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APRESENTAÇÃO 

 

O presente estudo compreende duas abordagens paralelas de 

caracterização do papel de p53 na reprodução humana e no desenvolvimento 

do câncer. Conforme formato requerido pelo Programa de Pós-Graduação em 

Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

esta tese está dividida em: Introdução; Objetivos; Capítulos (substituirão as 

seções de Material e Métodos e Resultados descrevendo os resultados obtidos 

no período sob forma de artigos científicos publicados, artigos submetidos ou 

ainda resultados de investigações laboratoriais em andamento ou recentemente 

concluídas); Discussão e Perspectivas; Conclusões. Os estudos foram 

orientados pela Dra. Patricia Ashton-Prolla no Brasil e Dra. Marileila Varella-

Garcia nos Estados Unidos da América. O aluno recebeu bolsa de estudos 

concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq) durante o período de doutoramento no Brasil e bolsa de estudos 

concedida pela Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(CAPES) para seu doutorado “sandwich”. 
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RESUMO 
 

O gene TP53 atua como um fator de transcrição regulando a expressão 

de genes que controlam a progressão do ciclo celular, angiogênese e apoptose. 

TP53 é reconhecido como o gene mais frequentemente mutado em câncer, e 

mutações germinativas estão associadas à síndrome de predisposição 

hereditária ao câncer denominada Li-Fraumeni (SLF). A mutação germinativa 

p.R337H em TP53 está presente em cerca de 1 em cada 300 indivíduos da 

população geral do Brasil. Em nosso estudo utilizamos uma plataforma de 

varredura genômica para buscar marcadores moleculares associados ao 

processo carcinogênico em portadores da mutação TP53 p.R337H com câncer 

de mama e carcinoma adrenocortical e utilizamos a técnica de FISH para validá-

las em tecido tumoral. Nossos resultados demonstraram presença de variações 

do número de cópias (CNVs): aumento do número de cópias em 12p13.3-

12p11.23, 16p13.3-16q24.3, amplificações da região 1q24.2-1q25.3, deleções 

em 2p25.3-2q37.3 e 17p13.1 e por fim, perda de heterozigosidade sem 

alteração do número de cópias em 11p15.5-p11.2 e 17p13.1 em pacientes 

portadores da mutação p.R337H. Nossos resultados apontam novas regiões 

genômicas associadas com a SLF em portadores da mutação TP53 p.R337H. 

Além de seu posto de supressor tumoral, TP53 tem importante função na 

reprodução humana pela regulação do gene LIF, citocina essencial no processo 

de implantação do blastocisto. Desta forma, avaliamos a frequência de 

polimorfismos de genes da via de sinalização de TP53 em mulheres inférteis 

com endometriose e em mulheres inférteis com falhas recorrentes de 

implantação durante fertilização in vitro. Os resultados evidenciam associação 

entre o polimorfismos TP53 rs17878362, TP53 rs1042522 e ESR1 rs9340799 e 

os desfechos de infertilidade estudados. A caracterização de polimorfismos da 

via de sinalização de TP53 poderá ser importante no entendimento da 

etiopatogenia da endometriose e da infertilidade associada a anormalidades 

neste período gestacional, e poderão ser utilizados como biomarcadores com 

impacto na decisão sobre estratégias de tratamento para estas condições.  
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ABSTRACT 
 

The p53 tumor suppressor gene is a pivotal regulator of different cellular 

pathways including apoptosis, DNA damage, oncogene activation, or hypoxia. 

Germline mutations in TP53 are the underlying defect of Li-Fraumeni Syndrome 

(LFS), an autosomal dominant disorder characterized by predisposition to 

multiple early-onset cancers. A variant form of LFS is commonly detected due to 

the high prevalence of the TP53 p.R337H mutation, which is present in about 

0.3% of the population of Southern Brazil. Our goal is to use high density SNP 

genotyping arrays to discover new imbalanced regions associated with p.R337H 

and to use Fluorescent in situ Hybridization to validate these regions in 

adrenocortical carcinoma and breast cancer patients. Our results show gains in 

12p13.3-12p11.23, 16p13.3-16q24.3, amplifications in 1q24.2-1q25.3, deletions 

in 2p25.3-2q37.3 and 17p13.1 and copy neutral loss of heterozygosity in 

11p15.5-p11.2 and 17p13.1 in patients with TP53 p.R337H mutation. Our 

findings point out to new chromosomal regions associated with LFS patients 

carrying the TP53 p.R337H mutation. Besides its major position as a tumor 

suppressor gene, TP53 plays a crucial role in human fertility as it regulates 

leukemia inhibitory factor (LIF) expression. Although the important interaction 

between p53 and LIF is crucial for embryo implantation, we believe that not only 

LIF and TP53, but also other genes in the TP53 signaling pathway may be 

important in the implantation process. To test this hypothesis we decided to 

examine whether TP53 signaling pathway genes (MDM2, MDM4, USP7, LIF, 

TP63, TP73 e ESR1) polymorphisms may be involved with infertile women with 

endometriosis and with recurrent in vitro fertilization (IVF) failure. Our results 

demonstrate that TP53 rs17878362, TP53 rs1042522 and ESR1 rs9340799 are 

associated with endometriosis-related infertility and with failure of implantation 

after IVF. TP53 signaling pathway genes polymorphisms may have a role as 

biomarkers and could add to the development of a clinically relevant genetic 

profile that would be of great help for clinicians to identify patients at higher risk 

for IVF failure. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CARCINOGÊNESE E O GENE TP53 

Carcinogênese (do grego karkinos, câncer; genesis, geração) é definida 

como um processo de múltiplas alterações genéticas que modificam a 

homeostasia normal de uma célula determinando um desenvolvimento celular 

descontrolado que origina câncer. Os mecanismos moleculares que regem a 

carcinogênese foram definidos inicialmente por Hanahan e Weinberg em 2000 

como “Hallmarks of Cancers” e incluem seis importantes mecanismos de 

controle do ciclo celular: apoptose, diferenciação celular, senescência, 

angiogênese, motilidade e capacidade migratória (Hanahan et al., 2000). Em 

2011, o controle do metabolismo energético e do sistema imune, o aumento da 

instabilidade genômica e a promoção de mecanismos de inflamação foram 

incluídos como a nova geração dos “Hallmarks of Cancers” (Hanahan et al., 

2011). Recentes avanços no entendimento dos processos que regulam a 

carcinogênese têm sugerido uma complexa rede de interação entre células 

normais e tumorais gerando o conceito de “microambiente tumoral” (Hanahan et 

al., 2011). 

O gene TP53, codificador da fosfoproteina p53, ocupa uma posição de 

destaque no entendimento do complexo processo carcinogênico no 

microambiente tumoral. Inicialmente identificado com importante função no 

processo de reparo ao DNA, o gene TP53 foi nomeado “Guardião do Genoma” 

em 1992, um termo figurativo que reflete sua função de supressor tumoral ao 

bloquear o processo de proliferação em células com DNA alterado por fatores 

carcinogênicos, levando-as à parada do ciclo celular ou à apoptose (Lane, 

1992). O papel da proteína p53 como supressora tumoral está amplamente 

caracterizado experimentalmente. Ela induz parada no ciclo celular, 

senescência e apoptose em resposta a uma grande variedade de estresses 

celulares como hipóxia, dano ao DNA, perda de adesão celular, quebra de fuso 

mitótico, frio e calor, encurtamento telomérico e ativação de oncogenes 
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(Vousden et al., 2009). A proteína p53 atua diretamente em diversos efetores 

como fator de transcrição sequência-específico, mas também regula proteínas 

da família Bcl-2 (Moll et al., 2005), atua no processamento de microRNAs 

(Blount et al., 1994) e lncRNAs (Huarte et al., 2010) e também possui função 

essencial no processo de implantação regulando LIF (Hu et al., 2007b) (Figura 

1).  

 

Figura 1 - A ampla diversidade de funções do gene TP53. Exemplos de estresses celulares que 
resultam na ativação de uma cascata de eventos relacionada à sinalização de TP53 e exemplos 
de genes-alvo que atuam em diferentes processos celulares. Modificado de Vousden et al., 
2009.  

 

Diversos estudos e dados do IARC (International Agency for Research in 

Cancer) apontam o gene TP53 como o mais frequentemente mutado em câncer 

independente do tipo tumoral, localização, histologia ou história natural do tumor 

(Petitjean et al., 2007). Desde sua descrição em 1979, o gene TP53 e sua 

complexa via de sinalização têm sido importantes alvos de pesquisa em câncer 

devido à sua ampla gama de funções em diferentes processos celulares (Lane 

et al., 2010). Recentemente estudos que avaliam padrões de alterações 

genéticas ao longo de todo o genoma confirmam que TP53 é o gene mais 

frequentemente alterado no câncer em humanos (Pfeifer et al., 2011), sendo 

demonstrado que aproximadamente 50% de todos os tipos de câncer 

apresentam alterações que inativam a função supressora tumoral de p53 (Lane 

et al., 2010; Marcel et al., 2010). 
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1.2 ESTRUTURA E REGULAÇÃO DO GENE TP53 

O gene supressor tumoral TP53 (OMIM 191170) está localizado no braço 

curto do cromossomo 17 (17p13.1), possui onze éxons, sendo o primeiro não 

codificante, 19.198 nucleotídeos e codifica a fosfoproteína nuclear p53 com 393 

aminoácidos (Linzer et al., 1979). A proteína p53 apresenta seis domínios e sua 

expressão é controlada por modificações transcricionais, pós-transcricionais, 

traducionais e pós-traducionais (Hollstein et al., 2010).  A região N terminal da 

proteína possui dois domínios iniciais de transativação (Transactivation Domain 

1, TDA1 e Transactivation Domain 2, TDA2) no qual se encontra o sítio 

preferencial de ligação da fosfoproteína MDM2 entre os aminoácidos 18 e 26, e 

um domínio rico em prolina (Proline Rich Region, PRR) envolvido na interação 

proteína-proteína e na função pró-apoptótica de p53. A região alvo de 84% das 

mutações somáticas no gene TP53 que inclui os éxons 5 ao 8 é chamada de 

domínio de ligação ao DNA (DNA binding domain, DBD), sendo responsável 

pela ligação da proteína p53 a seus genes alvos. A região C terminal é formada 

pelo domínio de oligomerização (Oligomerization Domain, OD) que possui papel 

na conformação quartenária da proteína e por fim um domínio de regulação 

(Regulatory Domain, RD) importante local de fosforilação de p53 (Figura 2) 

(Hollstein et al., 2010). 

 

 

Figura 2 - Distribuição dos onze éxons do gene TP53 e dos seis domínios da proteína p53. 
TAD1: Domínio de Transativação 1; TAD2: Domínio de Transativação 2; PRR: Região Rica em 
Prolina; DBD: Domínio de Ligação ao DNA; OD: Domínio de Oligomerização; RD: Domínio de 
Regulação. 
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Em resposta a um fator de estresse, os níveis da proteína p53 são 

rapidamente elevados pela combinação do aumento dos níveis de transcrição 

do gene TP53 (Fu et al., 1996) e pela diminuição das taxas de degradação da 

proteína p53, o que ocorre com participação de várias proteínas, em especial, 

MDM2 (Maltzman et al., 1984). A proteína MDM2 é uma ubiquitina-ligase que 

regula os níveis e a atividade da proteína p53, ligando-se à região N-terminal 

desta última e adicionando covalentemente ubiquitinas (resíduos de 76 

aminoácidos) que “marcam” a proteína p53 para rápida proteólise pelo 

proteossomo 26S. Por outro lado, a transcrição do gene MDM2 (OMIM 164785) 

é regulada pela proteína p53 que se liga a regiões reguladoras e estimula a 

transcrição de MDM2. Ao ligar-se à p53, MDM2 cria uma “alça de feedback”: os 

níveis de p53 são controlados por MDM2 e vice-versa (Figura 3). 

