mutacdes
sinbnimas. O banco de dados do IARC revela que de todas as mutacgdes
somaticas pontuais ja descritas em TP53, aproximadamente 6,4% delas sao
mutagdes sindnimas (LAMOLLE et al. 2006 — Figura 34). Considerando o
numero dos tipos de mutagdes pontuais encontradas neste estudo, do total
de 34 eventos de mutagbdes pontuais, trés (8,8%) deles correspondem a

mutacgdes sinbnimas, de forma a corroborar com os achados de literatura.
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Effect distribution of 1536 mutations
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Figura 34 - Frequéncia dos tipos de mutagdes ja descritas em CCR (IARC)

Mutagbes sinbnimas envolvem na maior parte das vezes transigbes
G:C>AT (62%), sendo que mutacbes G—->A estdao freqlientemente
associadas aos sitios de metilagdo. Todas as sequéncias exdnicas de CG
sdo metiladas em TP53, e assim, propensas a sofrerem mutagdo. Isso
porque a citosina metilada é propensa a transicdo C->T por deaminagao
(LAMOLLE et al. 2006). Dessa maneira, as mutagdes sinbnimas
encontradas neste estudo, 36Pro>Pro (CCG>CCA) e 224Glu>Glu
(GAG>GAA) podem estar envolvidas na ruptura do sitio de metilagdo e,
assim, no processo carcinogénico. Mutagbes sinénimas do tipo G:C>A:T
caracterizam tumores associados ao cigarro, como de pulmao ou bexiga.
Outros dados revelam que cédons que possuem duas ou trés guanosinas ou

citosinas apresentam mutagbes sinbnimas significativamente com maior
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freqiéncia do que cédons que ndo as possuem, como € o caso do codon
que codifica 0 aminoacido Prolina (KOUIDOU et al. 2006).

A outra mutagao sinbnima encontrada neste estudo, a 338Phe>Phe
(TTC>TTT), também apresenta caracteristicas comuns aos achados da
literatura. As mutacées C—>T correspondem a 39% de todas as mutagdes
silenciosas. Adicionalmente, mutag¢des envolvendo os aminoacidos 307-393
geralmente s&o cruciais para a atividade de p53 (KOUIDOU et al. 2006).
Evidéncias sugerem que as substituigdes sinbnimas podem induzir
variabilidade fenotipica por alterar a acuracia do splicing, fidelidade da
tradugado, conformacédo e fungdo da proteina (CZECH et al. 2010). Além
disso, a distribuicdo n&o uniforme dos codons pode resultar em uma
velocidade também n&o uniforme do movimento dos ribossomos ao longo do
RNA mensageiro, o0 que tem sido demonstrado experimentalmente: a
variabilidade de uso dos cddons e a velocidade de elongagédo da proteina
sao necessarias para o correto empacotamento do peptideo nascente
(LAMOLLE et al. 2006; MARIN 2008; KOMAR 2009).

Assim, em relagdo ao uso dos cédons de acordo com sua frequéncia
de utilizagédo, o codon CCG é responsavel por codificar 11% do aminoacido
prolina, enquanto que o cddon CCA é responsavel por codificar 28%. O
cdédon GAG é responsavel por codificar 58% do aminoacido glutamato,
enquanto que o cédon GAA é responsavel por codificar 42%. O cédon TTC é
responsavel por codificar 54% do aminoacido fenilalanina, enquanto que o

cédon CCA é responsavel por codificar 46% (NAKAMURA et al. 2000).
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Mutagdes sinbnimas envolvem a troca redundante de um coédon e, de
forma geral, ndo alteraria a estrutura tridimensional da proteina. Entretanto,
uma observagcdo surpreendente foi relatada para o gene humano que
codifica resisténcia a multiplas drogas, da P-glicoproteina: um efluxo
reduzido de seus moduladores baseia-se nas substituicbes silenciosas
C1236T e A3435T. Importante ressaltar que estas substituicdes silenciosas
estdo presentes em 31% a 49% das populacdes da China, india e Malasia.
Os autores nao detectaram mudangas na estabilidade do RNA mensageiro,
presenca de variantes alternativas de splicing, ou diferengas nos niveis da P-
glicoproteina ou da sua localizagdo intracelular. Estudos utilizando
anticorpos sensiveis a conformacao da proteina revelaram diferencas entre
a proteina selvagem e o haplotipo mutante, evidenciando alteragoes
conformacionais (CZECH et al. 2010).

Mais de 40 doengas ja foram associadas a mutagdes sindbnimas
(CZECH et al. 2010). Apesar de nao serem frequentes, mutagdes sinbnimas
fornecem uma valiosa ferramenta para estudo da carcinogénese, ja que
qualquer vantagem seletiva em potencial associada a estas mutacgbes é
independente das consideragdes estruturais da proteina. Estas mutacdes
podem, entretanto, estar relacionadas a modificagdes epigenéticas e forgas
seletivas que interferem na transcricdo. O grande volume de dados de
mutagdes sindnimas disponiveis nos bancos de dados de TP53 justifica

estes estudos (KOUIDOU et al. 2006).
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6.2 SPLICING

Apenas uma (1%) amostra revelou evidéncia de mutagdo sinbnima
relacionada ao mecanismo de splicing, de acordo com o resultado do
sequenciamento, assim como ja foi verificado para o gene MLH1 em
carcinoma colorretal (AUCLAIR et al. 2006) e BRCA1 em carcinoma de
mama (ORBAN e OLAH 2001). SENAPATHY et al. (1990) conduziram uma
analise in silico para testar se mutagdes sinbnimas em TP53 poderiam estar
associadas com a formacéo de novos sitios de splicing. De 652 mutacdes
sinbnimas testadas, apenas sete (1%) resultaram na formacdo de novos
sitios aceptores ou doadores de splicing (HOLMILA 2003; BEROUD e
SOUSSI 2003).

Neste estudo foram encontradas trés (3%) amostras que
apresentaram alteragdes na sequéncia de TP53 que levaram a ruptura do
sitio de splicing.

Considerando o numero dos tipos de alteracbes encontradas neste
estudo, do total de 42 eventos de alteragdes, trés (7,1%) deles
correspondem a mutagdes relacionadas ao mecanismo de splicing, dado
sete vezes superior ao relatado em literatura. O banco de dados do IARC
revela que mutagcdes nos sitios doadores ou receptores de splicing ja
descritas em TP53 sao relativamente raros, correspondendo a menos de 1%
do banco de dados de mutagdes descritas (LAMOLLE et al. 2006 — Figura
35). A maior frequéncia encontrada pode ter sido decorrente da estratégia

adotada para a busca de alteragdes deste estudo, ja que a analise do
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transcrito de TP53 (cDNA), juntamente com a anadlise da sequéncia
genbmica de TP53 (gDNA) facilita a detecgao de possiveis variantes de
splicing, que podem ter sido subestimadas em analises utilizando apenas o

gDNA para o rastreamento das alteragoes.

MUTATION EFFECT [ 1770 mutations

B rnissense - 1369 (77.3%)
B nonsense - 140 (7.90%)
O silent - 29 (1.63%)
OF3- 163 (2.20%)

O splice - 12 {0.67%)

@ other - 47 (2.65%)

W NA -1 (0.05%)

O intronic - 7 (0.39%)

W large del - 2 [0.11%)

(CYIARC TPE3 Databasze, R135 release, Movember 2010

Figura 35 - Dados dos tipos de mutagdes em CCR (IARC).

Mutagcbes que alteram o processamento e a estabilidade do RNA
mensageiro podem estar envolvidas com o controle do mecanismo de
splicing por alterar ou romper o sitio de splicing, por se localizar nas regides
de enhancers ou silencers, ou ainda por impedir a correta localizagdo do
spliceossomo ou a ligagdo das proteinas regulatérias, o que pode levar a
supressdo de um exon ou a retengdo de um intron, ou mesmo de parte
deles. Consequentemente, proteinas aberrantes e ndo funcionais podem ser
criadas, como descrito com as proteinas BRCA2 e NAD(P)H (CZECH et al.

2010).
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As alteracbes no RNA mensageiro causadas por splicing resultam em
proteinas mutantes de p53 que podem se acumular nos tumores. Entender o
controle da atividade dos mutantes é de fundamental importancia na
elucidacao dos mecanismos moleculares no processo tumoral (HOLLSTEIN

e HAINAUT 2010).

6.3 MUTACOES MISSENSE

O resultado apresentado € semelhante aos 50% de mutagdo em p53
em tumores humanos referidos em literatura (LAMOLLE et al. 2006) e
algumas mutagdes tém sido relacionadas a fendtipos clinicos especificos
(ALSNER et al. 2000). Segundo o banco de dados do IARC, mais de 75% de
todas as mutacdes estudadas em TP53 sdo do tipo missense, dado que
novamente é semelhante aos dados encontrados neste estudo (PETITJEAN
et al. 2007).

Sendo um gene supressor de tumor, o esperado seria que as
mutagdes que ocorrem na maioria dos tumores diminuissem os niveis de
TP53 através da diminuigao de sua proteina, ou por produzir uma proteina
truncada. Entretanto, mais de 75% das alteragbes em TP53 sdao mutagdes
missense que levam a sintese de uma proteina completa e estavel. Além
disso, essas proteinas mutantes s&o geralmente expressas em niveis
maiores do que as proteinas selvagens. Estes resultados intrigantes
sugerem que mutagdes missense em TP53 podem ndo somente levar a uma

perda de fungdo, mas também estar relacionadas a um potencial ganho de
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funcdo, contribuindo para a progressdao do cancer efetivamente por um
mutante de TP53 com fungbes oncogénicas. Seguindo a linha desta
possibilidade, tem sido mostrado que algumas mutagdes possuem um efeito
dominante negativo sobre a proteina p53 selvagem, suprimindo sua
atividade. O ganho de fungéo inclui diferentes aspectos, como regulagao da
expressao génica, crescimento celular, morte celular e resisténcia a agentes
quimioterapéuticos. Estes novos papéis para as proteinas mutantes de p53
implicam que as mutagdes em TP53 estdo sujeitas as forgas seletivas no
cancer, ja que a taxa de mutagdes nao sinbnimas é significativamente maior
do que as sinbnimas, testificando para uma seleg¢ao positiva. Outra possivel
forca de selecao é a eficiéncia de translagdo. Como cada codon é lido por
diferentes tRNAs, cédons com tRNAs correspondentes mais abundantes
estdo propensos a serem traduzidos mais rapidamente. Assim, o uso de
cddons (sinbnimos e nao sinbnimos) afeta a elongagao da tradugao e, dessa
maneira, a eficiéncia da tradugcado (WALDMAN et al. 2009).

Vérios estudos tém langado mao do uso de programas de predigao
para avaliar a fungdo de mutagdées nao sinbnimas encontradas nos genes.
Estes algoritimos tém grande potencial para o rastreamento de alteragdes
potencialmente patogénicas em genes associados com risco de cancer,
levando em conta a conservacdo evolucionaria em relacdo a alteracdes
neutras ou deletérias. Esses programas podem predizer o quanto uma
variante pode ser deletéria, usando um grupo de regras empiricas baseadas

na sequéncia, na filogenética e na informacéao estrutural da variante.



95

Os dados do IARC revelam que aproximadamente 96% das mutagdes
missense sao deletérias e aproximadamente 87% das mutagdes missense
nao sao funcionais (Figura 36), dado que novamente foi comprovado com
este estudo, pois todas as mutacées missense encontradas neste estudo ja

foram descritas como mutagdes deletérias e ndo funcionais.
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Figura 36 - Frequéncia de mutagcbes missense em relagao a sua atividade e
funcionalidade (IACR).

6.4 MUTAGCOES NONSENSE

As duas mutagbes nonsense encontradas apresentavam-se em
heterozigose, de forma que a formacdo de uma proteina truncada era
resultante de apenas um dos alelos, o que pode explicar a auséncia de
expressao proteica de p53 verificada nestes casos.

Além disso, a célula conta com sofisticados mecanismos para
detectar mutagdes nonsense, como é o caso do Nonsense-mediated Decay.
Neste mecanismo, a maquinaria da tradugédo reconhece sitios de splicing

downstream da mutagcdo nonsense, marcando o RNA para a degradagao e
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evitando que ele seja traduzido. Novamente, sequéncias CG metiladas
também estdo envolvidas com a frequéncia de mutagdes nonsense, assim

como bases adjacentes aos sitios de metilagdo (KOUIDOU et al. 2006).

6.5 POLIMORFISMOS

Alguns polimorfismos em TP53 tém sido relacionadas a fenotipos
clinicos especificos (ALSNER 2000). Dessa maneira, é factivel que a
existéncia de variantes naturais de TP53 esteja ligada ao desenvolvimento
de doencas especificas e que elas possam representar marcadores
preditivos para prevencdo e para estratégias precoces de intervencgao.
Variantes genéticas naturais de TP53 aparecem também como uma boa
fonte de estudos sobre diferencas entre individuos relacionados ao risco de
cancer e resposta as terapias.

A identificacdo destas variantes contribui para a elucidacdo da
etiologia deste tipo de tumor e fornecem alvos para o desenvolvimento futuro
de abordagens terapéuticas. Os polimorfismos em TP53, assim como 0s
sitios frequentes de mutacdes, sdo considerados como potenciais alvos de
estudos para futuras intervengdes (PHAROAH et al. 1999).

O polimorfismo do intron 2 (PIN2, rs1642785) possui o alelo C como
alelo ancestral. De acordo com estudos do 7000Genome phase 1 genotype
data, considerada como a populacado referéncia, a MAF do alelo G é de
0,364. PHANG et al. (2011) encontrou uma frequéncia de 0,53 para o alelo

G. O presente estudo encontrou maior frequéncia do alelo G, de 0,72. N&o
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existem estudos correlacionando o PIN2 e aumento de risco ou
agressividade em tumores.

Em relacdo ao PIN3, nido existem resultados de frequéncia alélica do
prejeto 1000Genome phase 1 genotype, nem informagao sobre qual seria o
alelo ancestral. Dados do Hapmap (INTERNATIONAL HAPMAP
CONSORTIUM 2003 - Release: NCBI dbSNP Build 137, Jun 2012)
realizados com 90 individuos nao relacionados (24 africanos-americanos, 24
asiaticos-americanos, 24 europeus-americanos, 12 hispanicos-americanos e
6 americanos nativos) mostram a presenca do alelo A1 em 94% e do A2 em
6% da populagao estudada. O presente estudo encontrou uma frequéncia
alélica de 0,12 para o alelo A2.

