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Resumo

O mieloma mudltiplo (MM) € uma doenca neoplasica caracterizada pelo acimulo de plasmécitos
na medula 6ssea (MO) com conseqiiente ostedlise, comprometimento da hematopoese e da
sintese das imunoglobulinas normais e com a producdo de imunoglobulina monoclonal ou de
seus fragmentos. A sobrevida observada para pacientes com a doenca varia de alguns meses a
dez anos ou mais, o que impde a busca de fatores prognésticos para a identifica¢do de grupos
gue devam receber tratamento mais agressivo para o controle da doenga. As anormalidades do
cariotipo foram descritas, em geral, como fatores com valor prognéstico desfavoravel. Por outro
lado, ndo se encontram suficientemente estabelecidos os valores prognésticos das
anormalidades numéricas do cromossomo 17 e das delegcbes e mutagdes do gene p53 em
pacientes com MM. Frente ao exposto, estes constituiram os objetivos deste estudo. Para
cumprir tais objetivos, foram avaliados 60 pacientes com MM no periodo de margo de 1999 a
dezembro de 2000. A avaliacdo das anormalidades numeéricas do cromossomo 17 foi realizada
por meio da analise citogenética convencional e do método de hibridizacdo in situ com
fluorescéncia (FISH), enquanto que a avaliagao das delegdes do gene foi realizada por meio do
meétodo FISH. As mutagdes do gene p53 foram investigadas por meio da reacado em cadeia da
polimerase, do polimorfismo de conformac¢do em hélice simples e de seqlUenciamento. Nao
foram identificadas mutagoes do gene p53 em qualquer dos pacientes incluidos no estudo. Em
contraste, as delegbes do gene, predominantemente monoalélicas, foram identificadas em
15,7% deles. Observamos ainda, que os pacientes com a dele¢do do gene p53 apresentaram
menor probabilidade de sobrevida do que aqueles sem a delecdo do gene
(P= 0,0006). A mediana dos tempos de sobrevida global de pacientes do primeiro grupo foi
menor do que a observada em pacientes do segundo grupo (7,5 e 17,0 meses,
respectivamente; P= 0,05). Frente a estes resultados, pudemos concluir que a dele¢ao do gene

p53 constituiu um fator preditivo de menor sobrevida, em nossos casos.



Summary

Multiple myeloma (MM) is a neoplastic disease characterized by the accumulation of plasma
cells in the bone marrow (BM) with consequent osteolysis, comprimising hematopoiesis and the
synthesis of normal immunoglobins and the production of monoclonal immunoglobin or its
fragments. The survival observed for patients with the disease varies from a few months to ten
years or more, which makes the search for prognostic factors for the identification of groups
which require more aggressive treatment for the control of the disease. Abnormalities of the
karyotype have been described, in general, as factors with desfavorable prognostic value. On
the other hand, the prognostic values of the numerical abnormalities of chromosome 17, and of
the deletions and mutations of the p53 gene have not been sufficiently established as prognostic
values in patients with MM. Thus, these were the objectives of this study. To view these
objectives, 60 patients with MM were evaluated in the period of March, 1999 to December, 2000.
The evaluation of the numerical abnormalities of chromossome 17 was performed by
cytogenetic analysis and by the fluorescence in situ hybridization method (FISH), whilst the
evaluation of p53 deletions was performed by FISH. The evaluation of p53 gene mutations was
carried out using polymerase chain reaction, single strand conformation polymorphism and the
sequencing. No mutations in the p53 gene were detected in any of the patients enroled in the
study. In contrast, deletions of the gene, predominantly monoallelic, were identified in 15.7% of
them. Furthermore, we observed that patients with p53 deletions demonstrated a lower
probability of survival than those without gene deletion (P= 0.0006). The median survival time of
the patients of the first group was lower than that observed in the second group of patients (7.5
and 17.0 months, respectively; P= 0.05). From these resuits, we may conclude that deletion of

the p53 gene constituted a predictive factor of shorter survival, in our cases.
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Introducgdo

1. Consideragoes gerais

Desde a sua primeira descricdo na metade do século XIX por John Dalrymple,
Henry Bence Jones e William Macintyre (CLAMP, 1967), o mieloma multiplo (MM) foi
extensivamente investigado em suas caracteristicas clinicas e laboratoriais. Entretanto,
varios de seus aspectos, como a etiologia e a fisiopatologia, ainda estdo por ser
determinados com exatidéo, o que justifica a busca de maiores conhecimentos sobre
ele.

A incidéncia do MM é de aproximadamente quatro casos por 100.000 habitantes
por ano ou 13.000 casos por ano, nos Estados Unidos da América (BARLOGIE et al.,
2001; MEDEIROS, 2001) e aumenta com a idade, de forma semelhante s demais
doengas neoplasicas (BARLOGIE et al., 2001). A distribuicdo dos pacientes de acordo
com a idade apresenta uma média de 65 anos (SMADJA et al., 1995; DRACH et al.,
1998, PEREZ-SIMON et al., 1998, BARLOGIE et al., 2001; MEDEIROS, 2001). Os
pacientes do sexo masculino sdo mais frequentemente acometidos do que os do sexo
feminino, guardando entre si uma relagado de 1,4: 1,0 (BARLOGIE et al., 2001).

Nao ha dados confiaveis sobre a incidéncia da doenca em nosso meio, como
possivel consequéncia das deficiéncias de diagnostico ou ainda, da falta de notificacdo

de casos diagnosticados.

2. Aspectos clinicos

O MM é uma doenga caracterizada pela proliferagao neoplasica de plasmacitos
na medula 6ssea (MO). A formacgdo de tumores de plasmoécitos determina a faléncia da
MO, a ostedlise, a supressdo da sintese das imunoglobulinas normais e a producéo de
imunoglobulina monoclonal ou de seus fragmentos (BARLOGIE et al., 2001).

Os principais sinais e sintomas da doenga incluem a fraqueza, a dor 6ssea, as
fraturas patolégicas e o aumento da susceptibilidade a infecgdes bacterianas. Qutra
manifestagcao freqUente € a insuficiéncia renal determinada principalmente, pela



Introducdo

toxicidade dos fragmentos das imunoglobulinas para o rim (SALMON & CASSADY,
1993; BOCCADORO & PILERI, 1997; BARLOGIE et al., 2001).

O diagnéstico do MM considera o nimero de plasmocitos na MO ou
plasmocitoma em bidpsia tecidual, as concentragdes sérica e urinaria da imunoglobulina
monoclonal e a presenca de lesdes 0sseas liticas (BARLOGIE et al., 2001).

O sistema de estadiamento clinico elaborado por DURIE & SALMON (1975) tem
como base uma combinacdo de fatores relacionados com a massa tumoral, que
incluem a concentracdo da hemoglobina, as quantificagbes do calcio sérico, da
creatinina sérica e da proteina monoclonal sérica e urinaria e a extensao das lesdes
Osseas liticas. Possibilita a identificagdo de seis grupos de pacientes (IA, 1B, 1A, 1B,
lIIA, 11IB), com perspectivas de sobrevida distintas: a sobrevida média de pacientes com
estadio |IA é de 49 meses, enquanto em pacientes com estadio IlIB é de 14,7 meses
(MEDEIROS, 2001).

Durante aproximadamente trés décadas, o tratamento de pacientes com a
doenca foi realizado com a combinagéo do melphalan com a prednisona, com sucesso
limitado pelas frequentes progressdes da doenga observadas durante a interrupgéo da
terapéutica (CHEUNG & VAN NESS, 2001; MEDEIROS, 2001). Atualmente, a melhor
abordagem terapéutica consiste na administragdo de ciclos de quimioterapia com
vincristina, doxorrubicina e dexametasona (VAD) seguida do transplante autdlogo de
MO, que possibilita maiores taxas de remissdo; remissdo de maior duragdo e maior
sobrevida global do que as observadas com a quimioterapia convencional
(BOCCADORO & PILERI, 1997).

