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RESUMO 
 

 

Assakawa MAG. Análise de mutação germinativa p.R337h no gene TP53 em 

portadores de carcinoma de células renais tipo células claras. São Paulo; 2017. 

[Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente] 

 

A maioria dos carcinomas de células renais é classificado como esporádico. O 

subtipo células claras é o mais frequente (80-90%). As síndromes hereditárias 

relacionadas ao aumento da chance do desenvolvimento de câncer renal são 

responsáveis por 3% a 5% dos casos, no entanto estima-se que este número seja 

subestimado. Até o momento, foram descritas dez síndromes e doze genes 

relacionados ao risco hereditário de câncer renal. Na população brasileira, foi 

identificada a maior prevalência de uma mutação específica do gene supressor 

tumoral TP53 (p.R337H) relacionada à Síndrome Li-Fraumeni, a qual está  

relacionada ao desenvolvimento de tumores em idade precoce. O objetivo desse 

estudo foi avaliar a presença da mutação germinativa p.R337H no gene TP53em 

pacientes portadores de carcinoma de células renais subtipo células claras, 

permitindo a definição da ocorrência do câncer renal como parte do espectro tumoral 

de pacientes portadores da mutação p.R337H. Amostras de sangue obtidas de 

pacientes submetidos à nefrectomia parcial ou radical no A.C.Camargo Cancer 

Center entre os anos de 2007 a 2014 com diagnóstico anátomo-patológico de 

carcinoma de células renais do tipo células claras, foram utilizadas para investigação 

da presença da mutação p.R337H. A mutação foi pesquisada por meio de 

Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restrição (PCR-RFLP) específica 

para o Éxon 10 do gene TP53 e para confirmação, realizou-se sequenciamento pelo 

método Sanger. Foram avaliadas duzentas e cinco amostras e apenas 0,5% 

apresentou a mutação p.R337H. Este estudo tentou correlacionar a Síndrome Li-

Fraumeni ao câncer renal, propiciando a realização de pesquisas futuras para o 

entendimento das síndromes hereditárias relacionadas ao câncer renal, embora os 

dados gerados neste projeto não sugerem correlação específica entre a mutação 

estudada e desenvolvimento de câncer renal subtipo células claras.  



SUMMARY 
 

 

Assakawa MAG. [TP53 p.R337h germline mutation analysis in patients with 

clear cell renal cell carcinoma]. São Paulo; 2017. [Dissertação de Mestrado-

Fundação Antônio Prudente] 

 

Most cases of Renal Cell Carcinoma are classified as esporadic tumor. Clear Cell is 

the most frequent subtype (80-90%). Hereditary syndromes related to a greater 

chance of developing kidney cancer are responsible for 3% to 5% of the cases but 

this number is sub estimated. Ten syndromes and 12 genes related to kidney cancer 

have been described until this date. In the Brazilian population, an especific mutation 

on the tumoral supressor gene p53 has been identified (p.R337H) related to Li-

Fraumeni Syndrome, which is associated with an early onset of tumors. The main 

purpose of this project is to evaluate the presence of the germinative mutation 

p.R337H in the gene p53 in patients with Renal Cell Carcinoma – Clear Cell 

subtype. We will be able to define the Renal Cell Carcinoma as part of p.R337H 

mutation spectrum. Patients that went throught partial or radical nephrectomy 

between 2007 and 2014 in our institution, and the tumors were classified as RCC – 

Clear Cell subtype will be included in this study. The mutation was investigated by 

PCR-RFLP specific to TP53 exon 10 and confirmation sequencing was performed by 

the Sanger method. Two hundred and five samples were evaluated and only one 

(corresponding to 0.5 %) presented p.R337H mutation. This study attempted to 

correlate the Li- Fraumeni syndrome with renal cancer, leading to future researches 

to understand the hereditary syndromes related to renal cancer, even though the data 

in this project exclusively cannot corralate the studied mutation and development of 

kidney cancer clear cell subtype. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A carcinogênese resulta de várias etapas e pode envolver diferentes genes, 

por meio de mutações gênicas, quebras e perdas cromossômicas, amplificações 

gênicas, instabilidade genômica e mecanismos epigenéticos, sendo os principais 

grupos de genes envolvidos nesse processo: i) proto-oncogenes, ii) genes supressores 

de tumor e iii) genes relacionados ao reparo do DNA (DANTAS et al. 2009). A 

identificação de genes e os diversos mecanismos de mutação possibilita um 

entendimento maior sobre a doença, diagnóstico mais precoce e maior eficácia no 

tratamento (GARNIS et al. 2004). 

 No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Câncer-INCA para o biênio 

2016-2017 apontam para a ocorrência de aproximadamente 600.000 casos novos de 

câncer (Ministério da Saúde 2016). Sem considerar os casos de câncer de pele não 

melanoma, estimam-se 420 mil casos novos de câncer. Em homens, os tipos mais 

incidentes serão os cânceres de próstata, pulmão, cólon e reto, estômago e cavidade 

oral; e, nas mulheres, os de mama, cólon e reto, colo do útero, pulmão e estômago. 