O exon e o intron 3 tém, respectivamente, 21 e 112 pares de bases.
Assim, é possivel que um aumento de 15% no comprimento do intron possa
alterar o mecanismo de splicing do mRNA por reduzir a estabilidade do pré-
MRNA carreador da duplicacdo de 16 pb, afetando assim, a fungcao de p53
(GEMIGNANI et al. 2004).

O residuo 72, apesar de ndo conservado, esta localizado em uma
regido rica em prolinas no exon 4 e pode afetar a estrutura do possivel
dominio de ligagdo SH3. A proteina com o aminoacido arginina na posigao
72 foi reportada como mais eficiente na inducdo de apoptose do que a
proteina com prolina. Esta propriedade se correlaciona com a maior
capacidade de interagir com MDM2, o que facilita a exportagdo nuclear e a
localizagdo mitocondrial. Outras diferengas também ja foram relatadas, como

habilidade de se ligar aos componentes da maquinaria de transcrigao, ativar
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a transcrigdo, induzir a apoptose e reprimir a transformacado de células
primarias. A proteina com Arg72 também foi descrita como mais
eficientemente marcada para a degragdo pela proteina E6 do HPV16,
sugerindo que individuos homozigéticos para Arg72 podem tem um risco
aumentado de desenvolver tumores cervicais associados ao HPV
(PETITJEAN et al. 2007).

Diferencas étnicas também foram relatadas em relacdo a frequéncia
alélica do codon 72. A frequéncia de expressao do alelo Pro72 foi de 0,26.
Esta frequéncia é consistente com a colonizacédo europeia do Brasil, 0 que
contribui com uma forte influencia européia no genoma dos brasileiros
(MONTEIRO SANTOS et al. 2012). Estudos mostraram uma frequéncia de
0,24 para espanhdis (GEMIGNANI et al. 2004), 0,28 para italianos
(PERFUMO et al. 2006) e 0,31 para franceses (OLSCHWANG et al. 1991).
Para individuos africanos ou afro-americanos a frequéncia de Pro72 foi de
0,29 (CANN et al. 2002). Um estudo brasileiro prévio mostrou uma
frequéncia genotipica de 0,25 para o alelo Pro72 (LIMA et al. 2006). Dados
do projeto Hapmap (INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2003) para
este polimorfismo confirmam as diferencas das frequéncias alélicas entre os
diferentes grupos étnicos, como para o alelo Pro72 de 0,67 para a populagao
“Yoruba in Ibadan, Nigeria”’; 0,41 e 0,49 para populagdes de “Japanese in
Tokyo, Japan’ e “Han Chinese in Beijing, China”; 0,23 para a populagao de
CEPH (“Utah residents with ancestry from Northern and Western Europe”) e

0,60 para o 1000 Genome phase1 genotype data.
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Tem sido observado que diferencas de expressao entre alelos do
mesmo gene contribuem para a variagdo fenotipica entre individuos.
Estudos mostram que existem variagcdes no nivel de expressao relativa de
genes heterozigotos especificos (YAN et al. 2002; BRAY et al. 2003; LO et
al. 2003; SCHADT et al. 2003; PASTINEM et al. 2004; CHEUNG et al. 2008).

Expressao monoalélica com escolha aleatédria entre alelos maternais e
paternais também tem sido mostrada por afetar centenas de genes
autossbmicos, e assim, contribuir para a variabilidade individual
(GIMELBRANT et al. 2007).

Seguindo a linha destas observagdes, além da origem da populagéo,
a frequéncia do alelo Pro72 também se correlaciona significativamente com
a latitude geografica (BECKMAN et al. 1994).

Estas observagdes levaram sugestdao de que os dois alelos podem
produzir proteinas funcionalmente distintas e que o alelo Pro72 pode ser
selecionado por ambientes sujeitos a altos niveis de radiagdo ultravioleta
(SHI et al. 2009). Estes autores publicaram observagdées que sugerem uma
forte selecao para os diferentes alelos de p53 em relacédo ao polimorfismo do
codon 72 em populagdes que vivem em diferentes latitudes, particularmente
porque essa distribuicdo de gendtipos latitude-dependente foi observada
para 0 mesmo grupo étnico. Observou-se também que a diferenca
encontrada na selegcdao dos alelos era fortemente associada com as
variacbes da temperatura, o que tem sido mostrado por provocar uma

resposta celular automatica dependente de p53. Na conclusdo deste
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trabalho os autores concluiram que seria interessante determinar as
implicagdes destes achados em cancer ou em outra doenga epidemioldgica.

No presente estudo também foram estudadas as potenciais
interagcdes entre estes polimorfismos e as caracteristicas clinicopatologicas
que sao importantes marcadores em CCR, o que sera discutido em tépico

especifico.

6.6 LOCALIZAGAO DAS ALTERAGOES

A maioria das mutagbes se concentrou na regido do dominio de
ligacdo ao DNA, principalmente nos coédons considerados como hotspots.
Existem quatro hotspots de coédons que codificam para o aminoacido
arginina em TP53, que contém CpGs e, portanto, sdo considerados
hipermutaveis. Eles estdo localizados na posigcao 175, 248, 273 e 282
(LAMOLLE et al. 2006).

Estes sdo os cdédons mais frequentemente mutados em todos os
tumores humanos e estdo associados a perda de fungao de p53, tornando-
se a possivel causa da transformagédo celular (KATO et al. 2003;
PETITJEAN et al. 2007). Além disso, também detectamos mutagdes
pontuais em outros 19 cdédons localizados na regido do dominio de ligagcéo
do DNA, uma observagao que suporta a ideia geral de que a perda de
habilidade da proteina em se ligar ao DNA pode ser um evento importante

no desenvolvimento da doenga.
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Fora do dominio de ligacdo ao DNA foram detectadas mutagcdes em
dois cddons, ambos localizados no dominio de oligomerizagdo, que podem
interferir na formagao dos dimeros e, consequentemente, dos tetrameros: a
mutacado nonsense c.1045G>T, devido a geragdo de mondmeros truncados
incapazes de estabelecer os contatos apropriados; e a mutacdo sinébnima
c.1014C>T, que pode afetar a estrutura e a dindmica da dimerizagcao durante
a tradugao da proteina, ja que ambos os mecanismos ocorrem ao mesmo
tempo (NICHOLLS et al. 2002). Assim, esses dois codons podem estar
implicados, de alguma forma, com a perda de fungdo nas células malignas
mutadas.

O presente estudo apresenta achados que corroboram com os
achados de literatura, de forma que todos os cddons considerados como
hotspots foram encontrados mutados em mais de uma amostra (Figura 17).
Segundo os dados do IARC esses cdédons também apresentam as maiores

frequéncias de mutagdo em CCR (Figura 37).
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Figura 37 - Distribuicdo das muta¢des encontradas nos cdédons do gene

TP53. Frequéncia das mutagdes encontradas no banco de dados do IARC para CCR.

6.7 EXPRESSAO PROTEICA

A analise da relacdo entre a expressao de p53 e o padrdo de
mutacdes em TP53 forneceu resultados interessantes.

Dado que as células em condicdes normais nao apresentam
expressdo de p53 devido a meia-vida curta da proteina (FILIPPINI et al.
1998; HARRIS e LEVINE 2005; STEELE e LANE 2005), p53 nao é
normalmente detectado através das técnicas convencionais de
imunoistoquimica (LEVINE et al. 1991; RENNINSON et al. 1994; COOPER e

HAFFAJEE 1997; FILIPPINI et al. 1998; HARRIS e LEVINE 2005).
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Entretanto, este padrdo pode ser afetado por mutagdes em TP53 ou
outros genes relacionados. A maioria das mutagdes em TP53 esta localizada
no dominio de ligagado ao DNA, e esta associado com o acumulo proteico, o
que permite a deteccao da proteina (LEVINE et al. 1991; RENNINSON et al.
1994; COOPER e HAFFAJEE 1997; FILIPPINI et al. 1998; HARRIS e
LEVINE 2005). Esta caracteristica é atualmente utilizada como marcadores
de alteragdées em p53 nos tumores (RODRIGUES et al. 1990; WALKER et al.
1994; IACOPETTA 2003).

A proteina p53 é altamente imunogéncia. Mais de 95% dos anticorpos
monoclonais reconhecem epitopos localizados na regiao amino terminal da
proteina. O anticorpo DO7 é monoclonal, isotipo IgG2b, que reconhece o
ipitopo de 21 a 25, na regido amino terminal. Assim, apenas as isoformas de
p53 que nao possuem essa regido amino terminal ndo sao reconhecidas por
este anticorpo (VOJTESEK et al. 1992; STEPHEN et al. 1995).

Estudos anteriores sugeriram que o acumulo proteico ndo € um
evento geral em todos os tipos de CCR, e que diferencas podem ser vistas
em tumores de localizagdes especificas, como o reto e o lado esquerdo do
colon, indicando um padrao diferente de crescimento tumoral em relacédo ao
status de p53 (IACOPETTA 2003; PALUSZKIEWICZ et al. 2004). O presente
estudo corrobora com os dados de literatura, pois 73,5% dos tumores que
apresentaram expressao positiva de p53 estavam localizados no lado
esquerdo do colon ou no reto (ainda que esta diferenga ndo tenha sido

estatisticamente significativa). Assim, a observagdo do sinal positivo por
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imunoistoquimica pode depender da localizagao do tumor, assim como do
numero e tipo de mutacdes localizado em p53 ou proteinas relacionadas.

Em relacdo as amostras remanescentes, que exibiram alteragdo no
padrdo de expressdao de p53, sem apresentar mutagdo em TP53 (10
casos/10%), € possivel que outras proteinas que regulam a expressao de
p53 apresentem alteracdo, como MDM2, MDM4, COP-1, PIRH-2, ARF, entre
outras, levando ao acumulo proteico de p53 (LEVINE et al. 2006; JOERGER
e FERSHT 2008).

Por outro lado, o grupo de amostras com auséncia de expressao de
p53 apresentou amostras com mutagcdes em TP53. As mutagdes que geram
codons de parada prematuros no local da mutagcdo, ou por inserirem ou
suprimirem bases alterando assim o cddigo de leitura produzem RNAs
mensageiros que podem ser reconhecidos pelo mecanismo de Nonsense-
mediated Decay, resultando na auséncia de expressao de p53 verificada. Ja
as mutacdes missense que nao resultam em acumulo de expressao proteica
indicam que seus mecanismos de acdo podem ser substancialmente
diferentes, de forma que a auséncia de expressido pode refletir um efeito
especifico destas mutagdes em particular, que falham em estabilizar a
proteina, como ja foi relatado anteriormente (STEELE e LANE 2005).

Entre o grupo de tumores com expressao positiva e negativa de p53,
a diferenca na frequéncia de mutagdes entre os grupos era esperada, ja que
mutagdes em TP53, e particularmente mutagcdes missense, sao fortemente
associadas ao padrdao de acumulo proteico em cancer (RENNINSON et al.

1994).
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6.8 ASSOCIAGOES CLINICOPATOLOGICAS

6.8.1 Caracteristicas tumorais

Existe uma crescente evidéncia de que a resposta inflamatoéria possui
um importante papel na progresséo do CCR, resultado do efeito cumulativo
da sequéncia de alteragbes genéticas, que leva a expressdo de antigenos
associados aos tumores, e assim, possivelmente induzindo uma resposta
celular antitumoral (DESCHOOLMEESTER et al. 2010). O presente estudo
revelou que 59,2% dos tumores onde a necrose foi observada presentou
expressao positiva de p53.

A presenga de células necréticas esta frequentemente associada a
um dano tecidual extensivo, resultado da intensa resposta inflamatéria. A
necrose € usualmente considerada por ser imunologicamente prejudicial por
gerar inflamacdo além de ser sonsequéncia da mesma, por causa da
liberacdo repentina de mediadores proé-inflamatoérios, o que promove um
processo inflamatério crénico que pode favorecer o crescimento do tumor.
Assim, agentes que causam a necrose celular podem ser carcinogénicos.
Além disso, a necrose pode ser um fator de pior progndéstico por diminuir a
vascularizagdo, impedindo a chegada de medicamentos, por exemplo.

Entre o infiltrado inflamatério no tumor os macrofagos exercem um
papel central em muitos tumores solidos. Estudos pré-clinicos em modelos
animais para cancer de mama tém inequivocamente mostrado que
macrofagos promovem invasdo, angiogénese e metastase, como uma

tentativa de resposta anti-tumoral. Estes estudos mostram uma correlagao
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entre 0o numero de macréfagos, densidade microvascular e redugado da
sobrevida (DEMARIA et al. 2010).

O termo budding denota que na fronte de invasdo das células
tumorais dos adenocarcinomas colorretais, células epiteliais neoplasicas
isoladas ou em pequenos agregados se apresentam destacadas das
glandulas neoplasicas, migrando em diregcdo ao estroma desmoplasico. A
classificagdo “budding” é realizada para grupos de até cinco células
tumorais. Esta caracteristica morfolégica tem sido amplamente reconhecida
como um fator forte e robusto de progndstico adverso, pois tem sido
considerado como uma fase inicial de invasdo do tumor, associado tanto
com atividade metastatica quanto com prognéstico (SOHN et al. 2007).

A migragao celular tumoral ocorre como um componente da
desdiferenciagdo observada na margem invasiva. Tais células apresentam
protrusdes citoplasmaticas em contato direto com o tecido intersticial
adjacente, como “pés”, que sado formados durante a migragdo celular,
resultado da reorganizagdo do citoesqueleto apdés a redugdo de contato
célula-célula e célula-matriz extracelular (PRALL 2007). Assim, os resultados
apresentados sdo representativos deste mecanismo de invasdo, ja que
90,3% dos tumores que apresentam budding possuem padrao de

crescimento tumoral de borda infiltrativa (p= 0,002).

6.8.2 Polimorfismos
Os dados do presente estudo sugerem que a expressdo do alelo

Pro72 em tecidos colorretais pode conferir um pior prognéstico, ja que a
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expressao deste alelo esta associada a recidiva tumoral. Individuos que
expressam o alelo Arg72 apresentaram menor numero de recidivas, tumores
em estadiamento menos avancado, tumores com padrao de crescimento de
borda expansiva a menor frequéncia de mutagdes em TP53.

