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RESUMO 

 

Duarte, Kelly Gomes. Análise da presença de mutações germinativas em genes 

de reparo do DNA em pacientes portadores de câncer de próstata 

localizado.2019. 101 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

 

Introdução: No Brasil, o câncer de próstata é a neoplasia mais prevalente entre os 
homens excluindo-se os tumores de pele não melanoma, as estimativas segundo o 
Instituto Nacional de Câncer são de 68.220 novos casos para o biênio 2018-2019. 
As recomendações para o rastreamento é o esclarecimento quanto aos riscos e 
benefícios ao paciente em homens a partir dos 50 anos. A estratificação de risco 
com base nos achados genéticos, podem auxiliar na detecção de indivíduos com 
maior chance de desenvolver a doença, direcionando o rastreamento, bem como 
selecionar pacientes para determinadas terapias (medicina personalizada). Não 
existem dados brasileiros relativos à análise de variantes patogênicas em genes de 
reparo do DNA nos pacientes portadores de câncer de próstata localizado, assim 
como nenhum outro estudo publicado teve como alvo apenas pacientes jovens. 
Objetivo: analisar a presença de variantes germinativas em 8 genes de reparo do 
DNA (BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e TP53), em pacientes 
portadores de câncer de próstata localizado com idade inferior a 60 anos. Pacientes 
e Métodos: Foram selecionados 30 pacientes diagnosticados com câncer de 
próstata localizado no Hospital das Clínicas da FMRP com a participação de forma 
voluntária mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
O sequenciamento de nova geração em painel multigênico foi realizado a partir do 
DNA extraído das amostras. Resultados: Os dados clínicos e demográficos dos 
pacientes foram obtidos, para a caraterização das amostras. Foi analisado as 
variantes presentes nos genes alvos, e após a aplicação dos filtros, 102 variantes 
foram identificadas nos genes BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH6 e PMS2, 
sendo o BRCA1 o gene mais mutado. Quatro novas variantes foram identificadas 
em nosso estudo, juntamente com inúmeros polimorfismos nunca antes associados 
ao câncer de próstata. Variantes descritas na literatura associada ao câncer foram 
relacionadas ao histórico familiar de alguns pacientes. Conclusão: Nossos dados 
contribuem para a comunidade genética com um perfil de mutações em pacientes 
com câncer de próstata localizado no Brasil, bem como três quatro novas variantes.  

Palavras chave: câncer de próstata, genes de reparo do DNA, sequenciamento de 
nova geração, rastreamento, medicina personalizada.  

 

  



ABSTRACT 

 

Duarte, K. G. Germeline mutations of DNA repair genes in patients with 
localized prostate cancer. 2019. 101 f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019 

 

Introduction: In Brazil, prostate cancer is the most prevalent cancer among men, 
excluding non-melanoma skin tumors, according to the National Cancer Institute 
estimates of 68,220 new cases for the 2018-2019 biennium. Recommendations for 
screening are clarification on the risks and benefits to the patient in men aged 50 
and over. Risk stratification based on genetic findings may help detect individuals 
most likely to develop the disease by directing screening as well as selecting patients 
for certain therapies (personalized medicine). There are no Brazilian data on the 
analysis of pathogenic variants in DNA repair genes in patients with localized 
prostate cancer, as no other published study has targeted only young patients. 
Objective: To analyze the presence of germline variants in 8 DNA repair genes 
(BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 and TP53) in patients with 
localized prostate cancer under 60 years of age. Patients and Methods: Thirty 
patients diagnosed with prostate cancer located at the FMRP Hospital das Clínicas 
were selected, with voluntary participation by signing the Informed Consent Form. 
Next generation sequencing in multigenic panel was performed from the extracted 
DNA of the samples. Results: The clinical and demographic data of the patients 
were obtained for the characterization of the samples. The variants present in the 
target genes were analyzed, and after the application of the filters, 102 variants were 
identified in the genes BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH6 and PMS2, with 
BRCA1 being the most mutated gene. Four new variants were identified in our study, 
along with numerous polymorphisms never before associated with prostate cancer. 
Variants described in the literature associated with cancer were related to the family 
history of some patients. Conclusion: Our data contribute to the genetic community 
with a mutation profile in prostate cancer patients located in Brazil, as well as three 
four new variants. 

Key words: prostate cancer, DNA repair genes, next generation sequencing, 
screening, personalized medicine.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Câncer de Próstata 

 

O câncer é um problema de saúde pública, sua prevalência aumenta não só 

devido ao crescimento e envelhecimento populacional como também a presença de 

fatores de risco genéticos e comportamentais. Apesar dos altos investimentos em 

pesquisa e campanhas de educação, o número de casos novos de diversas 

neoplasias continua a aumentar (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

A glândula prostática faz parte do aparelho reprodutor masculino, sendo 

responsável a produção do líquido prostático, responsável pela alcalinização da 

uretra. O câncer de próstata (CaP) é a neoplasia mais frequente do homem 

excetuando os tumores cutâneos não melanoma. Foram estimados 1.276.106 

casos novos de CaP no mundo em 2018, estes correspondem a 7,1% de todos 

casos novos de câncer; e 358.989 mortes, que representam 3,8% de todos as 

mortes por neoplasias no mundo(BRAY et al., 2018). O National Cancer Institute 

estimou 174.650 novos casos de CaP e 31.620 mortes nos Estados Unidos para 

ano 2019 (HOWLADER et al., 2019). O Brasil é um dos países em que a doença 

apresenta maior prevalência, com aproximadamente 68.000 casos novos estimados 

para cada ano do biênio 2018-2019, equivalente a um risco estimado de 66,12 

novos casos para cada 100 mil homens (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

As políticas de rastreamento têm contribuído para a queda da mortalidade 

devido ao CaP.  A Sociedade Brasileira de Urologia recomenda o rastreamento para 

a detecção precoce do CaP, após esclarecimento quanto aos riscos e benefícios ao 

paciente, para homens a partir dos 50 anos, indivíduos com fatores de risco devem 

iniciar o rastreamento a partir dos 45 anos. As ferramentas utilizadas para a 

detecção precoce são: o toque retal e a dosagem sérica do antígeno prostático 

específico (PSA). Utilizando esta abordagem, a mediana da idade ao diagnóstico 

tem apresentado queda, caindo de 72 para 66 anos (HOWLADER et al., 2019). 

Entretanto, homens jovens, com menos de 60 anos, apresentam maior mortalidade 

câncer específica, levantando a hipótese que o processo de carcinogênese possa 



Introdução  3 

ser biologicamente diferente quando comparado aos indivíduos mais velhos 

(THORSTENSON et al., 2017). 

A etnia também aparece como marcador para o desenvolvimento e presença 

de doença mais agressiva. Nos Estados Unidos homens afro-americanos (AA) 

apresentam maior risco e doença mais agressiva ao diagnóstico quando 

comparados aos caucasianos. Fatores genéticos, moleculares e socioeconômicos 

têm sido imputados como causadores destes achados (SMITH; EGGENER; 

MURPHY, 2017). 

 

1.2. Genética x Câncer de Próstata 

 

Várias causas têm sido imputadas na gênese do CaP. Devido a fraca relação 

entre os fatores comportamentais e o desenvolvimento desta neoplasia, alterações 

genéticas têm sido cada vez mais estudadas. Dentre os fatores genéticos estão 

aqueles relacionados com a etnia dos pacientes. Genes e vias de sinalização 

importantes, relacionadas ao desenvolvimento do CaP, estão expressos 

diferentemente em grupos étnicos distintos (POWELL et al., 2013).  

A variação na sequência de DNA que afeta somente uma base, é 

denominada como Single Nucleotide Polymorphism (SNPs). Os SNPs tem sido 

relacionados ao aumento do risco de várias neoplasias, a presença de 

polimorfismos específicos pode aumentar o risco de CaP em até 46% (ZHENG et 

al., 2008). Mais de 100 polimorfismos associados ao maior risco de CaP já foram 

descritos identificados, principalmente em homens jovens com histórico familiar 

para a doença (EELES et al., 2008; EELES; RAGHALLAIGH, 2018; ZHANG et al., 

2019; ZHENG et al., 2008). 

Polimorfismos específicos também estão vinculados a etnia, este fato pode 

ser evidenciado pelo aumento do risco de CaP na população asiática estar 

relacionado a polimorfismos diferentes dos apontados como fator de risco para a 

população afro-americana (CHEN et al., 2018; DAREMIPOURAN et al., 2019; 

KANG et al., 2018).  
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A importância das informações genéticas geradas pode ser observada com 

a construção de ferramentas com o intuito de predizer o risco de um indivíduo 

apresentar CaP. O Genetic Risk Score (GRS), através da análise de polimorfismos 

específicos, estima o risco de um indivíduo vir a apresentar CAP (HELFAND et al., 

2018). 

O surgimento do Next Generation Sequencing (NGS) foi um marco 

importante para o estudo genético de diversas doenças. Esta metodologia, 

amplamente disseminada, é utilizada cada vez mais com o intuito de se conhecer 

assinaturas genéticas e as vias envolvidas nos processos de gênese e 

disseminação de diversos tumores (BACA et al., 2014; BERGER et al., 2011; 

LAPOINTE et al., 2007; NETWORK, 2016; TAYLOR et al., 2011). 

 

1.3. Câncer Hereditário  

 

A compreensão dos fatores hereditários envolvidos no aparecimento de 

diversas neoplasias têm sido foco de interesse. O advento das ferramentas 

moleculares e genéticas têm auxiliado no entendimento e desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas e diagnósticas.  

A maioria dos casos de CaP é causado por variantes esporádicas (GANDHI 

et al., 2018), entretanto, mutações germinativas em genes de reparo do DNA têm 

sido descritas como responsáveis pelo CaP na sua forma hereditária. (PETRIDIS et 

al., 2019; SOKOLENKO et al., 2015). Até o momento estudos descreveram 167 loci 

relacionados à susceptibilidade ao CaP (BENAFIF; KOTE-JARAI; EELES, 2018; 

SCHUMACHER et al., 2018). 

  

1.4. Reparo do DNA e câncer de próstata 

 

O reparo do DNA é um conjunto de processos que tem como objetivo a 

identificação e correção de danos no DNA. Os mecanismos de reparo estão 

constantemente ativos durante o ciclo celular, mais precisamente durante a fase G2 

após a replicação, antes da divisão dos cromossomos. Quando esses mecanismos 
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falham a apoptose celular não ocorre, e lesões como single-strand break, single-

base damage, crosslinks, bulky lesions, mismatch e double-strand break podem 

perpetuar uma célula danificada. A Capacidade de reparação de danos é 

imprescindível para manter a estabilidade genômica (BERNSTEIN et al., 2002). 