Para a maior parte dos tumores malignos conhecidos estima-se que 5 a 10% sejam 

hereditários (Ministério da Saúde 2016). Portadores de síndromes hereditárias tem, 

na sua maioria, mutações germinativas em genes que produzem proteínas que atuam 

de forma fundamental impedindo a progressão no processo da carcinogênese. Estas 

alterações germinativas causam em seu portador um maior risco de câncer quando 

comparado à população em geral.  

 A população brasileira possui características próprias devido a sua 
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diversidade étnico-cultural com variações regionais. Algumas das síndromes de 

câncer hereditário vem sendo estudadas no país, como Retinoblastoma, Câncer 

Colorretal Hereditário Não Poliposo, Síndrome de Câncer de Mama e Ovário 

Hereditários, Doença de von Hippel-Lindau e Síndrome de Li-Fraumeni (DE 

OLIVEIRA et al. 2012; BARBOSA et al. 2013; DOMINGUEZ-VALENTIN et al. 

2013; SILVA et al. 2014; GOMY et al. 2010; ACHATZ 2007). Essas síndromes 

apresentam particularidades quanto ao fenótipo e espectro de mutações nas famílias 

estudadas. Esses achados são baseados em um número limitado de famílias 

brasileiras, mas potencialmente aumentam o risco de câncer nos indivíduos 

portadores de mutações. Não é possível extrapolar os dados obtidos em outras 

regiões do mundo sobre a frequência de mutações e riscos relacionados a síndromes 

de câncer hereditário, reforçando a necessidade de conhecer as características das 

mutações e otimizar o rastreamento clínico levando em consideração as 

particularidades da nossa população. 

 

1.1 CARCINOMA DE CÉLULAS RENAIS 

 

O Carcinoma de Células Renais (CCR) representa 3,8% de todas as 

neoplasias malignas sendo responsável por aproximadamente 90% das neoplasias 

renais (SIEGEL et al. 2016; American Cancer Society-ACS 2017). Existe uma 

predominância do sexo masculino na proporção de 2:1 com maior incidência entre 

60 e 70 anos de vida (LIPWORTH et al. 2006). Em 2013, em estudo epidemiológico 

realizado no continente europeu foram diagnosticados cerca de 84.400 novos casos 

de CCR e 34.700 mortes por câncer renal foram registradas (FERLAY et al. 2013). 
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A incidência mundial varia entre 2.9 a 15.3/100.000 habitantes (CHOW et al. 2010). 

No Brasil, sua incidência atinge 10 casos/100.000 na região sul do país (WUNSCH-

FILHO 2002). Os principais fatores de risco são: i) história familiar, ii) tabagismo, 

iii) obesidade e iv) hipertensão(CHOW et al. 2010). 

 Os principais subtipos do carcinoma de células renais são os de células claras 

(80-90%), o papilífero (10-15%) e o cromófobo (4-5%) (EBLE et al. 2004). 

Diferentes alterações citogenéticas definem o tipo histológico, acarretando em 

diferentes evoluções clínicas e respostas ao tratamento instituído. 

 O tratamento padrão dos CCR é a cirurgia, tanto a nefrectomia radical como a 

nefrectomia parcial, esta última com indicações restritas a pacientes com 

insuficiência renal, tumores bilaterais, rins únicos e síndromes familiares com grande 

chance de recidiva. Atualmente, com a preocupação de preservar a máxima 

quantidade de néfrons possível, sua indicação vem sendo empregada para tumores de 

até 4,0cm com resultados oncológicos a longo prazo comparáveis ao tratamento 

radical (BECKER et al. 2009). A indicação da nefrectomia parcial vem aumentado 

para tumores de até 7,0cm com o intuito de diminuir o comprometimento da função 

renal a longo prazo em pacientes bem selecionados (OHNO et al. 2011). Outras 

possibilidades de tratamento incluem os procedimentos minimamente invasivos 

como a crioablação e a radiofrequência, que podem ser realizados por via 

laparoscópica ou percutânea. Suas indicações se limitam para tumores pequenos e de 

localização favorável. Os resultados oncológicos ainda são discutíveis e o 

acompanhamento pós terapêutica possuem limitação pelos exames de imagem 

disponíveis (EL DIB et al. 2012). A observação vigilante é uma opção para pacientes 

com tumores pequenos, de alto risco cirúrgico e idade avançada (BOSNIAK 1995). 
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Para a doença avançada, já com a presença de metástases a distância, a associação, 

quando possível, da nefrectomia radical com imunoterapia ou terapia com alvos 

moleculares surge como opção (BIGOT et al. 2013). 