Embora inegaveis os avangos terapéuticos obtidos nos ultimos anos, a sobrevida
observada para pacientes com MM varia de alguns meses a 10 anos ou mais, com uma
mediana de trés anos (BARLOGIE et al., 1989; BOCCADORO & PILERI, 1997;
MEDEIROS, 2001), o que impde a busca de fatores prognosticos para a identificagao
de grupos de pacientes que devam receber terapéutica mais agressiva.

Os melhores indicadores de prognéstico ao diagnoéstico séao a concentragdo da
B2 microglobulina, da proteina C reativa, o indice de proliferacéo dos plasmocitos, o

estadio da doenca e as anormalidades do caridtipo (GREIPP et al.; 1993; WEH et al.,
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1993; BATAILLE et al.; 1994; FFRENCE et al.; 1995; LAl et al., 1995: SAN MIGUEL et
al., 1985, BOCCADORO & PILERI, 1997; DAVES et al., 1997; FEINMAN et al., 1997:
HAFERLACH & LOFFLER, 1997; TRICOT et al, 1997; SEONG et al., 1998:
MEDEIROS, 2001).

3. Analise citogenética convencional

Anormalidades cromossémicas foram identificadas em até 60% dos pacientes
com MM, por meio da analise citogenética convencional (DURIE, 1992: SAWYER et al.,
1995; FEINMAN et al., 1997; TRICOT et al., 1997; CALASANZ et al., 1997; SEONG et
al., 1998). Tipicamente, os pacientes com doenga avangada e aqueles com recidiva da
doenca apresentaram maiores freqiéncias de anormalidades cromossémicas quando
comparados aqueles recém diagnosticados (SEONG et al., 1998; SAWYER et al., 1995;
FEINMAN et al., 1997). Este achado provavelmente reflete o aumento da atividade
proliferativa das células tumorais com a agressividade ou a progressdo da doenga
(DREWINKO et al., 1981).

Mais da metade do numero de pacientes com MM e anormalidades do cariétipo
apresentaram a hiperdiploidia, enquanto que a pseudodiploidia e a hipodiploidia foram
identificadas em menos do que um quarto deles. Os ganhos dos cromossomos 1, 3, 5,
7,9, 11, 15 e 19 e as perdas dos cromossomos 8, 13, 14 e X foram as anormalidades
mais freqientemente identificadas (SEONG et al., 1998; SMADJA et al., 1998).

Em nosso conhecimento, o Unico estudo brasileiro sobre a identificacdo de
anormalidades cromossémicas em pacientes com MM, foi conduzido por ZAGO (1975),
que identificou a hiperdiploidia como a anormalidade mais frequente.

Delegbes parciais ou completas do brago longo do cromossomo 13 foram
identificadas em até 50% dos pacientes com MM (LAl et al., 1995; SEONG et al., 1998;
SMADJA et al., 1998).

Ja as anormalidades do cromossomo 17, como a monossomia, a trissomia e a
delecao da regiao 17p, foram descritas como achados incomuns na doenca (FEINMAN
et al., 1997).

35
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Rearranjos cromossomicos comprometendo a regido 14g32 foram identificados
em 10-40% dos pacientes com MM, por analise citogenética convencional, tendo como
parceiros os cromossomos 8, 18, 6, 11 e 16 (DEWALD et al., 1985; GOULD et al., 1988;
LAl et al., 1995; SAWYER et al., 1995; CALASANZ et al., 1997; BRIGAUDEAU et al.,
1997; NISHIDA et al., 1997; SEONG et al., 1998; SMADJA et al., 1998). Entretanto,
poucas destas translocacbes foram consideradas rearranjos recorrentes (AVET-
LOISEAU et al., 1998), sendo que a mais frequénte foi a t(11;14)(q13;932), identificada
em até 10% dos casos (DEWALD et al., 1985; GOULD et al., 1988; LAl et al., 1995;
SAWYER et al., 1995; CALASANZ et al., 1997; BRIGAUDEAU et al., 1997; NISHIDA et
al., 1997; SEONG et al., 1998; SMADJA et al., 1998).

Os pacientes com anormalidades cromossOmicas apresentaram, em geral,
menor probabilidade de sobrevida global e livre da doenga do que aqueles com o
cariétipo normal em inUmeras descrigdes prévias (WEH et al., 1993; FEINMAN et al.,
1997; TRICOT et al.,, 1997; SEONG et al., 1998 CHANG et al., 1999; MEDEIROS,
2001). Entre as anormalidades do cariétipo, a hiperdiploidia pareceu ter um significado
prognéstico melhor do que a hipodiploidia e as anormalidades estruturais dos
cromossomos 11 e 13 em pacientes com MM (SEONG et al., 1998; SMADJA et al,,
1998).

Desta forma, a analise citogenética convencional € considerada, na atualidade,
uma avaliaggdo fundamental a ser realizada em pacientes com MM. Entretanto, este
método de estudo dos cromossomos parece limitar a identificacdo da frequéncia real de
anormalidades cariotipicas, uma vez que a doenca € composta predominantemente de
células B diferenciadas com pequena atividade proliferativa. Assim, a maioria dos
cariétipos normais em pacientes com MM parece derivar de células hematopoéticas
normais € nao do clone neoplasico (FEINMAN et al., 1997).

A cultura de apenas células mononucleares da MO (LAl et al, 1995
BRIGAUDEAU et al.,, 1997) e o estimulo da proliferagdo de plasmocitos pela
interleucina 6 (IL-6) e pelo fator estimulador do crescimento de células da linhagem
granulocitica-monocitica (GM-CSF) em cultura (FACON et al., 1993; LAl et al., 1995;
SMADJA et al.; 1995; BRIGAUDEAU et al., 1997), foram utilizadas como tentativas para
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identificar a possivel freqiiéncia real de anormalidades do cariétipo em pacientes com a
doenga (FACON et al., 1993; LAl et al., 1995; SMADJA et al.: 1995: BRIGAUDEAU et
al., 1997). Entretanto, os papéis destas modificagdes do método basico de cultura de
células na proliferacéo de plasmdcitos neoplasicos permanecem incertos (FACON et
al., 1993; LAl et al., 1995; SMADJA et al.; 1995; BRIGAUDEAU et al., 1997).

4. Analise citogenética molecular

O método de hibridizacdo in sifu com a utilizacdo de fluorescéncia, conhecido
como método FISH, foi descrito por Cremer (PODDIGHE et al., 1991) e tem como base
a utilizagéo de sondas constituidas por fita de DNA (Unica ou dupla) marcadas com
fluorocromos. Estas fitas ligam-se a regides especificas do DNA cromossomico e
podem ser identificadas como sinais fluorescentes, em microscépio de fluorescéncia
dotado de filtros que possibilitam a visualizagdo das cores azul, vermelha e verde
(MECCUCI et al., 1999).

Foi descrito como mais eficaz para identificar anormalidades cromossomicas, em
pacientes com MM, do que a analise citogenética convencional, pois pode ser realizado
em nucleos interfasicos de preparados celulares ou cortes histoldgicos de bidpsia
tecidual, quando cromossomos n&o foram disponiveis para a avaliacdo (TABERNERO
et al., 1996, ZANDECKI, 1996; FEINMAN et al., 1997).

Ele possibilitou a identificagdo de anormalidades do cariétipo, como a
hiperdiploidia e a hipodiploidia em até 90% dos pacientes com a doenca (BARLOGIE et.
al., 1989, DRACH et al.,, 1995, TABERNERO et al., 1996; ZANDECKI, 1996: PEREZ-
SIMON et al,, 1998), indicando que a maioria deles é anormal do ponto de vista
citogenético.