Vários são os fatores causadores de danos ao DNA. Os agentes alquilantes, 

a radiação eletromagnética, as espécies reativas de oxigênio, a radiação 

ultravioleta, mutagênicos químicos e colapsos na forquilha de replicação, são os 

principais agressores do material genético. Uma vez detectado o erro vias 

específicas de reparo são ativadas. 

As principais vias de reparo são Mismatch Repair (MMR), Base Excision 

Repair (BER), Nucleotide Excision Repair (NER) e Double-Strand Break (DSB) 

Recombinational Repair, que inclui a via Nonhomologous End-Joining (NHEJ) e a 

Homologous Recombinational Repair (HHR) (BERNSTEIN et al., 2002; MATEO et 

al., 2017). 

Em caso de falha nos mecanismos de reparo, a vulnerabilidade celular 

aumenta, aumentando a instabilidade do genoma, podendo desencadear o 

processo de tumorigênese. Variantes nos genes de reparo foram encontradas em 

aproximadamente 8 a 10% no tecido tumoral de pacientes portadores de CAP 

localizado, e em 20 a 25% de tumores metastáticos (FRASER et al., 2017; 

NETWORK, 2016; PRITCHARD et al., 2016a). Entretanto, aproximadamente 8% a 

12% dos pacientes com CaP avançado podem ser portadores de mutações 

germinativas relacionadas ao controle de proliferação celular (PRITCHARD et al., 

2016b). 

 

1.5. Genes de reparo do DNA  

 

● BRCA1  

 

O BRCA1 é um gene codificador constituído por 24 éxons e está localizado 

no cromossomo 17q21.31 (Figura 1). Esse gene é dividido em três regiões: um 

domínio N-terminal conhecido como RING, uma parte central com estrutura não 

codificadora, e domínio BRCT no C-terminal (VENKITARAMAN, 2014). O domínio 
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RING interage com outras proteínas, como o BARD1, e formam um complexo que 

atua no processo de reparo das DSBs (WU et al., 1996). (WU et al., 1996). O outro 

domínio BRCT, com 85 a 95 aminoácidos, medeia as interações entre proteínas, 

esse domínio também é encontrado em proteínas envolvidas no processo de reparo 

e regulação do ciclo celular (HUYTON et al., 2000). 

 

Figura 1. Localização do gene BRCA1 no cromossomo 17. 

 

Fonte: <https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA1&keywords=brca1>. 

 

O gene BRCA1 é considerado um supressor tumoral apresentando função 

nos mecanismos de reparo do DNA, controle do ciclo celular, remodelamento de 

cromatina, ubiquitinização. O mecanismo de ação do BRCA1 consiste na 

neutralização de um fator do NHEJ após a formação de DSBs, podendo ocasionar 

a interrupção da funcionalidade do gene, consequentemente ocasionando defeitos 

nas suas funções (ANANTHA et al., 2017). 

As variantes germinativas no BRCA1 apresentam uma relação bem 

sedimentada nos tumores de mama e ovário, além do mais, diversas decisões 

terapêuticas são baseadas na presença ou ausência de mutações neste gene 

(METCALFE et al., 2010; POVEDA et al., 2019; URBINA-JARA et al., 2019). 

Variantes no BRCA1 foram identificadas em judeus Ashkenazi portadores de 

neoplasia prostática. Outros autores também demonstram que alterações neste 

gene além de aumentar o risco de CaP, podem a manifestação da doença na sua 

forma mais agressiva (KIRCHHOFF et al., 2004; LECARPENTIER et al., 2017; 

LEONGAMORNLERT et al., 2012). 

  

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA1&keywords=brca1
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● BRCA 2 

 

O BRCA2 é um gene constituído por 27 éxons e está localizado no 

cromossomo 13q13.1 (Figura 2). Este gene atua como um supressor tumoral, 

codificando proteínas importantes para a estabilidade genômica, reparo do DNA e 

regulação transcricional. Mutações no BRCA2 estão diretamente relacionadas ao 

desenvolvimento de neoplasias, principalmente os tumores de mama e ovário 

(LORD; ASHWORTH, 2016). Os produtos gênicos do BRCA1 e BRCA2 atuam em 

uma via comum importante para a integridade do genoma e manutenção da 

estabilidade cromossômica. 

 

Figura 2. Localização do gene BRCA2 no cromossomo 13. 

 

Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA2&keywords=brca2>. 

 

No CaP variantes no BRCA2 são mais frequentes em tumores metastáticos 

do que em tumores localizados, estando associado a menor sobrevida e progressão 

rápida da doença (EDWARDS et al., 2010; PRITCHARD et al., 2016b; 

TRYGGVADÓTTIR et al., 2007). Pacientes portadores de variantes no BRCA2 

apresentam maior risco de mortalidade câncer específica quando comparados aos 

pacientes com variantes no BRCA1 (OH et al., 2019). Fatores comportamentais 

como etilismo, tabagismo e a incidência de câncer familiar de CaP foram associados 

a presença de variantes patogênicas do BRCA2 (MOMOZAWA et al., 2019). 

 

● EPCAM 

 

Estruturalmente o gene EPCAM é composto por um domínio N-terminal de 

242 aminoácidos, um domínio transmembrana e outro citoplasmático com um C-

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA2&keywords=brca2
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terminal, e está localizado no braço curto do cromossomo 2p21 (Figura 3) 

(SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013). 

 

Figura 3. Localização do gene EPCAM no cromossomo 2. 

 

Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EPCAM&keywords=epcam>. 

 

O EPCAM é responsável pela produção de uma proteína que atua na adesão 

celular, nomeada Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM). A EpCAM é uma 

glicoproteína transmembrana do tipo I que foi originalmente identificada como um 

antígeno tumoral devido ao seu alto nível de expressão em neoplasias epiteliais 

(SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013; STRNAD et al., 1989). Essa proteína 

libera um domínio intracelular, que auxilia na retransmissão de sinais extracelulares 

para o núcleo da célula, esse domínio se associa a outras proteínas no núcleo, 

formando um complexo capaz de regular a atividade de diversos genes envolvidos 

na proliferação, diferenciação e migração celular (NI et al., 2012). Seu papel como 

um oncogene também tem sido evidenciado por regular positivamente o gene c-myc 

e o um cluster de ciclinas (LINNENBACH et al., 1993; MÜNZ et al., 2004). 

Em estudos de linhagens celulares, a EpCAM foi altamente expressa em 

tumores primários e metastáticos de CaP, bem como associada a um pior 

prognóstico da doença (BENKO et al., 2013). A expressão da EpCAM em células 

tumorais circulantes (CTCs) de amostras de pacientes com CaP metastático 

resistente à castração tratados com docetaxel, também foi associada a alterações 

na proliferação celular, gênese tumoral e quimiossíntese (OKEGAWA et al., 2016). 

  

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EPCAM&keywords=epcam
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● Mismatch Repair (MMR) 

 

O Mismatch Repair (MMR) constitui o mecanismo de vigilância do genoma, 

responsável por reparar os nucleotídeos que foram erroneamente incorporados 

durante o processo de replicação do DNA. Para a realização das funções de reparo, 

o MMR necessita fundamentalmente de seis proteínas: MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, 

MSH6 e MLH3 (BELTRAN et al., 2015). 

Danos ou perda da heterozigose (LOH) em genes do complexo MMR na linha 

germinativa é comumente associado ao risco de desenvolvimento de CaP em 

pacientes portadores da Síndrome Lynch (SL) (DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 

2016; HARALDSDOTTIR et al., 2014). Estudos em linhagens celulares de CaP 

demonstraram perda da expressão proteica do MLH1, MLH2 e PMS2 (CHEN et al., 

2001). Somando-se a este fato, a presença de SNPs também pode influenciar no 

processo de tumorigênese, principalmente quando as alterações ocorrem nos 

genes MLH1, MLH2 e PMS2 (LANGEBERG et al., 2010; ROSTY et al., 2014).  

O MutL homolog 1 (MLH1) é um gene supressor tumoral composto por 21 

éxons, localizado no cromossomo 3p22,2, (Figura 4). Mutações neste gene são 

frequentes no câncer de cólon hereditário não poliposo (CCHNP). Um estudo 

revelou variantes nos genes MSH2, MLH1 e MSH6 em 28 pacientes que 

apresentavam CaP em uma amostra e 1609 portadores de SL (PILIÉ et al., 2017). 

Uma variante patogênica do MLH1 também foi detectada em portadores de CAP 

com menos de 55 anos. 

 

Figura 4. Localização do gene MLH1 no cromossomo 3. 

 

Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MLH1&keywords=mlh1>. 

 

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MLH1&keywords=mlh1
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O MutS homolog 2 (MSH2) é composto por 21 éxons e está localizado no 

cromossomo 2p21 (Figura 5). Variantes nesse gene têm sido relacionadas a 

diversas neoplasias do trato gênito-urinário, gastrointestinal e tumores cerebrais 

(DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2019). Também foram encontradas mutações 

patogênicas bi alélicas nos genes BRCA2, NBN, MSH2 e MLH1 em pacientes 

portadores adenocarcinoma prostático (LOTAN et al., 2019). 

 

Figura 5. Localização do gene MSH2 no cromossomo 2. 

 

Fonte: <https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH2&keywords=msh2>. 

 

Variantes em sequências repetitivas em trechos do DNA são definidas como 

instabilidade de microssatélite (MSI), um estudo utilizando técnicas de 

imunohistoquímica revelou que indivíduos com adenocarcinoma prostático primário 

e carcinoma prostático de pequenas células apresentavam MSI, perda da proteína 

MSH2, e inativação bialélica do gene MSH2, os achados foram validados 

posteriormente por NGS (GUEDES et al., 2017). Em linhagens celulares de CaP a 

proteína hMSH2 igualmente apresentou perda de expressão, bem como deleções 

homozigóticas dos éxons 9 a 16, causando truncamento proteico (LEACH et al., 

2000). 

O MutS Homolog 6 (MSH6) é um gene constituído por 12 éxons, encontra-se 

localizado no cromossomo 2p16.3 (Figura 6). As proteínas do MMR, como MSH6, 

PMS2 e MLH1 apresentam um papel fundamental na regulação da carcinogênese, 

evidenciado em um estudo com 11.000 amostras analisadas de tecidos prostáticos 

normais e neoplásicos (WILCZAK et al., 2016). A superexpressão do MSH6 foi 

identificada nas células neoplásicas em 42,1% dos casos analisados, este achado 

também foi associado ao pior prognóstico da doença (ALBERO-GONZÁLEZ et al., 

2019). 