A relagado entre género e o polimorfismo 72Pro>Arg mostrou uma
aparente vantagem para as mulheres, porque poucas mulheres
apresentaram o alelo Pro72 detectado em seus tumores. Uma comum causa
ambiental de dano ao DNA é o cigarro, que contem muitos compostos
mutagénicos. Se p53 protege as células do dano ao DNA causado pela
exposicao destes mutagénicos, o grau de protegcado deve variar de acordo
com a forga e a capacidade da resposta de p53. Assim, individuos com uma
resposta fraca de p53 pode ser menos capaz de responder apropriadamente
ao cigarro, o que pode entdo afetar a habilidade de promover a apoptose
(HANCOX et al. 2009). De fato, evidéncias epidemiolégicas revelam uma
associagao deste polimorfismo com o cigarro em tumores de pulméao e
bexiga (HANCOX et al. 2009; PANDITH et al. 2010). Assim, uma possivel
explicacado para os nossos achados é que os homens tipicamente comecam
a fumar mais cedo e fumam mais frequentemente do que mulheres
(TOBACCO FREE INITIATIVE 2011; MARQUETA et al. 2012). Estes dados
foram reproduzidos no presente estudo (64,3% dos fumantes eram homens),
apesar de que nao foram encontradas diferengas significativas entre o habito
de fumar, o género e a expressado de algum alelo especificamente. Além

disso, é importante notar que este tipo de dado é derivado de relatos
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verbais, de modo que a verdadeira extensdo do tabagismo pode ter sido
subestimada (HISCOCK et al. 2012).

A interacdo do tumor com o tecido normal na sua fronte de invasao
representa uma interface critica, onde surge a progressao do tumor e
disseminagcao das células tumorais. O padrdao de crescimento de borda
expansiva, identificado como a presenga de margens razoavelmente
circunscritas, é frequentemente associado com o desenvolvimento de um
infiltrado inflamatério (JASS et al. 1987; ZLOBEC et al. 2009). Em contraste,
o padrao de crescimento tumoral de borda infiltrativa € caracterizado pela
disseccao generalizada das estruturas teciduais normais, com a perda de
uma fronteira nitida entre o tecido tumoral e o tecido normal. O padrao
infiltrativo promove a progressao e a disseminagao das células tumorais por
penetragcao dos vasos vasculares e linfaticos (JASS et al. 1987; ZLOBEC et
al. 2009).

Estudos revelam que o padrao de crescimento do tipo infiltrativo € um
fator progndstico adverso e que pode predizer recidiva local (ZLOBEC et al.
2008), enquanto que o padrao de crescimento do tipo expansivo esta
relacionado com melhor sobrevida (ZLOBEC et al. 2009), dados que séao
consistentes com os resultados aqui apresentados.

A via de p53 é critica em mediar a resposta das terapias mais
comumente utilizadas. Existem evidéncias de que o gene TP53 possui
polimorfismos funcionais que afetam a sinalizagdo de p53, e assim,
possivelmente alterando o risco de cancer e o resultado clinico (GROCHOLA

et al. 2010). Como estes polimorfismos interagem com os fatores de risco ja
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conhecidos e com a terapéutica ainda precisam ser respondidos. Este
estudo fornece evidencias do efeito protetor que a expressao do alelo Agr72
exerce sobre a necessidade da quimioradioterapia pds-cirurgica.

A terapia adjuvante para CCR consiste em um componente essencial
para uma estratégia efetiva de tratamento. Inicialmente a quimioterapia
adjuvante para CCR era realizada na etapa pés-cirurgica seguido da cirurgia
curativa para destruir qualquer doenga micrometastatica remanescente. Hoje
os efeitos da quimioterapia para CCR incluem retardar e possivelmente
prevenir recidivas apés a cirurgia curativa, diminuindo a doencga incuravel e
aumentando significativamente a sobrevida média no cenario de doenca
metastatica avancada (WILKINSON 2007). Apesar do grande numero de
fatores envolvidos na predi¢cao do resultado clinico em pacientes com CCR,
0 grau histolégico do tumor ao diagndstico permanece a variavel de maior
importancia prognéstica (CASILLAS et al. 1997). Assim, a selecéo
apropriada dos pacientes que devam receber a terapia adjuvante tem sido
baseada no seu risco de recorréncia apds a cirurgia e nas variaveis
conhecidamente adversas ao prognostico, e a selecdo dos agentes
sistémicos tem sido tipicamente baseada na atividade antitumoral dos
pacientes com doenga metastatica de histologia similar (FUCHS e MAYER
1993).

Alguns estudos sugerem que células de individuos que possuem o
alelo Pro72 irdo sofrer menos apotose em resposta ao dano ao DNA
produzido por terapias quando comparado com individuos que possuem o

alelo Arg72. Este efeito tem sido sugerido por ser causado por redugéo da
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atividade transcricional dos efetores apoptoéticos (SULLIVAN et al. 2004).
Neste estudo os autores verificaram que o alelo Arg72 com tratamento
quimiotetapico mostrou-se com uma taxa oito vezes mais de inducdo da
apoptose do que o alelo Pro72 sob os mesmos agentes quimioterapicos.

Estudos utilizando linhagens celulares isogénicas também notaram
um potencial apoptético superior do Arg72 tanto na presenca (SULLIVAN et
al. 2004), como na auséncia (PIM e BANKS 2004; BERGAMASCHI et al.
2006) de quimioterapicos.

Estudos futuros com as variantes de p53 podem ajudar a definir
populacdes de pacientes através das suas habilidades de responder ao
estresse, suprimir a formagao do tumor e responder as terapias que causam
dano ao DNA (GROCHOLA et al. 2010).

Muitos estudos investigaram as associagbes dos polimorfismos em
TP53 com aumento de risco de desenvolver cancer. A presenga da
duplicacao no intron 3 tem sido associada com um aumento de risco para
tumores colorretais esporadicos em um estudo caso-controle e tem sido
correlacionado com niveis reduzidos de mRNA de linhagens celulares
linfoblastoides (GEMIGNANI et al. 2004). Estudos experimentais tém
mostrado que este polimorfismo altera a estrutura G-quartet que regula o
mecanismo de splicing de p53, afetando a taxa de sintese das diferentes
isoformas da proteina (PALMERO et al. 2010). Em um recente estudo sobre
o PIN3 com familias brasileiras Li-Fraumeni, e Li-Fraumeni-like, o alelo A2

foi associado com uma grande diminuicdo da idade de diagndstico do
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primeiro tumor, que ocorreu em média 19 anos depois do que nos individuos
carreadores do alelo A1 (MARCEL et al. 2009).

O alelo A2 tem sido associado a um aumento de risco de tumores de
pulmao (WU et al. 2002), mama (WESTON et al. 1997; POWELL et al. 2002;
WANG-GOHRKE et al. 2002), e ovario (RUNNEBAUM et al. 1995; WANG-
GOHRKE et al. 1999).

COSTA et al. (2008) encontraram o polimorfismo PIN3 como um real
modificador de risco em cancer de mama, tanto para casos esporadicos
quanto familiares. Ainda revelaram a associacdo deste polimorfismo com
maior incidéncia de metastases linfonodais. Esses achados fornecem
evidéncias de que estas variantes estdo associadas com um fendtipo
tumoral mais agressivo.

HU et al. (2010) sugeriram que o polimorfismo PIN3 pode ser um
marcador genético que contribui para a susceptibilidade ao cancer, com
potencial que pode ser aplicado na clinica.

Duas meta-analises foram realizadas envolvendo o polimorfismo do
exon 4 e mostram diferentes resultados. Uma delas inclui 13 estudos sobre
cancer de pulméo, mas falhou em encontrar alguma associagao significante.
A outra meta-analise inclui 23 estudos e demonstra que o alelo Pro72 é um
fator de risco para desenvolvimento de cancer de pulmao, especialmente em
asiaticos e caucasianos. Estudos envolvendo o cancer de mama e de ovario
falharam em identificar alguma associagao entre os polimorfismos e o risco

aumentado para tumores (PETITJEAN et al. 2007).



112

Estudos envolvendo o CCR também mostram um aumento no risco
associado ao polimorfismo do cdédon 72. Entretanto, os experimentos do
estudo ndo permitem concluir se o aumento no risco verificado deve-se
exclusivamente a duplicagcédo de intron 3, que foi encontrado conjuntamente
com a variante Pro72, ou se a diferenga encontrada ocorreria com os
eventos de forma independente (PETITJEAN et al. 2007).

O polimorfismo 72Pro>Arg envolve a troca do cédon CCC para CGC,
que entdo passa a ser associado a maior frequéncia de tumores por ser um
alvo de metilagdo. Assim, este polimorfismo pode apresentar diferente
potencial de metilacdo de acordo as exposicdes individuais aos
carcinégenos causadores de metilagdo, como o cigarro e outros fatores
ambientais, ou ainda, de acordo com a eficiéncia da maquinaria de
demetilagao entre os individuos (KOUIDOU et al. 2006).

Outros estudos mostram que a variante polimorfica do cédon 72 se
mostra como um modificador intragénico do comportamento mutante de p53.
O alelo Arg72 foi encontrado como preferencialmente mutado em tumores
que eram heterozigoticos Arg/Pro. Além disso, o alelo Arg72 se mostrou
mais potente em neutralizar a apoptose induzida por p73 e em cooperar com
EJ-Ras na transformacao das células. Outros estudos envolvendo tumores
colorretais, de pulmdo e de cabeca e pescogo também mostraram que
individuos heterozogéticos Arg/Pro também apresentavam o alelo Pro
preferencialmente perdido e o alelo Arg preferencialmente mutado

(PETITJEAN et al. 2007).
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KIM et al. (2009) demonstraram que pacientes de gendtipos Arg/Pro e
Pro/Pro de TP53 cddon 72 foram significativamente correlacionados com
menor taxa de resposta a quimioterapia quando comparados ao genotipo
Arg/Arg na analise de regressao logistica (35,7 vs 66,7%, P= 0,019). Na
analise multivariada para sobrevida, os dados também mostraram que o
tempo de progressao para os pacientes com genétipo Arg/Pro e Pro/Pro se
mostraram piores do que para os pacientes com gendtipo Arg/Arg (OD=
3,056, P= 0,047). A conclusao do estudo € de que o polimorfismo do cédon
72 de TP53 é um fator preditivo de resposta a quimioterapia e que se
correlaciona com o tempo de progressao de pacientes com tumores
gastricos avancgados.

Os dados originados do presente projeto constituem-se no primeiro
relato em literatura que descreve o padrdo de expressao do SNP no cddon
72 do gene TP53 em CCR, e indicam que este SNP esta associado a este
tipo tumoral.

BOLDRINI et al. (2008) analisaram o efeito combinado dos
polimorfismos 72Pro>Arg e PIN3 em pacientes com cancer de pulmao nao
pequenas células. Os autores encontraram evidéncias de efeitos
relacionados a dosagem desse polimorfismo; pacientes com até 2 alelos
variantes apresentavam a tendéncia de exibir um progndéstico melhor quando
comparados aos pacientes que apresentavam trés ou quatro variantes.

Assim, o impacto das mutacbes em TP53 pode ser diferente de
acordo com o haplétipo onde essas mutagbes ocorrem, assim como com O

haplétipo do alelo selvagem residual. Além disso, € possivel que outros
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fatores como a dieta e o estilo de vida, o que ndao é completamente
controlado na maioria dos estudos, possam impactar na associagao e,
assim, explicar a falta de associacéo direta encontrada em alguns estudos

sobre este polimorfismo e CCR (TANG et al. 2010).

6.9 EXPRESSAO DIFERENCIAL

Correlagdes entre a variacdo do DNA e diferengas humanas
fenotipicas, como a susceptibilidade a certas doencgas, ainda ndo sdo bem
entendidas. Os polimorfismos podem contribuir para a variagdo observada
dos complexos tracos humanos, mas suas relativas contribui¢cdes
permanecem indeterminadas.

Estudos que buscaram analisar a expresséao diferencial dos alelos de
heterozigotos mostraram que aproximadamente 50% apresentam diferengas
na expresséo dos alelos (PANT et al. 2006). A variagao alélica na expresséo
dos genes é de particular interesse por causa da potencial contribuigdo
desta variagao nos tragos herdados. Assim, entender o grau, a estrutura e os
padrbes das variagcdes de expressado génica é de central importancia na
pesquisa biomédica. Células podem ter diferentes propriedades dependendo
se um ou ambos os alelos estdo sendo expressos, ou ainda, qual dos dois
alelos estda sendo expresso nos heterozigotos. Esta variabilidade é
alcangada sem alterar a sequéncia de DNA, o que pode ser vantajoso
pensando evolutivamente. Até agora a expressao alélica tem sido estudada

principalmente no contexto de polimorfismos regulatérios, o que pode
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fornecer a base genética da variagdo humana, tendo um papel crucial na
variacao fenotipica e susceptibilidade as doencas.

Diferencas de expressao entre alelos do mesmo gene tém sido
observadas, contribuindo para a variagdo fenotipica entre individuos.
Estudos mostram que existem variacdes alélicas de expressao em certos
genes de individuos heterozigotos (TAN et al. 2008; MILANI et al. 2009;
PINHEIRO et al. 2010). GIMELBRANT et al. (2007) mostraram que 300 de
4000 genes (8%) adquiriram expressbes monoalélicas aleatorias
subclonando linhagens celulares de linfoblastos.

A expressdao monoalélica (monoallelic expression — MAE) é definida
pela expressdo de um gene que fica restrita a um alelo na presenga de um
genoma dipldide e heterozigoto. A expressao diferencial (differential allele-
specific expression - DAE) é definida por um aumento de expresséo de um
alelo especifico, ao invés da completa expressao monoalélica.

Existe uma consideravel variagdo natural de expressao génica entre a
populacdo e entre individuos. A expressao monoalélica ocorre naturalmente
em alguns genes, como aqueles que sofrem exclusao alélica, como as
imunoglobulinas e receptores olfativos, como os genes que sofrem imprinting
entre alelos maternos e paternos, ou ainda como os genes ligados ao
cromossomo X que sofre inativagdo nas mulheres (CHEUNG et al. 2008).

Alguns estudos com tecidos normais, tumorais e linhagens celulares
utilizando plataformas como Affymetrix e lllumina mostraram que a MAE e a
DAE séao relativamente frequentes (5-20%, 10-50%, respectivamente),

dependendo no numero de genes incluindo nos estudos e da forma de
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selecdo dos genes (YAN et al. 2002; BRAY et al. 2003; LO et al. 2003;
PASTINEN et al. 2004; GIMELBRANT et al. 2007; TAN et al. 2008; SERRE
et al. 2008; MILANI et al. 2009). Estes dados revelaram a MAE/DAE de
alguns genes e forneceram mecanismos que podem explicar diferencas
fenotipicas entre individuos, assim como a susceptibilidade de algumas
doencgas, ou mesmo 0 seu curso de evolucdo. Entretanto, a maioria dos
estudos utilizam linhagens celulares ou material germinativo dos pacientes,
sendo poucos utilizando tumores primarios. O mecanismo e as
consequéncias funcionais da MAE nos tecidos tumorais nunca foram
estudados, assim, o papel da MAE na tumorigénese permanece obscuro.