 Os fatores prognósticos relacionados ao CCR podem ser divididos em 

anatômicos, histológicos, clínicos e moleculares. Os fatores anatômicos são 

representados pela classificação TNM da American Joint Committee on Cancer-

AJCC, atualizado em 2009, onde são avaliados tamanho, infiltração venosa, invasão 

de cápsula renal, envolvimento da glândula adrenal e metástases linfonodais ou a 

distância. Outras classificações anatômicas, como o sistema Preoperative Aspects 

and Dimesions Used for na Anatomical-PADUA, a pontuação nefrométrica 

R.E.N.A.L. e o C-index, foram propostas para padronizar a descrição das neoplasias 

renais (FICARRA et al. 2009; KUTIKOV et al. 2009; SIMMONS et al. 2010). Os 

fatores histológicos incluem o grau de anaplasia celular (FUHRMAN et al. 1982), o 

subtipo do CCR, presença de características sarcomatóides, invasão microvascular, 

necrose tumoral e invasão do sistema coletor. Mais recentemente, segundo diretrizes 

do Consenso da International Society of Uropathology-ISUP, em 2012, orienta-se 

pela descrição de componentes rabdóides, da extensão de necrose intratumoral e se 

propôs um novo sistema de graduação (RIOUX-LECLERCQ et al. 2014). Os fatores 

clínicos baseiam-se em performance status, sinais, sintomas, e dados 

hematimétricos. Diversos marcadores moleculares vêm sendo investigados, como a 

anidrase carbônica tipo nove, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o 

fator indutor de hipóxia (HIF), as proteínas Ki67 e Phosphatase and Tensin 

Homolog-PTEN, a molécula de adesão celular E-caderina, a proteína C reativa e a 

glicoproteína de superfície celular CD44 (LI et al. 2008; SABATINO et al. 2009). 
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Nosso Grupo, além de sugerir o uso da Classificação da American Society of 

Anestehsiology (DE CÁSSIO ZEQUI et al. 2010, FERREIRA et al. 2013), vem 

investigando o valor prognóstico de diversos marcadores imunohistoquímicos, como 

fatores prognósticos em Carcinoma de Células Renais, como Sintase do Oxido 

Nítrico (NO2) (ZEQUI 2008), do CD 133, CD 44 (DA COSTA 2011; DA COSTA et 

al. 2012), do Prolibormo (DA COSTA et al. 2014), da Caspase 7 (VILELLA-ARIAS 

et al. 2013), do VHL (ALVES et al. 2014), e da Eritropoetina (FERREIRA 2014) em 

Carcinoma de Células Renais. Até o momento, nenhum desses marcadores é capaz 

de predizer com acurácia o comportamento do carcinoma de células renais. 

 

1.2 SÍNDOMES HEREDITÁRIAS E O CÂNCER RENAL 

 

 A maioria dos carcinomas de células renais é classificado como esporádico. 

As síndromes hereditárias que levam ao maior risco para o desenvolvimento do 

câncer renal são responsáveis por 3% a 5% dos casos, no entanto estima-se que este 

número seja subestimado (PAVLOVICH et al. 2004). Até o momento, foram 

descritas dez síndromes e doze genes associados ao risco de herança do câncer renal 

(Quadro 1). Os pacientes normalmente desenvolvem tumores em idade mais precoce, 

podendo ser multifocais ou bilaterais (HAAS e NATHANSON2014). Dentre estas, a 

mais reconhecida é a síndrome de von Hippel Lindau, na qual pode haver associação 

de CCR, angiomas de retina, cerebelo, feocromocitoma adrenal, cistoadenomas de 

epidídimo e de ligamento redondo e que apresenta mortalidade superior a 50% tanto 

pelo CCR, quanto pelos tumores do sistema nervoso central (FRANTZEN et al. 

1993). A ocorrência do CCR pode ser o evento principal, como no Carcinoma Renal 
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Papilífero Hereditário (HPRCC), ou uma manifestação menos frequente da 

síndrome, como no Complexo Esclerose Tuberosa (TSC) (VERINE et al. 2010).  

 O conhecimento biomolecular obtido através do estudo de pacientes destas 

afecções hereditárias de carcinoma renal, permitiu um grande progresso no 

conhecimento da fisiopatologia e dos mecanismos moleculares envolvidos nestas 

síndromes, como o papel da via que resulta na ativação do HIF-1, decorrentes de 

hipóxia, ou mutações e/ou deficiências do gene de VHL, na Síndrome de von Hippel 

Lindau (MARANCHIE et al. 2002). Esses conhecimentos foram extrapolados para 

as neoplasias renais esporádicas de fenótipos correspondentes aos das respectivas 

síndromes hereditárias. Disso decorreu o desenvolvimento de novas drogas que vem 

aumentando a sobrevida de pacientes com doença metastática, as chamadas terapias 

de alvo moleculares. São utilizados aqueles que atuam em receptores do VEGF como 

o Sunitinibe, Sorafenibe, Axitibibe e Pazopanibe; anticorpos monoclonais que 

bloqueiam a ação do VEGF como o Bevacizumabe (PAL et al. 2013); além dos 

inibidores da proteína mTOR como o Everolimus e Temsirolimus (HUDES et al. 