Delecbes do brago longo do cromossomo 13, em geral com perdas do gene do
retinoblastoma (rb-1) e do locus D13S319 foram identificadas em até 45% dos
pacientes com MM (CHANG et al., 1999; KONISGBERG et al., 2000; ZOJER et al.,
2000).

37



Introduc¢do

Ainda, a trissomia do cromossomo 17 foi identificada em cerca de 10% (DRACH
et al., 1998, AVET-LOISEAU et al., 1999) e a monossomia do cromossomo 17 foi
identificada em cerca de 5% (SCHULTHEIS et al., 1999) dos pacientes com a doenga,
com a utilizagdo de sonda para o centromero do cromossomo 17. Estes resultados
indicaram que as anormalidades numeéricas do cromossomo 17 ndo parecem constituir
eventos raros em pacientes com MM.

O metodo FISH também possibilitou a identificacéo de delegbes do braco curto
do cromossomo 17, com perdas do gene p53 em pacientes com MM (DRACH et al.,
1998; AVET-LOISEAU et al., 1999; SCHULTHEIS et al., 1999; KONISGBERG et al.,
2000; CARLEBACH et al., 2000). Entretanto, a variagéo da frequéncia da anormalidade
genica, obtida nos diferentes estudos, indicou que o papel desempenhado pelo gene na
doenca nao se encontra estabelecido.

Ainda, o possivel acometimento dos genes ciclina D1 e CCND1, localizados na
regiao 11932 e 14g32, respectivamente, foram identificados por meio deste e de outros
métodos moleculares em pacientes com a doenga e com a t(11;14)(g13;932)
(BERENSON, 1999; DEWALD et al.,, 1985; GOULD et al.,, 1988; LAI et al., 1995;
SAWYER et al., 1995; BRIGAUDEAU et al., 1997; CALASANZ et al., 1997; NISHIDA et
al., 1997; SEONG et al., 1998; SMADJA et al., 1998).

5. O gene e a proteina p53

Os mecanismos fisiopatologicos que determinam a expansdo clonal dos
plasmoécitos no MM sdo desconhecidos (WILLEMS et al., 1993). No entanto, parece
evidente que a desregulacdo de oncogenes, como o ras, o bcl-2 e o myc, e de genes
supressores tumorais, como o do retinoblastoma e o p53, que controlam a proliferagcao
celular e a apoptose, contribuem para a origem da doenca (FEINMAN et al., 1997;
HALLEK et al., 1998).

O gene p53 humano compreende aproximadamente 20 Kb de DNA gendmico,
contém 11 éxons e esta localizado no brago curto do cromossomo 17, na regiao 17p13
(PREUDHOMME et al., 1992; FENAUX, 1997; OWEN et al., 1997). Os éxons 2, 4, 5, 7
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e 8 codificam 5 grupos de sequéncias de aminoacidos (dominios) altamente
conservados durante a evolucao: dominio | (codons 13 a 19), dominio Il (cédons 117 a
142), dominio Ill (cédons 171 a 181), dominio IV (cdédons 234 a 258) e dominio V
(codons 270 a 286) (FREBOURG & FRIEND, 1992; LEVINE et al., 1994; CHANG et al.,
1995). Estes 5 dominios conservados dentro das regides codificadoras sao
considerados essenciais para a fungdo da proteina produzida pelo gene, a p53
(CHANG et al.,, 1995). O RNA mensageiro apresenta 2,6 Kb e contém uma grande
regiao nao codificadora 3, provavelmente comprometida apenas com a estabilizacdo da
molécula. Além disso, a regido promotora do gene p53 ndo apresenta nenhuma
sequéncia de consenso TATA box, CAAT box ou rica em G/C, acima do sitio de
iniciacdo da transcricdo, observado em muitos promotores transcritos pela RNA
polimerase Il (SOUSSI et al., 1990).

A p53 foi originalmente descrita como uma estrutura capaz de formar um
complexo oligomérico com o antigeno tumorigénico viral T SV40, em ceélulas SV40
transformadas (LANE & CRAWFORD, 1979, FREBOURG & FRIEND, 1992; MAY &
MAY, 1999). Posteriormente, a inativagdo desta proteina, por meio da sua ligacao com
outras proteinas virais, como as do adenovirus tipo 5, do virus Epstein-barr, do virus do
papiloma humano e do virus da hepatite B foram também descritas (LANE &
CRAWFORD, 1979; SOUSSI et al., 1990; CHANG et al., 1995; MAY & MAY, 1999). Foi
também observado que as proteinas virais bloquearam a habilidade da p53 atuar como
um fator de transcricdo, impedindo sua ligacdo ao DNA (LEVINE, 1993) e permitindo
com que a célula entrasse em um processo tumorigénico (LANE & CRAWFORD, 1979,
LEVINE, 1993). Estes fatos fizeram com que o gene p53 fosse considerado um
oncogene dominante. Entretanto, a identificagdo de mutacbes do gene e a
demonstracdo de que a sua forma normal era capaz de suprimir a transformacéo celular
iniciada por outros oncogenes indicaram que o gene pS3 era um gene supressor
tumoral (MAY & MAY, 1999).

A p53 participa de diversos processos celulares, incluindo principalimente a
regulacéo do ciclo celular, o reparo do DNA e a apoptose (CHANG et al., 1995;
SIONOQV et al., 1999; LAVERDIERI et al., 2000).
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Em resposta a lesédo do DNA celular, ela induz e restringe o crescimento celular a
fase G1 do ciclo celular (CHANG et al., 1995), o que possibilita o reparo do DNA ou a
indugdo da morte celular por apoptose, em casos em que o DNA n&o possa ser
reparado. Sua acao é exercida pela ativacdo dos genes waf1/cip1, gadd45 e bax e pela
supressdo do gene bcl2 (KASTAN et al., 1992; EL-DEIRY et al., 1993; MIYASHITA et
al., 1994; MIYASHITA & REED, 1995; SANCHEZ & ELLEDGE, 1995).

A proteina produzida pelo gene waf1/cip1, a p21, € um inibidor do complexo
ciclina/quinases dependentes de ciclinas (CDK), com agdo na fosforilagdo e na
inativacdo da proteina RB na fase G1 do ciclo celular. A proteina RB n&o fosforilada se
liga ao fator de transcrigdo E2F requerido na produgdo da maquinaria de sintese de
DNA, bloqueando o ciclo celular antes da passagem da fase G1 para a fase S,
possibilitando o reparo do DNA (CHANG et al., 1995; SIONOV et al., 1999; LEVINE,
1995). A p21 pode também interferir diretamente com a sintese do DNA, durante a fase
S, interrompendo o processo de replicagdo, ligando-se ao antigeno nuclear de
proliferagéo celular (PCNA), um co-fator essencial na replicagido do DNA ou impedindo
gue o PCNA ative a DNA polimerase delta, uma das principais polimerases (CARSON &
LOIS, 1995; CHANG et al., 1995; SIONQV et al., 1999).

A proteina gadd45, produto do gene gadd45 (“growth arrest and DNA damage”),
compete com a p21 pela ligagdo ao PCNA, podendo também inibir, a sintese do DNA
durante a fase S (SANCHES & ELLEDGE, 1995).