 

Figura 3 - A alça de feedback p53-MDM2. As proteínas MDM2 e MDM4 se ligam e inativam p53 
pela inibição das atividades transcricionais de p53 e pela promoção da ubiquitinação e 
subsequente degradação proteossômica de p53. A proteína USP7 desubiquitina p53 e inativa 
complexo MDM2 e MDM4. p53 liga-se à região promotora de MDM2 regulando sua expressão. 
Adaptado de Hu et al., 2007. 
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Além de MDM2, a proteína MDM4 (OMIM 602704) também possui função 

de ubiquitina-ligase. Através de sua hetero-oligomerização com MDM2, MDM4 

também exerce função reguladora de p53. Atwal et al. demonstraram que a 

haploinsuficiência de MDM4 leva à diminuição da atividade de p53, resultando 

em aumento do dano ao DNA e susceptibilidade a tumores (Atwal et al., 2009). 

Ao contrário de MDM2 e MDM4 que ubiquitinam a proteína p53, a proteína 

USP7 (OMIM 602519) que pertencente à família das proteases ubiquitina-

específicas promove a desubiquitinação de p53 (Brooks et al., 2004; Everett et 

al., 1997), possuindo importante papel na regulação dos níveis de p53. 

 

1.3 TP53 E CÂNCER 

 

1.3.1 TP53 E CÂNCER HEREDITÁRIO 

Genes ligados às vias de sinalização de TP53 que apresentam mutações 

altamente penetrantes, porém de baixa frequência, são responsáveis por uma 

gama de síndromes de predisposição ao câncer, como por exemplo Ataxia 

Telangiectasia (gene ATM), Síndrome de Cowden (gene PTEN), Xeroderma 

Pigmentoso (gene XP), Complexo Esclerose Tuberosa 1 e 2 (genes TSC1 e 

TSC2) e a Síndrome de Peutz–Jeghers (gene LKB1) (Kraemer et al., 1994; Liaw 

et al., 1997; McKinnon, 2004; Miyoshi et al., 2002; Orlova et al., 2010). 

O gene TP53 é altamente polimórfico em regiões codificadoras e não-

codificadoras. Polimorfismos em TP53 são associados a uma maior 

susceptibilidade ao câncer e também foram demonstrados como modificadores 

do fenótipo de câncer em pacientes portadores de mutações germinativas do 

próprio gene TP53 e também de outros genes (Whibley et al., 2009). A maioria 

das mutações somáticas (82%) de TP53 são polimorfismos de um único 

nucleotídeo (SNP) e 18% são inserções ou deleções que resultam em uma 

verdadeira perda de função do alelo mutado. As alterações mais frequentes 

(90%) são mutações de sentido trocado (missense mutations), onde a mudança 
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de um par de nucleotídeos acarreta na modificação de um códon sendo a 

maioria destas localizadas na região do domínio de ligação ao DNA (entre os 

éxons 5-8 do gene) e associadas à mudança da atividade transcricional do gene 

(Petitjean et al., 2007). Aproximadamente 30% das mutações de sentido trocado 

germinativas ou somáticas ocorrem em seis códons preferenciais (175, 245, 

248, 249, 273 e 282), também chamados de “hotspots” mutacionais de TP53. 

Outras alterações incluem mutações sem sentido (6%) e mutações silenciosas 

(4%) (Olivier et al., 2002). 

O gene TP53 foi associado à carcinogênese frente à detecção de 

mutações germinativas em pacientes que apresentavam uma síndrome 

hereditária de predisposição a múltiplos tumores de um espectro comum, 

descrita por Frederick Pei Li e Joseph Fraumeni Jr. em 1969 (Li et al., 1969; 

Malkin et al., 1990). As famílias originalmente descritas por Li e Fraumeni 

apresentavam em sua maioria uma alta frequência de câncer de mama em 

adultos jovens, sarcomas, tumores do sistema nervoso central, leucemias e 

carcinoma adrenocortical na infância ou adolescência. Realizando 

sequenciamento dos éxons 5-8 do gene TP53 de indivíduos provenientes de 5 

famílias com critérios clínicos da hoje conhecida como Síndrome de Li-Fraumeni 

(SLF OMIM151623), Malkin et al. associaram pela primeira vez uma alteração 

genética germinativa com a ocorrência da SLF, ao encontrarem mutações 

germinativas no gene TP53 em todas as famílias estudadas (Malkin et al., 

1990). A SLF possui prevalência estimada entre 1:5.000 e 1:20.000 nos Estados 

Unidos e no Reino Unido (Gonzalez et al., 2009; Lalloo et al., 2003) e é 

caracterizada por agregação familiar de casos de sarcomas, tumores cerebrais, 

tumores de mama, leucemia e carcinoma adrenocortical (ACC) (Li et al., 1969; 

Malkin et al., 1990; Varley et al., 1997). Famílias apresentando quadros clínicos 

similares aos da SLF são classificadas como pertencentes à Síndrome de Li-

Fraumeni-Like (LFL) com espectro de tumores maior que o originalmente 

descrito e penetrância reduzida. Outras neoplasias que parecem estar 

associadas com a síndrome incluem melanomas, leucemias, carcinomas 

colorretais, cânceres de pulmão e gástricos, tumores phyllodes da mama, 

tumores de células germinativas, papilomas de plexo coróide e tumores de 
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Wilms (Birch et al., 2001; Birch et al., 1994; Chompret et al., 2001).  

 

1.3.2 MUTAÇÃO TP53 p.R337H 

Em 2001, Ribeiro et al. detectaram a troca de uma arginina (R) por uma 

histidina (H) no códon 337 (AàG, coordenada genômica GRCCh37.p5 

17:7572929) do éxon 10 do gene TP53 em 35 crianças com carcinoma 

adrenocortical, provenientes de 25 famílias do estado do Paraná, Brasil, mas 

que não apresentavam outros tumores associados, nem mesmo em seus 

familiares, sugerindo que esta nova mutação, p.R337H, poderia estar associada 

a um fenótipo tecido-específico e predispor exclusivamente a esse tipo de 

câncer (Ribeiro et al., 2001). A proteína p53 liga-se ao DNA na forma de um 

tetrâmero formado por dímeros de dímeros sendo a estabilidade do tetrâmero 

essencial para a correta função da proteína. Resultados de um único estudo 

experimental in vitro realizado com células p.R337H mutantes indicam que a 

proteína mutante p.R337H tem propriedades funcionais especiais dependentes 

de pH. O que se depreende a partir dos resultados deste estudo é que a 

proteína mutante forma oligômeros e retém atividade normal em pH fisiológico 

(próximo de 7), mas quando o pH é elevado a 8 a proteína perde estabilidade, 

por desnaturação do tetrâmero, ou seja, o fenótipo mutante somente se 

evidencia em pH alcalino (DiGiammarino et al., 2002). Em condições fisiológicas 

de pH (em torno de 7) e temperatura (cerca de 37°C) aproximadamente 20% da 

proteína p53 mutante encontrava-se desnaturada, ao passo que com a 

mudança do pH para 8, 70% da p53 encontrava-se desnaturada. O mesmo não 

ocorreu com a proteína p53 selvagem, mesmo com drásticas mudanças de pH a 

proteína permanecia inalterada e aparentemente funcional (Figura 4). 
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Figura 4 - Perfil de desnaturação das proteínas p53 mutante (p.R337H em homozigose) (a) e 
p53 selvagem (b). Adaptado de Giammarino et al., 2002. 

 

Do ponto de vista clínico, no entanto, a detecção da mutação p.R337H 

em heterozigose em indivíduos de famílias com uma ampla gama de tumores 

hereditários, compatível com as definições SLF/LFL, indica que esta mutação 

tem o potencial de predispor a tumores em diversos tecidos, diferente de uma 

predisposição tecido-específica para carcinoma adrenocortical como sugerido 

inicialmente (Achatz et al., 2007; Hainaut, 2002; Ribeiro et al., 2001). Estudos 

posteriores envolvendo famílias brasileiras demonstraram que outros tumores 

além de carcinoma adrenocortical ocorriam com alta frequência em portadores 

da mutação, tais como: carcinoma de plexo coróide, cânceres gástrico, colônico 

e de tireóide, osteossarcoma e câncer de mama (Assumpcao et al., 2008; 

Custodio et al., 2011; Gomes et al., 2012; Latronico et al., 2001; Seidinger et al., 

2011). 

Em um estudo caso-controle envolvendo 123 mulheres com câncer de 

mama no sudeste do Brasil, Assumpção et al. identificaram três portadoras da 

mutação p.R337H, duas destas apresentando histórico familiar de LFL 

(Assumpcao et al., 2008). Estes resultados corroboraram os achados de Achatz 

et al., que identificaram a mutação germinativa p.R337H em indivíduos com 

diferentes tumores, inclusive câncer de mama, sendo demonstrada perda de 

heterozigosidade para a mutação em amostra de câncer de mama de uma 

portadora (Achatz et al., 2007). Adicionalmente, Palmero et al. verificaram a 
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prevalência da mutação em um grupo de 750 mulheres não afetadas por 

câncer, participantes de um programa de rastreamento mamográfico no Rio 

Grande do Sul. Os achados do estudo demonstram que a mutação foi 

encontrada em dois indivíduos assintomáticos cujas histórias familiares não 

preenchiam critérios de SLF/LFL. Apesar do pequeno tamanho amostral, a 

proporção de portadores (~0,3%), era a mesma daquela observada em recém-

nascidos participantes do programa de triagem neonatal do Estado do Paraná 

(Palmero et al., 2008)(Palmero et al., 2008; Piovezan, 2006). 

Em recente estudo de prevalência da mutação p.R337H no Brasil 

Giacomazzi et al. identificaram portadores da mutação em diferentes grupos: 

mulheres com câncer de mama sem história de SLF/LFL com menos de 45 

anos e com mais de 45 anos; mulheres com câncer de mama não selecionadas 

para história familiar de câncer com menos de 45 anos ou mais de 55 anos; 

mulheres com tumores phyllodes da mama; crianças com carcinoma 

adrenocortical e de plexo coroide, concluindo novamente que a mutação está 

presente em pacientes com e sem história de SLF/LFL (Giacomazzi et al., 2013 

– dados não publicados). Neste estudo, foi também identificado um indivíduo 

potencialmente homozigoto para a mutação p.R337H (genótipo GG) cujos pais 

foram caracterizados como heterozigotos. Embora o genótipo fosse 

aparentemente homozigoto mutante, os autores não descartaram a 

possibilidade de uma região com perda de heterozigosidade por dissomia 

uniparental em 17p13.1 (Giacomazzi et al., 2013).  

Em busca de um melhor entendimento do processo carcinogênico 

associado a mutações germinativas de TP53 e possíveis marcadores 

moleculares relacionados especificamente ao ACC infantil, Letouze et al. 

avaliaram 25 pacientes com ACC (13 deles portadores da mutação TP53 

p.R337H) e identificaram alterações recorrentes em 4q34,  9q33 e 19p além de 

perda de heterozigosidose nas regiões 17p13 e 11p15 e concluíram que outras 

vias celulares, além da via de TP53, também contribuem para o 

desenvolvimento de ACC infantil (Letouze et al., 2012). Em pacientes com 

SLF/LFL, Silva et al. demonstraram uma grande variação de número de cópias 

(CNVs) em portadores de mutações somáticas localizadas na região gênica 
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correspondente ao domínio de ligação ao DNA, DBD (n=9) quando comparados 

aos portadores da mutação p.R337H (n=12) e também quando comparados a 

sujeitos controles. Os autores concluíram que o reduzido número de raras CNVs 

em portadores da mutação p.R337H pode ter contribuído para a manutenção da 

mutação na população, acarretando em sua elevada frequência, sendo hoje 300 

vezes maior do que mutações somáticas localizadas no DBD do gene TP53 

(Silva et al., 2012). 

