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Resumo

Introdugéo: A caracterizagio das alteracoes moleculares em lesdes mamdrias suspeitas para malignidade ainda nao
sio bem definidas. Sabe-se que a deteccio precoce do cincer de mama aumenta consideravelmente as chances de
cura. Com isso, a busca por marcadores tumorais, a fim de auxiliar no diagndstico precoce e predizer com confianga
se essas lesdes sdo benignas ou malignas, se faz necessdria. No processo de carcinogénese, diversas sio as alteragoes de
expressdo génica, na qual envolve vérios genes-chave que controlam o ciclo celular. Entre os genes, o 7P53 tem sido
amplamente pesquisado por apresentar mutagoes e variantes que podem estar envolvidas na carcinogénese mamdria.
Relato de caso: Paciente do sexo feminino, 45 anos, branca, casada, residente do Estado do Rio de Janeiro com
carcinoma ductal iz situ grau 2, multifocal. Lesdo positiva para os receptores hormonais de estrogénio e progesterona,
com auséncia de mutagio somdtica e com presenca dos variantes 21376 ¢ 134944 no éxon 6 e intron 6 do gene
TP53. Conclusdo: Embora tenham sido considerados individualmente neutros, nao existem estudos que tenham
avaliado o efeito sinérgico dos variantes 21347¢ ¢ 13494674,
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INTRODUCAO

O cincer de mama ¢é a principal causa de morte entre
as mulheres, com uma estimativa de risco para 2012-2013
de 52 casos por cada 100.000 mulheres no Brasil'.

A busca por marcadores tumorais vem sendo
amplamente pesquisada como forma de aperfeicoar a
detecgio e aprimorar o tratamento. Contudo, a grande
dificuldade da clinica é determinar com seguranca quais
os marcadores moleculares jd descritos no cAncer de mama
seriam capazes de predizer com confianca a detecgdo dessas
lesdes que, em muitas vezes, podem ser benignas.

Baseado nesses dados, o gene 7P53 amplamente
estudado nas neoplasias mamadrias é considerado um forte
fator de progndstico e apresenta flutuacoes nas taxas de
mutagio que podem alcancar a 25%?. Ainda assim, pode
sofrer variagio quanto as subclassificacdes histoldgicas e
moleculares®.

Entre os genes que contém diversas mutagdes variantes
(missense), o gene TP53 ¢ capaz de gerar uma série de
proteinas p53 mutantes, com niveis de atividade varidveis®.
Em base, o genoma humano possui como um todo cerca
de 3,1 milhoes de variagdes de sequéncias, denominadas
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP). Entre os
validados para o gene 7P53, alguns parecem remeter
alguma alteragio funcional a proteina e desencadear o
processo de carcinogénese™”.

Inicialmente descrito por Carbone et al.® em tumores
de pulméo e mama, o variante A—C é resultado de um
troca de base no codon 213, na regido do éxon 6, porém
nao modifica a codificagio da proteina p53. Inicialmente
foi descrito pelo autor como fator de susceptibilidade a
carcinogénese; porém, logo apés sua descoberta, a hipStese
foi contestada com diversos estudos que descreveram
nenhuma associacio de risco®’.

O variante 13494 “~* foi inicialmente descrito através
da fragmentacio de uma regiao do intron 6 de 107 pares
de base (pb) em bandas de 63 pb e 44 pb pela enzima
de restricado Mspl, resultado de uma troca de base no
nucleotideo 1394,

Os polimorfismos, 21347¢ ¢ 13494 “~* sdo validados
pelo IARC (International Agency for Research on Cancer)
e podem ser acessados pelo banco de dados http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/snp/. Sao considerados polimorfismos
neutros, logo, nio promovem alteracio funcional da
proteina p53.

Relatamos um caso de paciente com carcinoma ductal
in situ grau 2, multifocal com achado molecular desses
dois polimorfismos para o gene TP53.