O desequilibrio de expressao alélica é influenciado tanto por cis-
fatores e trans-moduladores. Apesar das diferencas de expressao herdaveis
sugerirem que a influéncia de mecanismos trans-ativadores serem mais
importantes, os cis-fatores podem explicar até 35% das diferengas entre
individuos (PASTINEN e HUDSON 2004; MILANI et al. 2007). A capacidade
de discriminagao especifica entre dois alelos pode revelar mudangas no
controle epigenético, ja que ambos os alelos sdo afetados pelos mesmos
fatores de transcricdo, ainda que difiram em elementos cis-ativadores. O
efeito de variagdes regulatérias em humanos é desconhecido. O splicing
alternativo de pré-mRNAs é outro possivel mecanismo para variagdes
alélicas de expressao de um gene.

Nao esta claro se a diferenca de expressao entre dois alelos por si é
relevante ou se a soma do nivel de expressao é importante. Além disso,

permanece confuso como que pequenos desbalangcos de expressao
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poderiam causar um fenétipo. Entretanto, existem varios precedentes de que
diferencas de expressdes sutis podem ter um impacto significativo no
fenotipico.

Devido ao fato de que se espera que os SNPs sejam menos
deletérios do que as mutagdes que inativam ou ativam completamente a
funcao, é muito util procurar por SNPs candidatos em genes que demostram
haploinsuficiéncia. Isso inclui os genes que tenham um fendtipo cancer-
especifico, quando o individuo tem apenas um alelo selvagem, a
provavelmente, metade da atividade e nivel da proteina. Interessantemente,
os genes TP53, MDM2 e MDM4 sao genes haploinsuficientes em
camundongos a o TP53 o € em humanos (HIRSHFILED et al. 2010).

Este € o primeiro relato de expressdo monoalélica do céodon 72 de
TP53 em CCR, e revela que os heterozigotos preferencialmente expressam
o alelo Pro72, o que sugere que este alelo pode ser seletivamente ativado
durante o desenvolvimento do CCR. O unico estudo que avaliou a expressao
do coédon 72 de TP53 também mostrou que tumores de mama de chinesas
heterozigotas preferencialmente expressavam o alelo Pro72 ou
expressavam ambos os alelos (SIDDIQUE et al. 2005).

Dessa maneira, surge a possibilidade de que o alelo Pro72 pode nao
estar funcionalmente envolvido, mas que sua expressao se correlaciona com
a tumorigénese. Surgem importantes questbes sobre por que, quando e
como as células escolhem e toleram o monoallelismo, e se essa “hemizigose
funcional” pode fornecer alguma vantagem n&o conhecida. Assim, novos

estudos sao necessarios para examinar o papel do alelo Pro72 na
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carcinogénese e para avaliar se outros modificadores genéticos podem estar
envolvidos.

A expressao dos diferentes polimorfos de p53 €& seletivamente
regulada em individuos heterozigotos para o polimorfismo 72Pro>Arg. A
“silenciamento” do alelo Arg72 parece ter um efeito negativo em relagdo ao
cancer, ja que ele atua melhor na indugdo da apoptose. As diferengas na
expressao dos heterozigotos identificadas quando comparados os resultados
do sequenciamento do cDNA e do gDNA resultaram num aumento da
frequéncia alélica do alelo Pro72 nesta populacdo. Assim, o status da
expressdo dos polimorfos de p53, ao invés do status genotipico, fornece
indicagcdes mais apropriadas no processo tumoral. A extensdao da MAE em
CCR e sua significancia biolégica e clinica ainda sdo desconhecidas. Este
estudo mostrou MAE de TP53 em CCR. Uma exploracdo maior de genes
relevantes pode contribuir para um melhor entendimento sobre a relagao
deste mecanismo e tumores.

WALKER et al. (2012) mostraram, clinicamente, que a MAE em TP53
existe apenas em tumores com mutagcdo e aumenta a agressividade do
tumor, sugerindo que a MAE é tumor e gene especifica, e pode estar
associada com a progressao tumoral.

Finalmente, estudos genome-wide podem identificar novos genes com
MAE envolvidos com tumores. Estudos adicionais sdo necessarios para
determinar os mecanismos que governam a MAE e para permitir o

entendimento do papel da MAE no desenvolvimento da doenca.
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Apesar de ter sido feito com uma pequena amostra, os resultados
apresentados fornecem uma indicacao para futuros estudos sobre variagdes
alélicas de expressao génica de TP53 em CCR. O maior entendimento dos
padroes de expressao ira fornecer dados valiosos sobre a diversidade
fenotipica em humanos.

Como o sequenciamento pelo método de Sanger ndo normaliza para
quantificar a expressao relativa dos alelos, iniciadores foram desenhados
para o sequenciamento de cDNA e gDNA através do pirosequenciamento,

que sera realizado futuramente.

6.10 HRM

Existem algumas técnicas utilizadas para detectar mutagdes, cada
uma com vantagens e desvantagens particulares. A técnica de HRM ja
utilizada para rastreamento de alteragdes somaticas nos genes KIT, BRAF,
EGFR, ERBB2 e KRAS (WILLMORE-PAYNE et al. 2005, 2006; NOMOTO et
al. 2006; KRYPUY et al. 2006), incluindo TP53 (KRYPUY et al. 2007).

No presente estudo, pensando na proposta do uso da técnica de
HRM, seria sequenciado um maior numero de amostras do que o numero de
variantes reais, 0 que nos permite concluir que a técnica gera varios falsos
positivos, mas dificimente deixa de identificar as amostras que
verdadeiramente possuem alguma alteragdo na sequéncia amplificada. O
gene TP53 é relativamente pequeno, com intros curtos entre os exons, de

forma a possibilitar a analise de mais de um exon na mesma reacgao,
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diminuindo o numero de reagcdes de PCR que seriam necessarias
previamente ao sequenciamento. Ja para a analise de HRM, sao
necessarios fragmentos de até 250 pb, de forma que cada exon deve ser
analisado separadamente. Além disso, &€ preciso um numero muito maior de
amostras que justifique o uso do HRM para rastreamento de alteracdes, para
que seja mais rapido e barato do que o sequenciamento direto de todo o
gene. Assim, apesar da técnica de HRM ter sido padronizada para que fosse
feito um rastreamento das mutacdes em TP53 e ter apresentado resultados
satisfatorios, ela seria mais bem utilizada para genes com muitos exons e
introns muito longos entre eles, para os quais o sequenciamento de toda a
regido codificante consumiria muito tempo e dinheiro, bem como para o
rastreamento de mutagdes que ocorram em hotspots de alguns genes, 0 que
permite o rastreamento de varias amostras em uma Unica reagao para a
mesma alteragdo. Assim, para o gene TP53 o sequenciamento direto de

toda a sua regiao codificante € menos oneroso e laborioso.
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CONCLUSOES

Houve forte associagdo entre presenca de mutacdo e o acumulo
proteico nos tumores, permitindo identificacdo da estabilizagao
proteica que leva a este acumulo no nucleo;

A frequéncia de mutacdes de TP53 em CCR é semelhante aos
achados de literatura. A frequéncia mutacbes relacionadas ao
mecanismo de splicing em TP53 é superior aos achados de literatura;
Observou-se um caso de mutagdo sinbnima no gene TP53 que se
relaciona ao mecanismo de splicing;

A anadlise da sequéncia de todo o transcrito do gene TP53 foi
importante para determinar o padrdo de alteracbes e a contribuicdo
especifica de cada alelo expresso, pois existe um desbalancgo alélico
evidenciado no coédon 72 de TP53. O favorecimento da expressao do
alelo Pro72 no tumor esta associado com pior comportamento
tumoral;

A expressao proteica positiva de p53 e a mutacdo de TP53 estao
associados a caracteristicas de maior agressividade tumoral. O SNP
no cédon 72 do gene TP53 pode ter um papel na progressao do CCR.
O polimorfismo do intron 3 do gene TP53 sugere associagao com
recidiva tumoral;

A técnica de HRM permite a identificagdo das variantes, entretanto,
gera muitos falsos positivos. O rastreamento é factivel, porém o
sequenciamento direto de toda a regido codificante de TP53 € menos

laborioso.
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Anexo 1 - Ficha de Coleta de Dados - CCR

PACIENTE:

RGH:
NATURALIDADE:
ESCOLARIDADE:

PROFISSAOQO:

DATA DE ADMISSAO: / / [ ]dt_adm
DATA NASCIMENTO: / / [ ldt_nasc
IDADE AO DIAGNOSTICO: [ lidd_diag
SEXO: 1- FEMININO () 2 - MASCULINO () 3—IGNORADO () [ ]sexo
RACA: 1-BRANCA( ) 2-NEGRA( ) 3-AMARELA( ) 4-OUTRAS() [ ]raga
TABAGISMO 1-SIM () 2-NAO () [ Jtab

PESO: [ ]peso
ALTURA: [ Talt
TUMOR PRIMARIO: [ Jtu_prim

1- COLON PROX (D+T)

2- COLON DISTAL (E+S)

3- RETO

9- IGNORADO

DATA DA CIRURGIA:

CIRURGIA: [ Jcir
1-  COLECTOMIA PARCIAL

2-  COLECTOMIA TOTAL

3- PCT

4-  RA/APP

5-  EXANTERACAO

6-  RESSECCAO LOCAL ENDOSCOPICA
7-  RESSECCAOABERTA TRANSANAL

8- OUTRA
9- IGNORADO
ESTADIO T:

TO(O0) T1(1) T2(2) T3(3) T4 (4) TX(9) [ ]estadiot



ESTADIO N :

NO(0) N1(1) N2(2) NX (9) [ ]estadion
ESTADIO M :

MO (0) M1 (1) - retroperitoneo M1 (2 ) —figado M1 (3 ) — pulméao
M1 (4 ) — outro ( YMX(9) [ ]estadiom

GRUPOS POR ESTADIOS
0 (0) (1) A (2) 1B (3) 1A (4) NIB (5) IIC (6) IV (7) [ ]gr_estadio

NUMERO DE LINFONODOS DISSECADOS [ 1linf_dis

888 ( ) NAO REALIZADO 999 ( ) IGNORADO

NUMERO DE LINFONODOS POSITIVOS [ ]linf_pos
888 ( ) NAO REALIZADO 999 ( ) IGNORADO

RESSECCAO DE METASTASE [ ]res_meta
(0)SEM METASTASE  (1)SIM (2)NAO  (9)IGNORADO

GRAU DE DIFERENCIACAO [ ]grau_dife
(1) BEM (2) MODERADAMENTE (3) POUCO

(4) INDIFERENCIADO (8) OUTRO (9) IGNORADO
CONFIGURACAO DO TUMOR [ ]conf tu

(1) EXOFITICA (2) ENDOFITICA  (3)DIFUSA  (4) OUTRAS
(9)[GNORADO

DIMENSAO DO TUMOR: 999 — IGNORADA [ ]dim_tu
BORDA DE INVASAO: [ ]borda_inv
(1) INFILTRATIVA (2) EXPANSIVA (9) IGNORADO
INFITRADO TIPO CROHN: [ ]inf_crohn

(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO



INFILTRADO LINFOCITARIO PERITUMORAL [ ]inf_linfoperi

(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

DESMOPLASIA [ ]desmo
(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

INVASAO VASCULAR SANGUINEA [ ]invasc_sang
(0) VO (1)W1 (2) v2 (9) Vx

INVASAO VASCULAR LINFATICA [ ]invasc_linf

(0)LO (1)L1 (2) L2 (9) Lx

INVASAO PERINEURAL [ ]inv_peri
(0) AUSENTE (1) PRESENTE (9) IGNORADO

MARGENS ANATOMOPATOLOGICAS [ ]marg_anatomo
(0) ndo operado (1) livres (2) comprometida (9) ignorado
MARGEM DISTAL: mm [ 1 margem_dis

888-COLON E SIGMOIDE 999- IGNORADA

MARGEM RADIAL.: mm [ 1margem_rad
888-COLON E SIGMOIDE 999- IGNORADA

TIPO HISTOLOGICO: [ ]tipo_histo

1- ADENOCARCINOMA TUBULAR

2- ADENOCA C/ DIF MUCINOSA ATE 50%

3- ADENOCA MUCINOSO
DIFERENCIACAO NEUROENDOCRINA

5- CEC

6- CRIBIFORME (<50%)

7-ADENOESCAMOSO

8- INIFERENCIADO

9- PEQUENAS CELULAS

10-ANEL DE SINETE



11-MEDULAR

12- OUTROS

99 - IGNORADO

ADENOMA ASSOCIADO [ ]adeno_asso

(0) SIM (1) NAO (9) IGNORADO

ADJUVANCIA [ ]adjuvancia

(0) AUSENTE (1) QT (2) RT (9) IGNORADO

QUIMIOTERAPICOS ADJUVANTES [ 1qt adj

(0O)SEM QT (1)5-FU/LV (2)FOLFOZ/FLOX
(3)CAPECITABINA

(4)BEVACIZUMAB (8)OUTROS (9) IGNORADO

ESTADO DA QUIMIOTERAPIA ADJUVANTE [ ]est_gtad]

(0) SEM QT (1) INCOMPLETA (2) COMPLETA

PRIMEIRA RECIDIVA: [ ]prim_rec

1- PELVICA 2- PAREDE ABDOMINAL 3-PERITONEO

4- ANASTOMOSE 5- LINFONODO 6- FIGADO

7-PULMAO 8-0SSO 9- IGNORADO

10-OUTRO LOCAL

DATA DA RECIDIVA POS CIRURGIA:

DATA DA ULTIMA INFORMACAO:

ESTADO ATUAL [ ]e_atual
1 - VIVO SEM DOENCA ()

2 — VIVO COM DOENCA ()

3- MORTE POR CANCER ()

4 — MORTE POR OUTRAS CAUSAS ()

5 — PERDIDO DE VISTA ()



NUMERO DO BLOCO ANATOMOPATOLOGICO
AP DA BIOPSIA

AP DA PECA COLORRETAL

AP OUTRA PECA

AP OUTROS




Anexo 2 - Protocolo para Imunoistoquimica

2)

Desparafinizacio:

3 banhos em xilol por 5 minutos
4 banhos rapidos de etanol 100%

lavar em agua corrente por 5 minutos

Recuperacio antigénica

Tampao Citrato pH 6,0

3)

Panela de Presséo:

colocar laminas na cuba de plastico e adicionar tampao até cobri-las
colocar 1500 ml de agua destilada na panela

programar a panela para 25 minutos ou quando comegar a pressao
deixar por 15 minutos

desligar a panela (depois que acabar a pressao), retirar a cuba e esfriar
por 20 minutos a temperatura ambiente

apos a recuperacao, lavar em agua corrente por 5 minutos. Secar as
ldaminas rapidamente com papel filtro e circular os cortes com caneta de

silicone.