Até o momento, diferentes estudos demonstram em diferentes coortes 

que a mutação germinativa TP53 p.R337H ocorre em indivíduos com vários 

tipos de câncer (câncer de mama, ACC, phyllodes e plexo coróide, entre 

outros), porém, nenhum estudo utilizou plataformas de análise genômica na 

linhagem constitutiva tanto em pacientes com carcinoma adrenocortical como 

com câncer de mama para identificação de alterações genéticas associadas à 

mutação p.R337H. Portadores da mutação p.R337H apresentam diferentes 

desfechos (câncer na infância, câncer na vida adulta, um ou múltiplos tumores, 

nenhum tumor), sendo desta forma, um grande desafio clínico realizar uma 

previsão do fenótipo de portadores da mutação p.R337H. Portanto, nossa 

abordagem utilizando uma ferramenta de análise genômica é muito importante 

para identificação de novos modificadores que podem estar associados à 

grande variabilidade fenotípica encontrada. Nesse sentido a nossa hipótese é 

que outros fatores genéticos ainda não identificados possam agir como 

modificadores da penetrância e do fenótipo associados com p.R337H tanto em 

carcinoma adrenocortical como em câncer de mama, e uma análise genômica 

poderia servir como ferramenta inicial de rastreamento para posterior 

investigação de alterações potencialmente relacionadas e modificadoras do 

fenótipo de câncer. 
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1.4 TP53 E FERTILIDADE 

 

1.4.1 FUNÇÃO E REGULAÇÃO DE p53 RELACIONADAS À 
FERTILIDADE 

Embora a riqueza de publicações acerca das vias de sinalização de p53 

e sua relação com a função de gene supressor tumoral seja muito grande, 

poucos estudos versam sobre as funções da proteína em um ambiente celular 

normal. O gene TP53 é conservado desde invertebrados até vertebrados, e 

ortólogos do gene humano TP53 já foram identificados em Caenorhabditis 

elegans, Danio rerio, Drosophila melanogaster e Xenopus laevis (Cheng et al., 

1997; Jin et al., 2000; Soussi et al., 1987). A existência de p53 em animais de 

vida curta sem ocorrência de câncer (Drosophila melanogaster) sugere que a 

atuação da proteína p53 como supressora tumoral não seja a sua função 

original, e certamente não a única. Diversos estudos demonstrando que alelos 

de TP53 e de seus reguladores negativos MDM2 e MDM4 estão sofrendo 

processo de seleção positiva (Atwal et al., 2007; Murphy, 2006) e o fato de 

cruzamentos de camundongos p53+/+, p53+/- e p53-/- indicarem um padrão não 

usual de efeitos maternais na taxa de gravidez e de tamanho de prole 

corroboram a hipótese de uma função de p53 no processo reprodutivo. 

Nos últimos anos, uma ação anteriormente desconhecida de p53 foi 

descrita: a proteína possui importante papel no processo gestacional através da 

regulação do fator inibidor de leucemia (LIF, leukemia inhibitory factor) (Hu et 

al., 2007b). LIF, uma proteína codificada pelo gene LIF (OMIM 159540), 

localizado no cromossomo 22q12, é uma das citocinas mais importantes no 

processo de implantação e o aumento de sua expressão coincide com o 

momento de implantação do blastocisto em mamíferos (Chen et al., 2000). O 

processo de implantação é um estágio crítico no desenvolvimento embrionário 

quando o blastocisto estabelece uma grande interação com tecidos uterinos, 

fato que leva à formação da placenta que sustentará o crescimento e o 

desenvolvimento do feto. A falha de implantação é a causa mais frequente de 
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perda gestacional após transferência embrionária e fertilização in vitro (FIV) 

(Kay et al., 2006). No útero, níveis normais da proteína LIF são essenciais para 

o processo de implantação e baixos níveis da mesma foram demonstrados em 

mulheres inférteis (Hambartsoumian, 1998). Níveis reduzidos de LIF no tecido 

endometrial estão associados com diminuição da taxa de implantação em 

humanos, e variações genéticas no próprio gene assim como alterações nos 

níveis de p53, resultantes de variações polimórficas de TP53 podem influenciar 

a expressão de LIF (Mikolajczyk et al., 2003). Em acordo com esses resultados, 

um polimorfismo (SNP) localizado na região 3’ não traduzida do gene LIF 

(rs929271, TàG, coordenada genômica GRCCh37.p5 chr22:30638226) foi 

recentemente associado à infertilidade em mulheres com menos de 35 anos 

(Kang et al., 2009). Além de ser regulado pela expressão de p53, o gene LIF 

também possui regulação hormonal através do hormônio estrógeno, cujo efeito 

é mediado por seu receptor nuclear alfa (ESR1, OMIM 133430). Feng et al. 

identificaram um aumento significativo da proteína ESR1 nas glândulas do 

endométrio de camundongos no momento da implantação e concluíram que a 

expressão de LIF no momento da implantação do blastocisto (quarto dia após a 

fecundação em camundongos e décimo segundo dia em humanos) depende da 

ativação de p53, de elevados níveis de estrógeno, e da ativação de ESR1 (Feng 

et al., 2011). 

Considerando a estrita regulação de LIF por p53 e ESR1, a modulação 

da atividade da mesma por polimorfismos nestes dois genes e em outros genes 

da via de sinalização de p53 poderia afetar o processo de implantação 

embrionária (Figura 5) (Bond et al., 2004; Murphy, 2006).  
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Figura 5 - Polimorfismos em genes da via de sinalização de p53 escolhidos para o estudo. 
Variantes de sequência nos genes TP53, MDM2, MDM4, USP7, LIF, ESR1, TP63 e TP73 que 
podem potencialmente modular a fertilidade em humanos (Modificado de Kang et al., 2009). 

 

1.4.2 FAMÍLIA p53 E FERTILIDADE 

A família p53 inclui dois homólogos do TP53: genes TP63 (OMIM 

603273) e TP73 (OMIM 601990). Estes três membros da família p53 

compartilham de grande homologia, sendo os genes TP63 e TP73 mais 

relacionados entre si do que com TP53. Enquanto TP53 exerce suas funções de 

fator de transcrição em resposta a diversos estímulos de estresse (em relação à 

fertilidade atua estimulando LIF), p63 atua como fator de transcrição de uma 

série de genes relacionados com desenvolvimento epitelial (essencial para o 

desenvolvimento dos membros) e p73 atua no desenvolvimento de sistema 

nervoso central e imune (Belyi et al., 2010).  

As funções dos genes da família p53 foram descritas a partir de 

experimentos em camundongos knockout. Embora camundongos p53-/- sejam 

viáveis e apresentem apenas pequenas anormalidades de desenvolvimento, 

praticamente todos desenvolvem câncer antes dos seis meses de vida, 
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principalmente sarcomas e linfomas (Donehower et al., 1992). Estudos com 

camundongos p63-/- demonstraram que a deleção do gene TP63 gera defeitos 

no desenvolvimento epitelial e ausência dos membros, dentes e glândulas 

mamárias (Gonfloni et al., 2009; Mills et al., 1999). Camundongos p73-/- 

apresentam defeitos de desenvolvimento como hidrocefalia e disgenesia 

hipocampal, dificuldade de controle de infecções e anormalidades nos 

receptores de ferormônio, levando a uma falta de interesse por animais do sexo 

oposto (Yang et al., 2000). Esses resultados sugerem que os defeitos nas vias 

sensoriais e hormonais podem contribuir para ausência de comportamento 

sexual em camundongos p73-/-. Além do efeito fenotípico da ausência dos 

genes TP63 e TP73, estudos com camundongos knockout demonstram o 

envolvimento dos genes no processo gestacional em mamíferos em dois 

estágios não associados com o processo de implantação. O gene TP63 atua no 

desenvolvimento, formação, maturação e apoptose de ovócitos (Kurita et al., 

2005; Suh et al., 2006) e o gene TP73 tem papel importante na regulação da 

divisão celular modulando a formação do fuso mitótico e a correta separação de 

cromátides irmãs durante a anáfase (Tomasini et al., 2009; Tomasini et al., 

2008). 

 

1.4.3 POLIMORFISMOS NOS GENES TP53, MDM2, MDM4, USP7, 
LIF, TP63, TP73 E ESR1 

O gene TP53 é altamente polimórfico e possui 85 SNPs identificados pelo 

banco de dados da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC - 

International Agency for Research on Cancer) (Petitjean et al., 2007). Três 

polimorfismos no gene TP53 (rs1642785, rs17878362 e rs1042522), assim 

como os SNPs rs2279744 do gene MDM2 e rs929271 do gene LIF têm sido 

estudados e relacionados com diminuição da função das vias de sinalização de 

p53, com repercussões clínicas relacionadas ao papel de p53 no 

desenvolvimento do câncer (associação de diversos SNPs com idade ao 

diagnóstico de câncer em portadores de mutações germinativas de TP53).  
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O polimorfismo rs1042522 do gene TP53 (também conhecido como 

Arg72Pro, códon 72, arg72pro, P72 ou GP, coordenada genômica GRCCh37.p5 

chr17:7579472), é um SNP no éxon 3 que resulta em uma alteração de 

aminoácido (CàG; prolinaàarginina; PàR) comprovadamente associada a 

efeitos fisiológicos (Matlashewski et al., 1987; Thomas et al., 1999). Embora o 

alelo mutante G resulte em uma proteína com maior capacidade de indução da 

apoptose, o alelo selvagem C resulta em uma proteína que induz com maior 

eficiência a senescência e interrompe com maior eficácia o ciclo celular (Dumont 

et al., 2003; Pim et al., 2004). Kay et al. demonstraram que pacientes que 

apresentaram falha recorrente de implantação em uma clínica de FIV 

apresentavam, com maior frequência, o alelo C (Kay et al., 2006). Corroborando 

com este achado, Pietrowski et al. e Firouzabadi et al. evidenciaram que o alelo 

C estaria associado a perdas gestacionais recorrentes (Firouzabadi et al., 2009; 

Pietrowski et al., 2005).  