2007). 
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Quadro 1 - Síndromes hereditárias relacionadas ao risco aumentado de Câncer 
Renal 
 

 
 

Fonte: Adaptado de HAAS e NATHANSON (2014)	

 

1.3 SÍNDROME LI-FRAUMENI 

 

 A Síndrome Li-Fraumeni (LFS) é uma síndrome hereditária clínica e 

geneticamente heterogênea. Foi descrita primeiramente em 1969 pelo Dr. Frederick 

Li e Dr. Joseph F. Fraumeni Jr. em estudo de famílias que apresentavam uma 

variedade de tumores com início precoce, incluindo sarcomas na infância e câncer de 

mama em adultos jovens (LI e FRAUMENI et al. 1969).	É caracterizada por uma 

herança autossômica dominante. 

 A LFS predispõe a um amplo espectro tumoral. Os tipos mais comuns são 

câncer de mama em mulheres na pré menopausa, sarcomas de tecidos moles e 

osteossarcomas, tumores cerebrais e carcinoma adrenocortical. Classicamente é 

Síndrome Alterações Citogenéticas Proteína Câncer Renal

Doença Mutante BAP1 BAP1 Proteína BRCA1 associated 
protein 1   Células Claras

Sd. Birt-Hogg Dubé FLCN  Foliculina Oncocitoma/Cromófobo

Câncer renal de células claras com 
translocação do cromossomo 3

Translocação do 
cromossomo 3 Células Claras

Leiomiomatose Hereditária FH Fumarato Hidratase Papilífero tipo II

Câncer Renal Papilífero 
Hereditário MET c-MET Papilífero tipo I

Sd. Hamartomatosa PTEN  PTEN PTEN Células Claras

Paraganglioma Feocromocitoma 
Hereditário SDHB SDHC SDHD Succinato desidrogenase 

subnidades B, C, D
Céluas Claras, 

Cromófobo Oncocitoma

Complexo Esclerose Tuberosa         TSC1 TSC2 hamartina/tuberina                   Angiomiolipoma

Doença de Von Hippel Lindau VHL pVHL  Células Claras
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definida como a presença de sarcoma antes dos 45 anos e um parente de primeiro 

grau com qualquer tipo de tumor antes dos 45 anos, além de um segundo parente de 

primeiro ou segundo grau com a mesma linhagem tumoral antes dos 45 anos, ou 

sarcoma em qualquer idade (LI e FRAUMANI 1988). Pacientes com LFS 

apresentam 50% de chance de desenvolver tumores antes dos 40 anos de idade, 

comparados a 1% na população geral.  

 Estima-se que 90% dos portadores desenvolvam câncer até 60 anos de idade 

(BIRCH et al. 2001).	 Já foram identificados um espectro maior de tumores 

relacionados à LFS, como câncer de pulmão, colorretal, próstata, ovário, pâncreas, 

além de linfomas, melanoma e carcinoma do plexo coróide (GONZALEZ et al. 

2009). A variante Li-Fraumeni like (LFL) foi proposta para definir casos de 

pacientes que apresentavam tumores típicos em idade precoce, mas que não 

possuíam a expressão fenotípica clássica da síndrome (BIRCH et al. 1994).  

 No início dos anos 90, mutações germinativas no gene supressor tumoral 

TP53 foram descritas como a principal causa da LFS (MALKIN et al. 1990). Até o 

ano de 2012, 532 famílias haviam sido identificadas com mutações germinativas do 

TP53. Aproximadamente 70% e 40% das famílias com LFS e LFL, respectivamente, 

apresentam mutações (BIRCH et al. 1994; VARLEY 2003). A penetrância do câncer 

em indivíduos portadores de mutações no gene TP53 é menor que 20% em crianças, 

mas pode atingir 100% em pacientes na oitava década de vida (WU et al. 2010).  
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1.4 GENETP53 E MUTAÇÃO GERMINATIVA p.R337H 

 

 O gene TP53 está localizado no braço curto do cromossomo 17 (17p13.1) e 

codifica uma fosfo proteína nuclear de 53 kD que contém393 aminoácidos (Figura 

1). Esta proteína é capaz de se ligar a sequências específicas do DNA sendo um fator 

de transcrição que controla de forma positiva ou negativa a expressão de diversos 

genes envolvidos em várias vias celulares. A proteína p53 possui papel fundamental 

em diversos processos celulares, incluindo a inibição da proliferação celular, 

apoptose e reparo de DNA. Desta forma, o TP53 foi classificado como um gene 

supressor tumoral (LEVINE 1997; WANG e HARRIS 1997). Ao contrário de outros 

genes supressores de tumor que são inativados por perda alélica, o gene TP53 

distingue-se pela alta frequência demutações (HERNANDEZ-BOUSSARD et al. 