Bloqueio da peroxidase endégena

incubar as amostras em H,O, 10 vol por 3 vezes durante 5 minutos

lavar em agua corrente por 5 minutos

Bloqueio de proteinas inespecificas (para evitar ou reduzir o background)

-adicionar 100 pl da solugao Protein Block Serum-Free (Dako)
incubar por 20 minutos em cadmara umida
retirar solugao

Incubacdo com anticorpo primario




a. diluir o anticorpo com Antibody Diluent with Background Reducing
Component (Dako). Se o intervalo entre a diluicdo e o uso for longo,
cobrir com papel aluminio e deixar na geladeira

adicionar 100 pl do anticorpo diluido sobre o corte

incubar por 2 horas em camara umida

lavar cada lamina separadamente com PBS 1X

® a0 T

lavar as laminas em PBS 1X por 3 vezes durante 5 minutos

(*))
~

Amplificacio (sistema polimero) — Advance HRP Link (Dako)

adicionar 100 pl de Advance HRP Link (tubo transparente)
incubar por 30 minutos em cadmara umida

lavar cada lamina separadamente com PBS 1X

a o oo

lavar as laminas separadamente com PBS 1X por 3 vezes durante 5

minutos

o

adicionar 100 pl de Advance HRP Link (tubo marron)

—h

incubar por 30 minutos em camara umida

lavar cada lamina separadamente com PBS 1X

= @

lavar as laminas em PBS 1X por 3 vezes durante 5 minutos

~
~

Coloracao
diluir DAB 1:50

adicionar 100 pl de DAB sobre o corte
retirar o excesso de DAB em agua destilada
lavar em agua corrente por 5 minutos

incubar em hematoxilina por 1 minuto

-~ 0o a0 T o

lavar em agua corrente para retirar o excesso de hematoxilina

passar rapidamente pelo diferenciador

= @

lavar em agua corrente por 5 minutos

oo
~

Montagem das laminas

4 banhos rapidos em etanol 100%
banho rapido em etanol 100%+xilol

3 banhos rapidos em xilol

a0 oo

pingar Entelan (Merck) na laminula e colocar a lamina



e.

limpar lamina com xilol

Solugdes para Imunoistoquimica

Tampao citrato 10 mM pH 6,0
12,6 g de acido citrico

agua destilada q.s.p. 6,0 L
corrigir o pH com NaOH 2N

Tampao PBS 0,01 M pH 7,4 20X (concentrado)
160 g de NaCl

27,31 g de fosfato de sédio dibasico

4,86 g de fosfato de sddio monobasico

agua destiladaq.s.p. 1,0 L

Diferenciador
500 ml de etanol 50%
27 gotas de HCI



Anexo 3 - Extracao de RNA por Trizol - Precellys

Procedimento para a extragao do RNA:

Aliquotar o trizol em falcon de 50ml e manter no gelo.

2. Nos tubos com beads magnéticos do kit do Precellys® colocar 1ml de
Trizol (gelado) do falcon acima. Mantendo sempre os tubos no gelo. E
colocado 1ml de Trizol para cada 50-100 mg de tecido.

3. Remover o excesso de Tissuetek® e tentar cortar o maximo que puder
do tecido com o bisturi sem descongelar. Colocar o tecido no tubo com o
Trizol e ligar o precellys por 10 segundos na velocidade maxima
(6.500rpm). (Se o material for muito grande dividir o tecido em varios
tubos). Colocar imediatamente as amostras no gelo até o préximo ciclo.
As amostras podem ser processadas até no maximo 3 ciclos de 10
segundos na velocidade maxima.

4. Transferir as amostras do tubo das beads (1ml) para um tubo eppendorf
(1,5 ml) com o auxilio de Pipeta Pasteur estéril de plastico e deixa-las a
temperatura ambiente no Trizol por 5 minutos para garantir melhor
degradacao da matriz intracelular — proteoglicanas - das células e lise de
todas as membranas.

5. Centrifugar a 12.000g por 10 minutos a 4°C.

NOTA: Algumas amostras vao aparecer 3 fases: a superior seguira para
extragdo do RNA; a do meio, parecendo um 6leo € de Tissuetek® e deve
ser descartada em lixo organico e a inferior segue para extragdo do DNA
(onde acrescenta-se o BEB).

6. Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml, adicionar 200l
de cloroférmio, agitar por inversdao durante 1 minuto e deixar a
temperatura ambiente por 5 minutos para iniciar a separacao das fases.

7. Centrifugar a 12.000 g por 15 minutos a 4°C.

NOTA: Tomar cuidado ao transferir o sobrenadante com a pipeta, pois
na interface estdo as proteinas alifaticas (halo branco) que ndo devem

ser retiradas.



10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

Transferir cuidadosamente o sobrenadante para um novo tubo de 2,0 ml,
adicionar 1ul de glicogénio e aproximadamente 500ul de isopropanol
(volume/volume), agitar por inversao durante 1 minuto.

Deixar essa solugao precipitando a temperatura ambiente por 15
minutos.

Centrifugar a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C.

Descartar o sobrenadante com cuidado por inversdo e acrescentar 1 ml
de etanol 70% gelado, preparado com agua DEPC para a lavagem do
pellet. Somente na primeira lavagem deve-se desgrudar o pellet.
Centrifugar a 14.000 rpm por 2 minutos a 4°C.

Lavar o pellet mais 3X sem desgruda-lo, com 1 ml de etanol 70% gelado
e centrifugando a 14.000 rpm por 2 minutos a 4°C.

Descartar cuidadosamente o sobrenadante por inversao a cada lavagem,
retirar o excesso de etanol com pipeta cuidadosamente e secar o pellet
em banho-seco (Termomixer — 300rpm) a 42°C (menos de 1 minuto para
os pellets secarem).

Ressuspender o pellet com H20 DEPC e deixar em banho-maria a 55°C
por 10 minutos. Homogeneizar cuidadosamente com a pipeta o0 RNA
durante esses 10 minutos. Apds esse tempo colocar imediatamente no
gelo.

A quantificagao e pureza deve ser avaliada no NanoDrop e a integridade

no Bioanalyzer. Armazenar o RNA a -80°C.



Anexo 4 - Extracdo de DNA — Tecido Congelado (Fenol/cloroférmio)

10.

Coletar o tecido (<100 mg de tecido) em um tubo de 1,5 ml.

Adicionar 600 ul de Tampao de Digestao (caseiro- abaixo) ou 600 pl
do tampéo Cell Lysis Solution (Gentra Puregene Blood Kit - Qiagen).
30 pl de 0,5M EDTA

15 ul sodium dodecysulphate 20%

15 ul NaCl 4M

6 wl Tris-HCI 1M pH 8,0

519 ul de agua MilliQ

15 ul Proteinase K 20 ug/ul (adicionar a PK também com o

O O O o o o

tampao da Qiagen)
Incubar a 55°C em agitagéo (700rpm) por 18 horas.
Adicionar mais 10-15 ul de Proteinase K, caso o tecido ndo tenha
dissolvido por completo.
Centrifugar o tubo Phase Lock Gel (PLG) por 1 min a 13.200 rpm
para que toda a resina descga para o fundo.
Transferir a amostra para o tubo PLG. Adicionar 600 ul de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico
Homogeneizar por inversdo por 1 min. Centrifugar por 10 min a
13.200 rpm.
Transferir a fase aquosa (acima da resina do tubo) para um novo tubo
PLG. Adicionar 600 ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1). Homogeneizar. Centrifugar por 10 min a 13.200 rpm.
Adicionar 600 pl de cloroférmio direto no tubo PLG (sem trocar de
tubo).
Homogeneizar por inversdo por 1 min. Centrifugar por 10 min a
13.200 rpm.



11.

12.

13.
14.
15.

16.
17.

18.

19.
20.
21.
22,

Transferir a fase aquosa para um novo tubo (2,0 ml) e adicionar 0,5 pl
de glicogénio (20 mg/ml) e 800 ul de EtOH 100 % gelado.
Homogeneizar bem por inversao.

Incubar por 1 hora a -20°C (se a nuvem de DNA estiver evidente pular
esse passo).

Centrifugar por 30 min a 14.000 rpm a 4°C.

Remover o sobrenadante.

Lavar o pellet 3x com 1 ml de EtOH 70% gelado. Ressuspender o
pellet na primeira lavagem.

Centrifugar por 2 min a 14.000 rpm a 4°C.

Remover o sobrenadante (retirar o excesso com a pipeta). Secar o
pellet a 42°C ou na bancada.

Ressuspender em aproximadamente 50 ul de H,O (de acordo com o
tamanho do pellet).

Incubar a 55°C por 10 minutos.

Deixar overnight a 4°C.

Quantificar o DNA. Avaliar integridade com 0,5 yg em gel de agarose.

Armazenar em freezer -20°C.



Anexo 5A - Quadro das sequéncias dos iniciadores utilizados para

sequenciamento do cDNA.

Iniciador Sequéncia

E2ForE GACGGTGACACGCTTCCCTG
E2Forl CAGCCAGACTGCCTTCCGGGTC
E6ForE CCTCAGCATCTTATCCGAG
E6Forl GGAAATTTGCGTGTGGAG
E6Revl CTGTCATCCAAATACTCCACACG
E6RevE CACCACCACACTATGTCG
E11Revl CAAGAAGTGGAGAATGTC
E11RevE AGGCTGTCAGTGGGGAAC




sequenciamento do gDNA.

Anexo 5B - Quadro das sequéncias dos iniciadores utilizados para HRM e

Iniciador Sequéncia

E2ForHRM CCACTTTTCCTCTTGCAGCAG
E2RevHRM CTAGCAGAGACCTGTGGGAAG
E4ForHRM GCTCTTTTCACCCATCTACAG
E4RevHRM CACGGTCAGTTGCCCTG
E5ForHRM GTACTCCCCTGCCCTCAAC
E5RevHRM CAGATAGCGATGGTGAGCAGC
E6ForHRM GATTCCTCACTGATTGCTCTTAG
E6RevHRM CTGAGGTCTGGTTTGCAACTG
E7ForHRM GCCTGTGTTATCTCCTAGG
E7RevHRM TCAGGAGCCACTTGCCAC
E8ForHRM GCTTCTCTTTTCCTATCCTGAG
E8RevHRM GTAAGCAAGCAGGACAAGAAG
E9ForHRM GAGACCAAGGGTGCAGTTATG
E9RevHRM GGACCTCTTATCAAGTGGAAAG
E10ForHRM CAGGTACTGTGTATATACTTAC
E10RevHRM GCCATAGGATTCCATTCTC
E11ForHRM GCACAGACCCTCTCACTCATG
E11RevHRM GTTCCCCACTGACAGCCTC
EI3ForHRM GGGACTGACTTTCTGCTCTTG

EI3RevHRM

CTTTTCACCCATCTACAGTCCC




Anexo 6A - Graficos representativos das analises de HRM
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Figura 1 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 2.

Amplificagdo das amostras, curva de dissociagdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferenca relativa entre as amostras.
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Figura 2 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 3.
Amplificagdo das amostras, curva de dissociagéo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferenga relativa entre as amostras.
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Figura 3 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 4.

Amplificacdo das amostras, curva de dissociacdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferencga relativa entre as amostras.
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Amplification Plot Melt Curve
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Figura 4 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 5.

Amplificacdo das amostras, curva de dissociagdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferenca relativa entre as amostras.
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Amplification Plot Melt Curve
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Figura 5 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 6.

Amplificacdo das amostras, curva de dissociacdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferencga relativa entre as amostras.
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Figura 6 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 7.

Amplificacdo das amostras, curva de dissociacdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferencga relativa entre as amostras.
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Figura 7 - Gréficos representativos das analises de HRM para o exon 8.

Amplificagao das amostras, curva de dissociacao, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferencga relativa entre as amostras.
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Figura 8 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 10.

Amplificacdo das amostras, curva de dissociacdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferenga relativa entre as amostras.
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Figura 9 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 9.
Amplificacdo das amostras, curva de dissociagcdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferenga relativa entre as amostras.
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Figura 10 - Graficos representativos das analises de HRM para o exon 11.

Amplificacdo das amostras, curva de dissociacdo, dados brutos, derivados e alinhados da

curva de dissociagao, e grafico com a diferenga relativa entre as amostras.



Anexo 7 - Tabela da Descricdo das mutagdes encontradas no estudo.