Os SNPs intragênicos de TP53 rs1642785 (TP53 PIN2, GàC, 

coordenada genômica GRCCh37.p5 chr17:7579801) e rs17878362 (TP53 PIN3, 

duplicação de 16 pares de base no intron 3; alelo N: não-duplicado e alelo D: 

duplicado, coordenada genômica GRCCh37.p5 chr17:7579644) têm sido 

recentemente estudados em pacientes com câncer e famílias com a síndrome 

de Li-Fraumeni e suas variantes, que demonstram um efeito clínico de 

antecipação na idade ao diagnóstico de diversos tumores na presença de 

determinados alelos (Marcel et al., 2010; Whibley et al., 2009). No entanto, não 

há relatos acerca de uma possível influência em relação à fertilidade, mais 

especificamente, às consequências relativas à implantação de embrião. Embora 

a exata relação destes polimorfismos com o efeito fenotípico não esteja ainda 

totalmente elucidada, Gemignani et al. demonstraram que os mesmos têm 

influência sobre os níveis de mRNA da proteína p53 em células linfoblastóides 

(Gemignani et al., 2004). Corroborando esta hipótese, Marcel et al. 

demonstraram que o intron 3 do gene TP53 está envolvido no processamento 

(splicing) do intron 2, regulando a produção de diferentes isoformas de p53 

(Marcel et al., 2011). 
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O polimorfismo MDM2 rs2279744 (substituição TàG, coordenada 

genômica GRCCh37.p5 chr12:69202580, região promotora) do gene MDM2 é 

um polimorfismo funcional que aumenta os níveis da proteína MDM2 atenuando 

a via de sinalização de p53 mediante interferência com o sítio de ligação do 

fator de transcrição Sp1 (Bond et al., 2004). A atividade da proteína Sp1 é ótima 

na presença do alelo mutante G do SNP MDM2 rs2279744, pois garante um 

aumento da expressão do gene, atenuação da via de p53, e consequente 

aumento do risco para tumorigênese (Bond et al., 2004; Park et al., 2006). Para 

verificar uma possível associação dos genes da via de sinalização de p53 e 

infertilidade, Kang et al. realizaram um estudo caso-controle comparando 

pacientes de uma clínica de fertilização in vitro (FIV) com 100 mulheres férteis. 

Estudando SNPs nos genes TP53, LIF, MDM2, MDM4 e USP7, eles 

demonstraram que o alelo TP53 rs1042522 C era mais frequente nas pacientes 

submetidas à FIV, e consideraram o SNP rs1042522 como fator de risco para 

falhas de implantação embrionária. Além disso, demonstraram que os níveis de 

LIF encontravam-se significativamente mais baixos na presença do alelo TP53 

rs1042522 C, fato que pode contribuir para a diminuição da implantação e 

infertilidade (Kang et al., 2009). O mesmo grupo de pesquisadores 

recentemente demonstrou que alelos de polimorfismos nos genes TP63 

(rs17506395, TàG, coordenada genômica GRCCh37.p5 chr3:189521319) e 

TP73 (rs4648551, GàA, coordenada genômica GRCCh37.p5 chr1:3632730 e 

rs6695978, GàA, coordenada genômica GRCCh37.p5 chr1:3648345) são mais 

frequentes em mulheres inférteis com mais de 35 anos (Feng et al., 2011).  

Poucos estudos investigaram o papel de polimorfismos no gene ESR1 

em infertilidade em mulheres. Lamp et al. demonstraram que o SNP rs2234693 

(CàT, coordenada genômica GRCCh37.p5 chr6:152163335) no gene ESR1 

pode estar relacionado a infertilidade e endometriose, embora não tenham 

encontrado associação estatisticamente significativa entre os grupos estudados 

(Lamp et al., 2011). 

 



	
  

	
  
33	
  

1.4.4 INFERTILIDADE, ENDOMETRIOSE E POLIMORFISMOS EM 
GENES DA VIA DE SINALIZAÇÃO DE P53 

A endometriose, definida como presença de tecido glandular e estroma 

endometrial fora da cavidade uterina, foi descrita pela primeira vez em 1860 

pelo patologista austríaco Karl Freiherr von Rokitansky e é considerada uma 

importante causa de infertilidade em mulheres, pela sua morbidade e alta 

frequência. A etiopatogenia da endometriose ainda não está totalmente 

elucidada podendo estar relacionada a metaplasia celômica, implantes 

ectópicos e indução de células multipotenciais (Halis et al., 2004). 

Recentemente, foram descritos diversos SNPs que poderiam relacionar-se com 

endometriose (Tempfer et al., 2009), entretanto essa associação foi refutada. 

Existe especial interesse no estudo dos sistemas imunológico e endócrino e em 

estudos que envolvem SNPs relacionados com transformação maligna e 

apoptose. Como há clara evidência de risco maior para endometriose em 

mulheres que tenham irmãs ou mãe com a doença, o componente genético é 

importante para seu desenvolvimento (Vigano et al., 2007). 

Estima-se que 10% a 15% da população feminina apresentem 

endometriose e os sintomas mais comuns desta condição são infertilidade (30-

60% dos casos) e dor pélvica (Olive et al., 1993). Embora a associação entre 

endometriose e infertilidade seja bem estabelecida (mulheres com endometriose 

têm 20 vezes mais chance de serem inférteis), a causa exata da infertilidade em 

portadoras de endometriose não é conhecida (Koninckx, 1994). Podem estar 

implicadas alterações hormonais (anormalidades na secreção de progesterona, 

estradiol, prolactina e na função lútea, como insuficiência), ciclos anovulatórios 

(Cunha-Filho et al., 2001) e foliculogênese anormal (Cunha-Filho et al., 2002). 

Recentemente, foi demonstrado que mulheres com endometriose mínima e leve 

apresentam uma alteração da coorte folicular com uma diminuição da reserva 

ovariana medida pelos níveis séricos do hormônio anti-Mulleriano no 3º dia do 

ciclo menstrual (Lemos et al., 2008). Estudos sobre polimorfismos genéticos e 

endometriose têm sido realizados no sentido de melhor entender a 

etiopatogenia da doença e também na busca de biomarcadores de prognóstico 

e resposta a diferentes estratégias de tratamento. Esses marcadores poderiam 
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explicar dois aspectos fundamentais em relação a essa doença: i) a proliferação 

e crescimento extra-endometrial de tecido e ii) a sub-fertilidade que essas 

mulheres possuem, mesmo quando submetidas à fertilização in vitro, por 

exemplo. 

Em relação a polimorfismos de TP53, o estudo do SNP rs1042522 em 

vários grupos populacionais teve resultados controversos até o momento. Em 

2006, Hsieh e Lin descreveram uma associação negativa do genótipo G/G com 

o diagnóstico de endometriose em mulheres chinesas (genótipo protetor) (Hsieh 

et al., 2006), entretanto, este efeito não foi observado em mulheres italianas ou 

brasileiras (Ammendola et al., 2008; Ribeiro Junior et al., 2009; Vietri et al., 

2007). Em relação a MDM2, apenas um estudo avaliou a expressão deste gene 

(bem como de TP53) em endometriomas, sendo observada uma expressão 

anormal em relação ao tecido endometrial normal, sugerindo assim um papel 

das proteínas codificadas por estes genes na regulação do crescimento dos 

endometriomas (Goumenou et al., 2005). Por fim, em relação a polimorfismos 

nos genes MDM4, USP7, LIF, TP63 e TP73 não há relatos específicos em 

pacientes com endometriose. No entanto, a observação por vários autores de 

expressão significativamente reduzida da proteína LIF em mulheres inférteis 

com endometriose em relação a controles sem endometriose, especialmente no 

período de implantação embrionária, sugere que LIF (ou seus reguladores) 

tenha(m) um papel importante na infertilidade associada à endometriose. Os 

níveis de LIF na cavidade endometrial de mulheres com endometriose e 

infertilidade poderiam ser utilizados como um biomarcador preditivo do sucesso 

reprodutivo em procedimentos de FIV (Dimitriadis et al., 2005; Mikolajczyk et al., 

2003; Novotny et al., 2009). Considerando evidências previamente publicadas, 

em especial os resultados de Hu et al. (2007), Hu et al. (2008), Kang et al. 

(2009) e Firouzabadi et al. (2009), hipotetizamos que mulheres inférteis, com ou 

sem endometriose, apresentam frequências alélicas e genotípicas de 

polimorfismos nos genes TP53, MDM2, MDM4, USP7, LIF, TP63, TP73 e ESR1 

distintas de mulheres férteis (Firouzabadi et al., 2009; Hu et al., 2008; Hu et al., 

2007a; Kang et al., 2009).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 O objetivo geral deste estudo é a identificação de alterações moleculares 

associadas à via de sinalização do gene TP53 em câncer e infertilidade. Os 

objetivos específicos são apresentados separadamente, para cada uma destas 

duas abordagens empregadas na tese. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
2.2.1 Identificação de alterações moleculares associadas com a via e 
sinalização do gene TP53 e fertilidade 
 
2.2.1.1 Determinar as frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos PIN2 

(rs1642785), PIN3 (rs17878362) e PEX4 (rs1042522) do gene TP53 em 

mulheres inférteis com falha recorrente de fertilização in vitro e com 

endometriose, comparando-os com os de mulheres férteis da mesma região 

geográfica de recrutamento. 

 

2.2.1.2 Calcular o desequilíbrio de ligação entre os três polimorfismos do gene 

TP53 estudados e comparar os haplótipos encontrados com os desfechos de 

infertilidade e endometriose. 

 

2.2.1.3 Avaliar polimorfismos em outros genes da via de sinalização de TP53 

(genes MDM2, MDM4, USP7, LIF, TP63, TP73 e ESR1) em mulheres inférteis 

com falha recorrente de fertilização in vitro e endometriose comparando-os com 

os de mulheres férteis da mesma região geográfica de recrutamento. 
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2.2.1.4 Construir uma árvore de proteínas relacionadas à via de sinalização de 

TP53 com desfechos de infertilidade utilizando análises in silico. 

 

2.2.2 Identificação de alterações moleculares associadas com a via e 
sinalização do gene TP53 e câncer em pacientes portadores da mutação 
TP53 p.R337H 
 

2.2.2.1 Identificar e validar regiões cromossômicas com variação do número de 

cópias em dois pacientes com câncer de mama portadores da mutação TP53 

p.R337H. 

 

2.2.2.2 Identificar e validar regiões cromossômicas com variação do número de 

cópias em seis pacientes com carcinoma adrenocortical, sendo quatro 

portadores da mutação TP53 p.R337H. 
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3. CAPÍTULO 1 

 

3.1 TP53 PIN3 AND PEX4 POLYMORPHISMS AND INFERTILITY 
ASSOCIATED WITH ENDOMETRIOSIS OR POST-IN VITRO 
FERTILIZATION FAILURE 

 
Título do manuscrito: TP53 PIN3 and PEX4 polymorphisms and infertility 

associated with endometriosis or post-in vitro fertilization failure 

 
Autores: Paskulin DD, Cunha-Filho JS, Souza CA, Bortolini MC, Hainaut P, 

Ashton-Prolla P 
 
Situação: Publicado 
 
Revista: Cell Death and Disease 
 
Referência: Cell Death Dis. 2012 Sep 27;3:e392. doi: 10.1038/cddis.2012.116 

 
Website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23013791 
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TP53 PIN3 and PEX4 polymorphisms and infertility
associated with endometriosis or with post-in vitro
fertilization implantation failure

DD Paskulin1,3,6, JSL Cunha-Filho2, CAB Souza2, MC Bortolini1,3, P Hainaut4 and P Ashton-Prolla*,1,3,5,6

p53 has a crucial role in human fertility by regulating the expression of leukemia inhibitory factor (LIF), a secreted cytokine
critical for blastocyst implantation. To examine whether TP53 polymorphisms may be involved with in vitro fertilization (IVF)
failure and endometriosis (END), we have assessed the associations between TP53 polymorphism in intron 2 (PIN2; G/C, intron 2),
PIN3 (one (N, non-duplicated) or two (D, duplicated) repeats of a 16-bp motif, intron 3) and polymorphism in exon 4 (PEX4; C/G,
p.P72R, exon 4) in 98 women with END and 115 women with post-IVF failure. In addition, 134 fertile women and 300 women
unselected with respect to fertility-related features were assessed. TP53 polymorphisms and haplotypes were identified by
amplification refractory mutation system polymerase chain reaction. TP53 PIN3 and PEX4 were associated with both END
(P¼ 0.042 and P¼ 0.007, respectively) and IVF (P¼ 0.004 and P¼ 0.009, respectively) when compared with women both
selected and unselected for fertility-related features. Haplotypes D-C and N-C were related to higher risk for END (P¼ 0.002,
P¼ 0.001, respectively) and failure of IVF (P¼ 0.018 and P¼ 0.002, respectively) when compared with the Fertile group.
These results support that specific TP53 haplotypes are associated with an increased risk of END-associated infertility and
with post-IVF failure.
Cell Death and Disease (2012) 3, e392; doi:10.1038/cddis.2012.116; published online 27 September 2012
Subject Category: Cancer

TP53 encodes the multi-functional tumor suppressor tran-
scription factor p53 which has a crucial role in maintaining
genomic stability in somatic cells exposed to oncogenic or
genotoxic stress, thus preventing tumor formation.1 In
response to a wide range of stress signals, p53 accumulates
in the nucleus and regulates the expression of a large panel of
genes involved in the control of cell cycle arrest, apoptosis,
cell senescence, DNA repair and energy metabolism. One of
the transcriptional targets of p53 is leukemia inhibitory factor
(LIF), the gene encoding LIF. LIF is a secreted cytokine with
broad roles in the control of lymphocyte proliferation and
differentiation. It has also been identified as a critical factor for
blastocyst implantation.2 Control of p53 over LIF expression is
operated through a p53-response element located in intron 1
and conserved in both mouse and human LIF genes.3

Recent studies have demonstrated that p53 regulates
female reproduction and blastocyst implantation through
LIF. Implantation is a critical step in mammalian embryonic
development during which the blastocyst establishes close
interactions with the uterus, leading to the formation of the
placenta supporting fetal development.4 Hu et al.4 have
demonstrated that p53 regulates LIF expression in the uterus
of female mice. p53-deficient mice express lower levels of LIF

than their p53-competent counterparts and show impaired
blastocyst implantation and consequently, impaired fertility.