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH2&keywords=msh2
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Figura 6. Localização do gene MSH6 no cromossomo 2. 

 

Fonte:<https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6&keywords=msh6>. 

 

O PMS1 homolog 2 (PMS2), localizado no cromossomo 7p22.1 (Figura 7), 

possui 16 éxons, e forma um heterodímero MutL-alfa com o MLH1. A proteína 

codificada por este gene é um componente importante para o sistema de reparo do 

DNA (NICOLAIDES et al., 1995). Alberto e colaboradores observaram a perda de 

expressão do PMS2 em 2% dos pacientes com CaP. Também foi encontrado 

associação positiva entre a perda de expressão e o menor tempo para recorrência 

bioquímica (ALBERO-GONZÁLEZ et al., 2019). 

 

Figura 7. Localização do gene PMS2 no cromossomo 7. 

 

Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PMS2&keywords=pms2>. 

 

O MSH6, MLH1 e PMS2 apresentaram níveis elevados de expressão gênica 

em tecidos de pacientes portadores de CaP avançado, com alto escore de Gleason 

(WILCZAK et al., 2016).  

  

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6&keywords=msh6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PMS2&keywords=pms2
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● TP53 

 

O tumor protein p53 (TP53) é conhecido como o guardião do genoma, esse 

gene está localizado no cromossomo 17p13., constituído por 12 éxons (Figura 8). 

O TP53 codifica uma proteína supressora tumoral, esta responde ao estresse 

celular, regulando a expressão de genes alvos e induzindo a parada do ciclo celular, 

controla o mecanismo de apoptose e senescência, e influencia diretamente no 

reparo de DNA (LANE, 1992). Quando danos no DNA ocorrem, o nível da proteína 

p53 aumenta, induzindo a parada do ciclo celular ou a apoptose. Células com 

deficiência funcional nessa proteína, são geneticamente instáveis (KUERBITZ et al., 

1992).  

 

Figura 8. Localização do gene TP53 no cromossomo 17. 

 

Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53&keywords=tp53>. 

 

Mutações germinativas no TP53 estão associadas a síndrome de câncer 

familiar Li-Fraumeni, caracterizada pelo risco aumentado de desenvolvimento de 

diversas neoplasias (MALKIN, 1994).  

O gene TP53 foi o mais frequentemente alterado em uma análise do perfil 

genômico de pacientes com CaP primário e metastático, estando presente em 

43,5% das variantes encontradas (CHUNG et al., 2019). Mutações no TP53 também 

foram descritas no tecido prostático de pacientes portadores de CaP. Neste estudo 

foram detectadas 148 variantes em 63 genes, entretanto 55,2% dos pacientes 

apresentaram mutações no TP53 (IKEDA et al., 2018). Outro estudo detectou a 

presença de diferentes variantes como truncating, deep deletion, and missense no 

TP53 em 18% dos pacientes portadores de CaP. O baixo nível de expressão do 

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53&keywords=tp53
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TP53 correlacionou-se aos escores de Gleason mais elevado e ao pior prognóstico 

da doença (SUN et al., 2019). 

 

1.6. Implicações Clínicas 

 

A identificação de mutações em genes de reparo do DNA tem recebido cada 

vez mais atenção devido as suas implicações clínicas, pois pode influenciar o 

aconselhamento genético de famílias, políticas de rastreamento e a decisão 

terapêutica a ser tomada. Nas recomendações de 2019 do National Comprehensive 

Cancer Network (NCCN), a investigação da presença de variantes nos genes de 

reparo é sugerida para pacientes com histórico familiar de CaP, doença de alto risco 

ou muito alto risco, localizada ou localmente avançada (independente da história 

familiar), presença de componente histológico intraductal, ou ancestrais judeus 

Ashkenazi (GIRI et al., 2018; MOHLER et al., 2019).  

Segundo as recomendações do NCCN o painel de genes avaliados deve 

incluir:MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (SL) e a recombinação homóloga dos genes 

BRCA2, BRCA1, ATM, PALB e CHEK2. Para verificar a predisposição ao CaP em 

indivíduos não portadores, o painel deve conter no mínimo os genes BRCA2, 

BRCA1, ATM, CHEK2, PALB2, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (MOHLER et al., 

2019).  

 

1.7. Implicações terapêuticas 

 

A Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) é constituída por uma família de 

proteínas envolvidas em importantes processos celulares, sua principal função é 

detectar e iniciar uma resposta celular das single stranded binding proteins (SSB) 

(AME; SPENLEHAUER; MURCIA, 2004). A via PARP quando bloqueada, dificultam 

os processos de reparo em células tumorais, desencadeando o fenômeno da 

“letalidade sintética”. Esse evento ocorre quando a perda da função de um gene é 

compatível com a viabilidade celular, porém a perda da funcionalidade de dois 

genes pode causar morte celular seletiva (AME; SPENLEHAUER; MURCIA, 2004). 
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Um estudo retrospectivo verificou que pacientes portadores de mutações no 

gene BRCA2 tratados com inibidores de PARP, apresentaram respostas 

significativamente melhor ao tratamento e declínio do nível do PSA sérico, em 

comparação aos indivíduos com danos em outros genes de reparo (LU et al., 2018). 

Olaparib é uma droga que atua como inibidor de PARP, aprovada pelo Food and 

Drug Administration (FDA) em 2014 como terapia para pacientes com câncer de 

ovário tratados com quimioterapia e portadores de variantes no BRCA (KIM et al., 

2015). Estudos comprovam a eficiência dos inibidores de PARP no câncer de 

próstata resistente à castração (CPRC), quando mutações dos genes de reparo do 

DNA estão presentes (FONG et al., 2015; KAUFMAN et al., 2015; MATEO et al., 

2015). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A presença de variantes germinativas patogênicas em genes de reparo do 

DNA ocorre em aproximadamente 10% dos pacientes portadores de CaP localizado 

(ROBINSON et al., 2015). A alta prevalência do CaP no Brasil, a miscigenação da 

população brasileira, e a ausência de estudos envolvendo mutações germinativas 

em genes de reparo do DNA nos pacientes portadores de CaP localizado no Brasil, 

justificam o nosso estudo. 
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3. OBJETIVO 

 

● Verificar a presença de variantes germinativas nos genes BRCA1, 

BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e TP53, em pacientes 

portadores de câncer de próstata localizado com menos de 60 anos de 

idade, no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto. 
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4. DESENHO DO ESTUDO 

 

Figura 9.Desenho do estudo. 
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5. PACIENTES E MÉTODOS 

 

5.1. Pacientes 

 

Foram selecionados 30 pacientes portadores de câncer de próstata 

localizado com menos de 60 anos de idade recrutados no ambulatório de Uro-

Oncologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, a 

participação ocorreu de forma voluntária e mediante a assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).  

I. Critérios de inclusão: 

 

● indivíduos portadores de CaP;  

● idade inferior a 60 anos; 

● submetidos a prostatectomia radical; 

● aceitação na participação do estudo. 

 

II. Variáveis clínicas: 

 

Os parâmetros clínicos avaliados foram: 

● idade ao diagnóstico;  

● histórico familiar para neoplasia;  

● valor sérico do PSA ao diagnóstico; 

● escore de Gleason na peça cirúrgica (classificação ISUP);  

● estadio tumoral após a prostatectomia radical (PR)*;  

● índice de massa corporal (IMC); 

● necessidade de tratamento complementar. 

 

O escore Gleason é o sistema comumente utilizado para classificar 

histologicamente o CaP, baseado na pontuação atribuída a forma da célula e a 

preservação da arquitetura do tecido prostático. O escore total consiste na soma 

dos resultados da classificação de 3 a 5 das duas áreas mais frequentes do tumor, 
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variando de 6 a 10. Quanto menor a pontuação melhor é o prognóstico do paciente, 

pontuações entre 8 e 10 retratam a alta agressividade (EGEVAD et al., 2016).  

O estadio tumoral foi classificado utilizando o sistema Tumor Node 

Metastasis (TNM) 2018 do American Joint Committee on Cancer (AJCC)  

Os parâmetros do IMC adotados pela Organização Mundial de Saúde para 

avaliar adultos entre 20 a 59 anos de idade, considera como peso normal indivíduos 

que apresentam o IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m², sobrepeso de 25 a 29,9, obesidade 

grau I de 30 a 34,9, obesidade grau II de 35 a 39,9 e obesidade grau III acima de 

40 kg/m². 

 

5.2. Coleta das amostras 

 

As amostras de sangue venoso dos participantes foram obtidas no 

ambulatório de Uro-Oncologia do Hospital das Clínicas. Para a coleta de 10 ml de 

sangue venoso foi utilizado tubo com EDTA. A punção venosa foi realizada na face 

anterior do membro superior do paciente por um profissional qualificado mediante 

assinatura do TCLE, conforme aprovado pelo comitê de ética em pesquisa, com o 

número de registro 92224618.7.0000.5440/2018. 

O paciente foi devidamente orientado aos cuidados após a coleta para evitar 

hematomas posteriores. O aparecimento de hematomas pode ocorrer de forma 

esporádica sendo o único fator de risco pontual do estudo. 

 

5.3. Extração do DNA 

 

O DNA genômico foi obtido por meio das amostras de sangue coletadas, e 

isolado pelo método salting out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988), para ser 

utilizado nas etapas subsequentes do sequenciamento de nova geração. 
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5.4. Purificação das amostras 

 

Para a purificação das amostras utilizamos o kit DNA Clean & 

Concentrator™-100 da Zymo Research. Usamos o DNA Wash Buffer (24 ml) e a 

Microcentrifuge Protocol, seguindo as orientações do protocolo (RESEARCH, 

[s.d.]). Após as amostras estarem purificadas, quantificamos-as no 

Espectrofotômetro NanoDrop 2000 da Thermo Fisher Scientific. 

 

5.5. Gel de agarose 

  

Para a verificação de integridade do DNA, as amostras diluídas foram 

submetidas á eletroforese em gel de agarose a 1% para 50 ng de amostra, contendo 

brometo de etídio. E observadas em um transiluminador com luz ultravioleta (Kodak 

digital Science 120™).  