Codon Splicing Predicao Expressao
Amostra Mutacao Genoétipo  Dominio  Exén Troca Codon WT Resultado Funcionalidade
mutante NNSPLICE 0,9 HSF_V2.3 AGVDG SIFT DNE  Estrut./Func. P53
LC6T c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg Ccc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE 0
LC12T troca complexa 0
c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg CCc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE
LC14T 0
c.586C>T Hetero p53C 6 196Arg>Stop CGA TGA 219T/6GL NS NS SE SE SE SE SE
c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg CCc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE
LC18T 90
c.524G>A Homo p53C 5 175Arg>His CGC CAC 1130 T/25GL NS NS N&o funcional Deletéria  Deletéria Sim Néo funcional
LC20T Insergéo (399 TGAT) Hetero p53C 5 leitura 0
c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg CCC/CGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE
LC24T 80
c.329G>T Homo p53C 4 110Arg>Leu CGT CTT 26T/2GL NS Ruptura doador Néo funcional Deletéria  Deletéria SE Néo funcional
LC29T Sem trocas 0
LC30T c.215C>G Hetero PRR 4 72Pro>Arg CCc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE 0
c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg CCc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE
LC31T 90
c.455C>T Homo p53C 5 152Pro>Leu CCG CTG 77T/10GL NS NS Nao funcional Deletéria Deletéria SE Nao funcional
LC34T Insergéo (217 C) Hetero PRR 4 leitura 0
LC36T c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg CCC/CGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE 0
LC37T c.215C>G Hetero PRR 4 72Pro>Arg CCC/CGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE 0
LC39T c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg Ccc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE 0
LC40T c.215C>G Homo PRR 4 72Pro>Arg Ccc/cGC CGC Polimorfismo (MAF= 0,398) NS Novo aceptor SE SE SE SE SE 80




Lc42t

LC43T

LC46T

LC47T

LC53T

LC54T

LC55T

LC56T

LC57T

LC58T

LC60T

LC61T

LCé4T

LC65T

C.844C>T

¢.215C>G

¢.215C>G

¢.535C>T

¢.215C>G

¢.215C>G

c.742C>T

c.215C>G

¢.524G>A

Sem trocas

¢.215C>G

c.817C>T

¢.215C>G

¢.215C>G

c.632C>T

c.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

c.844C>T

¢.215C>G

¢.215C>G

c.523C>T

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

p53C

PRR

PRR

p53C

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

p53C

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

PRR

p53C

282Arg>Trp

72Pro>Arg

72Pro>Arg

179His>Tyr

72Pro>Arg

72Pro>Arg

248Arg>Trp

72Pro>Arg

175Arg>His

72Pro>Arg

273Arg>Cys

72Pro>Arg

72Pro>Arg

211Thr>lle

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

282Arg>Trp

72Pro>Arg

72Pro>Arg

175Arg>Cys

CGG

CCcC/CGC

CCcC/CGC

CAT

CCC/CGC

CCC/CGC

CGG

CCc/cGe

CGC

CCcC/CGC

CGT

CCC/CGC

CCC/CGC

ACT

CCc/cGC

CCcC/CGC

CCcC/CGC

CGG

CCcC/CGC

CCC/CGC

CGC

TGG

CGC

CGC

TAT

CGC

CGC

TGG

CGC

CAC

CGC

TGT

CGC

CGC

ATT

CGC

CGC

CGC

TGG

CGC

CGC

TGC

551 T/15GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

104T/3GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

691T/16 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

1130 T/25GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

650 T/ 11 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

19T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

551 T/15GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

28 T/0GL

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo doador

Nao funcional

SE

SE

Parcialmente

SE

SE

N&o funcional

SE

Nao funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

Parcialmente

SE

SE

SE

Nao funcional

SE

SE

Parcialmente

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Sim

SE

SE

Sim

SE

Sim

SE

Sim

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

Nao funcional

SE

SE

Nao funcional

SE

SE

Néo funcional

SE

Né&o funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

Néo funcional

SE

SE

SE

Nao funcional

SE

SE

Néo funcional

70

920

90

60

100

70

920

100




LC66T

LC67T

LC70T

LC75T

LC76T

LC78T

LC83T

LC90T

LC96T

LC98T

LC100T

LC103T

LC112T

LC113T

LC115T

LC117T

c.731G>A

¢.215C>G

c.833C>T

¢.215C>G

¢.215C>G

c.817C>T

c.215C>G

c.215C>G

Delecgéo (G159)

c.817C>T

¢.215C>G

c.328C>T

c.587G>T

c.1045G>T

Sem trocas

c.215C>G

¢.215C>G

€.695T>C

¢.215C>G

C.743G>A

¢.215C>G

¢.215C>G

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

Hetero

Homo

Hetero

Homo

Homo

Hetero

Homo

Homo

Homo

Hetero

Hetero

Hetero

Homo

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

p53C

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

p53C

TET

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

244Gly>Asp

72Pro>Arg

278Pro>Leu

72Pro>Arg

72Pro>Arg

273Arg>Cys

72Pro>Arg

72Pro>Arg

leitura

273Arg>Cys

72Pro>Arg

110Arg>Cys

196Arg>Leu

349Glu>Stop

72Pro>Arg

72Pro>Arg

232lle>Thr

72Pro>Arg

248Arg>Gin

72Pro>Arg

72Pro>Arg

GGC

CCcC/CGC

CCT

CCcC/CGC

CCC/CGC

CGT

CCc/cGC

CCc/cGC

CGT

CCc/CcGC

CGT

CGA

GAA

CCc/cGC

CCcC/CGC

ATC

CCc/cGC

CGG

CCC/CGC

CCC/CGC

GAC

CGC

CTT

CGC

CGC

TGT

CGC

CGC

TGT

CGC

TGT

CTA

TAA

CGC

CGC

ACC

CGC

CAG

CGC

CGC

60T/1GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

79T/1GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

650 T/11GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

650 T/ 11 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

12T/0GL

2T/0GL

7T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

16T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

846 T /16 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

NS

Novo doador

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Nao funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

Néo funcional

SE

SE

Nao funcional

SE

Nao funcional

Parcialmente

SE

SE

SE

Nao funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Sim

SE

Néo

SE

SE

Sim

SE

SE

Sim

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

Sim

SE

SE

Né&o funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

Néo funcional

SE

SE

Nao funcional

SE

Nao funcional

Néo funcional

SE

SE

SE

Né&o funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

80

30

100

40

80

90




LC118T

LC121T

LC123T

LC125T

LC127T

LC129T

LC130T

LC131T

LC132T

LC137T

LC138T

LC141T

LC142T

LC145T

LC148T

c.815T>C

¢.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

Delegao (513-558)

¢.215C>G

C.473G>A

c.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

Delegao (376-396)

¢.215C>G

c.725G>A

¢.215C>G

c.833C>T

C.659A>C

c.833C>T

¢.215C>G

¢.659A>G

c.672G>A

Insergdo (673 GTCTG)

¢.215C>G

Hetero

Homo

Homo

Homo

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

hetero

Hetero

Hetero

p53C

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

p53C

p53C

p53C

PRR

p53C

p53C

p53C

PRR

272Val>Ala

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

leitura

72Pro>Arg

158Arg>His

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

leitura

72Pro>Arg

242Cys>Tyr

72Pro>Arg

278Pro>Leu

220Tyr>Ser

278Pro>Leu

72Pro>Arg

220Tyr>Cys

224Glu>Glu

leitura

72Pro>Arg

GTG

CCcC/CGC

CCc/cGC

CCc/CGC

CCC/CGC

CGC

CCc/cGC

CCcC/CGC

CCcC/CGC

CCcC/CGC

TGC

CCC/CGC

CCT

TAT

CCT

CCcC/CGC

TAT

GAG>GAA

CCC/CGC

GCG

CGC

CGC

CGC

CGC

CAC

CGC

CGC

CGC

CGC

TAC

CGC

CTT

TCT

CTT

CGC

TGT

GAA

CGC

9T/1GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

98T/6 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

55T/3GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

79T/1GL

12T/1GL

79T/1GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

340T/6GL

8 T/0OGL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Ruptura doador

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Ruptura doador

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Ruptura doador

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

NS

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Parcialmente

SE

SE

SE

SE

N&o funcional

SE

SE

SE

SE

N&o funcional

SE

N&o funcional

N&o funcional

Nao funcional

SE

Nao funcional

NA

SE

Deletéria

SE

SE

SE

SE

Deletéria

SE

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

Deletéria

Deletéria

SE

Deletéria

NA

SE

Deletéria

SE

SE

SE

SE

Deletéria

SE

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

Deletéria

Deletéria

SE

Deletéria

NA

SE

SE

SE

SE

SE

SE

Nao

SE

SE

SE

SE

Sim

SE

NA

SE

Né&o funcional

SE

SE

SE

SE

Né&o funcional

SE

SE

SE

SE

Né&o funcional

SE

Néo funcional

Né&o funcional

Né&o funcional

SE

Nao funcional

NA

SE

80

920

30

80

80

920

920

20




LC149T

LC150T

LC151T

LC152T

LC153T

LC154T

LC155T

LC156T

LC157T

LC158T

LC160T

LC162T

LC165T

LC166T

¢.215C>G

C.742C>T

¢.215C>G

C.743G>A

¢.215C>G

¢.215C>G

c.215C>G

c.734G>C

¢.215C>G

¢.524G>A

¢.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

c.476C>T

c.215C>G

C.733G>A

¢.215C>G

¢.215C>G

C.743G>A

¢.215C>G

c.523C>T

¢.215C>G

Homo

Homo

Homo

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

Homo

Hetero

Homo

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

72Pro>Arg

248Arg>Trp

72Pro>Arg

248Arg>Gin

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

245Gly>Ala

72Pro>Arg

175Arg>His

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

159Ala>Val

72Pro>Arg

245Gly>Ser

72Pro>Arg

72Pro>Arg

248Arg>Gin

72Pro>Arg

175Arg>Cys

72Pro>Arg

CCcC/CGC

CGG

CCc/cGC

CGG

CCC/CGC

CCC/CGC

CCc/cGe

GGC

CCcC/CGC

CGC

CCcC/CGC

CCc/CGC

CCC/CGC

GCC

CCc/cGC

GGC

CCcC/CGC

CCcC/CGC

CGG

CCcC/CGC

CGC

CCC/CGC

CGC

TGG

CGC

CAG

CGC

CGC

CGC

GCC

CGC

CAC

CGC

CGC

CGC

GTC

CGC

AGC

CGC

CGC

CAG

CGC

TGC

CGC

Polimorfismo (MAF= 0,398)

691 T /16 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

846 T /16 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

12T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

1130 T/25GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

48T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

423 T/18 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

846 T /16 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

28 T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo doador

Novo aceptor

SE

Nao funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

SE

N&o funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

SE

N&o funcional

SE

N&o funcional

SE

SE

Nao funcional

SE

Parcialmente

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Sim

SE

Sim

SE

SE

SE

SE

SE

Sim

SE

SE

SE

SE

SE

Sim

SE

SE

Sim

SE

SE

SE

SE

Né&o funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

SE

Né&o funcional

SE

Nao funcional

SE

SE

SE

Néo funcional

SE

Néo funcional

SE

SE

Nao funcional

SE

Néo funcional

SE

60

60

20

90

80

70

90

100

80




LC169T

LC170T

LC171T

LC172T

LC173T

LC180T

LC181T

LC184T

LC185T

LC186T

LC187T

LC188T

LC189T

LC192T

LC194T

¢.524G>A

¢.215C>G

¢.215C>G

c.818G>A

c.722C>G

¢.215C>G

c.215C>G

c.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

¢.215C>G

c.844C>T

¢.215C>G

C.488A>G

c.215C>G

Insergéo (455 C)

¢.215C>G

c.476C>A

¢.215C>G

c.583A>T

c.844C>T

Homo

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

Homo

Homo

Hetero

Hetero

Homo

Homo

Homo

Homo

Homo

Hetero

Hetero

Hetero

Homo

Homo

Homo

p53C

PRR

PRR

p53C

p53C

PRR

PRR

PRR

PRR

PRR

PRR

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

p53C

PRR

p53C

p53C

175Arg>His

72Pro>Arg

72Pro>Arg

273Arg>His

241Ser>Cys

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

72Pro>Arg

282Arg>Trp

72Pro>Arg

163Tyr>Cys

72Pro>Arg

leitura

72Pro>Arg

159Ala>Asp

72Pro>Arg

195lle>Phe

282Arg>Trp

CGC

CCcC/CGC

CCc/cGC

CGT

TCC

CCC/CGC

CCc/cGe

CCcc/cGe

CCcC/CGC

CCcC/CGC

CCc/CcGC

CCcC/CGC

CGG

CCC/CGC

TAC

CCc/cGe

CCcC/CGC

GCC

CCc/CGC

ATC

CGG

CAC

CGC

CGC

CAT

TGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

CGC

TGG

CGC

TGC

CGC

CGC

GAC

CGC

TTC

TGG

1130 T/25GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

792 T /17 GL

34T/0GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

551 T/15GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

146 T/1GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)

10T/1GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)

27T/0GL

551 T/15GL

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

Novo aceptor

NS

Novo aceptor

NS

NS

Nao funcional

SE

SE

Nao funcional

N&o funcional

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

N&o funcional

SE

N&o funcional

SE

SE

Nao funcional

SE

N&o funcional

N&o funcional

Deletéria

SE

SE

Deletéria

Deletéria

SE

SE

SE

SE

SE

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

SE

SE

Deletéria

SE

Deletéria

Deletéria
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LC196T

LC197T

LC199T

LC200T

LC201T

LC204T

LC205T

LC206T

LC208T

LC210T

LCc212T

¢.215C>G

¢.215C>G

Delegao (792-796)

¢.215C>G

c.818G>A

c.108G>A

c.742C>T

Sem trocas

¢.215C>G

C.742C>T

Sem trocas

¢.215C>G

c.1014C>T
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p53C
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TET
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4

4

72Pro>Arg
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36Pro>Pro

248Arg>Trp
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CCcC/CGC
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TTC
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TGG
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CGC

TTT
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Polimorfismo (MAF= 0,398)

Polimorfismo (MAF= 0,398)
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Polimorfismo (MAF=0,012)

691T/16 GL

Polimorfismo (MAF= 0,398)
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NS
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SE
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SE
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SE
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20
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Legenda: PRR = proline rich domain; TET = tretramerization domain; p53C = C-terminal; TAD = transactivation domain; MAF = valor do alelo

de menor frequéncia; T = tumor; GL = germinativo (germline); NS = nao significativo; SE = sem estudos.