There is strong evidence that genes at critical regulatory
nodes in the p53 pathway are under evolutionary selection5,6

and that SNPs in the p53 pathway influence human fertility.7

Of these, one of the most studied is TP53 polymorphism in
exon 4 (PEX4 of the TP53 gene), widely known as p.P72R
(C/G, rs1042522). This single-nucleotide polymorphism
(SNP) located at the second position of the codon 72 consist
in either an ancestral C allele whose frequency in African
populations is around 0.70 or a derived G allele whose
frequency in European and Asian populations varies from
around 0.50 to 0.80. Presence of the C allele results in a
proline in codon 72, and presence of the G allele, in an
arginine. These polymorphic protein variants significantly
differ in their biological properties and there is evidence that
R72p53 has higher transcriptional activity toward a particular
subset of p53 target genes, including LIF, than P72p53.8

Previous studies have identified an association between
TP53 PEX4 and infertility7 or endometriosis (END).9–11 It has
been suggested that the effect of PEX4 on LIF expression
and fertility may account for population differences in the
distribution of PEX4 alleles in different parts of the world.
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4. CAPÍTULO 2 

 

4.1 THE TP53 FERTILITY NETWORK 

 
Título do manuscrito: The TP53 fertility network 
 
Autores: Paskulin DD, Paixão-Côrtes VR, Hainaut P, Bortolini MC, Ashton-

Prolla P 
 
Situação: Publicado 
 
Revista: Genetics and Molecular Biology 
 
Referência: Genet Mol Biol. 2012 Dec;35(4 (suppl)):939-46. Epub 2012 Dec 18. 

http://dx.doi.org/10.1590/S1415-47572012000600008 

 

Website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23412905 
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5. CAPÍTULO 3 

 

5.1 ESR1 RS9340799 IS ASSOCIATED WITH ENDOMETRIOSIS-
RELATED INFERTILITY AND IN VITRO FERTILIZATION FAILURE 

 
Título do manuscrito: ESR1 rs9340799 is associated with endometriosis-

related infertility and in vitro fertilization failure 
 
Autores: Paskulin DD, Cunha-Filho JS, Souza CA, Ashton-Prolla P 
 
Situação: Submetido 
 
Revista: Human Reproduction 

 

Website: humrep.oxfordjournals.org/ 
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6. CAPÍTULO 4 

  
Este capítulo compreende os resultados do trabalho realizado durante o 

período de estágio “sandwich” na Universidade do Colorado, EUA. Utilizando 

amostras pareadas de pacientes portadores da mutação TP53 p.R337H (DNA 

extraído de tecido tumoral e sangue periférico), propusemos utilizar uma técnica 

de varredura genômica com 2,5 milhões de marcadores para identificação de 

regiões com variação do número de cópias para posterior validação das 

amplificações e deleções encontradas utilizando FISH (fluorescent in situ 

hybridization). 

 

6.1 ANÁLISE GENÔMICA DE TUMORES DE PACIENTES COM 
MUTAÇÕES GERMINATIVAS NO GENE TP53 

 Com o intuito de identificar novos marcadores moleculares associados a 

mutação TP53 p.R337H, empregamos uma técnica de varredura de todo o 

genoma com a plataforma Illumina (Illumina Inc, CA, EUA). A utilização do 

Human Omni 2.5-8 BeadChip, que analisa aproximadamente 2,5 milhões de 

SNPs (detalhes no Anexo A – Figura 11.1), possibilita a identificação de regiões 

com variação do número de cópias (deleções e amplificações), a genotipagem 

dos SNPs analisados, a identificação de regiões de perda de heterozigosidade 

em alta resolução por todo o genoma. Incluímos neste estudo quatro grupos de 

pacientes e sujeitos com ou sem a mutação TP53 p.R337H, conforme descrito 

abaixo (tabela 6.1.1). 

  



	
  

	
  
85	
  

       Tabela 6.1.1 – Descrição das amostras incluídas para SNP Array. 

ID Amostra   TP53 p.R337H 

ACC-1 
Sangue Carcinoma GA 

Tumor Adrenocortical GA 

ACC-2 
Sangue Carcinoma GA 

Tumor Adrenocortical GA 

ACC-3 
Sangue Carcinoma GG 

Tumor Adrenocortical GG 

ACC-4 
Sangue Carcinoma GG 

Tumor Adrenocortical GG 

ACC-5 Sangue* 
Carcinoma 

AA 
Adrenocortical 

ACC-6 Sangue* 
Carcinoma 

GA 
Adrenocortical 

BC-1 
Sangue 

Câncer de Mama 
GA 

Tumor GA 

BC-2 
Sangue 

Câncer de Mama 
GA 

Tumor GA 

*: Devido à indisponibilidade de tecido tumoral, apenas DNA extraído de sangue 

periférico foi utilizado para análise nestes dois casos. TP53 p.R337H (GàA). 

 

Após extração do DNA com o kit Illustra blood genomic Prep Spin (GE 

HealthCare), as amostras de DNA foram quantificadas, diluídas a 50ng/µl, e 

hibridizadas aos Bead Chips conforme protocolo padrão do fabricante. Após a 

hibridização, os sinais de fluorescência foram importados para o programa 

GenomeBeadStudio da Illumina (Illumina Inc, CA, EUA) onde os genótipos 

foram gerados e transformados em intensidade normalizada (R) e razão de 

alelos (θ) utilizando as fórmulas de cálculo descritas por Pfeiffer et al. (Peiffer et 

al., 2006):  

R = XA + YB 

θ = (2/π) x tan-1 (YB/XA), 

onde XA e YB são as intensidades dos sinais de fluorescência transformados a 

partir de um SNP específico. Nas amostras pareadas (sangue/tumor) estes 
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parâmetros foram transformados em duas variáveis: Log2(Rtumor ou teste/Rsangue ou 

referência) chamado de Log2R Ratio (LRR) e B Allele Frequency (BAF) 

demonstrando a BAFtumor ou teste e BAFsangue ou referência. Analisando LRR, qualquer 

desvio do número zero em determinada região evidencia uma mudança no 

número de cópias. BAF é uma medida normalizada das intensidades dos sinais 

de dois alelos alternativos, A e B. Desvios dos valores esperados (0, 0,5 e 1 

representando os genótipos AA, AB e BB respectivamente) é um indício de 

alteração cromossômica. A variável Delta-θ é gerada através da diferença entre 

θtumor ou teste e θsangue ou referência conforme cálculo a seguir: 

Delta θ = |θtumor ou teste - θsangue ou referência|. 

O valor de Delta-θ não sofre alteração em uma região normal (Delta-θ = 0), 

porém no caso de uma alteração somática em um locus específico, Delta-θ 

apresentará valores positivos (0-0,5). Delta-θ é analisado primeiramente, pois 

assinala a existência de uma alteração, e subsequentemente, LRR e BAF são 

utilizados para a compreensão da natureza da alteração previamente 

identificada pelo Delta-θ. A visualização dos dados foi realizada utilizando o 

programa Partek Genomic Studio 6.6 (Partek Incorporated, MO, EUA) que 

também foi utilizado para delinear estatisticamente as regiões alteradas através 

de análise de segmentação utilizando o algoritmo Circular Binary Segmentation 

(Olshen et al., 2004) para LRR e também para Delta-θ. 

 A seguir estão apresentados diagramas gráficos com a representação 

das regiões identificadas como tendo uma variação do número de cópias 

(deleções e amplificações) e perda de heterozigosidade, identificadas pela 

análise dos resultados do SNP Array em cada paciente. Utilizando o programa 

de análise de dados em grande escala Partek Genomic Studio 6.6 delimitamos 

cada região afetada, identificando a coordenada genômica de início e fim da 

alteração. Possíveis genes de interesse localizados nas respectivas regiões 

foram identificados utilizando o software GeneDecks situado no website 

GeneCards.org (http://www.genecards.org/GeneDecks). 
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Paciente ACC-1 

 

Figura 6 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente ACC-1. Delta-θ 
(vermelho); LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue. 
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Tabela 6.1.2 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente ACC-1 na análise comparativa entre DNA extraído de tecido tumoral e 

sangue periférico. 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações 
Destacadas* 

2 38938 96057
070 

2p25.3- 
2q11.1 Del 4.55E-24 Câncer Coloretal: BUB1. 

2 18880
4140 

21869
5320 

2q32.1- 
2q35 Del 7.98E-13 

Câncer Gástrico: 
CASP10; Apoptose: 
CASP8; 
Câncer de Mama: 
BARD1. 

12 19005
2 

27415
505 

12p13.3- 
12p11.23 Amp 1.42E-20 

Câncer de Mama e 
Câncer de Pulmão: 
KRAS. 

16 94036 90141
356 

16p13.3- 
16q24.3 Amp 4.81E-22 

Crescimento Celular: 
MT1A, MT1B, MT1E, 
MT1F. 

17 66283 56308
416 

17p13.3- 
17q22 Del 7.48E-16 

Câncer de Mama e 
Ovário: ERBB2, BRAC1; 
Li-Fraumeni: TP53. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; Del: Deleção; 

Amp: Amplificação. 
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Paciente ACC-2 

 

Figura 7 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente ACC-2. Delta-θ 
(vermelho); LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue. 
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Tabela 6.1.3 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente ACC-2 na análise comparativa entre DNA extraído de tecido tumoral e 

sangue periférico. 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações 
Destacadas* 

2 69431 242947
986 

2p25.3- 
2q37.3 R/A 7.98E-13 Câncer de Pulmão: ALK. 

9 88406 141077
353 

9p24.3- 
9q34.3 R/A 8.69E-12 Leucemia: ABL1. 