1999).  

 

 

Fonte: Adaptado do International Agency for Research on Cancer IARC (2016) 

Figura 1 - O gene TP53 e a proteína p53. (A): Representação dos éxons (cilindros) 1 a 11 do 

gene TP53; (B): Representação da proteína p53 e seus domínios. As diferentes cores correspondem 

aos domínios da proteína e seus respectivos éxons codificantes. 
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 Estudos demonstraram a associação de mutações do gene TP53 com o CCR 

tipo cromófobo (CONTRACTOR et al. 1997). Na década de 90, mutações 

germinativas no gene TP53 foram associadas a LFS. O mesmo foi estudado devido a 

indicação prévia da inativação do TP53 nos tumores esporádicos relacionados à 

síndrome (MALKIN et al. 1990).  

 Estudo brasileiro de 2006 avaliou o padrão da prevalência de mutações 

germinativas no gene TP53 e o perfil tumoral de famílias que preenchiam os critérios 

da LFS/LFL. Foi identificada a alta prevalência (0,3%) de mutação germinativa 

específica (no Éxon 10) que codifica o domínio de oligomerização com a troca de 

uma arginina por uma histidina (R337H - CGC para CAC no códon 337). No mesmo 

estudo, verificou-se a ocorrência de tumores renais e tireoidianos que haviam sido 

apenas relatados na descrição inicial da LFS (LI e FRAUMENI 1969; ACHATZ et 

al. 2007). Devido a alta prevalência, a mutação p.R337H foi pesquisada juntamente 

com as mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 em pacientes com câncer de mama e 

ovário hereditário. Foi encontrada uma prevalência de 2,5% (3:120), sugerindo a 

pesquisa da variante R337H do gene TP53 em pacientes com critério para a 

síndrome do câncer de mama e ovário hereditário, negativas para BRCA1/2 (SILVA 

et al. 2014). 

 Ainda não existem estudos na literatura correlacionando a mutação p.R337H 

a tumores renais, mais especificamente ao subtipo células claras do carcinoma de 

células renais. 
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2 JUSTIFICATIVAS  

 

 

 A identificação de genes associados ao câncer renal hereditário vem 

possibilitando um melhor conhecimento da patogênese das neoplasias. As mutações 

em cada gene tendem a ser associadas a específicos subtipos de câncer renal. A 

identificação de mutações genéticas específicas e a associação com os subtipos 

histológicos do CCR melhoram o conhecimento sobre o câncer renal e sobre as 

síndromes hereditárias. A prevalência aumentada da mutação p.R337H no gene TP53 

na população brasileira motivou a realização deste estudo. Neste cenário, a pesquisa 

da mutação em pacientes diagnosticados com carcinoma de células renais do tipo 

células claras permite a definição da ocorrência ou não do câncer renal como parte 

do espectro tumoral de pacientes portadores do p.R337H. A realização deste estudo 

propiciará correlacionar as duas entidades (LFS e CCR), promovendo a realização de 

estudos futuros para melhor compreensão das síndromes hereditárias relacionadas ao 

câncer renal na população brasileira. 
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3 OBJETIVO 

 

 

 Investigara presença da mutação p.R337H no gene TP53 em pacientes 

diagnosticados com carcinoma de células renais tipo células claras. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 CASUÍSTICA 

 

 Foram selecionados para esse estudo os pacientes admitidos no Departamento 

de Cirurgia Pélvica do Centro de Tratamento e Pesquisa do A.C.Camargo Cancer 

Center, no período de 2007 a 2014, submetidos a nefrectomia radical ou parcial, com 

diagnóstico anátomo-patológico de Carcinoma de Células Renais do tipo células 

claras. Foram excluídos os pacientes diagnosticados com outros subtipos de 

carcinoma de células renais ou que não possuíam material disponível para a 

pesquisa. 

 

4.2 TRIAGEM DA MUTAÇÃO p.R337H EM PACIENTES COM 

CARCINOMA RENAL TIPO CÉLULAS CLARAS POR MEIO PCR-

RFLP 

 

As amostras de DNA dos pacientes selecionados obtidas do Biobanco do 

A.C.Camargo Cancer Center foram previamente quantificadas e tiveram a 

integridade observada. Foram utilizadas amostras de DNA com qualidades definidas 

como excelente, ótima e boa, apenas para documentação. Todas as amostras de DNA 

foram diluídas a concentração de uso de 30 ng/ul. O DNA genômico foi utilizado em 

reações de PCR para amplificação de parte do Éxon 10 do gene TP53. Foram 

desenhados os oligonucleotídeos: 10-TP53-Fc (10 ao 10): 
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GCTGTATAGGTACTTGAAGTGCAG e 10-TP53-Rb (10 ao 10): 

CGTCCCTGGGTTTGGATGTT, seguindo-se os protocolos descritos por 

PALMERO et al. (2008). As condições da PCR foram: 2,0mM MgCl2, 0,2mM 

dNTP, 0,2µM cada oligonucleotídeo, 0,5U Platinum® Taq DNA Polymerase High 

Fidelity (Invitrogen), 2,0µL tampão Taq High Fidelity 10x (concentração final de 1x) 

e água autoclavada para completar 20µL de reação. A amplificação foi iniciada por 

desnaturação inicial 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 

94°C durante 30 segundos, pareamento a 55°C por 30 segundos e extensão a 68°C 

por 45 segundos e extensão final a 68°C por 5 minutos. 