RELATO DO CASO

A participagio da paciente foi realizada pela autorizagio
e assinatura da mesma no Termo de Consentimento Livre
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e Esclarecido (TCLE). A pesquisa possui aprovagio do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio
Gaffrée e Guinle (HUGG) — Rio de Janeiro (R]) —
07/2007. Paciente do sexo feminino, 45 anos, parda,
casada, profissional do lar, residente do Estado do Rio
de Janeiro. Histérico de menarca aos 10 anos de idade,
duas gestagoes, sem histérico de aborto e periodo de
amamenta¢ido de dois anos e oito meses. Usudria de
contraceptivo oral dos 16 aos 26 anos e dos 28 a 37 anos.
Laqueadura no ano de 2001, com interrup¢io do uso do
contraceptivo. Negou terapia hormonal e declarou-se ser
etilista e tabagista. Relato de cAncer na familia, hepdtico
e intestinal, tio e av6 paterna, respectivamente.

Mama direita e mama esquerda sem nédulos palpédveis,
com fluido mamilar de média intensidade, periareolar e
inframamdria, com perfodos subitos de evasdo. Paciente
relatou quadro clinico com persisténcia de dois meses,
dezembro de 2010 a janeiro de 2011. Negou uso de
medicamentos locais.

Mamografia revelou revestimento cutineo e complexo
areolopapilar sem alteragoes. Predominio de tecido adiposo
com auséncia de néddulos. Deteccao de microcalcificagoes
agrupadas no quadrante superior externo da mama direita
(MD). Auséncia de comprometimento linfonodal axilar.
Conclusio mamografica final: mamas predominantemente
adiposas, MD com lesao BI-RADS 4.

Biépsia excisional da MD revelou carcinoma
intraductal de alto grau em trés ductos, com presenca
de microcalcificagdes e necrose central do tipo
comedocarcinoma em um ducto. A avalia¢io imuno-
-histoquimica foi positiva para estrogénio e progesterona
em mais de 75% da lesio mamadria, com auséncia de
imuno-histoquimica para HER-2.

Macroscopia — segmento mamdrio de MD medindo
13,5x10,5x2,5 cm. Corte untuoso, lobulado e amarelado,
com traves brancacentas e dreas pardacentas de permeio.
Microscopia revelou carcinoma ductal i situ grau 2,
multifocal. Padrao cribriforme, sdlido e micropapilar,
além de microcalcificacées e focos de necrose intraluminal.
Presenca de 4reas de hiperplasia ductal atipica e hiperplasia
ductal usual. Presenca de alteracées fibrocisticas no
restante do parénquima mamdrio e margens cirdrgicas
livres.

A extragio do DNA da lesio foi feita de acordo com
Sambrook et al.'. Para amplificar os fragmentos de
interesse do gene 753, foram utilizadas na solu¢io base:
59 pL de dgua ultrapura e estéril; 20 pL de tampao STR
10X (Invitrogen™); 8 uL de dNTPs (2 mM) (Invitrogen™);
6 pL de MgCl, (50 mM) (Invitrogen™); 3,0 pL de
cada iniciador (fragmento 1: F-tgtrcactegtgeectgact; R-
agcaatcagtgaggaatcag; fragmento 2: F-tggttgeccagggtececag,
R-cggagggccactgacaacca; fragmento 3: F-
cttgccacaggtcteccaa, R-agggetcagaggeaageaga; fragmento
4: F- tegggagtagatggageect, R-agaggcaaggaaaggtgata)



concentrados a 10 pmol/uL; 1 puL da enzima DNA
polimerase (1 U/pL) (Invitrogen™) e 50- 100ng/ uL de
DNA genémico.