11 19915
3 

974085
29 

11p15.5- 
11q22.1 R/A 7.01E-45 

Tumor Adrenocortical e 
Tumor de Wilms: 
CDKN1C. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; R/A: Ruído ou 

Região Anormal; Amp: Amplificação.  
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Paciente ACC-3 

 

Figura 8 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente ACC-3. Delta-θ 
(vermelho); LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue. 
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Tabela 6.1.4 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente ACC-3 na análise comparativa entre DNA extraído de tecido tumoral e 

sangue periférico. 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações Destacadas* 

11 24143
2 

4059
198 

11p15.5 - 
11p15.4 CN-LOH 7.48E-16 

Carcinoma Adrecortical: 
ACCS, ADM, CALCA, 
CARS, IGF2, NAP1L4, 
NUP98, PHLDA2, 
TSPAN32, TSSC4. 
Tumor de Wilms: BDNF, 
CARS, CDKN1C, H19, 
IGF2, TSSC4. 

22 16464
422 

5120
8538 

22q11.1 - 
22q13.33 LOH 7.35E-09 

 

Li-Fraumeni, Câncer de 
Mama e Câncer Coloretal: 
CHEK2; Sarcoma de Ewing: 
EWS. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; LOH: Loss of 

Heterozygosity; CN-LOH: Copy Neutral LOH. 
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Paciente ACC-4 

 

Figura 9 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente ACC-4. Delta-θ 
(vermelho); LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue.
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Tabela 6.1.5 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente ACC-4 na análise comparativa entre DNA extraído de tecido tumoral e 

sangue periférico. 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações Destacadas* 

11 20254
7 

4799
5984 

11p15.5 - 
11p11.2 CN-LOH 3.76E-13 

Carcinoma Adrenocortical: 
ACCS, ADM, CALCA, CARS, 
IGF2, NAP1L4, NUP98, 
PHLDA2, SLC22A18, 
TSPAN32, TSSC4. 
Tumor de Wilms: BDNF, 
CARS, CDKN1C, H19, IGF2, 
TSSC4. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; CN-LOH: Copy 

Neutral Loss of Heterozygosity. 
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Paciente ACC-5 

 

Figura 10 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente ACC-1. LRR (azul); BAF 
Sangue. 
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Tabela 6.1.6 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente ACC-5 na análise comparativa entre DNA extraído de sangue 

periférico e o banco de dados do programa GenomeBeadStudio (Illumina Inc, 

CA, EUA). 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações Destacadas* 

10 67489
804 

7686
1491 

10q21.3
-q22.1 LOH 7.22E-07 

Controle do Ciclo Celular e 
Apoptose: TET1, CCAR1, 
LZP. 

15 22632
789 

2327
2533 15q11.2 Amp 2.16E-14 Síndrome Prader-Willi: NIPA2. 

17 38167
37 

8103
307 

17p13.2
-p13.1 CN-LOH 5.87E-06 Li-Fraumeni: TP53. 

20 25567
497 

2601
8000 20q11.2 CN-LOH 1.40E-38 Câncer de Mama: BASE. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; LOH: Loss of 

Heterozygosity; CN-LOH: Copy Neutral LOH ;Amp: Amplificação. 
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Paciente ACC-6 

 

Figura 11 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente ACC-6. LRR (azul); BAF 
Sangue. 
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Tabela 6.1.7 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente ACC-6 na análise comparativa entre DNA extraído de sangue 

periférico e o banco de dados do programa GenomeBeadStudio (Illumina Inc, 

CA, EUA). 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações Destacadas* 

11 19915
3 

6245
803 

11p15.5- 
11p15.4 Amp 7.35E-09 

Carcinoma Adrenocortical: 
ACCS, ADM, CALCA, CARS, 
IGF2, NAP1L4, NUP98, 
PHLDA2, SLC22A18, 
TSPAN32, TSSC4. Tumor de 
Wilms: BDNF, CARS, 
CDKN1C, H19, IGF2, 
TSSC4. 

12 25019
237 

2745
0854 

12p12.1- 
12p11.23 Amp 2.36E-22 

Câncer de Pulmão: 
BHLHE41, CASC1, KRAS, 
LRMP, SSPN. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; Amp: 

Amplificação. 
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Paciente BC-1 

 

Figura 12 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente BC-1. Delta-θ 
(vermelho); LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue. 
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Tabela 6.1.8 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente BC-1 na análise comparativa entre DNA extraído de tecido tumoral e 

sangue periférico. 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações Destacadas* 

1 169294
972 

18571
2088 

1q24.2- 
1q25.3 Amp 2.80E-08 Leucemia: ABL2 

4 72048 10380
803 

4p16.3- 
4p16.1 Amp 5.47E-06 

Síndrome de Wolf-
Hirschhorn: FGFRL1, 
LETM1, MFSD10, MSX1, 
NOP14, SLBP, TNIP2, 
WFS1, WHSC1, ZNF141. 

5 151418
702 

16887
264 

5q33.1- 
5q34 Amp 3.87E-07 Câncer de Mama: HMMR 

9 46587 14107
7353 

9p24.3- 
9q34.3 Del 2.19E-36 Leucemia: ABL1 

11 199153 62458
03 

11p15.5- 
11p15.4 Del 1.51E-38 

Carcinoma Adrenocortical: 
ACCS, ADM, CALCA, 
CARS, IGF2, NAP1L4, 
NUP98, PHLDA2, 
SLC22A18, TSPAN32, 
TSSC4.  
Tumor de Wilms: BDNF, 
CARS, CDKN1C, H19, 
IGF2, TSSC4. 

12 250198
54 

27330
939 

12p12.1- 
12p11.23 Amp 7.92E-35 

Câncer de Pulmão: 
BHLHE41, CASC1, KRAS, 
LRMP, RASSF8, SSPN. 

16 720911
18 

76319
482 

16q22.2- 
16q23.1 Del 2.25E-14 

Metabolismo do Colesterol: 
DAT1, BCAR1, CFDP1, 
CHST5, CTRB1, FA2H, 
GLG1, KARS, LDHD, 
MLKL, PSMD7, TERF2IP, 
WDR59, ZFP1, ZNRF1. 

17 51088 46614
695 

17p13.3- 
17q21.32 Del 3.04E-09 

Li-Fraumeni: TP53. Câncer 
de Mama e Ovário: 
AARSD1, ARL4D, BRCA1, 
CBX1, CSF3, DUSP3, 
ERBB2, HSD17B1, 
IGFBP4, ITGB3, JUP, 
KRT9, STAT3, THRA, 
TP53, WNT3. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; Amp: 

Amplificação; Del: Deleção. 
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Paciente BC-2 

 

Figura 13 – Resultado do SNP Array por todos os cromossomos do Paciente BC-2. Delta-θ 
(vermelho); LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue. 
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Tabela 6.1.9 – Descrição de regiões com variação no número de cópias no 

paciente BC-2 na análise comparativa entre DNA extraído de tecido tumoral e 

sangue periférico. 

Crom Início Fim Banda Alteração P Associações Destacadas* 

1 145249
242 

24917
4683 

1q21.1-
1q44 Amp 1.82E-44 Leucemia: ABL2. 

16 408225
75 

90163
276 

16q11.2-
16q24.3 Del 2.08E-16 Crescimento Celular: 

PMT1A, MT1B; Wnt. 

17 3587 21791
564 

17p13.3-
17p11.2 Del 3.24E-20 Síndrome de Li-Fraumeni: 

TP53. 

*: Associações destacadas pelo GeneDecks (http://www.genecards.org/?path=/GeneDecks);  

P: Valor de P calculado utilizando o algoritmo de Segmentação Binária Circular; Amp: 

Amplificação; Del: Deleção. 
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6.2 VALIDAÇÃO DE REGIÕES GENÔMICAS ALTERADAS EM 
PACIENTES PORTADORES DE MUTAÇÕES GERMINATIVAS NO 
GENE TP53 UTILIZANDO HIBRIDIZAÇÃO IN SITU FLUORESCENTE 
(FISH) 

  

Após a identificação de regiões alteradas utilizando o Human Omni 2.5-

8 BeadChip da Illumina procuramos validar as regiões comumente alteradas 

utilizado Enumeration Fluorescent in situ Hybridization (FISH) Probes em 

amostras de tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina. Utilizando 

o algoritmo de análise de segmentação previamente descrito, identificamos 

três regiões comumente alteradas em pelo menos dois pacientes para 

construção, validação e aplicação de sondas de FISH conforme tabela 6.2.1. 

 

Tabela 6.2.1 – Genes e Clones de BAC selecionados para construção de 

sondas. 

Região SNP Array Clone de BAC Gene Associações 

1q21.1-
q44 Amplificação RP11-689C20 ABL2 

Leucemia, Câncer de Mama, 
Câncer de Pulmão (Gil-Henn et al., 
2012; Zhou et al., 2012). 

11p15.5-
p11.2 Deleção RP11-494F4 CDKN1C 

Tumor de Willms, Tumor 
Adrenocortical (Kavanagh et al., 
2011). 

12p13.33-
p11.12 Amplificação RP11-1119I8 KRAS 

Câncer de Pulmão, Câncer 
Coloretal (Eklof et al., 2013; Stella 
et al., 2013). 

 

Para criação das sondas selecionamos genes representativos para as 

regiões selecionadas (genes ABL2, CDKN1C e KRAS) obedecendo aos 

seguintes critérios: 1- Genes descritos no Online Mendelian Inheritance in Man 

(OMIM) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/); 2- Genes Supressores Tumorais 

e Oncogenes; 3- Genes com literatura sugerindo associação com tumores 

diversos; 4- Genes com clones de BAC disponíveis no BACPAC Resources 

Center do Children's Hospital Oakland Research Institute (CHORI) em 

Oakland, California, EUA. Clones de BAC foram selecionados especificamente 

para as regiões de interesse conforme a tabela 6.2.1, foram cultivados em mini 
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culturas, e colônias únicas foram utilizadas para extração de DNA usando o 

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). O DNA genômico foi então 

submetido à amplificação genômica utilizando-se REPLI-g Midi Kit (Qiagen, 

Hilden, Alemanha) e 1 µg de cada clone de BAC extraído foi marcado em 

vermelho com sulforodamina 101 ácido clorídrico (Texas-Red ou SpectrumRed 

ou SR) utilizando-se o kit Vysis Nick Translation (Abbott Laboratories, Illinois, 

EUA). Adicionalmente, sondas centroméricas marcadas em verde com 

isotiocianato de fluoresceína (FITC ou SpectrumGreen ou SG) comercialmente 

disponíveis para os cromossomos 1, 11 e 12 foram adquiridas (Kreatech, 

Amsterdam, Holanda). Para validação e mapeamento de cada sonda criada, a 

linhagem celular linfoblastóide humana (2n) AG09391 (Coriell Institute) foi 

utilizada. As sondas alvo criadas (marcadas em vermelho) foram hibridizadas 

em conjunto com as sondas centroméricas (marcadas em verde) em lâminas 

preparadas com suspensão de células com a linhagem celular AG09391. Por 

final o corante fluorescente DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) foi utilizado para 

contraste. As análises foram realizadas em microscópio de epifluorescência 

utilizando filtros designados para azul (DAPI), verde (FITC) e vermelho (Texas-

Red). Imagens foram capturadas para cada filtro e depois sobrepostas 

utilizando o programa CytoVision (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL, 

EUA). Para mapeamento, 20 metáfases cariotipicamente normais foram 

avaliadas, e para validação qualitativa da sonda, 100 núcleos interfásicos (2n) 

foram utilizados. Os clones RP11-689C20, RP11-494F4, RP11-1119I8 

marcaram respectivamente nos cromossomos 1q25.2 (Figura 14), 11p15.4 e 

12p12.1 conforme o esperado. 