 

5.6. Quantificação das amostras 

 

As amostras purificadas foram quantificadas por meio do equipamento de 

fluorímetro Qubit® 2.0 (Life Technologies), para a realização do procedimento 

preparamos um mix de solução contendo 199 µl de Buffer e 1 µl de fluoróforo para 

cada amostra. Em cada tubo Qubit®, foram pipetado 190 µl da solução mix, 2 µl da 

amostra e 10 µl de cada standart, após 2 minutos de incubação realizamos a leitura 

em ng/µl. 

 

5.7. Construção da biblioteca  

 

Para o preparo das amostras realizamos inicialmente a digestão enzimática 

do DNA, com a finalidade de obter fragmentos com tamanhos iguais. Em seguida, 

houve a ligação dos adaptadores em cada extremidade dos fragmentos de DNA 

contendo regiões de ligação para os primers, um adaptador P1 que complementa a 

cadeia de DNA foi utilizado para ligar-se nas Ion Sphere Particles (ISPs). Os códigos 

de barras específicos para a identificação de cada amostra (Barcodes) ligaram-se 
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aos adaptadores, capazes de permitir o sequenciamento de amostras no mesmo 

chip (Figura 10). 

Para a construção da biblioteca foi seguido o protocolo do Ion Ampliseq DNA 

and RNA Library Preparation 2.0. E o programa Microsoft Office Excel foi utilizado 

para a realização dos cálculos das concentrações das amostras.  

 

Figura 10. Etapas de construção da biblioteca. 

 

Fonte: Figura adaptada de (Ion Torrent™ Sequencing Workflow; Thermo Fisher, 2016). 

 

O painel de genes utilizado foi o CMG-PGM 1- 64 genes – IAD65549_210 

(99.96% Cobertura) – 1.204 amplicons – 3 pools – 375 pb, de câncer de próstata, 

fornecido pelo Centro de Medicina Genômica (CMG) da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto.  
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5.8. Preparo do Template 

 

Os templates foram produzidos por meio de um sistema em emulsão a partir 

do Ion OneTouch 200 Template Kit e em seguida as amostras foram processadas 

no equipamento Ion OneTouch™ 2 System (Life Technologies), segundo o Ion 

PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit. Esse procedimento é importante para promover a ligação 

de um único fragmento de 200 bp em uma única ISPs. 

A reação da Polymerase Chain Reaction (PCR) em emulsão foi realizada 

para amplificar cada fragmento, e uma reação de enriquecimento para excluir as 

ISPs que não se ligaram a nenhum fragmento de DNA. Ao fim deste processo foram 

obtidas ISPs ligadas a inúmeros fragmentos idênticos, preparadas para o 

sequenciamento (Figura 11).  

 

Figura 11. Diagrama esquemático do processo de amplificação clonal através das etapas 

do PCR emulsão e enriquecimento das amostras para obtenção das ISPs positivas. 

 

Fonte: Figura adaptada de (KOHN et al., 2013). 
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5.9. Sequenciamento de Nova Geração (NGS)  

 

O sequenciamento ocorre por meio da ligação específica de um primer ao 

seu respectivo adaptador, assim cada fragmento enriquecido com ISPs poderá ser 

sequenciado, para a realização deste processo utilizamos o kit Ion PGM HiQ 

Sequencing Kit (Life technologies). O sequenciamento ocorreu no interior de um 

chip semicondutor 318 V2, com capacidade para sequenciar até 600 Mb. Cada chip 

contém milhões de microporos formados por uma camada sensível a variações 

iônicas, cada microporo foi preenchido por uma ISP. O Ion PGM adiciona um tipo 

diferente base por vez, e se o nucleotídeo for incorporado haverá liberação de H+ e 

consequentemente alterações iônicas. Por meio dessas variações, o chip capta qual 

nucleotídeo foi incorporado em cada microporo, consistindo no processo de 

sequenciamento de cada fragmento (Figura 12). Essas variações químicas são 

transformadas pelo Ion PGM em informação digital, ou seja, em sequências de DNA 

para posteriores análises. 
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Figura 12. Etapas do processo de sequenciamento na plataforma Ion Torrent PGM 

Fonte: (OLIVEIRA, 2015). 
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5.10. Análise dos dados 

 

Os resultados obtidos no sequenciamento genético foram transmitidos 

através do sistema Torrent Suite do Ion Reporter Software (Life Technology), em 

arquivo VCF. Os plug-ins de bioinformática coverage analisis, variant coller e file 

exporter disponíveis no sistema Ion Reporter, foram selecionados no momento da 

programação dos dados da corrida.  

As sequências obtidas no sequenciamento foram filtradas a partir de critérios, 

como: 

- Variantes localizadas nos genes selecionados do estudo (BRCA1, BRCA2, 

EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e TP53); 

- Variantes não-sinônimas; 

- Cobertura acima de 200x. 

A cobertura corresponde ao número de leituras de uma região de interesse, 

para painéis direcionados é recomendado uma cobertura média superior a 100x 

para que seja obtida uma leitura mais fidedigna (JENNINGS et al., 2017; STROM, 

2016). Em nosso estudo adotamos como critério uma cobertura mínima de 200x. 

As variantes foram analisadas manualmente pelo banco de dados Varsome, 

disponível no site https://varsome.com/, baseada nos critérios da American College 

of Medical Genetics and Genomics (ACMG), para a classificação quanto a 

patogenicidade das alterações encontradas (RICHARDS et al., 2015).  

As sequência obtidas também foram analisadas pelo Combined Annotation 

Dependent Depletion (CADD), disponível no site 

https://cadd.gs.washington.edu/score. O CADD verificar a patogenicidade a partir 

da pontuação em escala PHRED, que classifica uma variante em relação a todas 

as possíveis substituições do genoma humano. Escolhemos adotar a pontuação 15 

como critério de inclusão para as variantes em nosso estudo (MARTIN KIRCHER 

et al., 2014; RENTZSCH et al., 2019). 

A visualização gráfica das variantes encontradas e anotadas (oncoprint) e 

dos dados clínicos dos pacientes foi feita por um script R in-house utilizando a 

https://varsome.com/
https://cadd.gs.washington.edu/score
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biblioteca waterfall. Foram consideradas somente as variantes com cobertura acima 

de 200 e CADD > 15 encontradas nos genes: BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, 

MSH2, MSH6, PMS2 e TP53. 

As variantes selecionadas foram submetidas a um levantamento de 

bibliográfico utilizando como base de dados o Pubmed, disponível no site: 

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/> e o Clinvar 

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/>. 

As redes de integração foram visualizadas pela a protein protein interaction 

(PPI), utilizando o banco de dados STRING, disponibilizado no site: <https://string-

db.org>. 

As informações do histórico familiar foram coletadas do prontuário médico e 

complementadas pelos pacientes através de contato telefônico quando necessário.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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Confidencialidade e Proteção da Privacidade 

 

Os registros do estudo foram mantidos confidenciais conforme permitido por lei. 

Teve acesso aos dados apenas o pesquisador e o sigilo foi garantido. 

 

Riscos: 

1. No estudo foi utilizado sangue venoso dos participantes, a partir de uma 

punção venosa, com finalidade exclusiva para pesquisa. Os riscos 

inerentes a este projeto estão relacionados ao possível aparecimento de 

hematomas e desconfortos ocasionados pela agulha no momento da 

punção venosa; 
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6. RESULTADOS  
 

6.1. Caracterização da amostra  

 

6.1.1. Idade ao diagnóstico e Etnia 

 

A idade média ao diagnóstico foi de 54,5 anos, com mediana de 55,5 e 

variando de 45 a 60 anos. A classificação étnica dos pacientes autodeclarada foram: 

18 caucasianos (54,55%), 5 negros (18,18%) e 7 mulatos (27,27%) (Tabela 1). 

 

6.1.2. Índice de Massa Corporal (IMC) ao diagnóstico  
 

Não foi possível obter o IMC de 3 pacientes da amostra. O IMC médio ao 

diagnóstico dos 27 pacientes analisados foi de 28,21 kg/m², com a mediana de 

27,99, variando de 20,83 a 39,47 (Tabela 1). 

 

6.1.3. Histórico familiar de câncer 
 

Em relação ao histórico familiar para neoplasia, os antecedentes de 3 pacientes 

não foram encontrados (informações incompletas no prontuário médico, 

incapacidade de fornecer informação após contato telefônico). 

Dos 27 pacientes analisados, 14 (51,85%) apresentaram histórico familiar para 

tumores malignos, sendo que 9 indivíduos (64,2%) relataram familiares com câncer 

de mama ou próstata. (Tabela 1). 

 

6.1.4. PSA sérico ao diagnóstico 

 

A média do PSA sérico ao diagnóstico dos pacientes foi de 9,82 ng/ml e a 

mediana de 5,83, variando de 1,71 a 43,6 (Tabela 1). 
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6.1.5. Tratamento 

 

Todos os pacientes foram submetidos a prostatectomia radical (PR) como 

tratamento inicial, sendo um dos critérios de inclusão do estudo. No entanto, 2 

pacientes (6,67%), após a análise do anatomopatológico, foram submetidos a 

tratamento adjuvante com radioterapia. 

 

6.1.6. Estadiamento patológico após o tratamento cirúrgico (pT) 

 

A necessidade de se classificar os casos de câncer em estádios baseia-se 

na constatação de que as taxas de sobrevida são diferentes quando a doença está 

restrita ao órgão de origem ou quando ela se estende a outros órgãos. O 

estadiamento avalia o grau de disseminação local e a distância do tumor. O sistema 

de estadiamento utilizado para o CaP é o TNM da American Joint Committee on 

Cancer baseado em cinco critérios, sendo o T correspondente a extensão do tumor 

primário, conforme classificado na Figura 13 (FAY et al., [s.d.]). Foi encontrada 

grande predominância de indivíduos com estadiamento tumoral confinado à 

próstata, estadios pT2a, pT2b e pT2c (Tabela 1). 
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Figura 13. Sistema de estadiamento TNM para o câncer de próstata critério de extensão do 
tumor primário (T). 

 

Fonte: (FAY et al., [s.d.]) 

 

6.1.7. Escore Gleason 

 

O escore de Gleason dos pacientes analisados variou de 6 a 10. O escore 6 

foi o mais frequente, presente em 14 pacientes (46,67%). A pontuação 8 (3 +5), 9 

(5 + 4) e 10 (3 + 7), foram encontradas em um indivíduo cada (Tabela 1). 
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6.1.8.  Invasão Perineural 

 

A invasão perineural é denominada quando as células neoplásicas estão 

presentes no feixe vásculo nervoso em íntimo contato com a cápsula prostática. Foi 

encontrada invasão perineural em 19 pacientes, correspondente a 63,33% dos 

indivíduos analisados (Tabela 1). 