O mecanismo do gene p53 na determinacdo da apoptose ainda nao esta bem
estabelecido. No entanto, a regulagéo da apoptose pode ser feita por um mecanismo
celular que determina o desequilibrio entre os produtos dos genes bax e bcl2. As
proteinas bax e bcl2 sdao homodlogas e formam heterodimeros baxbcl2 mas,
apresentam efeitos opostos na apoptose. O gene bcl2 protege a célula da apoptose,
enquanto que o bax atua como um indutor da apoptose (SANCHEZ & ELLEDGE, 1995).
Em resposta a lesdes no DNA, o gene p53, como indutor do gene bax e supressor do
gene bcl-2, causa uma mudanga da propor¢do bax:bcl2, o que induz a célula a
apoptose (SANCHEZ & ELLEDGE, 1995).
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Figura 1: Representacdo esquematica das atividades da proteina p53 produzida em
resposta a lesdo do DNA celular. A proteina p53 restringe o crescimento
celular a fase G1 do ciclo celular, o que possibilita 0 reparo do DNA ou a
Induc&o da morte celular por apoptose, em casos em que o DNA nao possa
ser reparado (SANCHEZ & ELLEDGE, 1995)
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6. Analise citogenética molecular do gene p53

A delegao do gene pS53 foi inicialmente descrita por DRACH et al. (1998), em
pacientes com MM, por meio do método FISH, com a utilizacdo de uma sonda
especifica para o lécus do gene. Os autores identificaram a delegao,
predominantemente monoalélica, do gene em até 55% dos pacientes com a doenga.
Observaram ainda, que os pacientes com a anormalidade génica apresentaram menor
sobrevida do que os demais. Entretanto, ndo puderam explicar o efeito biolégico da
perda de um Unico alelo do gene supressor tumoral na origem ou progresséo do MM.

Por outro lado, a presenca de apenas alelos em numero normal (CARLEBACH et
al., 2000) e a identificacdo da delecdo do gene com frequéncias menores de ocorréncia
foram posteriormente descritas em pacientes com MM (AVET-LOISEAU et al., 1999,
SCHULTHEIS et al., 1999;: KONIGSBERG et al., 2000). Entretanto, estes autores ndo
avaliaram o impacto da anormalidade génica na sobrevida dos seus pacientes (AVET-
LOISEAU et al., 1999; SCHULTHEIS et al., 1999; CARLEBACH et al., 2000) ou a
avaliaram em associacdo a outros fatores prognésticos (KONIGSBERG et al., 2000), o

gue impossibilitou a obten¢ao de conclusdes consistentes sobre o assunto.

7. Analise molecular do gene p53

A maioria das mutagbes no gene p53, em doencgas, esta localizada em sua
regido hidrofébica, constituida pelos éxons 5 a 8, entre os cddons 130 e 290
(HOLLSTEIN et al., 1991). Entretanto, analises recentes possibilitaram a identificagéo
de mutacdes nos éxons 4 e 9 do gene em pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni
(HARRIS & HOLLSTEIN, 1993) e de polimorfismos no éxon 4 e mutagdes no exon 10
em pacientes com leucemia mieldide aguda (MELO, 1998).

Também mutagdes em introns do gene p53 ja foram descritas em pacientes com
cancer, indicando que estas regides parecem regular a sua atividade (SAMESHIMA et
al., 1990; TAKAHASHI et al., 1990; LAl et al., 1993; AVIGAD et al., 1997, LAVERDIERE
et al., 2000).

43



Introdugao

As mutacbes do gene p53 foram identificadas em menos do que 20% dos
pacientes com MM, sendo que a maioria delas € do tipo "missense”, com a mudancga da
Identidade de um unico aminoacido (PORTIER et al., 1992; PREUDHOMME et al,,
1892; NERI et al., 1993; WILLEMS et al., 1993; CORRADINI et al., 1994: IMAMURA et
al., 1994; FENAUX, 1997; OLLIKAINEN et al, 1997; OWEN et al., 1997). Pouco se
conhece a respeito da expressdo do gene p53 em plasmocitos de pacientes com MM.
No entanto, a mutacdo de ponto do gene p53 foi descrita como um evento tardio e
associado com um curso mais agressivo da doenca (PORTIER et al, 1992
PREUDHOMME et al., 1992; WILLEMS et al., 1993; NERI et al., 1993: CORRADINI et
al., 1994; IMAMURA et al., 1994; FENAUX, 1997; OLLIKAINEN et al. 1997: OWEN et
al., 1997). Em nosso conhecimento, ndo ha descri¢cOes sobre a ocorréncia de mutagdes
intrénicas do gene p53 em pacientes com MM.

Ainda, o impacto das mutagdes no gene p53 na sobrevida de pacientes com a
doenca permanece incerto (PREUDHOMME et al., 1992; NERI et al.. 1993: BROWN et
al., 1994; OWEN et al., 1997; MEDEIROS, 2001).

Tendo constatado que as frequéncias de anormalidades numéricas do
cromossomo 17 e de delegdo da regido 17p13, por meio da andlise citogenética
convencional e do método FISH, ndo estido definidas em pacientes com MM, as
frequéncias de mutagdes do gene p53 também nao estdo definidas em pacientes com
MM do nosso meio e que o impacto das anormalidades no gene pb53, por delecdo e por
mutacao, na sobrevida dos pacientes com MM, ndo se encontram estabelecidos, foram
definidos os objetivos deste estudo.
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Objetivos

Avaliar um grupo de pacientes, portadores de MM, atendidos no ambulatério de
Onco-Hematologia do Hemocentro da UNICAMP, no periodo de marco de 1999 a

dezembro de 2000, tendo como objetivos:

Determinar as frequéncias das anormalidades numéricas do cromossomo 17 e da

delec&o da regido 17p13, por meio da analise citogenética convencional,

e Determinar as frequéncias das anormalidades numéricas do cromossomo 17 e da

deleg&o do gene p53, por meio do método FISH,

e Determinar a frequéncia e os tipos de mutagdes do gene p53,

» Correlacionar as anormalidades do cromossomo 17 e do gene p53 obtidas com as
probabilidades de sobrevida global dos pacientes do estudo.
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Casuistica e Métodos

Foram estudados todos os pacientes com MM, recém diagnosticados e com
progressao da doenga, acompanhados no Ambulatério de Onco-Hematologia do
Hemocentro da UNICAMP, no periodo de 10 de marco de 1999 a 14 de dezembro de
2000. O diagnostico dos pacientes em progressao da doenca foi feito no periodo de
1988 a 1999, quando este estudo teve inicio. Dez doadores de MO e um doador de
sangue constituiram os controles para os estudos citogenético molecular e molecular,

respectivamente.

1. Aspectos clinicos

Os dados relativos a identificagdo, ao sexo e aos exames laboratoriais
necessarios ac diagnostico e ao estadiamento da doenga foram obtidos dos prontuérios
de cada paciente.

O diagnostico da doenca foi estabelecido de acordo com os critérios
convencionais apresentados por BARLOGIE et al. (2001) e o estadiamento da mesma
(estadios |, Il e lll; A ou B), obedeceu os critérios de DURIE & SALMON (1975). Os
critérios utilizados para o diagnostico e o estadiamento da doenga estédo apresentados
nos Anexos 1 e 2.

O tratamento dos pacientes foi realizado com a administracdo de ciclos mensais
de melphalan e prednisona (MP) até dezembro de 1997, de acordo com o protocolo
institucional vigente naquele periodo. Apos esta data, seis ciclos mensais com
vincristina, doxorrubicina e dexametasona, VAD (BARLOGIE et al., 1984) foram
administrados a todos os pacientes com exceg¢édo daqueles com idade maior do que 60
anos e com o estadio | da doenca.

Foram considerados em progress&o da doenca, os pacientes que apresentaram
citopenias atribuidas a infiltragao da MO por plasmécitos ou 0 aumento de 50% ou mais
na concentracdo da proteina monoclonal sérica ou urindria, durante o seguimento

clinico, independentemente de terem ou nédo terem obtido remissao completa.
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Os pacientes foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, o estadio da
doenga, o tipo de terapéutica recebida, o tempo de acompanhamento no servico e a

situac&o no dia 30 de abril de 2001 (vivo, 6bito ou perda de seguimento).