Para análise em amostras de tecidos fixados em formalina e embebidos 

em parafina pelo menos 50 núcleos foram identificados, analisados, pontuados 

e fotografados. Para cada núcleo analisado, o número de sinais verdes e 

vermelhos foram anotados, e a razão entre as médias de sinais vermelho e 

verdes (SR/SG) foi utilizada para avaliação do número de cópias da região 

conforme a tabela 6.2.2. 
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Figura 14 – Validação da sonda ABL2(SR)/CEN1(SG) em linhagem celular AG09391 
mapeando corretamente em 1q25.2. Escala 10µm. 

 

 

Tabela 6.2.2 - Classificação para avaliação de número de cópias em 

Enumeration Fluorescent in situ Hybridization. 
Classificação SR/SG* 

Perda razão < 0,8 

Normal 0,8 < razão <1,2 

Ganho 1,2 < razão < 2,0 

Amplificação razão > 2 

*: Razão obtida pela divisão entre a média de sinais vermelhos (SR) e de sinais verdes (SG). 

 

Primeiramente, com o intuito de validar os achados encontrados com a 

varredura genômica, as análises foram efetuadas nos oito pacientes com 

resultados previamente obtidos a partir do SNP Array, representados na tabela 

6.2.3. 
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Tabela 6.2.3 – Comparação entre resultados identificados por SNP Array e os 

resultados encontrados utilizando FISH. 

  SNP Array FISH 

ID 
TP53 1q21.1-

q44 
11p15.5-

p11.2 
12p13.33-

p11.12 
ABL2/
CEP1 

CDKN1C/
CEP11 

KRAS/
CEP12 R337H 

ACC-1 GA N N Amp N N Ganho 
ACC-2 GA Amp R/A R/A N N N 
ACC-3 GG N CN-LOH N N N N 
ACC-4 GG N CN-LOH N N N N 
ACC-5 AA N N N - - - 
ACC-6 GA R/A Amp Amp Amp Amp Ganho 
BC-1 GA Amp Del Amp Ganho Perda Ganho 
BC-2 GA N Del Amp N Perda Ganho 

 N: Normal; Amp: Amplificação; P: Perda; Del: Deleção; -: falha da técnica; R/A: ruído/anormal 

devido a dificuldades durante o processamento das amostras e da baixa qualidade do DNA 

utilizado, algumas regiões apresentaram resultados inconsistentes; CN-LOH: Copy Neutral 

Loss of Heterozygosity. 

 

 Com esta análise quantitativa, embora utilizando apenas oito pacientes, 

conseguimos corroborar a maioria das alterações de número de cópias 

demonstradas pela técnica de SNP Array. Utilizando a amostra ACC-1 como 

exemplo, identificamos uma amplificação da região 12p12.33-p11.12 por SNP 

Array e, após a construção de sonda pra o gene KRAS, demostramos um 

ganho na região contendo esse gene utilizando FISH (Figura 15).  

 

Figura 15 – Paciente ACC-1. KRAS(SR)/CEP12(SG). FISH Escore: Ganho. Escala 10µm. 
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Embora com resultados ambíguos relativos à análise de SNP Array para 

as regiões escolhidas 11p15.5-p11.2 e 12p13.33-p11.12, o pacientes ACC-2 

apresentou resultados normais para os 3 genes avaliados por FISH. Os 

pacientes ACC-3 e ACC-4 apresentaram perda de heterozigosidade por SNP 

Array na região 11p15.5-p11.2, porém, resultados normais para FISH pois 

apresentaram um número de cópias normal para a região 11p15.5-p11.2. Não 

foi possível realizar hibridização no tecido do paciente ACC-5 pois a amostra 

disponível era muito pequena, de baixa qualidade e não suportava as 

variações de temperatura necessárias para a hibridização das sondas. 

Interessantemente, a amostra ACC-6 que também apresentou resultados 

ambíguos para 1q21.1-q44, amplificação de 11p15.5-p11.2 e 12p13.33-p11.12 

por SNP Array, apresentou importantes resultados nas análises de FISH, 

possuindo uma grande amplificação da região 1q21.1-q44 como demonstrado 

pela figura 16 com amplificação do gene ABL2, amplificação de CDKN1C 

assim como ganho de KRAS.  

 

 

Figura 16 – Paciente ACC-6. ABL2(SR)/CEP1(SG). FISH escore: Amplificação. Escala 10µm. 

 
 

Por último, analisamos dois pacientes com câncer de mama que 

apresentaram claros resultados na análise do SNP Array para as regiões 
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1q21.1-q44, 11p15.5-p11.2 e 12p13.33-p11.12. Ambos os pacientes 

apresentaram deleções na região 11p15.5-p11.2 definida pelo SNP Array e 

apresentaram perda pela análise de FISH conforme as figuras 17 e 18. Além 

disso, os mesmos apresentaram amplificação da região 12p13.33-p11.12 por 

SNP Array e ganho quando analisados por FISH. 

 

 

Figura 17 – Paciente BC-1. CDKN1C(SR)/CEP11(SG). FISH escore: Perda. Escala 10µm. 

 

 

 

Figura 18 – Paciente BC-2. CDKN1C(SR)/CEP11(SG). FISH escore: Perda. Escala 10µm 
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7. DISCUSSÃO E PERSPECTIVAS 

 
Os resultados específicos desta tese, cujo objetivo geral é a 

identificação de alterações moleculares associadas à via de sinalização do 

gene TP53 em câncer e infertilidade, serão discutidos separadamente, para 

cada uma das abordagens empregadas: TP53 e Câncer; TP53 e Fertilidade. 
 

7.1 TP53 E FERTILIDADE 

 

Neste estudo, nossos resultados corroboram os de estudos prévios que 

sugerem que o polimorfismo TP53 rs1042522 (PEX4) tem uma associação 

com desfechos relacionados ao processo de implantação do embrião em 

mulheres com menos de 35 anos e também demonstramos sua associação ao 

fenótipo de endometriose com fertilidade. A maior frequência do alelo TP53 

rs1042522 C, associado a níveis inferiores de LIF, foi significativamente menor 

(em comparação com a do alelo TP53 rs1042522 G) em mulheres inférteis 

com endometriose e também em mulheres com falha de implantação, 

sugerindo um papel importante deste polimorfismo na infertilidade. 

Além de corroborar estudos prévios envolvendo TP53 rs1042522 

(PEX4), nosso estudo avaliou pela primeira vez possíveis associações entre o 

polimorfismo TP53 rs17878362 (PIN3) e desfechos reprodutivos. PIN3 está 

envolvido no processamento do intron 2, modulando ativamente os níveis de 

mRNA do TP53. A associação do alelo D (duplicação de 16pb) com os 

desfechos estudados também indica uma função importante deste 

polimorfismo na infertilidade. Na mesma linha, a demonstração de que os 

polimorfismos rs17878362 (PIN2) e rs1042522 (PEX4) estão em desequilíbrio 

de ligação e que a combinação dos alelos TP53 rs17878362 D e TP53 

rs1042522 C aumenta 2,1 vezes o risco para endometriose e 1,7 vezes o risco 

para falha de implantação após fertilização in vitro, sugerem que a análise 

mais detalhada do efeito funcional da proteína p53 polimórfica nos tecidos-alvo 

(por exemplo, endométrio) nos poderá ser de grande auxílio no entendimento 
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da etiopatogenia da endometriose e da infertilidade. Identificamos ainda a 

associação de dois polimorfismos, TP53 rs17878362 (PIN3) e ESR1 

rs9340799, aos desfechos estudados de infertilidade. Nosso estudo evidencia 

pela primeira vez a associação de um SNP no gene ESR1 com falha 

recorrente de implantação e endometriose, sugerindo que não apenas TP53, 

mas outros genes ligados à via de sinalização de TP53 influenciam a 

fertilidade. Por fim, utilizando ferramentas de bioinformática, identificamos 

novos genes da via de sinalização de TP53 que parecem ter funções 

essenciais nos processos de implantação e decidualização como AKAP5, 

CALCA, CYP27B1, IGFBP7, IL1B, MEN1, PLA2G4A, PLAU, PPARD, PTGS2, 

SOD1, SPP1, UBE2A e VDR abrindo novos caminhos para projetos de 

pesquisa nessa área e contribuindo no entendimento da rota de TP53 no 

contexto da fertilidade. 

Em relação ao polimorfismo TP53 rs1042522 (PEX4), além dos nossos 

resultados em relação à infertilidade e endometriose, evidências recentes 

sugerem também uma função pós-implantacional do gene TP53. Estudando 

uma população da Cidade de Cândido Godói, caracterizada por elevadas taxas 

de gemelaridade, Tagliani-Ribeiro e colaboradores, em estudo do qual 

participamos, associaram a presença do alelo TP53 rs1042522 C como um 

fator de risco para gemelaridade e demonstraram que os portadores do alelo T 

do polimorfismo MDM4 rs1563828 possuem menores taxas de gravidez em 

comparação a não- portadores (Tagliani-Ribeiro et al., 2012). Desta forma, 

podemos inferir uma função pós-implantacional para o gene TP53, onde uma 

proteína p53 e mecanismos que são menos efetivos na indução de apoptose 

(na presença do alelo rs1042522 C) podem aumentar a probabilidade de 

sobrevivência de embriões, aumentando a chance de gestação gemelares, 

tanto mono- quanto dizigóticas, como se observa na cidade de Cândido Godói. 

Corroborando a hipótese que o gene TP53 pode apresentar função pós-

implantacional, em outro estudo de Fraga e colaboradores do qual 

participamos, mulheres portadoras dos genótipos TP53 rs1042522 GG e 

MDM2 rs2279744 TT apresentaram maiores taxas de perdas gestacionais 

recorrentes (Fraga et al. 2013, artigo submetido, publicação complementar 

10.3). 



	
  

	
  
111	
  

As evidências de nosso estudo e de outros indicam claramente que o 

polimorfismo TP53 rs17878362, também conhecido como PIN3, é um 

regulador da expressão de TP53, com potencial alvo terapêutico. Esta 

duplicação de 16 pares de base no intron 3 está inserida em uma região que 

forma um motivo G-quadruplex e está associada ao processamento do intron 

2, gerando desta forma, variantes da proteína p53 com ausência do domínio 

de transativação N-terminal. Corroborando com nosso achados envolvendo 

desfechos de infertilidade, em recente meta-análise para avaliar o risco 

associado a câncer do polimorfismo TP53 rs17878362, incluindo 10.786 

pacientes com diversos tipos de câncer e 11.760 controles, Sagne et al. 

identificaram que homozigotos portadores do genótipo TP53 rs17878362 DD 

apresentaram maior risco ao desenvolvimento de câncer, especialmente 

câncer de mama e colorretal (Sagne et al., 2013).  

A busca por novas variantes funcionais que possam estar relacionadas 

à fertilidade abre novas e instigantes perspectivas para inferências sobre o 

papel de genes da rota p53 na evolução do processo de reprodução em 

humanos. Os próximos passos para elucidar o papel do polimorfismo TP53 

rs17878362 na expressão e capacidade de transativação de p53 em mulheres 

inférteis com e sem endometriose será a análise da proteína mutante em 

tecido endometrial de portadoras com endometriose e infertilidade, e naquelas 

com falhas recorrentes de implantação. 

