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O comportamento telomérico dos portadores da mutacdo R337H da Sindrome Li-
Fraumeni

Luiza Giarola Sant’ Anna?
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Resumo

A Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) € caracterizada pela mutacdo germinativa no gene TP53 de
heranca autossdbmica dominante. Esse gene sintetiza a proteina p53, responsavel pelo reparo
celular, que evita que as células mutéveis se proliferem, causando canceres primarios em
pacientes jovens. Esse trabalho teve como objetivo relatar o comportamento telomérico em
portadores da mutacdo R337H por meio de uma revisdo bibliografica narrativa, entre o periodo
de 2005 a 2020. A principal mutacdo da SLF no Brasil é a R337H que provoca alteragdes no
comportamento telomérico. Essa mutacdo ocorre no dominio da oligomerizacédo, responsavel
pela formacéo telomérica. Os telomeros sdo localizados no final do cromossomo com a fungdo
de proteger o DNA contra a a¢do enzimatica, porém em cada ciclo celular este é reduzido,
caracterizando a senescéncia celular. O comportamento telomérico diferencia a R337H de
outros casos, tornando a visualizacdo dos telémeros um diagndéstico diferenciado e acessivel a
maioria da populagéo.

Palavras-chave: R337H. Gene TP53. Proteina p53. Senescéncia celular. Teldmeros.
Telomeric behavior of Li-Fraumeni Syndrome R337H mutation carriers
Abstract

Li-Fraumeni syndrome (LFS) is characterized by a germline mutation in the TP53 gene of
autosomal dominant inheritance. This gene encodes the synthesis of the p53 protein,
responsible for repairing cellular structures, preventing the proliferation of mutated cells which
could cause primary stages of cancer in young patients. The objective of this study was to
describe telomeric behavior in carriers of R337H mutation by reviewing bibliography published
between 2005-2020. The foremost mutation linked to LFS in Brazil is caused on the R337H
sequence, leading to alterations in telomeric deportment. This occurs in domains of
oligomerization, responsible for telomeric constitution. Telomeres are located at the end of
chromosomes and function to protect DNA from enzymatic catalysis, however, with each cell
cycle, the telomeres are shortened, defining the process of cellular senescence. Telomeric
behavior distinguishes R337H from other instances, turning the examination of these telomeres
a novel and accessible diagnosis for the population.

Key words: R337H, Gene TP53. Protein p53. Cell senescence. Telomeres.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) é caracterizada pela mutacdo germinativa que ocorre
no gene TP53 com carater autossdmico dominante. Possui como caracteristica principal a
predisposi¢cdo a inumeros tumores primarios malignos em pacientes jovens, incluindo
principalmente cancer pulmonar, cancer cerebral, cancer adrenocortical, sarcomas de tecidos
moles e 6sseos e leucemias (LYNCH; GUIRGIS, 1979; LI et al., 1988).

A SLF é considerada uma mutacdo rara que acomete em média um individuo a cada
20.000 pessoas no mundo. Apesar disso, sua gravidade é significativa devido ao risco de
desenvolvimento tumoral nos portadores antes dos seus 40 anos ser superior a 50%
(HEYMANN et al., 2010).

O gene TP53 ¢ considerado o guardido do genoma por ser responsavel pela sintese da
proteina p53, que por sua vez, € encarregada pela homeostasia celular, isto é, quando as células
apresentam anormalidades ativa-se uma via de sinalizagdo. A p53 é responsavel por reparar a
anormalidade ou gerar apoptose, evitando assim a propagacdo da alteracdo celular, nédo
facilitando o desenvolvimento tumoral (AUBREY; STRASSER; KELLY, 2016).

Em 2016 foram constatadas 113 familias brasileiras portadoras da SLF, sendo que 97
familias (85,8%) possuem a mutacédo especifica R337H quando relacionadas a Sindrome de Li-
Fraumeni (ANDRADE, 2016a). As principais caracteristicas da mutacdo R337H sdo que 0s
portadores apresentarem sintomas mais brandos, penetrancia reduzida e envelhecimento mais
saudavel. Suspeita-se que esses fatores estejam relacionados com a senescéncia celular, umas
das atividades primordiais dos teldmeros, ja que sdo determinadas por fatores genéticos. Como
a Sindrome de Li-Fraumeni é causada por alteracdes genéticas, cria-se a hipotese de que essa
mutacdo influencie no envelhecimento celular (ANDRADE et al., 2015).

Os teldmeros sdo localizados na parte final do cromossomo e tem como fungéo proteger
0 &cido desoxirribonucleico (DNA). Sao formados por uma repeticéo especifica de nucleotideos
e por um complexo proteico denominado Shelterina, ambos ndo sdo codificantes. Os mesmos
séo considerados biomarcadores do envelhecimento celular por ndo serem replicados na divisdo
celular, fazendo com que os mesmos fiquem mais curtos a cada divisdo (BLASCO, 2005;
AUBERT; LANSDORP, 2008; CALADO; YOUNG, 2009; O'SULLIVAN; KARLSEDER,
2010; LOPEZ-OTIN et al., 2013).

O presente trabalho teve por objetivo descrever o comportamento telomérico de
pacientes portadores da mutacdo R337H da Sindrome Li-Fraumeni e relatar as caracteristicas

da mutacdo germinativa que ocorre no gene TP53.