O amplicon gerado na PCR de 468pb foi submetido à digestão com a enzima 

de restrição HhaI, que reconhece a sequência de DNA alterada pela mutação no 

códon 337. A separação dos fragmentos de restrição gerados foi realizada por meio 

eletroforese em gel de agarose à 4%, seguindo-se os protocolos descritos por 

ACHATZ et al. (2007). As amostras com resultados duvidosos ou indefinidos eram 

submetidas à repetição do método. 

 

4.3 CONFIRMAÇÃO DA MUTAÇÃO P.R337H EM PACIENTES 

COM CARCINOMA RENAL TIPO CÉLULAS CLARAS POR MEIO 

DE SEQUENCIAMENTO SANGER 

 

Para confirmar a presença de mutações no códon 337 do geneTP53, as 

amostras com padrão positivo para mutação, previamente triadas por meio da PCR-

RFLP foram sequenciadas utilizando a metodologia tradicional de SANGER e 

COULSON (1975). 
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Inicialmente, para a remoção dos iniciadores e dNTPs remanescentes da 

PCR, 5 µL da solução contendo o fragmento dos genes de interesse amplificado 

foram purificados com 2 µL da mistura de enzimas Éxonuclease I (Exo I) e Shrimp 

Alkaline Phosphatase (SAP) (USB) e incubação a 37ºC por 30 minutos seguido de 

inativação por aquecimento a 80ºC por 15 minutos. Após a purificação seguiu-se a 

reação de sequenciamento dos fragmentos dos genes de interesse bidireccionalmente 

(fowardereverse), em reações independentes. Utilizou-se 3,5 µL do amplicon da 

PCR purificado, em reação contendo: 0,3 µMoligonucleotídeo iniciador 

fowardoureverse, 1 µL Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems), 1,5 µL 

Tampão Save Money 5X (Applied Biosystems) e 3,7 µL água livre de nuclease 

(Sigma). As ciclagens foram: 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 18 

segundos, 55°C por 18 segundos e 60°C por 4 minutos. Utilizando-se o 

termociclador 96-Well GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Após 

amplificação seguiram-se as etapas de precipitação e lavagens por meio 

decentrifugação, adicionando-se 1 µL 125mM pH 8,0 EDTA e 1 µL 3M pH 8,0 

acetato de sódio e adição de 25 µL etanol absoluto (Merck), e incubação por 15 

minutos no escuro e em temperatura ambiente. Seguiu-se com a centrifugação a 

4000rpm por 30 minutos a 4ºC, sendo o sobrenadante descartado por inversão; 

centrifugação invertida por 10 segundos a 650rpm, aceleração e desaceleração de 2. 

A etapa de precipitação foi finalizada a partir da adição de 35 µL de etanol 70% 

gelado (Merck) seguido por centrifugação a 4000rpm por 20 minutos a 4ºC. Os 

precipitados do sequenciamento foram secos a 95ºC por 20 minutos e ressupendidos 

em 13 µl de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) seguido por desnaturação a 95ºC 

por 3 minutos. A solução obtida foi utilizada para eletroforese no analisador 
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automático de DNA (ABI Prism modelo 3130XL (Applied Biosystems). 

As sequências obtidas foram analisadas no software, CLC Main Workbench 

5.0.2. (CLC bio). O programa alinha as sequências obtidas com as sequências 

referências de cada fragmento gênico de maneira a permitir uma análise comparativa 

que aponta conflitos entre as leituras. Estas sequências referências foram obtidas da 

base de dados NCBI Reference Sequence (RefSeq), mantido pelo NCBI/NIH 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/). 
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5 RISCOS E ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

 Este estudo realizou uma análise molecular de amostras anonimizadas e uma 

avaliação retrospectiva dos prontuários para inclusão de pacientes. Não houve a 

participação direta de pacientes e não interferiu de modo algum nas condutas 

médicas já previamente indicadas para cada paciente. A utilização de material do 

Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center seguiu as normas já estabelecidas pelo 

próprio setor. Esse projeto de pesquisa foi submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisa-CEP da Fundação Antônio Prudente-A.C.Camargo Cancer Center/SP sob o 

número 1978/14 o qual foi aprovado em reunião realizada em 11/11/2014. (Anexo 1) 
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6 RESULTADOS 

 

 

 Após seleção dos pacientes através do sistema de prontuário eletrônico do 

hospital, foram obtidos 220 registros para solicitação de material ao Biobanco. Não 

foi possível a extração de DNA de 5 casos por não haver material suficiente. Em 20 

casos foram aliquotados apenas uma das amostras por duplicidade de registro. 