 

6.1.9. Recidiva Bioquímica 
 

O aumento na dosagem do PSA sérico do paciente após o tratamento com 

cirurgia ou radioterapia é definido como recidiva bioquímica. A recidiva após o 

tratamento definitivo foi detectada em 8 pacientes (26,67%) da nossa amostra 

(Tabela 1). 
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Tabela 1. Dados clínicos e demográficos dos pacientes analisados. 

Características   n (%) 

Idade ao diagnóstico (anos)    
    Média   55,5 (45 – 60) 
Etnia     
    Branco   18 (54,55) 
    Mulato   5 (18,18) 
    Negro   7 (27,27) 
IMC (kg/m²)    
    Média   28,21 (20,83 – 39,47) 
Histórico familiar de câncer (N)   14 (51,85) 
    Câncer de Próstata   6 (67) 
    Câncer de Mama   3 (33) 
PSA (ng/ml)    
    Média   9,82 (1,71– 43,6) 
Estadiamento    
    T2a                      3 (10) 
    T2b                    2 (7) 
    T2c   19 (63) 
    T3a                    2 (7) 
    T3b                    4 (13) 
Escore Gleason    
    6   14 (46,67) 
    7   13 (43,33) 

    ≥ 8    3 (10) 

Presença de invasão perineural   19 (63,33) 
Recidiva Bioquímica                 8 (26,67) 
    

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

6.2. Integridade do DNA 

 

A Figura 14 exemplifica a integridade do DNA das amostras obtido para 

análise. 
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Figura 14. Gel de agarose a 1% do DNA extraído das amostras analisadas. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

6.3. Genes mutados 

 

A análise bruta dos dados, sem a aplicação dos filtros, identificou 317 

variantes não-sinônimas, nos 8 genes de reparo de DNA analisados, sendo o 

BRCA1 o gene mais frequentemente acometido (Figura 15). Dentre todas as 

variantes encontradas após a aplicação de todos os filtros 3,89% do total 

apresentaram potencial patogênico.  
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Figura 15. Porcentagem das variantes presente nos genes de reparo do DNA selecionados 
no estudo, sem aplicação dos filtros. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

O BRCA1 foi o gene que apresentou mais alterações, correspondendo a 44% 

do total de variantes encontradas, e presente em 25 pacientes, seguido do EPCAM 

com 16 %, PMS2 14%, MLH1 13%, BRCA2 9% e MSH6 4% (Figura 16). 
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Figura 16. Porcentagem das variantes presente nos genes de reparo do DNA selecionados 
no estudo, com aplicação dos filtros. 

 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

6.4. Variantes  

 

Após os filtros aplicados nos dados obtidos no sequenciamento, 102 variantes 

foram selecionadas em toda a amostra estudada. Noventa e nove foram 

classificadas como missenses, uma nonsense, uma frameshiftInsertion e uma 

frameshiftDeletion. A média de variantes por paciente foi de 3,4. A visualização das 

variantes encontras por gene e paciente, bem como os dados clínicos e 

demográficos é apresentada a partir do oncoprint (Figura 17). 
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Figura 17. Oncoprint com os dados obtidos no estudo. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

Oitenta e seis variantes foram classificadas como benignas, dez como 

provavelmente benignas, duas de significado incerto como (VUS) e uma como 

provavelmente patogênica. Quatro variantes não foram descritas anteriormente, 

portanto ainda não possuem classificação, dentre elas, uma que não atendeu aos 

filtros aplicados devido à baixa cobertura, no entanto não foi compatível aos bancos 

de dados, e posteriormente será validada. A tabela 2 apresenta o gene, dbsnp, 

locus, coding, protein, Minor Allele Frequency (MAF), CADD, veredito do Varsome 

e Function de cada variante identificada em nosso estudo. 

Um indivíduo foi excluído das análises após os filtros aplicados, pois não 

apresentou nenhuma variante dentro dos critérios. 
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Tabela 2. Variantes identificadas no estudo. 

Gene Dbsnp 
 

Locus Coding Protein MAF CADD Varsome Function 

BRCA1 rs799917 chr17:41244936 
 

c.2612C>T p. Pro871Leu 0.334 17.97 Benigna missense 

EPCAM rs1126497 chr2:47601106 
 

c.344T>C p. Met115Thr 0.456 15.35 Benigna missense 

BRCA1 
 

rs16941 chr17:41244435 
 

c.3113A>G 
 

p. Glu1038Gly 
 

0.336 
 

15.19 
 

Benigna missense 

PMS2 
 

rs1802683 
 

chr7:6013049 
 

c.2570G>C 
 

p. Gly857Ala 
 

0.44 
 

15.43 
 

Benigna missense 

MLH1 
 

rs1799977 
 

chr3:37053568 
 

c.655A>G 
 

p. Ile219Val 
 

0.13 
 

21.8 
 

Benigna missense 

BRCA2 
 

rs766173 
 

chr13:32906480 
 

c.865A>C 
 

p. Asn289His 
 

0.074 
 

17.23 
 

Benigna missense 

BRCA1 
 

rs1799950 
 

chr17:41246481 
 

c.1067A>G 
 

p. Gln356Arg 
 

0.022 
 

17.80 
 

Benigna missense 

BRCA2 
 

rs1799954 
 

chr13:32914592 
 

c.6100C>T 
 

p. Arg2034Cys 
 

0.001 
 

20.4 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

BRCA1 
 

rs4986850 
 

chr17:41245471 
 

c.2077G>A 
 

p. Asp693Asn 
 

0.034 
 

15.84 
 

Benigna missense 

BRCA1 
 

rs1799967 
 

chr17:41222975 
 

c.5019G>A 
 

p. Met1673Ile 
 

0.011 
 

22.0 
 

Benigna missense 

BRCA2 
 

rs11571833 
 

chr13:32972626 
 

c.9976A>T 
 

p.Lys3326Ter 
 

0.004 
 

36 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

nonsense 
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Legenda: (_) MAF não encontrado.  

Fonte: Duarte, K. (2019). 

BRCA1 
 

rs1800709 
 

chr17:41245027 
 

c.2521C>T 
 

p.Arg841Trp 
 

0.002 
 

21.8 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

MSH6 rs34625968 
 

chr2:48033700 
 

c.3911G>A p.Arg1304Lys|
p.? 

 

0.003 
 

23.4 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

BRCA2 
 

rs4987047 
 

chr13:32953529 
 

c.8830A>T 
 

p. Ile2944Phe 
 

0.009 
 

24.2 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

BRCA1 
 

rs56158747 
 

chr17:41223249 
 

c.4745C>T 
 

p.Thr1582Ile 
 

0.002 
 

21.9 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

MLH1 
 

rs63750447 
 

chr3:37067240 
 

c.1151T>A 
 

p.Val384Asp 
 

0.005 
 

29.2 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

BRCA2 
 

rs11571769 
 

chr13:32953550 
 

c.8851G>A 
 

p.Ala2951Thr 
 

0.01 
 

26.2 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

MSH6 
 

rs730881801 
 

chr2:48028226 
 

c.3104G>T 
 

p.Arg1035Leu 
 

_ 27.0 
 

Significado 
Incerto 

missense 

MLH1 
 

rs35502531 
 

chr3:37089130 
 

c.1852_1853delA
AinsGC 

 

p.Lys618Ala 
 

0.003 
_ 

27.2 Provavelmente 
Patogênica 

missense 

PMS2 
 

rs141893001 
 

chr7:6018320 
 

c.2182A>G 
 

p.Thr728Ala 
 

_ 17.43 
 

Benigna 
 

missense 

MSH6 
 

rs1800938 
 

chr2:48025782 
 

c.660A>C 
 

p.Glu220Asp 
 

_ 18.88 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

BRCA2 
 

rs1310128359 chr13:32950918 
 

c.8744C>T 
 

p.Ala2915Val 
 

_ 15.95 Significado 
Incerto  

missense 
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Duas variantes estiveram presentes em pelo menos 50% (15/30) dos 

pacientes analisados: a c.2612C>T no gene BRCA1, encontrada em 24 pacientes, 

caracterizada por uma mudança do aminoácido Prolina (Pro) 871 para Leucina 

(Leu) 871; e o c.344T>C no gene EPCAM, presente em 17 pacientes, que resultou 

na mudança do aminoácido Metionina (Met) 115 para Treonina (Thr) 115. De todas 

as mutações encontradas, dezoito já haviam sido relacionadas a outros tipos de 

neoplasia na literatura pesquisada (Tabela 3). 
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Tabela 3. Variantes encontradas e já relacionadas a neoplasias na literatura pesquisada. 

Gene dbsnp 
 

Locus Coding Protein MAF CAD
D 

Varsome Function Cancer 

BRCA1 rs799917 chr17:41244936 
 

c.2612C>T p. Pro871Leu 0.334 17.97 Benigna missense Mama*;  
Ovário 

Gástrico; Esofágico*; 
Leucemia; 

Glioblastoma*; 
Linfoma*; 
Pulmão* 

EPCAM rs1126497 chr2:47601106 
 

c.344T>C p. Met115Thr 0.456 15.35 Benigna missense Mama*; 
Colo de útero*; 

Pulmão*; 
Carcinoma 

hepatocelular*; 
Vesícula biliar 

BRCA1 
 

rs16941 chr17:41244435 
 

c.3113A>G 
 

p. Glu1038Gly 
 

0.336 
 

15.19 
 

Benigna missense Mama; 
Ovário 

Linfoma 
Gástrico 

Câncer geral; 