2. Analise citogenética convencional

2.1. Cultura de células da medula 6ssea

O método utilizado para este proposito foi o descrito por BRIGAUDEAU et al.
(1996), com modificagdes. Foram obtidas amostras de 3,0 a 5,0 ml de sangue medular
em heparina de cada paciente do estudo, ao diagndstico ou durante a progressao da
doenca. Amostras de 1,0 ml foram também obtidas para a realizagdo de esfregacos de
MO para a determinagdo do numero de plasmocitos. As células das primeiras amostras
foram diluidas em meio RPMI 1640 (Cultilab ou Gibco) suplementado com 20% de soro
bovino fetal (Cultilab ou Gibco) em proporgéo 1:1. As células mononucleares foram
obtidas a partir das células da MO por centrifugagdo em gradiente de Ficoll-Hypaque
(densidade 1.077g/ml-Sigma), a 1.500 rpm por 30 minutos, a temperatura ambiente. A
camada de celulas mononucleares da interface foi coletada em tubo estéril e lavada em
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 20% de soro bovino fetal por trés vezes,
por meio de centrifugagées a 1.500 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente. O
botéo de células foi ressuspenso em 1,0 ml de meio de cultura RPMI completo (80 ml
de meio RPMI 1640, 20% de soro bovino fetal, 1,0 ml de heparina-Roche, 1,0 ml de
penicilina-estreptomicina-Sigma). A quantificagcdo das células mononucleares obtidas foi
realizada em contador automatizado de células (Cell Dyn 1600; Abbott). Dois tipos de
culturas foram realizados, sempre que possivel: as ndo estimuladas e as estimuladas
por IL-6 e GM-CSF (10 ng/ml de cada estimulante). Tivemos como meta a colocacao de
5,0x10° células mononucleares em cada cultura, com 10 ml de meio RPMI 1640.
Quando o numero de células mononucleares obtidos foi suficiente para apenas um tipo
de cultura, optamos pela cultura estimulada por citocinas. As culturas foram incubadas

a 37°C, em atmosfera umida com 5% de CO,, por 72 horas. Ao final do periodo de
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cultura, 400 ul de demecolcine na concentracéo de 1,0 pg/ml foi adicionada durante 20
minutos. A seguir, as células foram tratadas com solug&o hipotdnica de cloreto de
potassio (0,075 mol/L) por 20 minutos, fixadas em solugéo metanol-acido acético glacial
(3:1) por trés vezes, durante 30 minutos e distribuidas em laminas de vidro, apds
flambagem em bico de “Bunsen”, para o melhor espalhamento dos cromossomos.

O material foi processado para a obtengdo de bandas G com o uso de tripsina e
EDTA (Sigma). A coloragdo utilizada foi a de Wright. As metafases e os nticleos
interfasicos restantes foram conservados em freezer a - 20°C, para analise posterior
pelo método FISH.

Amostras de MO em heparina, obtidas de dez individuos normais (doadores de
MO), que serviram como controles, foram colocadas em cultura de acordo com o
método descrito por SWANSBURY (1997). Os nucleos e os cromossomos obtidos
foram utilizados para avaliar a eficacia da hibridizacdo das sondas usadas pelo método
FISH e para definir os valores de corte para as diferentes anormalidades numéricas do
cromossomo 17 e do gene p53.

Foram computados os numeros de células mononucleares obtidas do total de
pacientes inseridos no estudo e dos pacientes avaliados ao diagnostico e durante a
progressao da doenga. Foram também computadas as frequéncias de culturas de

células mononucleares nao estimuladas e estimuladas por citocinas.

2.2. Obtengao do cariétipo

As imagens dos cromossomos em metafase foram captadas por um sistema
automatizado de analise (Cytovision version 4.4, Aplied Imaging Coorporation), que
possibilitou o pareamento e a ampliagdo do tamanho dos mesmos, facilitando a
identificacao das anormalidades cromossomicas.

Foram analisados todos os cromossomos em metafase existentes para cada
paciente. Um numero minimo de cinco metafases foi exigido para a identificacdo do
caridtipo. A identificagdo de uma anormalidade cromossémica numérica so foi possivel,
quando presente em pelo menos trés metafases. Os resultados desta analise foram
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descritos obedecendo as normas do International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (MITELMAN, 1995).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a identificagdo e a néao
identificag&o do caridtipo. Foram também distribuidos de acordo com as frequéncias de
cariotipos normais, cariétipos anormais e dos diferentes tipos de anormalidades do
caridtipo. As probabilidades de sobrevida global em pacientes com cariétipo normal e

anormal foram comparadas.

3. Analise citogenética molecular do cromossomo 17 e do gene p53

3.1. Procedimentos técnicos

Foram utilizadas as laminas recém preparadas contendo nucleos interfasicos e
cromossomos em metafase de pacientes e controles obtidas de material fixado e
congelado do laboratorio de Citogenética do Hemocentro da UNICAMP.

O metodo FISH foi realizado de acordo com os procedimentos descritos pelo
fabricante das sondas (Vysis, Inc.). De forma suscinta, o DNA contido nas laminas dos
preparados cromossomicos e nucleos interfasicos foi desnaturado em solugdo 70%
formamida/2ZXSSC pH= 7,0-8,0, a 76°C durante 5 minutos. A seguir, a desidratacéo das
laminas foi realizada por lavagens em etanol 70%, 85% e 100% por 1 minuto cada, a
temperatura ambiente.

Para a hibridizagcdo, foi utilizada a sonda para o lécus p53, marcada com
fluorocromo da cor vermelha e a sonda para o centrémero do cromossomo 17, marcada
com fluorocromo da cor verde (Vysis, Inc). Estas foram diluidas em tamp&o proprio e
agua esteril e, a seguir, foram desnaturadas a 76°C por 5 minutos.

Imediatamente apés a desnaturacao, 10 pl da solugédo das sondas (5ul de cada
sonda) foram aplicadas na area de hibridizagdo do preparado celular. A area de
hibridizacdo foi coberta com laminula de vidro. A |amina contendo os preparados
celulares e cromossomicos e as sondas foi incubada em camara escura umedecida

com solugéo 50% formamida/2XSSC a 37°C, por um periodo de 14 a 16 horas.
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Apods a incubacdo, a laminula foi retirada e a lamina foi lavada para a remogéo
do excesso de sonda e fluorocromo, em trés banhos consecutivos de solucdo de
lavagem 50% de formamida/2XSSC pH = 7,0-8,0 a 46°C, por dez minutos cada e em
um banho de 2XSSC pH = 7,0 a 46°C, também por 10 minutos. Posteriormente, lavada
em solucao de 2XSSC/Tween 20 pH= 7,0 a 46°C durante 5 minutos. Apés secagem em
estufa aquecida a 37°C, o material recebeu 10 ul do contracorante de nucleos e

cromossomos diamino fenilindole (DAPI) (125 ng/ml) e cobertura com laminula de vidro.

3.2. Interpretagao dos resultados

Os loci p53 foram visualizados como dois sinais fluorescentes vermelhos (um
sinal para cada lécus p53) e os centrobmeros do cromossomo 17 como dois sinais
fluorescentes verdes (um sinal para cada centromero). Os nucleos interfasicos e os
cromossomos apresentaram a coloragcao azul.

Cada nucleo interfasico e cromossomos em metafase receberam uma
classificaggdo de acordo com o numero de sinais fluorescentes. Estes foram
identificados por meio de um microscopio de fluorescéncia marca Olympus BX60 com
lampada HBO 100 W equipado com filtros para o DAPI, o isotiocianato de fluoresceina
e o isotiocianato de rodamina, filtros duplos e triplos e de um sistema computadorizado
para a captacao das imagens, através de uma camara CCD e do analisador de imagem
Cytovision version 4.4 (Aplied Imaging Coorporation).