 Dos 220 casos iniciais, as amostra disponíveis totalizaram 205 e foram 

provenientes dos pacientes que possuíam material de sangue periférico armazenados 

e disponíveis no Biobanco do hospital, as quais foram incluídas de forma anônima.  

 Após a triagem por PCR-RFLP das 205 amostras, algumas amostras foram 

submetidas a repetição devido aos resultados duvidosos e/ou inconclusivos (Figura 

2), apenas uma amostra identificada/codificada como SG 22134 apresentou perfil de 

digestão compatível (Figura 3A) com a mutação p.R337H o que foi confirmado por 

sequenciamento (Figura 3B).   

 

 
Figura 2- PCR-RFLP para triagem da mutação p.R337H em pacientes com câncer  

renal de células claras.  
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Figura 3 - Detecção da mutação p.R337H no gene TP53, por meio de PCR-RFLP e 

sequenciamento em paciente com carcinoma renal de células claras atendido no 

A.C.Camargo Cancer Center. A amostra de DNA obtida a partir do Biobanco do A.C.Camargo 

Cancer Center foi submetida à amplificação por PCR do Éxon 10 do gene TP53 (com 

oligonucleotídeos flanqueando a região da mutação p.R337H). O amplicon de468 pares de base, foi 

então submetido à digestão com a enzima HhaI. (A), Padrão de restrição (RFLP). Estrela preta indica 

o fragmento clivado (correspondente ao padrão da mutação p.R337H). 1 Kb Ladder, marcador de peso 

molecular; SG 22134; SG 7078; + Controle e - Controle de quatro indivíduos com códon mutante e 

selvagem, respectivamente. (B) Sequenciamento evidenciando a presença da mutação p.R337H em 

heterozigose de único individuo selecionado para o estudo paciente com câncer renal do tipo células 

claras. O sequenciamento (realizado a partir de produto de PCR em análise independente) da amostra 

codificada como SG 22134 evidencia a substituição da segunda base do códon 337 G para A. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

 A Síndrome de Li-Fraumeni (LFS) e sua variante Li-Fraumeni like (LFL) 

foram descritas como uma síndrome rara no mundo. Desde a primeira descrição de 

Li e Fraumeni, foram feitos vários relatos isolados de pacientes e famílias portadoras 

da síndrome. Em 2005, no banco de dados da International Agency for Research on 

Cancer-IARC (TP53 Database R10) haviam sido descritas 280 famílias portadoras 

de mutações germinativas no gene TP53. Após seis anos esse número aumentou para 

597 (TP53 Database R15). Este aumento ocorreu principalmente devido a inclusão 

de famílias brasileiras portadoras da mutação germinativa p.R337H. A ocorrência de 

um efeito fundador nas famílias com diagnóstico da mutação p.R337H no gene TP53 

foi descrita por GARRITANO et al. (2010), após a realização da genotipagem de 29 

TAG SNPs intragênicos em doze indivíduos provenientes de oito famílias 

aparentemente não relacionadas e portadoras da mutação p.R337H. O estudo 

demonstrou que todas as famílias foram detectadas com o mesmo haplótipo. A 

probabilidade destes indivíduos terem, ao acaso, o mesmo genótipo foi estimada em 

3,8x10-6, estabelecendo a existência de efeito fundador para a mutação p.R337H no 

sul e sudeste brasileiro (GARRITANO et al. 2010). 

 Assim, esta síndrome mostra-se cada vez mais frequente no Brasil, podendo 

existir um número muito maior de portadores, que não possuem conhecimento do 

alto risco para desenvolver tumores, mesmo pertencendo a famílias com indivíduos 

aparentemente saudáveis. Indivíduos nesta situação podem se beneficiar com o 

diagnóstico da síndrome uma vez que o rastreamento implantado inicialmente tem 
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implicação direta no prognóstico de pacientes LFS/LFL. 

O espectro tumoral típico da síndrome de Li-Fraumeni inclui o câncer de 

mama, sarcomas de partes moles, tumores cerebrais, sarcomas ósseos, leucemia e 

carcinoma adrenocortical (LI e FRAUMENI1988), totalizando aproximadamente três 

quartos (74%) de todos os tumores associados a mutações germinativas no gene 

TP53 (PETITJEAN et al. 2007). 

Segundo dados da ACS, em 2017, serão 63.990 novos casos de câncer renal 

nos EUA, sendo o décimo tipo de câncer mais comum entre homens e mulheres. 

Aproximadamente 90% desses novos casos serão diagnosticados com carcinoma de 

células renais e 80% desses serão do subtipo células claras (ACS 2017; MOCH et al. 