2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica do tipo narrativa que consiste em um trabalho
caracterizado principalmente por ser uma dissertacdo mais inespecifica. Logo ndo precisa
utilizar todos os tipos de fontes existentes sobre o tema e sim selecionar um grupo de artigos e
documentos para revisar, de acordo com as preferéncias do autor. E um trabalho subjetivo com
embasamento da interpretacdo do redator sobre os artigos escolhidos e, consequentemente, ndo
precisa seguir um protocolo rigoroso na elaboracdo (CORDEIRO et al., 2007).

Para a realizagdo da pesquisa foram coletadas informagdes das bases de dados Scielo
(Scientific Electronic Library Online), PubMed (Public Medline), BVS (Biblioteca Virtual em
Saude), Google Académico, sites institucionais e obras nacionais e internacionais. Para a busca
foram utilizadas as palavras-chave: “Sindrome de Li-Fraumeni”, “Mutagdo R337H”,
“Envelhecimento celular”, “Teldmeros”, “Syndrome Li-Fraumeni”, “Telomere syndromes”,
“Telomere”, “R337H mutation”, sendo pesquisado em portugués e inglés, separadamente e aos
pares com o auxilio do conector “AND/E”.

Foram selecionados 52 artigos cientificos e 3 livros publicados entre 2005 e 2020 nos
idiomas inglés e portugués e analisados na integra. Alguns artigos cientificos com data de
publicacdo que antecedem esse periodo também foram incluidos no trabalho por serem

considerados classicos e relevantes para o tema.

3 DESENVOLVIMENTO

3.1  SINDROME DE LI-FRAUMENI

A Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) foi descrita inicialmente em 1969 pelos
pesquisadores Dr. Frederick Li e Dr. Joseph F. Fraumeni Jr. A pesquisa foi embasada em 280
registros de oObitos e em 418 prontudrios de criangas norte-americanas diagnosticadas com
neoplasia maligna da musculatura esquelética — rabdomiossarcoma (LI; FRAUMENI, 1969a).

No ambito desses pacientes analisados, quatro familias manifestavam uma incidéncia
elevada de casos de sarcomas e cancer de mama na infancia e/ou na juventude. Apos comparar
a frequéncia desses canceres, que sao pouco comuns em idade precoce, foi estabelecido um
padréo de heranca genética e descrito entdo como uma nova sindrome de cancer de natureza
familiar (LI; FRAUMENI, 1969b).

A classificacédo inaugural foi criada com intuito de evitar que pacientes portadores de

tumores primarios, sem ter relacdo com a heranca genética, fossem adicionados ou considerados



pertencentes a SLF. Os critérios utilizados consistiam em um probando portador de sarcoma
em idade precoce (antes dos 45 anos) associado a dois familiares de primeiro e/ou segundo grau
(antes dos 45 anos) portadores da sindrome, inicialmente chamada SBLA. Essa sigla tem
origem americana onde S é para sarcomas, B representa canceres de mama e de cérebro (breast
e brain, respectivamente em inglés), L refere-se a leucemias, a cancer de laringe e o pulmonar
(pulm@o traduzido para o inglés: lung) e A de adrenocortical (LYNCH; GUIRGIS, 1979).

Essa identificacdo originou o critério Classico, hoje utilizado para identificar a SLF. O
parametro € um probando que manifesta um sarcoma em idade precoce e tenha no seu historico
familiar um parente de primeiro grau, o qual também apresente um cancer antes dos 45 anos e
um segundo parente que seja diagnosticado com um sarcoma em qualquer idade (LI et al.,
1998).

As familias que ndo se encaixam na conformacéo classica, a mais comum de ocorrer,
podem ter caracteristicas da forma Like da sindrome, a qual se divide em trés categorias, sendo
elas: Birch, Eeles e Chompret (GIACOMAZZI et al., 2013).

No perfil Birch, o probando apresenta um tumor pediatrico, ou um sarcoma, ou um
cancer de sistema nervoso central (SNC) ou carcinoma adrenocortical (ADR) antes dos 45 anos.
Possui dois parentes, de primeiro ou segundo grau, um apresentando cancer caracteristico de
Li-Fraumeni (sarcoma, tumor de SNC, mama, ADR ou leucemia) em qualquer idade e outro
apresentando qualquer tipo de cancer antes dos 60 anos (BIRCH et al., 1994).

A descricdo de Eeles é utilizada em individuos que possuam dois familiares, de primeiro
ou segundo grau, que apresentem algum desses canceres: sarcoma, melanoma, cancer de mama,
cancer de prostata, cancer pancredatico, tumor de SNC, leucemia ou ADR (espectro estendido
da sindrome de Li-Fraumeni) em qualquer idade (EELES, 1995).

A versdo de Chompret, a qual sofreu alteracdes no decorrer das pesquisas, é, hoje,
utilizada a versdo do ano de 2015. Para se encaixar nessa 0p¢ao é necessario um sujeito que
tenha tumor caracteristico da sindrome de forma prematura e um parente, de primeiro ou
segundo grau, com tumor da SLF, exceto cancer de mama, ou com multiplos tumores antes dos
56 anos. Outra conformacdo ndo depende do histdrico familiar, é necessario que o probando
possua multiplos tumores, exceto cancer de mama, sendo que dois tumores devem pertencer
aos canceres caracteristicos da sindrome e o primeiro deve ter ocorrido antes dos 46 anos. O
ultimo padrdo consiste em um probando com cancer de mama antes dos 31 anos de idade
(BOUGEARD et al., 2015).



Com o avancar dos estudos foi comprovado que a SLF possui heranga autossémica
dominante com mutagdo germinativa no gene TP53, sendo encontrada na forma Classica em
50% a 80% dos casos e na forma Like variando de 20 a 40% dos casos (MALKIN, 2011).