Todos os cromossomos em metafase e duzentos nucleos interfasicos foram
avaliados de cada paciente e controle.

Os controles foram distribuidos de acordo com as porcentagens de nucleos
interfasicos com padraoc normal e com ganhos e perdas de sinais para o centromero do
cromossomo 17 e para o lécus do gene p53. Foram considerados como indicativos de
anormalidade numérica do cromossomo 17 e do gene p53 em pacientes, os valores
que foram maiores do que a média dos valores obtidos na avaliagao dos nucleos
interfasicos dos controles, acrescidos de trés desvios padréo desta média (ANASTASI
et al., 1990).
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Os pacientes foram distribuidos de acordo com as porcentagens de nucleos
interfasicos com padrao normal e com ganhos e perdas de sinais para o centrdmero do
cromossomo 17 e para o lécus do gene p53. Foram também distribuidos de acordo com
as frequéncias de anormalidades numéricas do cromossomo 17 e do gene p53, com
correlagdes destas anormalidades com aspectos clinicos.

A representagdo esquematica dos resultados esperados, com a utilizacéo das

sondas especificadas, esta apresentada na Figura 2.
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erl? er17 erl7 er17 erl7

cr1?7 cr17 cr1?

Figura 2: Representacdo esquematica dos padrées esperados de hibridizacao em
cromossomos em metafase e nucleos interfasicos, com a utilizagéo da sonda
para o locus p53 (+) e da sonda para o centromero do cromossomo 17 (°),
sendo: (A) dois cromossomos 17 e dois loci p53 normais; (B) trissomia do
cromossomo 17 e trés copias do gene p53; (C) delecdo monoalélica do gene
p53; (D) delegdo bialélica do gene pS3; (E) monossomia do cromossomo 17
com conseqiente delecdo monoalélica do gene p53; (F) ndcleo interfasico

ndo informativo
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4. Analise molecular do gene p53
4.1. Extracao do DNA a partir de leucocitos

Foram colhidos 3 a 5 ml de MO de cada paciente, por meio de pungao aspirativa,
em frasco esteril com EDTA (acido etilencdiaminotetraacético) 10%. A amostra foi
centrifugada a 2.500 rpm por 10 minutos a 4°C, para a separacdo do plasma. Apés o
descarte do plasma, os eritrocitos foram lisados com uma mistura das solugdes de

cioreto de amdnio NH4Cl 0,144 M (5,0 vezes o volume de céluias) e bicarbonato de
amoénio NH4HCO4 0,01 M (0,5 vez o volume de céluias). Apds o repouso em gelo por 5

minutos, o hemolisado foi centrifugado por 15 minutos a 2.800 rpm a 4°C. Apds o
descarte do sobrenadante, repetiu-se © mesmo procedimentc acima e o botdo de
células obtido foi ressuspensc em 1 mi de DNAzol (Gibco). Apods 1-2 dias, o DNA foi
precipitadc em etanol absoluto, lavado em etanol 70% e solubilizado em NaOH 8 mM a

37°C, proporcional ao tamanho do precipitado.
4.2. Avaliagado da integridade do DNA

A integridade do DNA foi avaliada por meio da ampiificagé@o do éxon 2 do gene
da globina beta humana, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O
procedimento foi realizado de acordo com a descricdo de SAIKI et. al. (1985), com
algumas modificagdes.

De forma suscinta, para a amplificag&o do fragmento do gene foram utilizados
0,4-1,0 ug do DNA a ser estudado, 50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris-HCI
(pH 8,4}, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 20,0 pmoles de cada iniciador {(Tabela 1), 10
mM da mistura desoxirribonucléica — dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) e 2,0 U de
Tag DNA polimerase (Gibco-BRL ), em volume final de 50,0 pi.



Casuistica e Métodos

Tabela 1: Iniciadores utilizados na reacdo para a amplificacéo do eéxon 2 do gene da

globina beta por meio da reagdo em cadeia da polimerase

Iniciadores Seqiiéncia (5’ - 3’) Sentido
P3 AGACAGAGAAGACTCTTG “sense”
P109 CCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT “anti-sense”

A reacao foi conduzida inicialmente, por um ciclo a 94°C durante cinco minutos,
para a inativacdo da atividade de proteases que pudesse interferir com a reagdo
enzimatica e posteriormente, por 35 ciclos de amplificagdo em termociclador automatico
PT100 (MJ Research). Cada ciclo foi realizado sob as seguintes condigbes: 94°C
durante 30 segundos (para separagao das hélices de DNA), 55°C durante 30 segundos
(para ocorrer a ligacdo complementar entre os iniciadores € o DNA) e 72°C durante um
minuto e 30 segundos (para a sintese da nova fita de DNA, através da enzima Tag DNA
polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto de amplificagao foi mantido a 72°C
durante sete minutos (periodo final da sintese de DNA). A seguir, as amostras foram
mantidas sob refrigeragéo a 4°C.

Apos as reacdes de amplificagdo, 8ul do produto da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel agarose 2% com brometo de etideo, para a visualizagdo do
fragmento amplificado sob luz ultravioleta. Foram utilizados como controle positivo e
negativo, amostras de DNA obtidas de sangue periférico de um individuo normal e
mistura sem DNA, respectivamente.

Um fragmento de DNA, com 365 pares de bases (pb) foi observado em amostras
com DNA integro. Foram consideradas amostras com DNA degradado ou obtido em

escassas quantidades, aquelas nas quais os fragmentos nao puderam ser identificados.

UNICAmMP
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4.3. Rastreamento das mutagées do gene p53 por PCR-SSCP

A amplificagdo dos éxons 4 a 10 do gene p53 foi realizada por PCR, com a
utilizagéo de 1,0 ug de DNA genémico, 20,0 pmoles de cada iniciador (Clontech - Palo
Alto, CA), 10,0 mM da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampéo da
enzima (10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50,0 mM KCI, 1,5 mM MgClo, 0,01% gelatina) e 2,5
unidades de Taq polimerase (Gibco-BRL) em um volume final de 50,0 ul. Foram
realizados 35 ciclos de desnaturagdo (94°C), anelamento (x°C), e extensdo (72°C) em
aparelho Termociclador PT100 (MJ Research). O ultimo ciclo teve o periodo de
extensdo prolongado por sete minutos. Os produtos da reagdo foram submetidos 2
eletroforese em gel de agarose 1,5% - 2,0% com brometo de etideo, para a
visualizacdo do fragmento amplificado sob luz ultravioleta.

A sequéncia dos iniciadores, as temperaturas de anelamento e os tamanhos dos
fragmentos amplificados para o rastreamento das anormalidades nos éxons 4 a 10 do
gene p&3 estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores (Clontech-Palo Alto, CA), tamanhos dos

fragmentos amplificados e temperaturas de anelamento utilizados para o

rastreamento de anormalidades nos éxons 4 a 10 do gene p53

Exon Segqiiéncia Fragmento T.A. (°C)
Amplificado

PU4 5-CAC CCATCT ACA GTC CCC CTT GC-3 307 pb 58

PD4 5-CTC AGG GCA ACT GAC CGT GCA AG-3

PU5 5-CTC TTC CTG CAG TAC TCC CCT GC-3 211pb 58

PD5 5-GCC CCA GCT GCT CAC CAT CGC TA-3

PU6 5-GAT TGC TCT TAG GTC TGG CCC CTC-3 185pb 65

PD6 5-GGC CAC TGA CAA CCACCC TTAACC-3

PU7 5-GTG TTG TCT CCT AGG TTG GCT CTG-3 139pb 63

PD7 5_-CAA GTG GCT CCT GAC CTG GAG TC-3

PU8 5-ACCTGATITCCT TAC TGC CTC TGG C-3 200pb 62

PD8 5GTC CTG CTT GCT TAC CTC GCT TAG T-3’

PUS 5-GCC TCT TTC CTA GCA CTG CCC AAC-3 102 pb 59

PD9 5-CCC AAG ACT TAG TAC CTG AAG GGT G-3

PU10 5-TGT TGC TGC AGA TCC GTG GGC GT-3 131 pb 60

PD10 5-GAG GTC ACT CAC CTG GAG TGA GC-3

PU: iniciador sense; PD: iniciador anti-sense; T.A.. temperatura de anelamento, pb:

pares de bases
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O rastreamento das anormalidades no gene foi realizado por polimorfismo de
conformacao em hélice simples (SSCP), conforme originalmente descrito por Orita et al.
(1989 a e b). Optou-se pelo uso do método ndo radioativo com a utilizacdo do
equipamento "PhastSystem"-Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden.