No termociclador PTC-100™ Programable Thermal
Controller, a amplificacio dos fragmentos foi iniciada
com uma pré-desnaturacio com duragio de 2 minutos a
94°C, seguida por 35 ciclos de desnaturagio a 94°C por
30 segundos, parcamento dos iniciadores (temperatura
de anelamento) a 60°C por 30 segundos e extensio do
fragmento com 72°C por 30 segundos; ¢ finalizada com
uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram purificados
com o kit GFX®* PCR DNA and Ge/ Band Purification
Kir (GE) e posteriormente sequenciados pelo método
automdtico®. A andlise nao revelou mutacoes somdticas
que compreendem a regido codificante do éxon 5 ao 8.
Por outro lado, foi detectada a presenca de dois variantes
(SNPs) no éxon 6 (Figura 1) e intron 6 (Figura 2). A
andlise do sequenciamento foi feita comparando-se a
sequéncia referéncia do gene 7P53 utilizado pelo IARC
e podendo ser acessado pelo GenBank (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/) NC_000017-9. Essa comparago
foi feita através dos programas BioEdit Sequence Aligment
Editor e Sequencher Demo Version da Gene Codes.

T T TTC GIHBPC A TA G
AR AAAEd I T a T AT 1
(A)
T T 7T 17 c G caA TA G 1
[ T T T C 6GACATATG T

Figura 1. Representacéo do variante 2134~C. Eletroferograma gerado
pelo software Sequencher Demo Version 5.1. (A) Sequéncia no sentido
3'—5" (B) Sequéncia no sentido5'—3’. Marcacdo em negrito ilustra
troca de bases A—G e em homozigose (dupla fita)

T G G G A G G G G G 6 T T
T 6 GG AG G G GG 6GTT

s

Figura 2. Representagdo do variante 13494¢~A. Eletroferograma
gerado pelo software Sequencher Demo Version 5.1. (A) Sequéncia
no sentido 5'—3’; Marcacéo em negrito ilustra troca de bases G—A

Polimorfismos no Gene TP53

DISCUSSAO

Cerca de 90% dos polimorfismos em 7P53 ocorrem
nas sequéncias nio codificantes. Até o momento, o tinico
variante intrénico que parece estar relacionado ao risco
de cincer ¢ uma insercdo de 16 pares de bases (pb) no
intron 3 do gene 7P53'*". Jd entre a regido codificante, o
polimorfismo no codon 72 (G412C), localizado no éxon
4, é associado a alteracdes no processamento do mRNA, e
parece ser um dos Gnicos que consequentemente eleva o
risco para a carcinogénese'®. Contudo, o variante G412C
parece néo estar envolvido somente a fatores de risco'®
mas, por outro lado, responsavel pela protecio de defeitos
no tubo neural®.

Estudos sobre os polimorfismos 213476 e 134946~
sdo raros e apresentam baixa frequéncia®. Além disso,
poucos sdo os casos descritos na populagio brasileira e
que tenham relagio A influéncia destes no processo de
susceptibilidade ao cAncer de mama*-*'.

Mazars et al.?? encontraram uma frequéncia de
3% para o polimorfismo 213 A~¢
de ovdrio na populagio francesa ¢ 2,6% para o grupo
controle. Ainda assim, estendendo o trabalho para casos

em casos de cAncer

de cancer de mama e o seu envolvimento hereditirio, nio
encontrou associacio de risco. Pilger et al.”!, estudando
casos de patologias do esdfago na regido Sul do Brasil ¢
a associagio de ambos polimorfismos, nio encontraram
diferenca de frequéncia entre caso e controle. Em outro
trabalho, Simao et al.?’, estudando um amostral brasileiro
de casos de cAncer de mama no Estado do Rio de Janeiro,
encontraram um caso de polimorfismo 2134~

O caso relatado aqui merece destaque por apresentar
duas regiées de polimorfismos pouco frequentes em
diferentes regioes do gene 753, sendo uma regiao com
caracteristica homozigota (variante 2134~¢). Além desse
fator, a paciente apresenta idade relativamente jovem
para diagndstico de cincer, sendo que, entre os fatores
de risco para a maioria dos cinceres, a idade avancada
¢ sem ddvida um dos fatores de risco mais discutido,
pois o individuo provavelmente, ao longo dos anos de
vida, vem acumulando mutagées. A paciente se declara
etilista e tabagista, sabe-se que ambos sdo fatores evitdveis,
sendo o dlcool responsdvel por alterar os niveis circulantes
de estrogénio, elevando-se a susceptibilidade para a
carcinogénese. Tais fatores podem estar envolvidos até
entdo pela carcinogénese mamdria na idade jovem.