O gene TP53 sintetiza a proteina p53 que € responsavel por um amplo espectro de
tumores primarios malignos desde a infancia até a velhice (TINAT et al., 2009). Os individuos
gue ndo se encaixam nessa mutagdo podem apresentar outro fator causador, como alteragoes
em outros genes ou alteracdes de causa ambiental que ainda ndo foram elucidados pela literatura
(MALKIN, 2011).

A incidéncia mundial de pessoas que manifestam a Sindrome Li-Fraumeni portadoras
da mutacdo TP53 varia de 1 caso a cada 17.000-23.000. O risco dos portadores de desenvolver
tumores é de 73% no sexo masculino e proximo de 100% no sexo feminino (indice alto pela
incidéncia elevada de cancer de mama). A penetrancia média para ambos os sexos na faixa
etaria de 20 anos é de 12%, até os 30 anos de 35%, aos 40 anos é de 52% e até 50 anos possui
uma taxa de 80% de chance (TABORI, et al., 2007; HEYMANN et al., 2010).

Ao analisar a idade média do diagnodstico do primeiro cancer, observou-se que as
mulheres eram mais suscetiveis, ja que sua idade média é 29 anos e a dos homens é de 40 anos.
Constatou-se também que quanto mais novo for o paciente no diagnostico primario, maior a

chance de surgimento de outros canceres (HEYMANN et al., 2010).

3.2 GENE TP53 E PROTEINA p53

O cancer é uma patologia resultante da alteracdo celular que pode estar associada a
diversos fatores como os epigenéticos e os ambientais. Essas modificacfes podem decorrer de
etapas referentes ao ciclo celular, tais como apoptose, senescéncia, diferenciacdo, angiogénese
e a capacidade migratéria celular (TOLEDO; WAHL, 2006; WEINBERG, 2007).

O tumor maligno que se origina de um fator epigenético tem a mutacéo celular atuando
de forma negativa por ocorréncia de uma falha ou alteragdo dos genes, sendo eles os proto-
oncogenes e genes supressores tumorais, 0s quais Sao responsaveis por regular a carcinogénese
através da acdo no ciclo celular (LANE, 1994).

O principal gene relacionado ao cancer humano é o supressor tumoral TP53 mutado,
que se faz presente em pouco mais de 50% dos tumores de modo geral (WEINBERG, 2007).

O supressor de tumor TP53 esta localizado no cromossomo 17, no brago curto, regido
1, banda 3 e sub-banda 1 (17p13.1). Possui 200.000 pares de base e se comporta em 11 éxons.
Ele é encarregado pela tradugdo de uma proteina denominada p53 que é uma fosfoproteina
nuclear que contem 393 aminoéacidos (TOLEDO; WAHL, 2006).



A proteina p53 é constituida de 3 importantes regides: regido amino-terminal (formada
pelo primeiro e segundo dominio), regido central (formada pelo terceiro dominio) e a regido
carboxi-terminal (formada pelo quarto e quinto dominio). Os 5 dominios que compdem essas
regides sao descritos como: primeiro dominio de transativacao (residuos 1 a 40), essencial para
acdo transcricional; o segundo dominio rico em prolinas (residuos 61 a 94), responsavel pela
interacdo proteina-proteina e protecdo contra degradacdo; o terceiro dominio de ligacdo ao
DNA (residuos 100 a 300), que se conectam a sequéncia de reconhecimento da area promotora
de genes-alvo; o quarto dominio oligomerizacdo (residuos 324 a 355), responsavel pela
formacédo dos telémeros; e o Gltimo dominio regulador do C-terminal (residuos 360 a 393),
atuante na regulacdo da ligacdo ao DNA através do dominio de ligagdo (Figura 1) (TOLEDO;
WAHL, 2006; WEINBERG, 2007).

Figura 1. Esquema representativo das estruturas do gene TP53 e da proteina p53. Os retangulos
representam os 11 éxons presentes do gene TP53, de diferente coloracdo de acordo com 0s
dominios que formam na proteina p53. Os que apresentam coloracao cinza, éxon 1 e parte dos
éxons 2 e 11, séo regides ndo traduzidas.

Gene 1P53 CiEE@mEeEETE)

Dominiode Dominic DominicdeligacdoacDNA  Dominicde Dominiode regulacSo
transativac3o rcocem cligomerizacao
: prolinas

Fonte: ANDRADE, 2016a.

A proteina p53 esta presente nas células normais em niveis basais (LANE, 1994), mas
guando a célula se encontra em estresse 0s niveis dessa proteina se elevam (TOLEDO; WAHL,
2006). Essa elevacdo é de suma importancia, tendo em vista que é responsavel por desacelerar
0 avanco do ciclo celular, permitindo assim um tempo maior no reparo do DNA na fase G1,
antes da replicagdo do DNA na fase S (sintese presente na Interfase) e da mitose. Se o reparo
for defeituoso, a proteina estimula a apoptose celular, evitando consequentemente a formacao
de células mutaveis, instaveis e com tendéncia a se tornarem malignas (WEINBERG, 2007).