MLH1 
 

rs1799977 
 

chr3:37053568 
 

c.655A>G 
 

p. Ile219Val 
 

0.13 
 

21.8 
 

Benigna missense CAP* 
Mama* 
Ovário 

Leucemia linfoblástica 
aguda* 

Colorretal 
Tireoide 
Pulmão* 

Endometrial 

BRCA2 
 

rs766173 
 

chr13:32906480 
 

c.865A>C 
 

p. Asn289His 
 

0.074 
 

17.23 
 

Benigna missense Mama* 
Pâncreas 
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BRCA1 
 

rs1799950 
 

chr17:41246481 
 

c.1067A>G 
 

p. Gln356Arg 
 

0.022 
 

17.80 
 

Benigna missense CAP* 
Mama* 
Ovário* 

BRCA2 
 

rs1799954 
 

chr13:32914592 
 

c.6100C>T 
 

p. Arg2034Cys 
 

0.001 
 

20.4 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense Mama 
Leucemia linfocítica 

crônica* 

BRCA1 
 

rs4986850 
 

chr17:41245471 
 

c.2077G>A 
 

p. Asp693Asn 
 

0.034 
 

15.84 
 

Benigna missense Mama* 
Ovário 

BRCA1 
 

rs1799967 
 

chr17:41222975 
 

c.5019G>A 
 

p. Met1673Ile 
 

0.011 
 

22.0 
 

Benigna missense Mama* 

BRCA2 
 

rs11571833 
 

chr13:32972626 
 

c.9976A>T 
 

p.Lys3326Ter 
 

0.004 
 

36 
 

Provavelment
e Benigna 

 

nonsense CAP 
Mama* 
Ovário* 
Pulmão* 

Trato urinário 
Adenoma ductal 

esporádico* 
Trato aerodigestivo 

Melanoma 
Pâncreas* 

BRCA1 
 

rs1800709 
 

chr17:41245027 
 

c.2521C>T 
 

p.Arg841Trp 
 

0.002 
 

21.8 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense Mama 
Ovário 

BRCA2 
 

rs4987047 
 

chr13:32953529 
 

c.8830A>T 
 

p. Ile2944Phe 
 

0.009 
 

24.2 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense CAP 
Mama 
Ovário 

 

MLH1 
 

rs63750447 
 

chr3:37067240 
 

c.1151T>A 
 

p.Val384Asp 
 

0.005 
 

29.2 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense Mama 
Colorretal* 

Síndrome de Lynch 
Gástrico 
Pâncreas 

Câncer Geral 

BRCA2 
 

rs11571769 
 

chr13:32953550 
 

c.8851G>A 
 

p.Ala2951Thr 
 

0.01 
 

26.2 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense CAP 
Mama 
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Legenda: (_) MAF não encontrado;(*) Neoplasia associada estatisticamente a variante. 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

MLH1 
 

rs35502531 
 

chr3:37089130 
 

c.1852_1853d
elAAinsGC 

 

p.Lys618Ala 
 

0.003 
 

27.2 Provavelment
e Patogênica 

missense Colorretal 
Síndrome de Lynch 

Rim 
Gástrico 

MSH6 
 

rs1800938 
 

chr2:48025782 
 

c.660A>C 
 

p.Glu220Asp 
 

_ 18.88 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense Colorretal 

PMS2 
 

rs1802683 
 

chr7:6013049 
 

c.2570G>C 
 

p. Gly857Ala 
 

0.44 
 

15.43 
 

Benigna missense Câncer Geral 
Síndrome de Lynch 

MSH6 rs34625968 
 

chr2:48033700 
 

c.3911G>A p.Arg1304Lys 
 

0.003 
 

23.4 
 

Provavelment
e Benigna 

 

missense Ovário 
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Das variantes encontradas no nosso estudo 5 já foram relacionadas ao CaP. 

A tabela 4 relaciona as variantes encontradas na nossa amostra e já descritas em 

pacientes portadores de CaP. 
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Tabela 4. Variantes relacionadas com o câncer de próstata. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

 

 

Gene dbsnp 
 

Locus Coding Protein MAF CADD Varsome Function 

MLH1 
 

rs1799977 
 

chr3:37053568 
 

c.655A>G 
 

p. Ile219Val 
 

0.13 
 

21.8 
 

Benigna missense 

BRCA1 
 

rs1799950 
 

chr17:41246481 
 

c.1067A>G 
 

p. Gln356Arg 
 

0.022 
 

17.80 
 

Benigna missense 

BRCA2 
 

rs11571833 
 

chr13:32972626 
 

c.9976A>T 
 

p.Lys3326Ter 
 

0.004 
 

36 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

nonsense 

BRCA2 
 

rs4987047 
 

chr13:32953529 
 

c.8830A>T 
 

p. Ile2944Phe 
 

0.009 
 

24.2 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

BRCA2 
 

rs11571769 
 

chr13:32953550 
 

c.8851G>A 
 

p.Ala2951Thr 
 

0.01 
 

26.2 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 
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Segundo os bancos de dados utilizados para a realização do levantamento 

bibliográfico das variantes, quatro nunca foram relacionadas a algum tipo de 

neoplasia (Tabela 5).  

A mutação missense Thr1582Ile, localizada no gene BRCA1, foi identificada 

no banco de dados Clinvar a partir do seu dbsnp, no entanto o código (c.1370C>T) 

e a proteína (Thr457Ile) encontrados não foram correspondentes aos achados em 

nosso estudo.  

A mutação Thr728Ala não foi relacionada ao câncer na plataforma Clinvar. 

Dois laboratórios a classificaram como benignas, dois como provavelmente benigna 

e um como VUS. Igualmente, a variante que substitui o aminoácido Alanina (Ala) 

2915 em Valina (Val), localizada no gene BRCA2 está classificada como VUS na 

plataforma Clinvar e nunca foi relacionada a alguma neoplasia (Tabela 5). 
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Tabela 5. Variantes não relacionada a neoplasias na literatura. 

 

Legenda: (_) MAF não encontrado. 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

 

 

Gene dbsnp 
 

Locus Coding Protein MAF CADD Varsome Function 

BRCA1 
 

rs56158747 
 

chr17:41223249 
 

c.4745C>T 
 

p.Thr1582Ile 
 

0.002 
 

21.9 
 

Provavelmente 
Benigna 

 

missense 

MSH6 
 

rs730881801 
 

chr2:48028226 
 

c.3104G>T 
 

p.Arg1035Leu 
 

_ 27.0 
 

Significado 
Incerto 

 

missense 

PMS2 
 

rs141893001 
 

chr7:6018320 
 

c.2182A>G 
 

p.Thr728Ala 
 

_ 17.43 
 

Benigna 
 

missense 

BRCA2 
 

rs1310128359 chr13:32950918 
 

c.8744C>T 
 

p.Ala2915Val 
 

_ 15.95 Significado 
Incerto 

 

missense 
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Quatro mutações nunca descritas foram identificadas em nosso estudo, as 

mesmas serão validadas pelo método de sequenciamento de Sanger para que 

possam ser anexadas aos bancos de dados públicos (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Variantes não descritas 

Gene dbsnp 
 

Locus Coding Protein Function 

EPCAM 
 

rs111849096:rs112
6497:rs115212523 

 

chr2:47601106 
 

c.344_345delTGi
nsCA 

 

p.Met115Thr 
 

missense 
 

MSH6 
 

rs751838296 
 

chr2:48010487 
 

c.115_116insA 
 

p.Gly39fs 
 

frameshiftIns
ertion 

 

MSH2 
 

* chr2:47641555 
 

c.941_942insA 
 

p.Gln314fs 
 

frameshiftIns
ertion 

 

PMS2 
 

rs373630535:rs587
779335:rs6375166

6 
 

chr7:6018314 
 

c.2186_2187delT
C 
 

p.Leu729fs 
 

frameshiftDel
etion 

 

Legenda: (*) Não encontrado. 

Fonte: Duarte, K. (2019). 
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6.5. Genealogia  

 

Selecionamos 5 casos dentro do nosso estudo para representar a genealogia. 

Três probandos foram escolhidos devido ao número de indivíduos acometidos por 

neoplasia no histórico familiar. Os outros dois casos estudados apresentavam 

também histórico familiar para neoplasia, sendo que um paciente apresentou uma 

mutação não descritas previamente e o outro uma mutação classificada como 

provavelmente patogênica.  

 

• Probando I 

 

O probando recebeu o diagnóstico de CaP aos 57 anos, seu IMC era 30,23 kg/m² 

(obesidade grau II). O estadiamento patológico revelou tratar-se de neoplasia 

localmente avançada (pT3b). O escore de Gleason foi 7 (3 + 4). Esse probando foi 

excluído pois não apresentou nenhuma variante dentro dos critérios, no entanto 

apresentou casos de neoplasia na família (Figura 18).  

 

Figura 18. Heredograma do probando I. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 
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• Probando II 

 

O probando foi diagnosticado aos 56 anos, apresentava IMC de 27,99 kg/m², 

considerado como sobrepeso (Figura 19). O estadiamento patológico revelou 

doença em ambos os lobos da próstata, entretanto confinado a mesma (pT2c). O 

escore de Gleason foi 7 (4 + 3). Esse paciente apresentou recidiva bioquímica 

(Figura 18). Neste probando também foram detectadas duas variantes classificadas 

como benignas e duas provavelmente benignas, localizadas nos genes BRCA1, 

BRCA2 e EPCAM. Das variantes encontradas duas foram as mais frequentes 

descritas no nosso estudo, sendo uma nunca associada a qualquer neoplasia 

(Thr1582Ile) e outra já relacionada ao CaP (Ile2944Phe) (KOTE-JARAI et al., 2011). 

 

Figura 19. Heredograma do probando II. 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

• Probando III 

 

Nessa família, o probando foi diagnosticado aos 55 anos, realizou 

radioterapia adjuvante após o tratamento o tratamento cirúrgico (Figura 20). O IMC 

era 25,86 kg/m² ao diagnóstico (sobrepeso), o escore Gleason totalizou 7 (3 + 4). O 
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estadiamento patológico revelou doença localmente avançada (pT3b). O paciente 

estava com suspeita de metástase na coluna no momento das análises. O probando 

apresentou cinco variantes benignas nos genes BRCA1, MLH1 e EPCAM. Sendo 

duas mutações frequentes em mais de 50% dos pacientes do estudo. Cabe salientar 

que a variante I219V é uma das mais frequentes na literatura relacionada ao CaP e 

a outras neoplasias (BURMESTER et al., 2004; FREDRIKSSON et al., 2006; LI et 

al., 2017; MATHONNET et al., 2003; SAPKOTA et al., 2013). Neste probando duas 

variantes (Glu1038Gly e Asp693Asn) relacionadas ao câncer de mama também 

foram identificadas (KONECNY; MILLY; ZAVODNA, 2011; RICKS-SANTI et al., 

2013; SAGNA et al., 2019). 