Contudo, nio se sabe ao certo a que ponto os variantes
possam ser considerados neutros quando expressos em
um mesmo gene. Nio existem estudos que tenham
detalhado o efeito sinérgico desses polimorfismos ¢ qual
poderia ser a influéncia de ambos na iniciagio e evolugao
da carcinogénese mamdria. Dessa forma, a confirmagio
de influéncia desses variantes seria possivel somente em
estudos populacionais.
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CONCLUSAO

O caso relatado apresentou dois polimorfismos raros
no gene 7P53. Os SNP 21347¢ ¢ 134944, embora
descritos como variantes neutros, podem sugerir alguma
influéncia de susceptibilidade para a carcinogénese
mamdria, por isso deve ser feito o follow up da paciente
atenciosamente.
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Polimorfismos no Gene TP53

Abstract

Introduction: The characterization of molecular alterations in breast lesions suspicious for malignancy is not well
defined. It is known that early detection of breast cancer greatly increases the chances of cure. Thus, it is required
the survey for tumor markers may help establish an early diagnosis and confidently predict whether these lesions are
benign or malignant. In the process of carcinogenesis, there are several changes in gene expression, which involves
several key genes that control the cell cycle. Among the genes, 7P53 has been widely studied for its mutations and
variations, which may be involved in breast carcinogenesis. Case report: A female patient, aged 45, white, married,
resident of the state of Rio de Janeiro with grade 2, multifocal Carcinoma Ductal 7 sizu. Positive injury in estrogen
and progesterone hormone receptors, with no somatic mutation and presence of variants 213~ and 13494“~* in
exon 6 and intron 6 of 7P53. Conclusion: Although considered individually neutral, the synergistic effect of 21347
and 13494%~* variants is still unknown.

Key words: Humans; Female; Breast Neoplasms-patology; Genes p53; Polymorphism, Genetic; Tumor Markers,
Biological

Resumen

Introduccién: Las caracteristicas de las alteraciones moleculares en las lesiones mamarias con sospecha de malignidad
todavia no estdn bien definidas. Se sabe que la constatacién temprana de cdncer de mama aumenta en gran medida las
posibilidades de cura. Por lo tanto, la busqueda de sefiales tumorales para ayudar al diagnéstico precoz y predecir con
seguridad si estas lesiones son benignas o malignas, se hace necesaria. En el proceso de la carcinogénesis, son varios
los cambios en la expresién génica, lo que implica varios genes-clave que controlan el ciclo celular. Entre los genes,
el 7P53 ha sido ampliamente investigado por presentar mutaciones y variaciones que pueden estar implicados en la
carcinogénesis de mama. Caso clinico: Paciente de sexo femenino, 45 afios, raza blanca, casada, residente en el estado
de Rio de Janeiro con carcinoma ductal iz situ de grado 2, multifocal. Lesion positiva para receptores de hormonas

452 enel exén 6y el

de estrégeno y progesterona, sin mutacion somdtica y la presencia de variantes 213*~¢ y 1349
intrén 6 del gen 7P53. Conclusién: A pesar de que se hayan considerado de forma individual, neutral, no hay estudios
que hayan evaluado el efecto sinérgico de las variantes 2137¢ y 1349464,

Palabras clave: Humanos; Femenino; Neoplasias de la Mama-patologia; Genes p53; Polimorfismo Genético;

Marcadores Biolégicos de Tumor
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