A fofosproteina nuclear p53 também atua fora da divisédo celular realizando a
homeostase da célula e agindo quando as mesmas apresentam sinais de estresse. Sua resposta a
esses sinais esta condicionada ao tipo, amplitude e durabilidade do sinal emitido. Essas células

estressadas podem ser resultado de um dano na molécula de DNA, problemas metabdlicos,
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privacdo de nutrientes, hipdxia ou ativacdo oncogénica. Como reacdo a célula alterada, a p53
ird agir, mantendo a integridade do genoma, atraves de uma resposta mais apropriada podendo
ser ela senescéncia celular, reparo do DNA e apoptose (PETITJEAN et al., 2007; CICALESE
etal., 2009; AUBREY; STRASSER; KELLY, 2016).

A ativacdo e resposta da p53 ocorre por agdo de cinases sensiveis aos danos celulares,
sendo as principais: Ataxia-telangiectasia mutada (ATM), Ataxia-telangiectasia relacionada
(ATR) e Checkpoint kinase 2 (CHK2) (Figura 2). Essas cinases sdo encontradas em células
normais de forma inativa, que serdo ativadas a partir de um sinal de estresse celular, ocorrendo
assim uma autofosforilacdo que promove sua dissociacdo, conduzindo-a até a proteina p53
(DEY; LANE; VERMA, 2010).

Para ativar a p53 é necessario que ela se dissocie da proteina mouse double minute 2
(MDMZ2) por meio das cinases que fosforilam a p53, alterando a sua estrutura conformacional
e diminuindo a afinidade entre elas. Outra forma de separar a MDM2 da p53 é através da p14
Alternative Reading Frame (p14ARF), o qual é produto de um gene supressor tumoral que ira
degradar ou se ligar diretamente a MDM2 impedindo a associa¢do com a p53 (FENG; LIN;
WU, 2011).

A MDM2 é incumbida de realizar a regulacdo negativa da p53 através da ubiquitinacao.
Ela conduzirda a p53 do nucleo para o citoplasma pelas proteinas exportinas, facilitando a
degradacdo realizada pela protease proteassoma no citoplasma. Essas mudangas
conformacionais, que dissociam a p53 da MDM2, irdo ativar a p53 que formara um tetramero,
isto é, um conjunto de quatro unidades de p53, dificultando o acesso das exportinas e
conseguindo a ligacdo da p53 na regido especifica do DNA do gene-alvo, para que assim seja
ativada uma resposta direcionada ao tipo de alteracdo celular. Para que seja possivel a
transcricao desse gene-alvo, a p53 recruta cofatores como a histona acetiltransferases (HAT), a
qual é responsavel pela acetilacdo das histonas que descompactam a cromatina, permitindo que
ocorra o processo de transcrigdo (RILEY et al., 2008; DEY; LANE; VERMA, 2010).

A transcri¢do gerara proteinas transdutoras, tais como: DNA damage-binding protein 2
(DDB2), DNA damage-inducible transcript protein 4 (DDIT4), Growth arrest and DNA
damage-inducible protein 45 alpha (GADD45a0), Tripartite motif-containing protein 22
(TRIM22), Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (CDKN1A), Cell Surface Death Receptor
(FAS), BCL-2 associated protein X (BAX), BCL-2-binding component 3 (BBC3), entre outras
especificas para cada tipo de alteracdo (FENG; LIN; WU, 2011).
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Figura 2. Via de sinalizacdo da p53 apds sinais de estresse celular.
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Fonte: modificado de RILEY et al., 2008.

As diversas mutacdes no gene TP53 podem apresentar variadas penetrancias no
desenvolvimento cancerigeno, a depender de onde ocorre a alteracdo no gene, normalmente do
5° a 8° éxons (responsaveis pela formacdo do dominio de ligacdo do DNA). Os hotspots mais
recorrentes na SLF, que contabilizam 38% dos casos, sdo as alteracbes nos cédons 175
(R175H), 248 (R248Q OU R248W), 273 (R273H), 282 (R282W) e 245 (G245S), com a
excecdo das mutacdes do codon 245 e da variante R248Q, que apresentam uma penetrancia de
50% de chances de desenvolver um tumor aos trinta anos de idade. J& as muta¢Ges nos codons
213 (R213Q) e 125 (T125T) possuem penetrancia reduzida, sendo 20% de chances de
desenvolver um cancer aos 30 anos (WASSERMAN et al, 2015; GUHA; MALKIN, 2017;
AMADOU; ACHATZ; HAINAUT, 2018).
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No Brasil a muta¢do que causa a SLF com maior frequéncia pertence ao codon 337 da
proteina R337H. Esse cddon se diferencia por ndo se apresentar no dominio de ligacdo de DNA
e por ter uma baixa penetrancia, principalmente em pacientes jovens, quando o indice de
chances de desenvolver tumores malignos antes dos 30 anos cai para 15%. Dessa forma,
existem mais portadores de SLF devido & essa modificacdo, pois 0s mesmos sobrevivem a idade
reprodutiva e disseminam para seus sucessores (GARRITANO et al., 2010).

3.3 MUTACAO TP53 R337H

Apos estudos realizados no ano de 2016, observou-se a existéncia de 113 familias
portadoras da sindrome no Brasil, sendo que dessas, 97 familias apresentavam uma mutacdo
especifica nomeada R337H. Aqui, esta mutacdo representa cerca de 85,8% e mundialmente
10,9% entre as mais relacionadas a Sindrome de Li-Fraumeni (ANDRADE, 2016a).

A mutacdo R337H tem incidéncia nas regides Sul e Sudeste de um caso a cada 300
individuos. O percentual em pacientes infantis que apresentam tumores adrenocorticais e/ou do
plexo coroide € de, respectivamente, 80% e/ou 100% dos casos. O alto indice brasileiro de
portadores, quando comparado mundialmente, fez com que pesquisadores suspeitassem que
essa alteracdo descendia de um Unico ancestral (GARRITANO et al., 2010).