 

7.2 TP53 E CÂNCER 

 
  Embora a mutação TP53 p.R337H tenha sido inicialmente descrita 

como uma mutação tumor específica associada a carcinoma adrenocortical, 

posteriormente, portadores com câncer de mama, tumores phyllodes, 

carcinoma de plexo coróide, sarcomas, e vários outros tumores foram 

identificados. A penetrância desta mutação é incompleta e é difícil predizer o 

fenótipo de um portador, que tem risco aumentado para diversos tumores, em 

diversas faixas etárias. Por muitos anos, a maioria dos estudos envolvendo 



	
  

	
  
112	
  

identificação de mutações germinativas no gene TP53 analisava alterações 

pontuais nos éxons 5-8 que codificam o domínio de ligação ao DNA da 

proteína, que são as mais comuns, e não incluíam análise de outras regiões do 

gene, especialmente o éxon 10, onde se encontra a mutação p.R337H. 

Embora muito conhecimento tenha sido produzido acerca desta mutação 

desde 2001, quando da sua descrição inicial, o mecanismo de carcinogênese a 

ela associado, e fatores genéticos que influenciam a sua penetrância não 

estão completamente elucidados. 

Utilizando uma plataforma de alta resolução de varredura genômica, o 

presente estudo procurou identificar potenciais alterações genéticas potenciais 

associadas aos tumores mais prevalentes em pacientes portadores da 

mutação TP53 p.R337H. Analisando pacientes portadores com ACC (n=4; 

ACC-1, ACC-2, ACC-5, ACC-6) identificamos variações de número de cópias 

de DNA não identificadas anteriormente em pacientes com este diagnóstico, 

inclusive não em pacientes com esta mutação e ACC. Ganhos em 12p13.3-

12p11.23 (KRAS), 16p13.3-16q24.3 (Família MT1), e deleções em 2p25.3-

2q37.3 (ALK), 17p13.1 (TP53) foram também identificados.  

Supreendentemente, o paciente ACC-6 apresentou amplificação das 

regiões 1q21.1-1q44 (confirmada por de FISH para o gene ABL2 que se 

encontra nesta região) e 11p15.5-p11.2 (confirmada por FISH para o gene 

CDKN1C). Nenhum estudo na literatura atual versa sobre amplificações no 

gene ABL2 em carcinoma adrenocortical, entretanto, há descrição de tumores 

com aumento do número de cópias deste gene que são muito sensíveis ao 

tratamento com desatinib (inibidor de SRC/ABL) tanto in vitro como em 

camundongos apresentando câncer de pulmão de não pequenas células (Sos 

et al., 2009). Por outro lado, rearranjos no gene ABL2 já foram identificados em 

modelos animais de câncer de mama (Gil-Henn et al., 2012) e em leucemia 

linfoblástica aguda  (Zhou et al., 2012). Além das alterações aqui identificadas, 

Letouze et al. avaliaram pacientes com ACC (13 portadores da mutação TP53 

p.R337H) e demonstraram alterações em 4q34, 9q33 e 19p e perda de 

heterozigosidade em 17p13 e 11p15 e concluíram que outras vias celulares 

além de TP53 contribuem para o desenvolvimento de ACC infantil, sugerindo 

que alterações importantes possam estar relacionadas com genes da região 

do cromossomo 11p15 (Letouze et al., 2012). Nosso estudo corrobora com 
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este achado, pois, embora não houvesse alteração do número de cópias em 

cinco pacientes analisados, o paciente ACC-6 apresentou uma grande 

amplificação da região 11p15, conforme citado anteriormente, que envolve 

entre muitos outros o gene CDKN1C. CDKN1C tem um importante papel em 

diversos processos carcinogênicos como apoptose, invasão celular, 

diferenciação e angiogênese. Sua expressão é regulada através de mudanças 

epigenéticas como metilação e compressão de histonas na região promotora 

do gene  (Gonzalez et al., 2005; Kavanagh et al., 2011; Vlachos et al., 2007), 

sendo desta forma, alvo para possíveis intervenções terapêuticas. 

Curiosamente, quando analisamos os pacientes ACC-3 e ACC-4, os 

quais não apresentam mutações germinativas no gene TP53, identificamos 

uma clara região com perda de heterozigosidade sem alteração no número de 

cópias na região 11p15.5 - 11p15.4 (Anexo B – Figura 23). Esta região comum 

aos dois pacientes se estende por 3.817.766 nucleotídeos e inclui, entre 

outros, os genes SLC22A1L, associado com câncer de mama e com baixa 

sobrevida de pacientes com câncer de mama após cirurgia (Gallagher et al., 

2006; He et al., 2011), CDKN1C, H19 que foi associado a câncer de mama e 

próstata (Couch et al., 2009; Odefrey et al., 2010) e HRAS associado a 

melanomas e câncer de bexiga (Kunz et al., 2013; Ouerhani et al., 2011). 

A interpretação dos resultados do paciente ACC-5 gerou muita 

discussão devido ao seu status de homozigose para TP53 p.R337H (genótipo 

AA). Analisando os gráficos de BAF e LRR do paciente ACC-5 (Figuras 19 e 

20) e de seus pais (Figura 21) constatamos uma grande região de perda de 

heterozigosidade sem alteração no número de cópias no paciente (região de 

4.2Mb). Esta região encontra-se normal em ambos os pais portadores da 

mutação (Figura 7.1.3). Nesta região situam-se 79 genes descritos no banco 

de dados OMIM incluindo os genes TP53, WRAP53, TNFSF12, BCL6B e 

USP6. Esta região provavelmente corresponde ao haplótipo fundador 

identificado por Garritano et al. (2009) em portadores da mutação TP53 

p.R337H. 

Distinto do padrão encontrado em pacientes portadores da mutação 

TP53 p.R337H com ACC, os pacientes portadores da mutação TP53 p.R337H 

que desenvolveram câncer de mama (BC-1 e BC-2) apresentaram deleções na 

região 11p15. Nosso estudo é o primeiro a analisar uma estratégia de 
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varredura genômica em pacientes portadores da mutação TP53 p.R337H que 

desenvolveram câncer de mama para estudar alterações genômicas no tumor, 

e, embora tenham sido utilizados apenas dois casos nesse momento inicial, a 

análise conjunta de SNP Array e FISH, demonstrou amplificações da região 

1q24.2-1q25.3 (identificadas pelo SNP Array e validadas por FISH) nos dois 

pacientes e novas amplificações não anteriormente descritas em tumores de 

mama incluindo 4p16.3-4p16.1 e 5q33.1-5q34, que inclui HMMR, cuja 

amplificação está fortemente associada a maior risco para câncer de mama 

(Maxwell et al., 2011). 

A identificação de novos marcadores associados à mutação TP53 

p.R337H abre novas perspectivas de pesquisa em portadores da mutação. 

Inicialmente, pretendemos aumentar a análise para incluir um maior número de 

pacientes portadores da mutação TP53 p.R337H. Devido ao alto custo da 

metodologia de SNP-array, uma possibilidade é utilizar a técnica de 

sequenciamento de nova geração para identificação, em larga escala, de 

genes associados a esta mutação em pacientes com diferentes tumores do 

espectro da SLF. Adicionalmente, tendo identificado com maior precisão a 

extensão e limites prováveis do bloco haplotípico associado à mutação (região 

de perda de heterozigosidade sem alteração no número de cópias na paciente 

ACC-5) nosso objetivo agora é identificar, com auxílio de marcadores STRs ao 

redor desta região, a origem e a idade da mutação TP53 p.R337H. 
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Figura 19 - Resultado do SNP Array para o cromossomo 17 do paciente ACC-5 demonstrando a 
perda de heterozigosidade sem alteração do número de cópias na região 17p13.2-p13.1. LRR (azul); 
BAF Sangue; CN-LOH: Copy Neutral Loss of Heterozygosity. 
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Figura 20 - Resultado do SNP Array para parte do cromossomo 17 do paciente ACC-5 demonstrando 
a perda de heterozigosidade sem alteração do número de cópias na região 17p13.2-p13.1 (~4.2Mb) 
LRR (azul); BAF Sangue. 
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Figura 21 - Resultado do SNP Array para o cromossomo 17 do paciente ACC-5 demonstrando as 
BAFs do paciente ACC-5 em relação aos pais portadores da mutação TP53 p.R337H.



8. CONCLUSÕES 

 

As conclusões desta tese serão apresentadas separadamente, para cada 

abordagem empregada na tese: TP53 e Câncer; TP53 e Fertilidade. 

 

8.1 TP53 E FERTILIDADE 

8.1.1 Comparando os polimorfismos TP53 rs1642785 (PIN2), rs17878362 (PIN3) 

e rs1042522 (PEX4) do gene TP53 em mulheres inférteis com falha recorrente de 

fertilização in vitro e com endometriose com mulheres férteis, demonstramos uma 

associação entre os polimorfismos rs17878362 e rs1042522 com os desfechos 

de infertilidade analisados. 

8.1.2 Analisando três polimorfismos de TP53 em mulheres inférteis com falha 

recorrente de fertilização in vitro e com endometriose com mulheres férteis, 

identificamos forte desequilíbrio de ligação entre TP53 rs17878362 (PIN3) e 

rs1042522 (PEX4) e demonstramos a associação dos haplótipo PIN3-D/PIN4-C e 

PIN3-N/PEX4-C com os desfechos de infertilidade analisados. 

8.1.3 Com uma abordagem in silico, identificamos um conjunto de genes não 

anteriormente relacionados com os processos de implantação e decidualização 

os quais se associam também a TP53: AKAP5, CALCA, CYP27B1, IGFBP7, 

IL1B, MEN1, PLA2G4A, PLAU, PPARD, PTGS2, SOD1, SPP1, UBE2A e VDR. 

8.1.4 Analisando polimorfismos em outros genes da via de sinalização de TP53 

(genes MDM2, MDM4, USP7, LIF, TP63, TP73 e ESR1) em mulheres inférteis 

com falha recorrente de fertilização in vitro e endometriose, identificamos o 

polimorfismo ESR1 rs9340799 como fator de risco para os desfechos estudados. 
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8.2 TP53 E CÂNCER 

8.2.1 Utilizando a técnica de SNP Array, validada por FISH, foram identificadas 

diversas regiões cromossômicas com variação do número de cópias em 

pacientes com ACC portadores da mutação TP53 p.R337H, destacando-se: 

ganhos em 12p13.3-12p11.23, 16p13.3-16q24.3, e deleções em 2p25.3-2q37.3, 

17p13.1. 

8.2.2 Utilizando a técnica de SNP Array, validada por FISH, foram identificadas 

diversas regiões cromossômicas com variação do número de cópias em 

pacientes com câncer de mama portadores da mutação TP53 p.R337H, 

destacando-se amplificações de 1q21.1-1q44  e  deleções de 11p15.5-p11.2. 

8.2.3 Foi identificada uma região de perda de heterozigosidade sem alteração no 

número de cópias com extensão de 4,2 Mb em 17p13.1 que provavelmente 

corresponde ao bloco haplotípico no qual incide a mutação TP53 p.R337H. 

8.1.4 Os achados de regiões com variação no numero de cópias deverão ser 

confirmados em uma série independente de casos de pacientes portadores da 

mutação TP53 p.R337H com câncer de mama e com carcinoma adrenocortical. 
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11. ANEXOS 

11.1 ANEXO A – DESCRIÇÃO DO HUMAN OMNI 2.5-8 BEAD CHIP 
 

 
Figura 22 – HumanOmni2.5-8 BeadChip.  
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11.2 ANEXO B – REGIÃO DE PERDA DE HETEROZIGOSIDADE EM 
11p15.5-15.4 DO PACIENTE ACC-3 

 

Figura 23 - Resultado do SNP Array para o cromossomo 11 do paciente ACC-3 demonstrando a 
perda de heterozigosidade sem alteração do número de cópias na região 11p15.5 - 11p15.4. 
Delta-θ (vermelho); Segmentação Genômica; LRR (azul); BAF Tumor; BAF Sangue. 