 

Figura 20. Heredograma do probando III. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

• Probando IV 

 

O probando diagnosticado aos 52 anos (Figura 21). O estadiamento 

patológico revelou a presença de neoplasia localizada acometendo ambos os lobos 

da próstata (pT2c). O IMC ao diagnóstico foi de 23, 46 kg/m², e o escore de Gleason 

totalizou 7 (3 + 4). O probando IV apresentou uma variante classificada como 

benigna no gene BRCA1, outra provavelmente benigna no MSH6 já descritas em 

pacientes com tumor de ovário (HUO et al., 2009; PAL et al., 2012; SHI et al., 2017; 
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SIRISENA et al., 2018; XU et al., 2018). Outra mutação ainda não descrita no gene 

EPCAM também foi detectada. 

 

Figura 21. Heredograma do probando IV. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

• Probando V 

 

O probando V recebeu o diagnóstico de CaP aos 57 anos (Figura 22). O 

estadiamento patológico revelou doença acometendo ambos os lobos prostáticos, 

porém confinada a glândula(pT2c). O escore Gleason totalizou 6 (3 + 3), sendo IMC 

20, 83 kg/m² ao diagnóstico. O probando apresentou três variantes benignas nos 

genes EPCAM e BRCA1 e uma provavelmente patogênica no gene MLH1. As 

mutações benignas Met115Thr, Pro871Leu e Glu1038Gly foram detectadas 

respectivamente em 17, 24 e 14 indivíduos da nossa amostra. Já mutação descrita 

como provavelmente patogênica Lys618Ala foi associada a SL e ao câncer de 

colorretal (ANDERSEN et al., 2012; THOMPSON et al., 2013).  
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Figura 22. Heredograma do probando IV. 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 
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7. DISCUSSÃO 
 

7.1. BRCA1 como o gene mais mutado  

 

O BRCA1 foi o gene mais mutado em nosso estudo, responsável por 44% do 

total das alterações encontradas. Grande parte dos estudos de análise de variantes 

germinativas em CaP, apresentam o BRCA2 como o gene que apresenta o maior 

número de mutações, e associado ao elevado risco de desenvolvimento da doença 

(LECARPENTIER et al., 2017; LEONGAMORNLERT et al., 2012; NYBERG et al., 

2019; OH et al., 2019). No entanto essa controvérsia em relação aos nossos 

resultados pode estar associada a população estudada. Além do número reduzido 

da nossa amostra, nossa população é extremante miscigenada levantando a 

hipótese de um perfil genético diferente do já descrito em outros estudos. 

A variante missense Pro871Leu localizada no BRCA1 foi identificada em 24 de 

29 pacientes. Esse polimorfismo também foi detectado em pacientes portadores de 

inúmeras neoplasias, principalmente no câncer de mama (HUO et al., 2009; 

SIRISENA et al., 2018; SMOLARZ et al., 2017). O estudo de SHI et al. (2017) 

verificou a associação da progressão do câncer de mama triplo-negativo com a 

variante genética funcional Pro871Leu, e concluiu que esta variante está associada 

ao risco aumentado do avanço da doença (SHI et al., 2017). Autores também 

sugeriram que que esse polimorfismo, localizado no C-terminal (BRCT) do gene 

BRCA1, pode interferir na interação do BRCA1 com Acetil Coenzima A Carboxilase 

(ACCA). O BRCA1 interage com a forma fosforilada da ACCA, a (P-ACCA), e a 

formação desse complexo afeta a atividade do ACCA, que consequentemente afeta 

a lipogênese celular (MOREAU et al., 2006). Os ácidos graxos são necessários para 

a biogênese da membrana celular, especialmente em células tumorais, devido ao 

seu alto nível de divisão. O CaP está relacionado a desregulação do metabolismo 

dos ácidos graxos, e a alta taxa de síntese de ácidos graxos foi observada em 

amostras de tecido tumoral obtidos após a prostatectomia radical (EPSTEIN; 

CARMICHAEL; PARTIN, 1995; LIU, 2006; WU et al., 2014). Sugerindo que a 

presença desse polimorfismo em 82,7% da nossa amostra pode ter contribuído no 

processo de desenvolvimento tumoral. 
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A variante Gln356Arg no gene BRCA1 foi identificada em nosso estudo. Essa 

variante é comumente descrita em pacientes com câncer de mama (RICKS-SANTI 

et al., 2011; ROMANOWICZ et al., 2016). Bem como, associada ao risco de CaP 

em homens portadores da doença localizada (SANCHEZ et al., 2016). Douglas e 

colaboradores também associaram essa variante a neoplasia prostática, e 

estimaram que homens portadores desse polimorfismo apresentavam duas vezes 

mais chances de desenvolver essa doença (DOUGLAS et al., 2007). 

Presente em 48,3% dos pacientes em nosso estudo a variante Glu1038Gly 

no BRCA1 foi descrita na literatura em pacientes com câncer de mama em diversas 

populações, alemã, itáliana, norte americana, sueca, grega, espanhola, chinesa e 

brasileira, sendo mais prevalente na população espanhola, sugerindo que a 

presença desse polimorfismo pode representar um efeito fundador de origem 

espanhola (BORG et al., 2010; GHAFOURI-FARD; DIANATPOUR; FARAMARZI, 

2018; JARA et al., 2004; KONSTANTOPOULOU et al., 2000). Estudos mostram que 

a heterogeneidade genética das populações é derivada da ancestralidade, 

principalmente em populações miscigenadas que possuem ascendência oriunda de 

vários continentes (HUNTER et al., 2018; MCHUGH; BROWN; THORNTON, 2016). 

O Brasil detém de uma população altamente miscigenada, essa variabilidade 

genética pode impactar a biologia tumoral, no entanto o tamanho de nossa amostra 

foi fator limitante para conclusões. 

 

7.2. EPCAM 

 

O EPCAM foi o segundo gene mais mutado em nosso estudo, confirmando 

dados da literatura. As variantes detectadas no EPCAM foram responsáveis por 

16% de todas as alterações identificadas, a variante Met115Thr localizada nesse 

gene, foi encontrada em 17 de 29 pacientes. Outros autores mostram que o EPCAM 

desempenha um importante papel nos processos de proliferação, adesão, 

sinalização e migração de células cancerígenas (TRZPIS et al., 2007). A 

superexpressão do EPCAM induz o oncogene c-myc e genes reguladores do ciclo 

celular como as ciclinas A e E, sugerindo que o EPCAM regula positivamente o c-

myc em células epiteliais, resultando no aumento da proliferação e metabolismo 

celular em neoplasias (LINNENBACH et al., 1993; MÜNZ et al., 2004). O aumento 
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de sua expressão é comumente encontrado em carcinomas em geral, 

principalmente em pacientes portadores de CaP, estando associado a metástases 

ósseas e a pior sobrevida (HU et al., 2019; NI et al., 2012; XU; ZHAO; HOU, 2014). 

 

7.3. PMS2 

 

Identificamos mutações missenses e frameshift deletion localizadas no gene 

PMS2. Nossos achados reforçam a literatura disponível. A proteína codificada pelo 

gene PMS2 une-se a proteína MLH1, formando um complexo proteico conhecido 

como MutLα, responsável pelo recrutamento das proteínas necessárias para o 

reparo do DNA. A ausência do heterodímero funcional MLH1/PMS2 foi observada 

em 2,6% das amostras de tecido de pacientes com CaP localizado e em 6% de 

portadores de CPRC. Os autores concluíram que a ausência dessas proteínas é um 

achado frequente nos pacientes de CaP (NGHIEM et al., 2016).  

 

7.4. MLH1 

 

Nosso estudo apresentou 13 variantes missenses no MLH1. O reparo do 

material genético é iniciado com a ligação dos heterodímeros MutSα (MSH2 e 

MSH6) ou Mutβ (MSH2 e MSH3) a uma incompatibilidade, posteriormente o 

complexo MutLα (MLH1 e PMS2) é recrutado para formação de um heteroduplex. 

Mutações germinativas no gene MLH1 já foram descritas em pacientes com CaP na 

literatura (PILIÉ et al., 2017). O polimorfismo Ile219Va foi encontrado em 11 

pacientes do nosso estudo, essa variante já foi associada a neoplasia prostática e 

ao risco da doença mais agressiva em homens caucasianos portadores de CaP 

(BURMESTER et al., 2004; LANGEBERG et al., 2010). A mutação Lys618Ala 

também identificada por nós no gene MLH1 foi classificada como provavelmente 

patogênica, apresentou 49.28 como pontuação PHRED, e é caracterizada por uma 

deleção dos nucleotídeos AA e inserção de GC. O probando V foi diagnosticado 

com CaP aos 57 anos, e apresentou essa mutação no gene MLH1, seu pai era 

portador câncer de pescoço e o tio materno manifestou a neoplasia prostática aos 
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72 anos de idade. A nossa hipótese é que essa mutação germinativa afetou o 

mecanismo de reparo do DNA desse paciente, bem como pode estar presente em 

outros indivíduos da família. Para a confirmação dessa hipótese iremos convidar os 

parentes deste indivíduo que foram acometidos por neoplasia para a análise de 

mutações germinativas em genes de reparo do DNA. Realizaremos também a 

análise da amostra tumoral para verificar se a mutação está presente no tecido. 

 

   

7.5. BRCA2  

 

Em nosso estudo, 9% das variantes  estavam localizadas no gene BRCA2, 

em contrapartida, no trabalho de Pritchard e colaboradores em pacientes portadores 

de CaP metastático, 44% das alterações encontradas foram no gene BRCA2 

(PRITCHARD, 2016). A divergência em relação aos nossos achados pode estar 

associada a inúmeros fatores, como o baixo número amostral de pacientes, e 

estádio tumoral, já que nossa amostra foi composta por pacientes portadores de 

doença localizada.  

No estudo de PRITCHARD e colaboradores também foi identificado a 

mutação nonsense Lys3326Ter, igualmente presente em nossos resultados. 

Inicialmente essa variante foi considerada como patogênica, pois é uma alteração 

de perda de aminoácidos, no entanto laboratórios e pesquisadores a classificaram 

como benigna (JOHNSON et al., 2007; MICHAILIDOU et al., 2013; PALMIROTTA 

et al., 2018; THOMPSON et al., 2015). Essa mutação rara apresentou uma 

pontuação PHRED de 36. Uma possível explicação para este achado é o fato que 

muitas vezes mutações isoladas podem não serem capazes de desencadear um 

processo tumorigênico isoladamente, no entanto aliado a outras alterações e fatores 

exógenos comportamentais podem contribuir para o processo de carcinogênese. 