A uma aliquota de 2 ul do produto da reagédo foram adicionados 2 ul de uma
solugdo contendo formamida 95%, EDTA 10 mM pH 8,0, 0,1% de azul de bromofenoi e
0,1% de xileno cianol. Esta mistura foi desnaturada a 95°C por 5 minutos, mantida em
gelo até o momento da aplicagéo e 0,3 ul foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5% homogéneo (éxon 4) e 20% homogéneo (éxons 5 a 10), de
tamanho 43 x 50 x 0,45 mm, em tampéo acetato 0,112M e Tris 0,112M pH 6,4. A
corrida foi realizada em tampdo L-Alanina 0,88M, Tris 0,25M em 3% agarose IEF
(isoeletrofocalizac&o), pH 8,8. As condicbes da corrida eletroforética foram as
seguintes:

Exons 5,6,7,8,e 9
(1) Pré-corrida: 400 V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 15°C, 10 Vh;
(2) Aplicagéo das amostras: 25 V, 5,0 mAmp, 1.0 W, 1590, 2 Vh;
(3) Corrida:
exons 5, 6, 7 e 9: 150 V; 5,0 mAmp; 1,0 W: 15°C: 150 Vh
éxon 8: 150 V; 5,0 mAmp; 1,0 W 15°C; 200 Vh

Exons 4 e 10
(4) Pré-corrida: 400 V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 4°C, 10 Vh:
(5) Aplicag&o das amostras: 25 V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 4°C. 2 Vh;
(8) Corrida:
éxons 4: 400 V, 5,0 mAmp; 1,0 W: 4°C; 10 Vh
éxon 10: 90 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 4°C: 200 Vh
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As diferentes condigbes de temperatura, voltagem e relacdo voltagem/hora foram
testadas para cada éxon. As condigbes relatadas acima foram as que possibilitaram o
melhor padréo de migragao eletroforética no SSCP.

A coloragao dos géis foi realizada no equipamento PhastSystem seguindo as
seguintes etapas:

1. Acido tricloacético 20% por 5 minutos a 26°C;

2. Glutaraldeido 5% por 5 minutos a 50°C;

3. Agua deionizada por 2 minutos a 50°C (2X);

4. Nitrato de prata 0,4% por 8 minutos a 40°C;

5. Agua deionizada por 30 segundos a 30°C;

6. Carbonato de Sdodio 2,5%, contendo formaldeido 0,01% por 30 segundos a

30°C, seguida por outra incubagéo por 5 minutos a 30°C;

7. Acido Acético 5% por 2 minutos a 50°C;

8. Glicerol 13% por 3 minutos a 50°C.

4.4. Caracterizacdo das anormalidades no gene p53

Para a avaliacdo das anormalidades de mobilidade eletroforética no gene p53 foi
utilizado o “Thermosequenase ™ Cycle Sequencing kit” (Amershan Life Science, Inc.,
Cleveland, Ohio), com a utilizagdo dos mesmos iniciadores da reacao de PCR.

As reacbes de sequenciamento seguiram o método de SANGER et al.
(SANGER et al., 1977). Para a reacdo de sequenciamento, foram utilizados 2-5 pl da
reac&o de PCR purificado, acrescentando-se 2ul de tampao (26mM tris-HCI pH 9,5 6,5
mM MgCi2), 2ul (8U) de enzima Thermo Sequenase Polymerase, 1ul do iniciador sense
(10pmol) ou anti-sense, e o volume final foi completado para 20ul de agua deionizada
estéril. Este volume foi dividido em quatro tubos do tipo “eppendorf’, cada um deles
contendo 2ul de uma solugdo com os quatro nucleotideos (G, A, T, C) misturados na
mesma propor¢do (Nucleotide Master Mix) e 0,5ul de [0-33PJddNTP (1500Ci/mmol,
450uCi/ml), onde d=A, T, C ou G. As sequéncias dos iniciadores, as condi¢gbes nas
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reacGes e os tempos de corrida dos sequenciamentos realizados para cada éxon

sequenciado est&o apresentados na Tabela 3.

Tabela 3:  Sequéncia dos iniciadores, condi¢bes nas reagdes e os tempos de corrida

dos sequenciamentos realizados no estudo

Exon Iniciadores da reagio de PCR Condicgoes Tempo de
da reagao™ corrida

4 5-CAC CCA TCT ACA GTC CCC CTT GC-3' (—) 30" 94°C curta: 1 hora

30" 58°C  longa: 2 horas e
1" 72°C 30 minutos

6 5'-GAT TGC TCT TAG GTC TGG CCC CTC-3' (=) 30" 94°C 2 horas
30" 65°C
1" 72°C

6 5-GGC CAC TGA CAA CCA CCC TTA ACC-3’ («) 30" 94°C 1 hora
30" 65°C
1" 72°C

9 5-GCC TCT TTC CTA GCA CTG CCC AAC-3' (—) 307 84°C 1 hora
30" 60°C

Y'I2C

* condigbes repetidas em 35 ciclos, contando com 3’ de desnaturacéo inicial a 94°C

—iniciador sense; « iniciador-anti-sense
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Aos produtos da reac&o de seqguenciamento foram adicionados 4 pl de “stop
solution”. A concentragao do gel utilizado para a eletroforese do seguenciamento foi de
6%. Este gel € composto por 5,7g/0,3g de Acrilamida/Bis-acrilamida, 42-50g de Uréia
7-8,3M, 5ml de tampéo 20X tolerante ao glicerol e aproximadamente 45 ml de agua,
perfazendo um total de 100 ml de gel. O tampao citado acima é composto por 216g de
Tris, 72g de Taurina, 4g de Na2EDTA.2H20 e agua deionizada suficiente para 1000m|
de tampao. O tamp&o de corrida € o mesmo, porém diluido a uma concentragao de
0,8X. Para a montagem do gel, utilizou-se placas de 33 x 40 cm, com gradiente de
espessura de 0,25 a 0,75 mm. A voltagem utilizada para a pré-corrida de uma hora foi
80V e apos a aplicagéo das amostras no gel, passamos para uma voltagem de 65V e a
corrida se desenvolveu sob uma temperatura de 55°C. Depois de seco a uma
temperatura de 80°C por uma hora, o gel foi submetido a exposigéo em filme de raio X

(Hyperfilm-Amersham) por aproximadamente 3-7 dias a temperatura ambiente.

4.5. Caracterizagao da anormalidade no intron 6 do gene p53

Para melhor caracterizar a anormalidade encontrada no intron 6 do gene p53 de
um paciente do estudo, foi extraido o RNA das células mononucleares de uma segunda
amostra de MO obtida apos o inicio do tratamento quimioterapico. Cerca de 10 ml de
MO foi diluida em 10 ml de meio RPMI (Gibco). As células mononucleares foram
obtidas por centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque (densidade 1.077g/mi-
Sigma), conforme descrito para a separagao de células mononucleares da MO. Ao
botdo de células obtido foi acrescentado 1 ml do reagente Trizol (Gibco), segundo a
metodologia especificada pelo préprio fabricante.