2000; LEIBOVICH et al. 2010). Serão classificados como tumores relacionados às 

Síndromes Hereditárias apenas 3 a 5% dos casos. Esses valores são subestimados 

(HAAS e NATHANSON 2014), justificando a necessidade da pesquisa de alterações 

genéticas relacionadas a esse tipo de câncer.  

Neste estudo verificou-se a ocorrência da mutação germinativa p.R337H em 

pacientes diagnosticados com câncer renal de células claras, tipo de tumor que já 

havia sido descrito como parte do espectro LFS/LFL, porém não compondo os 

tumores clássicos da síndrome (ACHATZ et al. 2007). A ocorrência de um espectro 

tumoral mais amplo foi verificada, em vários relatos sobre portadores de mutação 

germinativa no gene TP53. Foram descritos em portadores o melanoma, tumores de 

células germinativas, carcinoma gástrico e de pâncreas, câncer de pulmão e câncer 

colorretal (HARTLEY et al. 1987, 1989; VARLEY et al. 1995, 1997; RUIJS et al. 

2010). 

O trabalho aqui apresentado é o primeiro a descrever a prevalência da 
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mutação germinativa p.R337H no gene TP53 em pacientes diagnosticados com 

câncer renal de células claras na população brasileira, atendidos no A.C.Camargo 

Cancer Center. Houve importante coparticipação entre os serviços dentro do hospital, 

entre eles, o Núcleo de Urologia do Departamento de Cirurgia Pélvica, o 

Departamento de Oncogenética, o Biobanco, além do Centro Internacional de 

Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center. Por ser um centro de referência do 

tratamento de câncer e pesquisa, foi possível alcançar um número grande de 

pacientes. A casuística atingida nesse trabalho foi de 205 indivíduos, representando 

uma coorte considerável, para o tipo celular do câncer acometido. Sabe-se que em 

portadores da mutação p.R337H, a penetrância estimada, para o tipo tumoral mais 

comum do espectro da síndrome Li-Fraumeni (tumor adrenocortical) é de 10% 

(FIGUEIREDO et al. 2006), porém como observado nesse estudo, outros tipos 

tumorais podem também estar associados à síndrome, para tal a investigação da 

presença da mutação p.R337H e sua penetrância devem ser investigadas e 

reavaliadas em outros tipos de câncer. 

Embora a maioria dos portadores dessa mutação no Brasil seja de pacientes 

da região Sul, e Sudeste, o A.C.Camargo Cancer Center é um centro de referência 

localizado no sudeste brasileiro, que recebe pacientes de todas as partes do país, 

provavelmente recebendo pacientes da região sul. Além disso, é um dos centros com 

boa estrutura em oncogenética e no estudo de pacientes com síndromes de tumores 

familiares. 

Pela baixa prevalência dessa mutação neste grupo, acredita-se que essa 

mutação não esteja presente de modo significativo em pacientes com CCR tipo 

células claras. Essa informação, até então inédita, é relevante para o planejamento de 
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pesquisadores interessados no tema.  

Embora fosse interessante investigar se o paciente com mutação identificada 

em nosso grupo apresenta ou apresentou outras neoplasias comum as síndromes 

LF/LFL, pelo fato de ser um estudo anonimizado, não poderíamos acessar seus 

dados, salvo autorização de nosso Comitê de Ética em Pesquisa. Este tema deveria 

ser debatido, pois caso o paciente apresente a síndrome e não saiba, pode merecer um 

seguimento dirigido as outras afecções das síndromes de LF /LFL e não apenas para 

seu carcinoma renal. 

Como houve apenas este caso em nossa série, e no Brasil já se encontrou 

CCR em poucos pacientes com as síndrome LF/LFL, embora o CCR pareça não 

fazer parte da síndrome, talvez o CCR possa ocorrer  muito raramente em casos de 

LFL, sem que detectemos  mutação, o que demanda mais investigação. 

 Nosso estudo tentou correlacionar um subtipo mais frequente de câncer renal 

e uma mutação com prevalência aumentada na população brasileira. A frequência da 

mutação p.R337H chega a 0,3% em população controle do sul do país (PALMERO 

et al. 2008). O achado de uma mutação em 205 amostras não permite afirmar 

qualquer relação da mutação germinativa com o carcinoma renal subtipo células 

claras. Estudos futuros incluindo outros subtipos tumorais, estudos prospectivos 

relacionando dados clínicos de pacientes e outras colaborações com diversas 

instituições são necessários para aprofundar o conhecimento sobre a relação entre o 

câncer renal e a mutação p.R337H.  
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Nesta série de pacientes com CCR tipo células claras atendidos num centro 

terciário brasileiro, a ocorrência de mutação germinativa p.R337H, do gene TP 53, 

foi verificada em apenas 0,5% dos casos. Desse modo, não é possível identificar 

qualquer associação entre essa mutação a o carcinoma de células renais tipo células 

claras, sugerindo que este tipo de câncer não faz parte do espectro tumoral da 

síndrome estudada. 
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