Duas variantes identificadas em nosso estudo, a mutação Ile2944Phe e a 

Ala2951Thr, ambas localizadas no gene BRCA2, também apresentaram pontuação 

PHRED de 24.2 e 26.2, respectivamente, considerado um alto grau de 

patogenicidade pelo CADD. As duas variantes também foram detectadas por outros 
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autores em pacientes com CaP, reforçando nossos achados (EDWARDS et al., 

2003; KOTE-JARAI et al., 2011).   

Nossa hipótese foi reforçada por um estudo recente que demonstrou a 

associação de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 com escores de Gleason 

mais elevados em pacientes portadores de CaP localizado (MARSHALL et al., 

2019). 

 

7.6. MSH6 

 

No nosso estudo, variantes do gene MSH6 foram detectadas em apenas 4% 

das alterações encontradas. A variante mais frequente no nosso estudo do gene 

MSH6 foi a Glu220Asp, classificada como provavelmente benigna, e já descrita em 

estudos com pacientes portadores de câncer de colorretal, porém também presente 

no grupo controle, sugerindo um polimorfismo (KIM et al., 2004; OKKELS et al., 

2012). Antonarakis e colaboradores avaliaram pacientes portadores de CAP 

metastático, os autores revelaram que 46% das alterações nos genes de reparo e 

incompatibilidade estavam presentes no gene MSH6 (ANTONARAKIS et al., 2019). 

Uma possível explicação para nossos achados se baseia no fato da população 

estudada, nossa amostra foi constituída por pacientes portadores de CaP localizado 

ou localmente avançado, diferente do estudo de Antonarakis e colaboradores, não 

foram incluídos pacientes metastáticos, nos quais as mutações dos genes de reparo 

do DNA são mais frequentes. 

Muitos estudos de sequenciamento mostram que pacientes com CaP 

apresentam variantes em inúmeros genes de reparo do DNA. Quando mais de um 

gene de reparo sofre alteração a capacidade de reparo do material genético é 

comprometida, conduzindo muitas vezes a um quadro de doença mais agressiva. 

Os oito genes de reparo que analisamos, interagem entre si (FIGURA 23), conforme 

observado pelo banco de dados STRING, sugerindo que para a realização dos 

processos de restauro de dano no DNA sua ligação é imprescindível. As interações 

destes genes reforçam a complexidade dos mecanismos de reparo essenciais para 

bom funcionamento ou apoptose celular. 
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Figura 23. Protein Protein Interaction dos genes de reparo do DNA selecionados para o 
estudo. 

 

 

Fonte: Duarte, K. (2019). 

 

7.7. Ausência de variantes no gene TP53 

 

A importância do gene TP53 para a manutenção da estabilidade genômica 

já foi amplamente descrita. Mutações nesse gene é frequentemente encontrada em 

tumores, quando essas ocorrem na linhagem germinativa são caracterizadas pela 

síndrome de li-fraumeni. Em nosso estudo após a aplicação dos filtros, o TP53 não 

apresentou nenhuma mutação. Uma provável explicação para a ausência de 

alterações nesse gene, é devido alterações neste gene estarem mais relacionadas 

a variantes somáticas. Segundo a teoria dos “two hits”, baseada em um modelo de 

retinoblastoma, publicada em 1971 por Alfred Kundson, uma célula necessita perder 

ambas as cópias funcionais do gene para o desenvolvimento do câncer, 

desencadeada por mutações que inativam os alelos. Kundson (2001) observou que 

os “two hits” necessários para o desenvolvimento do retinoblastoma em indivíduos 

com a doença unilateral eram causados por variantes somáticas, e em pacientes 

com a doença bilateral que eram portadores de mutações germinativas no gene Rb, 
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necessitavam de apenas mais “one hit” para a desfuncionalização do gene, 

provocada por variantes somáticas (ALFRED G.KNUDSON, 2001). 

 

7.8. Variantes para validação  

 

Quatro mutações encontradas em nosso estudo, não foram identificadas em 

nenhum banco de dados. Essas variantes serão validadas pelo método de 

sequenciamento de Sanger e, se confirmadas, anexadas nos bancos de dados 

públicos. Os genes que apresentaram variantes foram o EPCAM, MSH6, MSH2 e 

PMS2. Um paciente foi portador de duas variantes não descritas, no gene EPCAM 

e MLH1, se a validação dessas variantes confirmar patogenicidade, sugere-se que 

o mecanismo de reparo pode estar profundamente danificado. 

O probando IV foi portador de uma mutação não descrita no gene EPCAM, o 

pai desse indivíduo foi diagnosticado com CaP. Essa associação da mutação com 

o histórico familiar da neoplasia prostática sugere segregação. Caso confirmada sua 

patogenicidade, teremos uma nova variante relacionado ao CaP. Iremos convidar o 

pai deste indivíduo, para a realização do sequenciamento. Realizaremos também a 

análise da amostra tumoral para verificar se a mutação está presente no tecido. 

O probando I, não apresentou mutações germinativas após as aplicações dos 

filtros nos genes analisados. Em contrapartida, seu pai com foi diagnosticado com 

CaP, seu irmão com câncer e a sua irmã com câncer de intestino. Provavelmente 

este paciente apresenta variantes germinativas em genes de reparo do DNA 

diferentes dos analisados em nosso estudo. 

A alta prevalência de pacientes com histórico familiar de neoplasia em nosso 

estudo, corrobora a nossa hipótese de que esses oito genes de reparo do DNA 

estão envolvidos com o CaP hereditário. 
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8. CONCLUSÃO 
 

Nosso estudo detectou a presença de variantes em 6 genes de reparo do DNA, 

dentre os oito estudados (BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e 

TP53), em uma amostra de 30 pacientes brasileiros com câncer de próstata 

localizado. O BRCA1 foi o gene mais mutado, presente em 24 pacientes dos 29. 

Após a aplicações dos filtros pré-definidos não foram detectadas variantes nos 

genes TP53 e MSH2. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 
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9. LIMITAÇÕES DO ESTUDO  
 

 Uma das limitações do nosso estudo foi o pequeno número da amostra, 

portanto a realização de um trabalho com um maior número de pacientes, forneceria 

uma ampla visualização do perfil de mutações em pacientes com CaP localizado. 

Bem como, a idade dos pacientes, pacientes diagnosticados com CaP antes dos 50 

anos, pois aumentaria a probabilidade de casos de câncer familiar. 

Outro fator limitante foi o número de genes sequenciado no painel. A 

utilização de um painel com mais genes envolvido no reparo do DNA certamente 

poderia trazer mais informações. 

O sequenciador que utilizamos (Ion Torrent PGM), adota fragmentos de 200 

bp. Mutações nas regiões de ligação, podem não ser visualizadas.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10. PRÓXIMOS PASSOS 
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10. PRÓXIMOS PASSOS 
 

Sequenciamento do tecido tumoral para a verificação da presença da 

mutação, sendo mais um dado para consolidar a relação da variante encontrada 

com a neoplasia na população brasileira; 

As variantes não descritas e as não relacionadas ao CaP na literatura, serão 

validadas e anexadas aos bancos de dados públicos; 

Realizaremos novo estudo com uma amostra maior de pacientes; 

Realização de estudos funcionais das mutações encontradas; 

 Proposta de novo estudo com uma amostra maior de pacientes. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO PELO CÔMITE DE ÉTICA 
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO DA UNIVERSIDADE DE 

SÃO PAULO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Prezado Senhor (a), 

Estamos realizando o trabalho de pesquisa chamado “Análise de genes associados a uma 

predisposição hereditária no risco de desenvolvimento do câncer de próstata na 

população brasileira”. 

Nesse trabalho, caso o senhor (a) ou seu familiar concorde em participar, 

estudaremos estruturas chamadas genes que formados por um conjunto de DNA, 

localizadas dentro das nossas células (as células são pequenas unidades responsáveis pelas 

estruturas e funções do nosso corpo), que serão analisadas a partir da coleta de sangue. 

Para obter um maior conhecimento clínico e científico do câncer de próstata, o 

corpo clínico deste hospital (médicos e pesquisadores), desenvolve pesquisa clínica 

científica. Através desta pesquisa é possível conhecer melhor os mecanismos da doença 

com o objetivo de oferecer novas possibilidades de diagnóstico e tratamento. Este trabalho 

envolve a busca, em neoplasias da próstata, mutações genéticas em genes pré-selecionados 

possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias clínicas e terapêuticas. 

 Caso o senhor (a) ou seu familiar, concorde em participar do estudo é importante 

que saiba que: 

 Garantimos ao senhor (a) que sua participação não implicará em nenhum 

procedimento ou despesa adicional e que sua identidade será sempre mantida em sigilo. 

Tanto os materiais coletados como as informações registradas serão usadas, futuramente, 

apenas em pesquisas aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FMRP-USP, após seu 

consentimento para participação na pesquisa, bem como consentimento para guarda de 

seu material biológico no “Banco de amostras de tumores urogenitais”, vinculado ao 

Departamento de Cirurgia e Anatomia desta instituição.  

 Reafirmamos que sua participação é voluntária e que o senhor (a) pode recusar-se 

a ceder o material ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem penalidades, 

sem prejuízos e sem mudança no seu tratamento nesta instituição. 

  Estou ciente que minha participação é isenta de despesas ou ganhos financeiros e 

que isto não irá interferir no meu tratamento. 

Se o (a) senhor (a) tiver alguma consideração ou dúvida sobre este trabalho, entre 

em contato com os responsáveis por esta pesquisa: Prof. Dr. Rodolfo Borges dos Reis (16) 

36022506; Cláudia Tarcila Gomes Sares (Biomédica) (16) 36023298; Kelly Gomes Duarte 
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(Bióloga) (16) 992469376 ou com o Comitê de Ética em Pesquisa do HCFMRP-USP (16) 

36022-2228. 

Declaro estarem claros para mim quais são os objetivos desta atividade, como participarei, 

terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei esclarecimentos a qualquer 

momento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO 

      Ribeirão Preto, _______ de __________ de __________. 

 

Eu, _________________________________, aceito espontaneamente participar deste trabalho, 

podendo desistir a qualquer momento, se assim achar conveniente. 

 

                Pesquisadores responsáveis pelo desenvolvimento da pesquisa 

                                  Prof. Dr. Rodolfo Borges dos Reis (16) 36022506 

_____________________________________________________________________ 

 

                                Kelly Gomes Duarte (Bióloga) (16) 992469376 

_____________________________________________________________________ 
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ANEXO C – DOCUMENTO BIORREPOSITÓRIO 
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ANEXO D – APOIO FINANCEIRO 

 

 “O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 
Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de 
Financiamento 001”. 
 

 