Como decorréncia dessa suspeita foi feito um estudo com hapl6tipos, a partir de um
painel com 29 marcadores polimorficos intragénicos em 12 probandos que apresentavam a
mutacdo R337H e que ndo possuiam nenhum vinculo familiar. Observou-se que todos
apresentavam a mutacdo no mesmo haplétipo A3, confirmando a desconfianca de um Unico
ancestral (PASKULIN et al., 2015).

Tendo em vista que para esse fendmeno ocorrer de modo independente € rarissimo e por
ser um conjunto de alelos que descendem de pessoas caucasianas, possivelmente de origem
portuguesa, foi possivel confirmar que se originou de um Unico tropeiro de descendéncia
portuguesa. Essa suspeita fundamentou-se na distribuicdo geografica dos probandos que se
encontram espalhados pela rota dos tropeiros viajantes dos seculos XVI1I e XIX, responsaveis
por transportar mercadorias por uma rodovia especifica que ia de Porto Alegre a Sdo Paulo
(Figura 3) (GARRITANO et al., 2010).
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Figura 3. Mapa representativo da frequéncia da mutacdo R337H e os tumores mais associados
a mutacao em regides proximas a rota dos tropeiros.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE, 2016a.

Essa mutacdo é um subgrupo pertencente a Sindrome Li-Fraumeni, que consiste em uma
alteracdo estrutural no gene TP53, localizada no éxon 10 e no dominio de oligomerizagao, mais
especificamente no cdédon 337. Nesse codon é onde sera alterado uma base nitrogenada (de
guanina para adenina) que alterara o nucleotideo CGC por CAC, deixando de ser uma arginina
(R) para ser uma histidina (H), transformando assim a configuracdo da proteina p53 (Figura 4)
(ACHATZ et al., 2007).
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Figura 4. Esquema representativo dos diferentes dominios da proteina p53 (representacdo sem
escala). A mutacdo R337H encontra-se fora do hotspot de mutaces (dominio de ligacdo ao
DNA).

p.R337H

— e ——————— ———— —
" _s_.l_ * — I ¢
Ativacao Oligomerizacdo Regulacao
transcricional Ligacao ao DNA

Fonte: FORTES, 2018.

A modificacdo no dominio de oligomerizacdo causard uma instabilidade quando houver
alteracdo intracelular do pH e da temperatura, melhor dizendo, quando o pH celular se torna
mais alcalino (>7) em temperaturas mais elevadas (>36,5°C). Essa mudanca faz com que a
histidina do cddon 337 ndo consiga comportar-se como uma ponte doadora de hidrogénio,
afetando a ligacdo com o aminoacido 352. A desnaturacdo causard uma mudanca
conformacional da proteina, resultando na perda da ligagdo de alta afinidade com moléculas de
acido desoxirribonucleico (DNA) e, consequentemente, no desenvolvimento tumoral (LALLI,
2010).

Por ser uma mutacdo que esta relacionada com a alteracdo do pH e altas temperaturas,
foi inicialmente associada ao cancer adrenocortical. As criancgas sao 0s principais portadores,
pois a glandula supra-renal proporciona essas mudangas no microambiente celular para o
remodelamento, 0 que ocorre com maior frequéncia no desenvolvimento fetal e na infancia.
Essa troca também ¢€ utilizada para realizacdo de suas atividades, tais como, 0 mecanismo
apoptético (ACHATZ; ZAMBETTI, 2016; GUHA; MALKIN, 2017).

O cortex adrenal durante a embriogénese é responsavel por manter a placenta integra e
funcional e tem sua maturacédo réapida, tornando-o adulto precocemente. Apds 0 nascimento 0
cortex retrocede com auxilio do mecanismo apoptético, perdendo aproximadamente metade do
peso. Com a alteracdo da proteina p53 algumas células continuam a proliferar e crescer,
ocasionando o surgimento de tumores adrenocorticais (ADR), de dois a trés anos mais tarde
(ACHATZ; ZAMBETTI, 2016).

A mutacdo R337H também é associada a outros tecidos que passam por esse processo,

causando 0s seguintes canceres: de mama em pacientes pediatricos, carcinomas de plexo
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coroide e neuroblastoma, que estdo relacionados a Sindrome de Li-Fraumeni (CUSTODIO et
al., 2011; SEIDINGER et al., 2011; GIACOMAZZI et al., 2013; SEIDINGER et al., 2015).

Uma das caracteristicas marcantes dos portadores desse subgrupo é a manifestacdo de
senilidade mais tardia e sadia quando se compara com a populacdo geral, ou seja, ndo
apresentam doencas relacionadas a terceira idade (Osteoporose, Parkinson, Alzheimer e
Hipertens&o) e apresentam tdnus muscular e cuténeo caracteristicos de individuos mais jovens
do que esperado pela idade (ANDRADE, 2016b).

Considerando que a mutacdo R337H tem a penetrdncia reduzida e apresenta um
envelhecimento mais saudavel, ha a possibilidade de que ocorra um impacto diferente na
biologia telomérica (ANDRADE, 2016b).

3.4 TELOMERO

Os telémeros sdo complexos nucleoproteicos que formam uma sequéncia especifica de
bases nitrogenadas (TTAGGG) que se repetem compondo a fita dupla de DNA e uma estrutura
proteica, chamada de shelterina. Estdo localizados no final do cromossomo e podem variar de
9 a 15 kb de comprimento (CIFUENTES-ROJAS; SHIPPEN, 2012).