DESCRIGAO DA TABELA:

A Tabela 1 do Anexo 7 descreve todos os resultados referente aos achados de
mutagdes obtidos através do sequenciamento do cDNA. “Amostra” se refere aos casos
estudados. “Mutacao” se refere a alteracdo encontrada na sequéncia de p53. “Genétipo” se
refere a forma como se apresenta a mutagdo, em homozigose ou heterozigose. “Dominio”
se refere a regido onde se encontra a mutagéo, sendo: PRR (Proline Rich Region), p53C
(DNA binding domain — Core), TET (Tetramerization domain) e TAD (Transactivation
domain). “Exon” se refere ao nimero do exon onde ocorreu a mutagéo. “Troca” se refere ao
tipo de mudancga na proteina. “Cédon WT” descreve qual o codon selvagem da regiao (que
inclui o polimorfismo). “Cédon mutante” descreve qual o coédon resultante da mutagéo
correspondente. “Resultado” se refere ao numero de vezes em que determinada mutagéo
foi encontrada, sendo “T” para diferentes tumores esporadicos e “GL” para tumores
germinativos. MAF (global Minor Allele Frequency) se refere ao valor do alelo de menor
frequéncia do polimorfismo. “Splicing” se refere a programas que predizem, através da
sequéncia, se a troca gera ou destroi alguma regiao envolvida em splicing: NNSPLICE 0,9 e
HSF_V2.3. “Funcionalidade” se refere a predicdo da funcionalidade da proteina mutante
estudada em sistemas de leveduras segundo KATO et al. (2003). “Predicdo” se refere a
predicdo de estrutura e funcdo da proteina mutante por programas de bioinformatica.
“AVGDG” e “SIFT” classificam as mutagcbes como neutras, deletérias ou nao-classificadas
baseados na conservagdo dos residuos de aminoacidos dos peixes aos mamiferos, de
acordo com sua composigcao, polaridade e volume (GRANTHAM 1974). “DNE” prediz se a
proteina mutante exerce um efeito dominte-negativo sobre as proteinas p53 selvagens em
ensaios de transativagao (atividade transcricional promotor-especifico medida em ensaios
de levedura e expressa como porcentagem de atividade do tipo selvagem) ou crescimento
celular. E “Estrutura/Funcgao” classifica as alteragdes levando em consideracao as estruturas
primarias e terciarias das proteinas selvagem e mutante, como funcional ou nao funcional.
“Expressédo de p53” se refere a expressdo de p53 detectada por imunoistoquimica nos
tumores. O “Numero” se refere a porcentagem de células tumorais marcadas no material

examinado.
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The tumor suppressor TP53 gene is one of the most frequently mutated in different types of human cancer.
Particularly in colorectal cancer (CRC), it is believed that TP53 mutations play a role in the adenoma-carcino-
ma transition of tumors during pathological process. In order to analyze TP53 expressed alleles in CRC, we ex-
amined TP53 mRNA in tumor samples from 101 patients with sporadic CRC. Samples were divided in two
groups defined according to whether they exhibit positive or negative P53 protein expression as detected
by immunohistochemistry (IHC). The presence of TP53 mutation was a common event in tumors with an
overall frequency of 54.5%. By direct sequencing, we report 42 different TP53 sequence changes in 55 CRC pa-
tients, being two of them validated polymorphisms. TP53 mutations were more frequent in positive than in
negative P53 detection group (p<0.0001), being the precise figures 79.6% and 30.8%, respectively. In addition,
the mutation profiles were also different between the two groups of samples; while most of the mutations
detected in P53 positive group were missense (38 out of 39), changes in P53 negative detection group include
7 insertions/deletions, 6 missense, 2 nonsense and 1 silent mutation. As previously observed, most mutations
were concentrated in regions encoding P53 DNA binding domain (DBD). Codons 175, 248 and 273 together
account for 36.7% of point mutations, in agreement with previous observations provided that these codons
are considered mutation hotspots. Interestingly, we detected two new deletions and two new insertions. In
addition, in three samples we detected two deletions and one insertion that could be explained as putative
splicing variants or splicing errors.

Keywords:

Colorectal cancer
TP53 mutation pattern
TP53 mRNA

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The tumor suppressor protein P53 is a transcription factor that
induces and/or represses the expression of target genes involved in
central pathways, such as control of the cell cycle and apoptosis,
among other pivotal functions (Joerger and Fersht, 2008; Soussi
and Wiman, 2007). Mutations in TP53 coding gene are found in ap-
proximately 50% of different types of human cancers (Guimaraes

Abbreviations: A, Deletion; 5mC, 5'methylcytosine; A, Adenosine; Ab, Antibody;
APC, Adenomatous polyposis coli gene; C, Cytidine; cDNA, DNA complementary to
RNA; CRC, Colorectal Cancer; DAB, 3,3’ diaminobenzidinetrahydrochloride; DBD,
DNA-Binding Domain; dNTP, deoxyribonucleoside triphosphate; ExoSAP, Exonuclease
I and recombinant Shrimp Alkaline Phosphatase; FFPE, Formalin-Fixed paraffin-
embedded; G, Guanosine; HRP, Horseradish Peroxidase; I, Insertion; IARC, Internation-
al Agency for Research on Cancer; IHC, Immunohistochemistry; min, minutes; mRNA,
Messenger RNA; NMD, Nonsense-Mediated Decay; P53, Tumor Suppressor Protein
53; PCR, Polymerase Chain Reaction; RNAase, ribonucleasa; RT, Room Temperature;
T, Thymidine; TAD, Transactivation Domain; TET, Tetramerization domain; TP53,
Tumor Suppressor Protein 53 gene; U, Enzyme Units; wt, wild-type.
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and Hainaut, 2002; Joerger and Fersht, 2008; Petitjean, et al., 2007;
Soussi and Wiman, 2007), being the vast majority missense muta-
tions, preferentially localized in the DNA binding domain (DBD) of
P53 (Lamolle, et al., 2006; Petitjean, et al., 2007; Soussi and
Wiman, 2007). Such type of mutations could induce loss of protein
function by inactivating the binding property of P53 and thus, acting
as a possible cause of cell transformation (Kato, et al., 2003;
Petitjean, et al., 2007).

In normal cellular conditions, synthesis and degradation of P53 are
tightly regulated and the expression level is maintained very low.
Thus, in such conditions, P53 is generally not detectable by usual im-
munohistochemical techniques (Cooper and Haffajee, 1997; Levine,
et al., 1991; Renninson, et al., 1994).

Whereas other tumor suppressor genes, such as retinoblastoma or
APC (Adenomatous polyposis coli), are commonly inactivated by
frameshift or nonsense mutations (Olivier, et al., 2010; Vousden and
Lane, 2007), in the case of TP53, many cancers retain protein expres-
sion with only a single amino-acid change. These changes lead to both
the disruption of normal P53 function and the accumulation of mu-
tant P53 attaining levels that are high enough to be detected by rou-
tinary immunohistochemical techniques (Soussi and Lozano, 2005).
Many studies have indicated that the consequences of expressing
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these mutant forms of P53 are not equivalent to the simple loss of
P53. How these mutant P53 proteins exert this influence on tumor
spreading is being explored, and there is evidence that they can
alter P53 wild-type (wt) conformation, leading to protein stabiliza-
tion and accumulation in cells (Gannon, et al., 1990; Maslon and
Hupp, 2010).

Colorectal cancer (CRC) is the third cancer in terms of worldwide
incidence, and the second in terms of death from cancer, around
655,000 per year (http://www.who.int/en/). Specifically, in CRC, so-
matic mutations in TP53 gene are found in 43.3% of samples
(Petitjean, et al., 2007) (International Agency for Research on Cancer,
IARC TP53, R15 release, November 2010). A molecular model for
tumor progression has been well defined in CRC. The progression
from adenoma to carcinoma is correlated with an accumulation of
specific genetic and epigenetic alterations, being TP53 gene a critical
player (Fearon, 2011; Fearon and Vogelstein, 1990).

The aim of this study was to determine the TP53 mutation pattern
in CRC samples through complete mRNA coding region sequence
analysis in order to achieve a complete characterization of expressed
allele in a Brazilian population, and analyze the putative association
with protein accumulation. Samples were classified according to
their P53 expression status, positive or negative P53 protein expres-
sion as detected by immunohistochemistry (IHC). This approach
should contribute to the identification of mutations associated with
P53 nuclear accumulation in CRC.

2. Materials and methods
2.1. Tumor samples

The samples analyzed in this study came from 101 patients with
sporadic colorectal tumors not treated with preoperative chemo ra-
diotherapy operated in the Hospital A.C. Camargo (Sdo Paulo, Brazil).
Samples were divided into two groups, according to the expression
status of P53 as evaluated by immunohistochemistry (IHC) (Supple-
mentary Table 1). Fresh samples were matched with the formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues of the same patients used
for [HC. The study was reviewed and approved by a duly constituted
ethics committee (1042/08).

2.2. Immunohistochemistry

[HC staining was performed on 3 pm-thick FFPE tumor sections
filed from the same fresh sample studied. IHC studies were performed
using Horseradish Peroxidase (HRP) method, Advance HRP Link Poly-
mer Amplification system (Dako, Glostrup, Denmark), and revealed
using 3,3’ diaminobenzidinetrahydrochloride, DAB (Dako, Glostrup,
Denmark).

Briefly, tissues were deparaffinized using xylene and washed with
ethanol 100%. Then, sections were processed in 10 mM sodium citrate
buffer (pH 6.0) and heated for 40 min at 96 °C in pressure cooker for
antigen retrieval. Prior incubation with the primary antibody (Ab),
tissues were incubated 3 times for 5 min with 10% H,0, in order to
block endogenous peroxidase, washed with deionized water, and
blocked with 100 pL of Protein Block Serum-Free (Dako, Glostrup,
Denmark) during 20 min. Sections were then incubated with 100 pL
of 1:100 dilution of a monoclonal Ab against P53 (clone DO-7, Dako,
Glostrup, Denmark) during 2 h in moist chamber at room tempera-
ture. 100 pL of Advance HRP Link (Dako, Glostrup, Denmark) was
used to amplify the signal and 100 pL of a 1:50 dilution of DAB was
used as a chromogen in a 5 min treatment. Tumoral cells showing a
clearly brown reaction in nuclei were classified as positive for P53 de-
tection. Less than 20% positive cells were established as cut-off to de-
fine negative tumors. Based on these criteria, two groups containing
similar number of samples were generated, positive and negative
for P53 staining detection.

2.3. RNA isolation

RNA was extracted from frozen tissues using a Trizol protocol and
a Precellys® (Bertin Technologies, Montigny le Bretonneux, France)
homogenizer. Briefly, cells were lysed and homogenized during 10 s
at 6500 rpm in tubes containing magnetic beads and 1 mL of Trizol
per 50-100 mg of tissue. Then, lysates were transferred to a new
1.5 mL tube and incubated for 5 min a RT. After that, samples were
centrifuged at 12,000 g for 10 min at 4 °C. Finally, supernatants
were transferred to a 1.5 mL tube where a phenol-chloroform extrac-
tion was performed. The aqueous phase was recovered and the RNA
was precipitated with 1 volume of isopropanol and 20 pg of glycogen,
then washed with 70% ethanol and solubilised in RNAase-free water.
The concentration and quality of RNA were evaluated using a Picochip
6000 on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Foster City, USA).

2.4. cDNA preparation, PCR amplification and DNA sequencing

Reverse transcription reactions were performed on a Mastercycler
EppGradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) in a final volume of
20 L using 1 pg of total RNA and the High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) according
to manufacturer's instructions.

1L of the unpurified ¢cDNA product was used to amplify two
overlapping fragments of the entire TP53 coding region by PCR, the
5’ (nucleotides —54 to 654) and 3’ region (nucleotides 571 to
1215). The reaction mix containing 0.2 mM of each dNTP (Invitrogen,
Carlsbad, USA), 1.5 mM MgCl,, 0.3 uM of specific primers and 1.5 U of
Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), was incu-
bated on Mastercycler EppGradient (Eppendorf, Hamburg, Germany)
as follows: 30 cycles at 95 °C for 1 min, 30s at 52 °C for 5’ region
(E2ForE  GACGGTGACACGCTTCCCTG and EG6RevE CACCACCACAC-
TATGTCG) or 51 °C for 3’ region (E6ForE CCTCAGCATCTTATCCGAG
and E11RevE AGGCTGTCAGTGGGGAAC), and 2 min at 72 °C.

TP53 PCR products were purified using ExoSAP-IT (Exonuclease |
and recombinant Shrimp Alkaline Phosphatase) (USB, Cleveland,
USA). The DNA sequencing reaction was performed using BygDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing ready reaction kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, USA). Both strands of PCR fragments were se-
quenced in order to obtain more reliable results. Sequencing
products were resolved in an ABI PRISM 3130xI Automated Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Sequencing results were analyzed and edited using BioEdit v7.0.9
and assembled using artemis v8. Products identities were confirmed
by nucleotide blast at NCBI webpage, and detected mutations were
validated using mutation validation tools at IARC webpage (http://
www-p53.iarc.fr/MutationValidationCriteria.asp) (Petitjean, et al.,
2007).

2.5. Statistical analysis

Correlation between TP53 mutations and immunohistochemical
staining was assessed by two-tailed Fisher's exact test (GraphPad
Prism 5, Version 5.04, GraphPad Sofware Inc.). Values of P<0.05
were considered statistically significant.
3. Results

The purpose of this study was to analyze the complete coding re-
gion of TP53 mRNA aiming to determine its mutation pattern in colo-
rectal cancer and the association with protein detection by IHC.

3.1. Alterations of P53 expression level

The concentration of P53 is normally very low, however in some
tumoral cells or tissues carrying a TP53 mutation, or mutations in
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related genes, the half-life of this protein can be modified (Gannon, et
al.,, 1990), leading to detectable P53 levels (Levine, et al., 1991;
Renninson, et al., 1994; Steele and Lane, 2005). The accumulation of
P53 in selected tumoral samples was assessed by IHC using a monoclo-
nal Ab against P53, which recognizes an epitope located between the
N-terminal aminoacids 37 and 45 of the Transactivation Domain
(TAD) as described above. In negative tumors for P53 detection, as
well as in normal cells, P53 protein level is very low and as expected,
no signal was detected in the conditions used in this study (Fig. 1A).
Samples showing nuclear P53 signal in at least 20% of the cells were
classified as positive (Fig. 1B). Among the 101 tumor samples analyzed
in this work, 52 (51.5%) were negative for P53 detection, and 49
(48.5%) showed a strong signal for P53 in more than 20% of cells,
namely they were classified as positive.

3.2. TP53 mutations

TP53 sequence in CRC samples was analyzed. For this purpose,
total RNA was extracted, cDNA was synthesized and the complete
TP53 coding region was amplified as two overlapping fragments, se-
quenced and compared with the reference (wt) genomic TP53 se-
quence (GenBank accession number NC_000017). Among the 101
tumor samples analyzed in this study, 55 presented TP53 mutations
(54.5%) (Table 1, Supplementary Table 2).

In the P53 detection negative group, only 16 tumors (30.8%)
exhibited at least one TP53 alteration, being grouped according to
the type of mutation as follows: missense (n=6), insertions
(n=3), deletions (n=4), nonsense (n=2), synonymous (n=1).
Three insertions and three deletions led to frameshift, whereas the
other deletion did not produce any change in the open reading
frame (named as “other” in Table 1).

On the other hand, in the P53 positive detection group, 39 out of
49 (79.6%) tumors showed at least one mutation in the coding se-
quence of the protein. Among these, most were missense mutations
(38 out of 39), and one was a frame shift producing deletion
(Table 1).

These results clearly show that the frequency and profile of TP53
mutations is different between P53 positive and negative detection
groups. The presence of mutations in TP53, in particular missense
mutations, is statistically associated with P53 accumulation in cells
(Fisher Exact test, p<0.0001). However, we could not detect any as-
sociation between TP53 mutations or P53 accumulation with clini-
cal data, such as advance or differentiation stage of tumors, sex,
ancestry, or external factors as smoking (Supplementary Table 1).