Para a estruturacdo dos telébmeros, é necessaria a acdo das enzimas exonucleases, que
s8o responsaveis pela formagdo das fitas simples ricas em guanina na extremidade 3°, sendo
essenciais para a formacdo do T-loop (Lago de Protecdo Telomérica). Para a formacdo desse
laco, é necessario que o complexo proteico Shelterina atue, sendo a Telomeric Repeat Binding
Factor 1 (TRF1) a proteina precursora, uma vez que ira se ligar na fita dupla de DNA recrutando
outras proteinas pertencentes a esse complexo, como a Telomeric Repeat Binding Factor 2
(TRF2), que também se ligara na fita dupla de DNA protegendo a fita simples 3’ formada ¢
fazendo a manutencdo do T-loop. Em seguida, a proteina Repressor Activator protein 1 (RAP1),
a qual tem afinidade pela TRF2, ir4 se juntar a essa atuando na regulacdo transcricional. Por
outro lado, a Protection of telomeres protein 1 (POTL1) ird interagir apenas com a fita simples
3’ protegendo a mesma. Essa proteina tem uma forte interagdo com TIN2-interacting protein 1
(TPP1) que, ao se conectarem, geram uma maior estabilidade facilitando assim a interagédo com
a proteina Telomerase reverse transcriptase (TERT), responsavel pelo recrutamento da
telomerase. Por fim, a proteina TRF1 interacting protein 2 (TINZ2) ird formar uma ponte entre
a TRF1 ea TRF2, que serdo entdo ligadas a jungdo do TPP1-POT1 que precisara se dobrar para
alcancar essa ponte para formar o laco (Figura 5) (ARMANIOS; BLACKBURN, 2012; KONG;
LEE; WANG, 2013).



16

O lago formado tem como funcionalidade a protecdo. Ele serve como uma capa que
preserva o cromossomo contra atividades de reparo do DNA, impedindo a¢des de proteinas que
possam causar fusdo de extremidades, rearranjos e recombinacdes, evitando a perda de
informacdes genéticas (PALM; LANGE, 2008; KUPIEC, 2014; WANG; ZHAO; LU, 2015).

O mecanismo Shelterina impede fusdes cromossémicas e protege as extremidades do
cromossomo, impossibilitando uma anélise equivocada da quebra da fita dupla de DNA, a
degradacdo prematura e a perda de informacdo genética. Esse complexo proteico também ¢é
importante para a sintese, manutencdo e reparo do DNA telomérico (KONG; LEE; WANG,
2013; WANG; ZHAO; LU, 2015).

Figura 5. Estrutura do teldmero e o lago T-loop. Apresenta Telomeric repeat-containing RNA
(TERRA), codificado pelo DNA telomérico, também apresenta o complexo proteico chamado
de Shelterina (TRF1, TRF2, POT1, RAP1, TIN2 e TPP1).

2 :5::,::;:?,)

G 7/ h}”m

Shelterina

Fonte: LEE et al., 2018.

3.4.1 SENESCENCIA CELULAR

O sistema de replicacdo do DNA celular ndo é capaz de realizar uma replicacdo celular
completa do cromossomo, isto €, ndo consegue multiplicar a regido telomérica, deixando como
consequéncia os telémeros sujeitos a atuacdo das exonucleases, que em cada ciclo celular o
reduz e o conduz a um envelhecimento celular (ZVEREVA; SHCHERBAKOVA,
DONTSOVA, 2010; KUPIEC, 2014).

Para evitar uma senescéncia acelerada, o organismo utiliza a telomerase, uma enzima
capaz de restabelecer o DNA telomérico através da elongagdo na extremidade 3’ do

cromossomo. Por isso é uma regido mais comprida, tendo aproximadamente de 12 a 16
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nucleotideos a mais que a extremidade 5°, e é enriquecida na base nitrogenada guanina
(CIFUENTES-ROJAS; SHIPPEN, 2012; KUPIEC, 2014). Essa base nitrogenada tem como
funcdo ligar-se a proteinas, estabilizando os limites do cromossomo, impossibilitando a
degradacéo por exonucleases, facilitando o reconhecimento dos telémeros dentro do ndcleo e
recrutando a telomerase que reconstroi a sequéncia de DNA telomérico em cada diviséo celular
(AZEVEDO; SUNKEL, 2012; ALBERTS; et al., 2017).

A extremidade 5’ ¢ reconstituida a partir da complementagao da nova fita formada pela
telomerase, sendo a enzima responsavel DNA polimerase. A replicacdo dessa nova fita ndo é
completa, pois contém no seu final uma sequéncia iniciadora de RNA que, ao ser removida da
extremidade 3°, torna-se desemparelhada, fazendo com que a replicacdo néo seja realizada pela
polimerase e esta sequéncia, seja eliminada em cada ciclo celular (AZEVEDO; SUNKEL,
2012).

Em um novo ciclo esse novo fragmento formado, com exce¢édo da a parte eliminada,
sera replicado novamente, eliminando a sequéncia iniciadora do RNA e o deixando em cada
divisdo celular mais curto, caracterizando a senescéncia dessa célula (AZEVEDO; SUNKEL,
2012; KUPIEC, 2014).

Para evitar que o envelhecimento das células ocorra de forma precoce e rapida, existe
um mecanismo responsavel pela transcricdo reversa utilizando o proprio RNA interno da
enzima telomerase. Ele ird aumentar ainda mais a extremidade 3°, servindo de modelo para
formacdo de fragmentos de Okasaki como uma molécula iniciadora, facilitando a acdo da
enzima polimerase que complementara a extremidade 5° (AZEVEDO; SUNKEL, 2012).

Porém, um impasse é encontrado na formacdo dos segmentos de DNA nos telémeros,
pois a telomerase, responsavel pela reconstituicéo da fita telomérica que é reduzida a cada ciclo
celular, s6 é expressa durante a embriogénese, tornando inativa nas células somaticas saudaveis
(MAICHER; KASTNER; LUKE, 2012).

Portanto podemos concluir que a enzima telomerase esta diretamente relacionada com
0 processo de senescéncia celular, pois quanto mais ocorrer divisdo celular, maior sera a
reducdo da fita telomérica e consequentemente maior serd a perda de funcdo e atividades
(ZVEREVA; SHCHERBAKOVA; DONTSOVA, 2010).

Se os telémeros atingirem um comprimento critico, apés sucessivas divisdes celulares,
deixando o complexo proteico Shelterina e 0o DNA telomérico instaveis, expostos e
desprotegidos, facilitard o reconhecido como DNA danificado e gerard a apoptose celular
(ZVEREVA; SHCHERBAKOVA; DONTSOVA, 2010; MAICHER; KASTNER; LUKE,
2012).
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Esse comprimento critico é conhecido como limite de Hayflick. O limite é importante
para que as células ja envelhecidas com problemas funcionais, ndo sejam multiplicadas. Como
consequéncia, o limite de Hayflick consegue evitar a propagacédo de células defeituosas e inibir
o ciclo celular (HORNSBY, 2007).

Durante toda a vida de um ser humano irdo existir células, tanto em senescéncia como
em replicacdo, sendo na fase infantil maior o nimero em replicagdo. Ao passar dos anos as
células entram em processo de senescéncia, aumentando constantemente até a fase em que todas
as celulas ndo serdo mais capazes de se dividir (SHAY; WRIGHT, 2011).

3.4.2 COMPRIMENTO TELOMERICO EM PACIENTES PORTADORES DA
SINDROME DE LI-FRAUMENI

Os teldmeros de pacientes que portam mutacdes no gene TP53 sdo menores quando
comparados aos de pacientes sem mutacfes na mesma faixa etaria. Os portadores da SLF
apresentam também uma diferenca maior com o passar dos anos do tamanho e dos desgastes
dos telémeros quando comparados com individuos controles, caracterizando um maior nivel de
encurtamento (TRKOVA et al., 2007).

O encurtamento do comprimento e a perda de fungdes tém sido associados com a
transformacao do tecido normal para um tecido neoplasico, gerando uma variedade de canceres.
Portanto, quanto mais rapido o encurtamento até o nivel critico, maior a ameagca e instabilidade
no genoma e maior a chance de o paciente desenvolver precocemente células cancerigenas
(TABORI et al., 2007).

O comprimento telomérico de portadores da SLF, ao nascer, € menor que 0s selvagens,
tendo em vista que a mutacdo no gene TP53 permite que as células germinativas e somaticas,
gue contém telémeros reduzidos e com problemas funcionais, escapem da senescéncia celular
e consigam proliferar. Esse acontecimento ocasiona a transmissdo desses teldmeros curtos e
desgastados para préxima geracdo (TABORI et al., 2007; TRKOVA et al., 2007).

Segundo estudos foi possivel estabelecer diferencas entre os portadores da mutacéo
R337H e os individuos controle, saudaveis, da mesma faixa etaria. Percebeu-se que 0s
portadores da sindrome possuem um encurtamento telomérico reduzido, mesmo apresentando
o telébmero menor ao nascer. Esse fato foi justificado pelo tratamento dos pacientes com
quimioterapicos (ANDRADE et al., 2015).

E possivel observar nos graficos representados na figura 6, o comparativo referente ao
comprimento e encurtamento teloméricos de individuos portadores da mutacdo R3337H e

individuos saudaveis. O grafico “A” demonstra o comportamento do encurtamento telomérico
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em pacientes com a mutagéo, apresentando uma regressao linear menos evidente com o passar
dos anos, quando comparado com o encurtamento observado em individuos saudaveis. Ao
nascer, o individuo portador da mutacdo R337H apresenta o tamanho do telémero menor,
qguando comparado aos individuos controle. Ao atingir, aproximadamente, a quarta década de
vida, o tamanho dos telémeros desses individuos encontra-se muito semelhante. A partir desta
idade, os dados se invertem, e o0 individuo com a mutacao apresenta uma reducdo dos telémeros
menos acentuada, quando comparado a individuos controle. Ja o grafico “B” apresenta os dados
sobre o comprimento dos teldbmeros ao nascimento, onde o paciente com a mutacdo possuli

menor reducdo dos teldmeros quando comparados com o controle (ANDRADE, 2016b).

Figura 6. Graficos representativos do comprimento e encurtamento telomérico. O grafico A
demonstra o comprimento telomérico (em razéo de log) ao passar dos anos. J4 o B demonstra
a estimativa do encurtamento dos teldémeros relacionado a idade comparada com o comprimento
dos telémeros ao nascer.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE, 2016b.