Table 1

TP53 mutations in CRC tissue samples.
Mutation P53 positive P53 negative Total
type n=49 n=52 n=101
Missense 38 6 44*
Nonsense 0 2 2
Frameshift 1 6 7
Silent 0 1 1
Others 0 1 1
Total 39 (79.6%) 16 (30.8%) 55**

Tissue samples from colorectal tumors exhibiting mutations in gene encoding P53
protein. The samples are discriminated according to the following criteria: pattern of
reaction with a P53 monoclonal antibody that indicates detectable levels of the
proteins (referred as positive or negative) and the type of mutation they exhibit.
Statistical association in two-tailed Fisher Exact Test are shown (* p<0.0001, **
p<0.0001), where samples were grouped as follows: (*) Group 1: Samples bearing
missense mutation, Group 2: Samples bearing a mutation other than missense, Out-
come 1: positive for P53 IHC, Outcome 2: negative for P53 IHC; (**) Group 1: Samples
bearing a mutation, Group 2: Samples bearing no mutation, Outcome 1: positive for
P53 [HC, Outcome 2: negative for P53 IHC.

Analyzing the study population as a whole, 42 different sequence
changes were detected, being 2 of them well described polymor-
phisms (see below) and the 40 remaining cancer related mutations
(Supplementary Table 2). Except for the missense substitutions, the
other mutation types were not seen in more than one sample. Of
these, two deletions (c.159dell, ¢.792_796del5) and two insertions
(€.672_673ins5, ¢.398-399ins4) were detected, to our knowledge,
for the first time (Supplementary Table 3). Regarding missense muta-
tions we could identify 29 different events in 44 samples.

In our study 24 out of the 40 different mutations identified were
found only in P53 positive detection samples and correspond to 23
missense mutations in DNA binding domain and one frameshift pro-
ducing insertion. Of the 15 different mutations found exclusively in
P53 negative samples, 5 were missense mutations on DNA binding
domain, 6 correspond to insertions and deletions that produce frame-
shift, 2 nonsense changes; one located in the DNA binding domain
and another in the Tetramerization domain (TET), 1 deletion located
in the DNA binding domain but does not change the reading frame,
and 1 synonymous mutation located in the Tetramerization domain.
Finally, 1 missense mutation affecting DNA binding domain was
found in two P53 positive samples and in one P53 negative sample.

Related to the TP53 sequence taken as wt, two of the detected
changes are validated polymorphisms: 1) the ¢.108G>A
(Rs1800370) synonymous mutation detected in one sample, which
corresponds to a Proline coding codon, located in the Transactivation

Fig. 1. Inmunohistochemical detection of P53 in negative (A) and positive (B) tumoral samples using monoclonal antibody against P53. In negative samples, as well as in normal
tissues, there is no brown signal corresponding to precipitated DAB, while in positive tumoral cells, the strong brown color indicates the presence of P53 in relatively high level. A:
0% of cells with positive signal, B: 90% of cells with positive signal. Midrange of P53 positive cells in positive samples: 71,6%.
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Domain, with an average frequency of heterozygotes of 0.0127 in nor-
mal population (Petitjean, et al, 2007), and 2) the c.215C>G
(Rs1042522) substitution present in 82 samples, produces a change
from Proline to Arginine. This aminoacid altering substitution has an
average frequency of heterozygotes of 0.4923 in normal population
(Petitjean, et al., 2007). Polymorphisms were not considered for fur-
ther analysis.

3.3. Spatial distribution of TP53 mutations

The point mutations detected in this work were scattered over a
few codons; indeed out of the 393 codons that constitute this gene,
only 24 were affected by single base substitutions (polymorphisms
excluded). As in other human tumors (Holmila, et al., 2010;
Petitjean, et al., 2007; Rodrigues, et al., 1990; Walker, et al., 1994), co-
dons most frequently altered are located in the DNA binding domain
of TP53, 22 of 24 (91.7%), and 2 (8.3%) mutated codons localized out-
side this domain, are located at the Tetramerization Domain (Fig. 2).
Most mutations identified in this work were localized at nucleotide
sites commonly mutated in other human cancers (Petitjean, et al.,
2007). The only exception is ¢.1014C>T, that is synonymous and
was reported only once. Among these, the most frequently mutated
codons were 175, 248 and 273 (all three located in the DNA binding
domain of P53), which together comprise 36.7% of the point muta-
tions found (6, 7 and 5 mutations, respectively).

3.4. Mutation pattern

Analysis of the pattern of point mutations reported in this work
from the point of view of the wt and mutated nucleotide, showed
that C to T transitions were by far the most abundant, representing

N2of mutations
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49.0% of the changes, followed by the G — A transitions representing
26.5%. In turn, transversions were vastly less frequent with G—T
transversion with 6.1%, T— C and A— G transitions accounting for
4.1% each, and finally A—»C, G—-C, C—G, C—A and A—T each
representing 2.0% of the changes seen (Table 2). The scarcity of
G — T mutations is an interesting observation given that this type of
mutations are extremely frequent in other type of tumors, like lung
and liver (Hainaut and Pfeifer, 2001), and this has been associated
to the type of mutagenic agents to which the tissues or organs have
been exposed.

3.5. Putative splicing variants

Two deletions and one insertion detected could be explained as
splicing variants. As seen in Fig. 3, the region deleted or inserted con-
tains sequences that could be used as alternative splicing sites. One
sample, contains in the 3’ end of the deleted region (AE55,
c.376_396del21) AG bases which are the canonical 3’ splice site
(Hastings and Krainer, 2001; Tazi, et al., 2009). The same AG bases
are localized at the 3’ normal splice site in intron 4, and the surround-
ing nucleotides present in both the 5’ and 3’ splice sites correspond to
canonical sequences too, suggesting that errors in mRNA edition
could be a putative and interesting explanation. In this case, the 21
nucleotide deletion does not alter the reading frame of the protein,
producing a shorter P53 protein lacking 7 residues from the DNA
binding domain.

Likewise, the other deletion (AE53’, c.514_559del46) could be
considered as a modification of splicing pattern since the bases locat-
ed at the 5’ end of the deleted region, GT, are the same as the normal
5’ splicing site from the intron 5. Once again, all surrounding se-
quences correspond to consensus bases for each region. This deletion
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Table 2

Mutation pattern.
Base change Total event number %
T 24 49.0
G>A 13 26.5
G>T 3 6.1
T>C 2 4.1
A>G 2 4.1
A>C 1 2.0
G>C 1 2.0
G 1 2.0
C>A 1 2.0
A>T 1 2.0
Total 49 100.0

Point mutations identified in this work discriminated according to the nucleotides
involved (wild type and mutated). It shows the number of times that a particular
nucleotide change was seen, including total nucleotide substitutions detected and
excluding polymorphisms.

affects the last 46 nucleotides from exon 5 and induces a reading
frame change.

In the same line, the insertion (IE63’, c.672_673ins5) contains in
the 5’ end the same GT bases that are located in the putative new 5’
splice site of the intron 6, suggesting that errors during edition
could be the cause of this change. Clearly, the 5 nucleotides insertion
alters the protein reading frame. This insertion was not detected in
previous studies.

It is important to note that none of these samples contain another
mutation in RNA sequence that could be related to splicing errors, for
example, by altering splicing enhancers sites located inside the exons
involved. This observation strongly suggests that particular splicing
modifications are associated with CRC.

4. Discussion

Here we report 40 different tumor suppressor gene TP53 muta-
tions in CRC from a Brazilian population. These mutations were

found in 54.5% of samples analyzed, and such value agrees with the
average samples mutated in all human tumors (Guimaraes and
Hainaut, 2002; Joerger and Fersht, 2008; Petitjean, et al., 2007;
Soussi and Wiman, 2007). Particularly, the frequency of TP53 muta-
tions in colorectal cancer is approximately 40% to 50% (lacopetta,
2003).

The majority of the TP53 mutations identified in this work
were missense, as it has been seen in previous studies in different
types of human cancers, such as hepatocellular carcinoma, epithe-
lial ovarian cancer, non-small cell lung cancer, sinonasal cancer
and esophageal squamous cell carcinomas, among others
(Audrezet, et al, 1993; Holmila, et al., 2010; Lee, et al., 2010;
Petitjean, et al.,, 2007; Renninson, et al, 1994; Rodrigues, et al.,
1990; Walker, et al., 1994).

We further analyzed the relationship between P53 expression
level and TP53 mutation pattern in tumoral cells. As unstressed cells
present low expression levels of P53 with a half-life of about
6-20 min (Filippini, et al., 1998; Harris and Levine, 2005; Steele and
Lane, 2005), P53 is not normally detected using conventional immu-
nohistochemical techniques (Cooper and Haffajee, 1997; Filippini, et
al., 1998; Harris and Levine, 2005; Levine, et al., 1991; Renninson, et
al., 1994). However, this pattern could be affected by mutations in
TP53 or in other related genes. Most TP53 mutations were located in
the DNA binding domain of the protein, and were associated with
an increase in protein accumulation which in turns leads to P53 de-
tection, as has been seen previously in primary lung cancer
(Gannon, et al., 1990; Steele and Lane, 2005). This feature is currently
used as a marker of P53 alterations in tumors (lacopetta, 2003;
Rodrigues, et al., 1990; Walker, et al., 1994).

Previous studies have suggested that P53 accumulation is not a
general event in all types of CRC and that differences could be found
in tumors developed in specific locations, such as in rectum and
left-side colon (but not in right-side colon), indicating a different pat-
tern of tumor growth in relation to P53 status (lacopetta, 2003;
Paluszkiewicz, et al., 2004 ). Thus, the observation of a positive signal
in cancer sections could depend on the tumor location as well as on
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the number and type of mutations localized in P53 or other related
proteins. In this work we analyzed samples that came from tumors
developed all over the colon and rectum, and they were treated as a
single group. In the P53 positive detection group, 79.6% of the sam-
ples carry a TP53 mutation, being the vast majority missense muta-
tions but also a frameshift producing insertion was observed. In
relation to the remaining samples from this group, namely those
that exhibit an altered P53 expression pattern but do not bear any
mutation in the TP53 gene, it is conceivable that other proteins that
regulate the P53 expression could be affected, such as HDM2,
HDM4, COP-1, PIRH-2, ARF, among others, leading to an increase in
P53 amount (Levine, et al., 2006).

On the other hand, only 30.8% of negative P53 samples had mu-
tations in TP53 coding sequence. This group contained 6 missense
changes, 6 frameshift alterations, 2 nonsense mutations and 1 syn-
onymous base substitution. In addition, 1 sample contained a dele-
tion that does not change the reading frame of the protein.
Needless to say, these mutations do not induce overexpression or
increased stability hence indicating that their mechanisms of action
could be substantially different. For the missense mutations, this re-
sult may reflect a specific effect of those particular mutations failing
to stabilize the protein, as was reported previously (Steele and
Lane, 2005). Deleted or truncated proteins resulting from nonsense
or frameshift mutations are usually not detectable by immunohisto-
chemical method because these proteins are very unstable in the
cell (Greenblatt, et al., 1994).

Between P53 positive and negative detection groups, this different
percentage of mutated samples was expected since TP53 mutations,
and in particular missense mutations, are tightly associated to protein
accumulation pattern in cancer (Renninson, et al., 1994).

Regarding spatial distribution of TP53 mutations, in this popula-
tion of CRC samples point mutations were mainly located at nucle-
otide sites commonly mutated in other human cancers. For
example, codons 175, 248 and 273, which are the most frequently
mutated codons in this population, are also frequently mutated in
most human tumors and are associated with loss of P53 function,
being a possible cause of cellular transformation (Kato, et al.,
2003; Petitjean, et al., 2007). Furthermore, we also detected point
mutations in another 19 codons located in the region encoding
the DNA binding domain of the protein, an observation that gives
further support to the generally accepted idea that loss of binding
ability of P53 to its DNA binding sites could be an important
event in the development of the disease.

Outside DNA binding domain, we detected two affected codons,
both located in the Tetramerization Domain, that could interfere
with the dimer and tetramer formation: the nonsense mutation
¢.1045G>T due to the generation of truncated monomers unable to
establish properly contacts, while the silent mutation in this domain
(€.1014C>T) could affect the structure and dynamics of dimer stabili-
zation during protein translation, since both mechanisms occur at the
same time (Nicholls, et al., 2002). Then, these two codons could be
implicated, somehow, with the loss of P53 function in malignant mu-
tated cells.

We observed here that the most common base change was
C—T transitions, accounting for 49.0% of the nucleotides muta-
tions, followed by the G— A transition representing 26.5%. It has
been reported that among single-base substitutions in all type of
cancers, about 25% are C:G—T:A substitutions located at CpG
sites (Olivier, et al., 2010). It is worth reminding that the methyl-
ated cytosines at CpG dinucleotides mutate to Thymine at a rate
10 times higher than other nucleotides (Jones, et al., 1992).
About 3%-5% of cytosines in the human genome are methylated
at position 5’ by a postreplicative mechanism that is restricted to
CpG dinucleotides and is catalyzed by DNA methyltransferases.
The 5’methylcytosine (5mC) is less stable than cytosine and un-
dergoes spontaneous deamination into thymine at a rate five

times higher than the unmethylated base. This process is enhanced
by oxygen and nitrogen radicals, leading to a higher load of CpG
transitions in cancers (Ambs, et al, 1999; Schmutte, et al., 1996;
Vaninetti, et al., 2008).

In addition, among the 22 CpG located in the P53 DNA-binding do-
main, three mutational hotspots (codons 175, 248, and 273) repre-
sent 60% of all CpG mutations in cancer, and another five residues
(196, 213, 245, 282, and 306) account for 26% of these mutations
(Olivier, et al., 2010) and at the same time most of them contain
CpG sites. Most of these sites were mutated in the Brazilian popula-
tion analyzed in this work, which is in agreement with these previous
observations.

Finally, it is important to note that we decided to analyze com-
plete mRNA coding region sequences in tumor samples, in order to
avoid possible detection biases that can arise due to the analysis of
only the gene segment that spans from exons 5 to 8. Although using
cDNA sequencing some frameshift mutations can be missed due to
Nonsense-Mediated Decay (NMD) that lead to RNA degradation
(Hentze and Kulozik, 1999), our approach allowed to assess a direct
and complete relationship between the P53 protein and its coding se-
quence. In addition, this strategy facilitated the detection of possible
splicing variants that might have been underestimated in previous
analyses.

Supplementary data to this article can be found online at doi:10.
1016/j.gene.2012.02.011.
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