Ao analisar os probandos que apresentam mutacao no gene TP53, foi possivel observar
maior reducdo dos teléomeros em relacdo ao grupo controle e ainda maior diferenca quando
comparados com a muta¢do R337H. Sendo assim, a mutacéo pode ter dois efeitos importantes
no envelhecimento celular e no processo carcinogénico. O fato da mutacdo R337H ser mais
branda em seus sinais e sintomas quando comparada as outras mutacdes da SLF, por ter o
desenvolvimento tumoral mais tardio e penetrancia mais reduzida em pacientes jovens, pode
ser justificada pela reducdo do comprimento dos telémeros ser menor que no grupo controle
com a mesma faixa etaria (ANDRADE et al., 2015; ANDRADE, 2016b).
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O fluxograma exposto na figura 7 apresenta os maleficios e os beneficios decorrentes
da mutagdo R337H. O principal maleficio apresentado é a reducdo da atividade da p53 devido
ao aumento do pH e da temperatura, 0s quais acarretam alteracdo estrutural da proteina,
instabilizando o tetrdmero formado de p53, inviabilizando a via de sinalizacdo e,
consequentemente, a manutencdo da homeostasia celular. Este fato gera aumento do dano
oxidativo, o qual aumentara o risco de formacé&o de células cancerigenas (TABORI et al., 2007;
TRKOVA et al., 2007; LALLI, 2010; ANDRADE, 2016b).

Figura 7. Fluxograma que apresenta os beneficios e maleficios causados aos pacientes
portadores da mutacdo R337H.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE, 2016b.

Os beneficios manifestados pelos portadores da mutacdo R337H sdo: a baixa
penetrancia de 15% (a penetrancia das outras mutacfes é 30%) e o envelhecimento saudavel,
gue em conjunto geram um fendtipo mais brando. Essas vantagens sao justificadas pelo menor
encurtamento telomérico quando comparado com telémeros selvagens e com telébmeros de
outras mutacdes no gene TP53. Tambem é justificativa para a diminuigdo da penetrancia da
R3337H o beneficio do menor nimero de copias de DNA germinativo com mutacdo, quando
comparado as outras alteracdes pertencentes a sindrome de Li-Fraumeni. Ademais, para ocorrer
essa alteracdo na proteina p53, é necessaria uma mudanca no pH e temperatura celular, por esse
motivo, ocorre apenas em momentos especificos, ao contrario de outras mutagdes associadas a
SLF que ndo necessitam de um ambiente peculiar. (TRKOVA et al.,2007; LALLI, 2010;
ANDRADE, 2016b).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A Sindrome de Li-Fraumeni apresenta heranca autossdmica dominante, caracterizada,
em grande parte dos pacientes, por uma mutacdo germinativa no gene TP53, que causa
inimeros tumores primarios desde a primeira infancia até a fase senil.

O gene TP53 é responsavel pela sintese da proteina p53. Essa proteina tem como fungéo
desacelerar o ciclo celular para um reparo mais preciso do DNA, como também, fora do ciclo,
atuar no estresse das células por meio de trés respostas principais: apoptose, reparo do DNA e
senescéncia celular. Desse modo, os portadores da SLF ndo possuem a p53 totalmente
funcional, apresentando problemas nas suas atividades o que, consequentemente, facilita a
replicacdo de células defeituosas e cancerigenas.

A SLF é caracterizada por varios tipos de mutaces no gene TP53. No Brasil, a que tem
maior indice é a R337H, encontrada principalmente na rota dos tropeiros, na via que liga Porto
Alegre a Sao Paulo. A diferenca dessa mutacdo para as demais encontradas na literatura é que
0s probandos possuem uma penetrancia reduzida, quando comparados a outros subgrupos da
sindrome, deixando de ser de 30% e passando para 15% a chance do paciente apresentar
tumores antes dos 30 anos. Além disso apresenta um comprimento telomérico maior e um
encurtamento do telémero reduzido, o que justifica o envelhecimento saudavel do paciente
portador da mutacdo R337H.

Considerando que a incidéncia da mutacdo R337H é de 1 a cada 300 individuos nas
regides sul e sudeste e juntas contabilizam mais da metade da populacgdo brasileira, € importante
ressaltar que, quando houver uma suspeita da Sindrome de Li-Fraumeni, devem ser realizados
exames que demostrem o comprimento dos telémeros dos probandos, pois esta € uma das
principais caracteristicas desta mutacdo. Além disso, esta analise torna-se mais acessivel a
populacéo, pois possui um menor custo, quando comparada a exames de mapeamento genético.

No Brasil é dificil o acesso gratuito ao aconselhamento genético em razdo das grandes
filas de espera e ao alto valor dos exames. Uma parcela significativa da populacédo brasileira
ndo possui recursos financeiros para realizar exames na rede privada de satde, com a finalidade
de verificar o mapeamento genético e identificar as alteracdes presentes no DNA.

Uma das vigilancias é por ultrassonografia abdominal, a qual deve ser realizada a cada
3 ou 4 meses até o paciente completar dez anos de vida (maior risco de ter canceres
adrenocorticais), permite o diagnostico e tratamento precoces da R337H, possibilitando ao
probando chegar a idades mais avancadas com melhoria das condigbes de saude, nédo

apresentando doengas associadas a velhice como Parkinson, Alzheimer, Osteoporose e
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Hipertensdo, além de apresentar tdnus muscular e cutaneo menos desgastados. Sendo assim,
conclui-se que a implementacdo do diagndstico por meio do comprimento dos telémeros
facilitard o acesso da populacdo aos exames (devido ao seu baixo custo) e auxiliara no
tratamento e na vigilancia dos mais especificos casos de portadores da mutacdo R337H da

Sindrome de Li-Fraumeni.
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