A concentracdo do RNA foi determinada em espectrofotometro (Gene Quant) por
leitura da densidade 6ptica nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm.

A amostra de RNA total foi transcrita reversamente em cDNA (hibrido
RNA-cDNA) e a amplificagcdo do éxon 6 do gene p583 foi realizada por PCR, utilizando-
se 2,0ul de cDNA.
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O produto da PCR foi purificado com o Kit Concert ™ Rapid PCR Purification
System (Gibco BRL), seguindo as normas do fabricante. Apoés a purificagdo foram
quantificados com a utilizagdo de um marcador de massa molecular (Low DNA Mass
Ladder - Gibco-BRL), por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio e visualizagio das bandas sob luz ultra violeta. A comparacao da
intensidade das bandas obtidas com as bandas do marcador permitiu estimar a
quantidade de cDNA presente na amostra.

A reacao de sequenciamento do éxon 6 do gene p53 foi realizada por método
automatizado. Para tal, foram utilizados 20 ng/ul do produto da PCR purificado para
uma reacdo de 10 ul, contendo 3 ul de “Big Dye Terminator Ready Reaction”
(ABI PRISM BigDye Terminator Cycle sequencing Kit), 1,6 pmol de um dos
oligonucleotideos iniciadores (sense ou antisense) utilizados na PCR e agua destilada
para completar o volume final.

As condigOes da reacio de seqlenciamento foram: desnaturacao inicial a 96°C
por 10 segundos, hibridizag&o dos oligonucleotideos a 57°C por 5 segundos e extens&o
a 60°C por 4 minutos, sendo processados 25 ciclos em aparelho Termociclador Perkin
GeneAmp R PCR System 9700.

Para a purificagdo da reacéo sequenciamento, 40ul de isopropanol 75% foram
adicionados, agitando-se vigorosamente. A amostra foi centrifugada a 13.000 rpm por
25 minutos, a T°C ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 125 pl de etanol 70%, agitando-se. Centrifugou-se a 13.000 rpm por 5
minutos, a T°C ambiente e o sobrenadante foi descartado. A amostra foi entdo
incubada a 65°C por 5-10 minutos, para a evaporagao do etanol residual.

O sequenciamento automatizado foi realizado e analisado no sequenciador
automatico ABI PRISM 377 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Para a classificacdo das anormalidades estruturais do gene p53 obtidas no
estudo, foi considerada como mutacdo, a anormalidade génica que determinou a
producédo de proteina p53 anémala e por polimorfismo, a anormalidade que nao alterou
a produgéo da proteina (COTTON & SCRIVER, 1998).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com as anormalidades do gene p53

identificadas.

5. Aspectos éticos

Os estudos citogenético e molecular foram realizados em amostras de MO
obtidas por ocasido da coleta para o estudo citolégico necessario a confirmagao
diagnéstica ou para a confirmagdo da progressdo da doenca. Nenhum material
adicional foi coletado.

Os procedimentos foram realizados apds a obtengcdo das cartas de
consentimento pds-informagao, assinadas por pacientes que aceitaram participar do
estudo (Anexo 3) e apds a aprovacao pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade

de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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6. Anélise estatistica

Em comparacbes de varidveis continuas entre grupos foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney (ALTMAN, 1991b). As comparagdes das distribuicdes de
frequéncias foram avaliadas por meio do teste da probabilidade exata de Fischer ou
teste do Qui quadrado (ALTMAN, 1991c). Para os célculos das curvas de sobrevida
global foi utilizado o método de Kaplan-Meier e para a comparacdo das curvas de
sobrevida foi utilizado o teste de Breslow (ALTMAN, 1991a).

Para o calculo da sobrevida global dos pacientes foi considerado o tempo entre a
data do diagnédstico e a data do 6bito de qualquer natureza ou da Ultima avaliagao do
paciente no servico. Esta analise foi realizada com base nos dados obtidos até 30 de
abril de 2001.

Para todas as andlises estatisticas foram utilizados os programas
computacionais S-Plus 2000 Professional Release 1, Copyright 1988-1999, MathSoft,
Inc. e SPSS for Windows, version 10, SPSS Inc, 2000, Chicago, IL, USA.
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1. Aspectos clinicos

Foram avaliados 59 pacientes com MM e um paciente com leucemia
plasmocitaria.

Estes apresentaram a idade entre 29,0 e 79,0 anos, com mediana e média da
distribuicdo de 57,5 e 57,7 anos, respectivamente. Cerca da metade do numero de
casos apresentou a idade maior do que 60 anos.

A distribuicdo dos pacientes por sexo mostrou um discreto predominio da doenca
em pacientes do sexo masculino em relagdo aos do sexo feminino, guardando entre si
uma relacdo de 1,2:1.

Identificamos a exposicdo prévia dos pacientes a agentes quimicos, cComo 0s
pesticidas, os herbicidas e o benzeno em cerca de 60% dos casos que forneceram
informagdes consistentes a este respeito.

Observamos que 65% dos pacientes que puderam ser estadiados apresentaram
a doenca avangada (estadio lll). O estadiamento nao foi realizado em seis casos devido
a nao realizagcdo de um ou mais exames necessarios a esta definicao.

Cerca de 70% dos pacientes do estudo foram avaliados do ponto de vista
citogenético e molecular no momento do diagnéstico.

Nenhum tratamento foi administrado a cinco pacientes devido ao 6bito precoce
ou a perda do seguimento clinico e a um paciente com MM do estadio | que néao
apresentou sintomas ou evidéncia da progressao da doencga.

Os pacientes foram seguidos por periodos que variaram de 2 dias a 140 meses,
com mediana e média da distribuicao de 16 e 26 meses, respectivamente.

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 60 pacientes estudados estdo
apresentadas nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Os dados relativos ao diagnostico, a
idade, ao sexo, ao estadio da doenga, as datas do diagnodstico e dos estudos
citogenético e molecular e o momento da realizacao dos estudos citogeneético e
molecular estdo apresentados no Anexo 4.
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos 60 pacientes com mieloma multiplo estudados

Variaveis Numero de pacientes (%)
Idade (anos)
=30 16 (26,7)
50-60 17 (28,3)
=60 27 (45,0)
Sexo
masculino 32 (53,3)
feminino 28 (46,7)
Exposicédo a agentes quimicos
sim 30 (50,0)
nao 20 (33,3)
NA 10 (16,6)
Estadio
I 6(10)
Il 12 (20,0)
I 36 (60,0)
NR 6 (10,0)
Momento do estudo
diagnéstico 39 (65,0)
progressao 21 (35,0)
Terapéutica administrada
MP 11 (18,3)
MP+VAD 14 (23,3)
VAD 29 (48,3)
NR 6 (10)
Situacao clinica
Obito 24 (40,0)
vivo 33 (85,0)
perda de seguimento 3(5,0)

NA: nao analisada; NR: ndo realizada; MP: melphalan e prednisona; VAD: vincristina,
doxorrubicina e dexametazona
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Tabela 5: Caracteristicas laboratoriais dos 60 pacientes com mieloma multiplo estudados

Variaveis Namero de pacientes (%)

Plasmocitos MO (%)

<10 14 (23,3)
>10 38 (63,3)
NA 8(13,3)
Hemoglobina (mg/dl)
<8,5 23 (38,3)
85e10,0 15 (25,0)
> 85 21 (35,0)
NA 1(1,6)
Calcio sérico (mg/dl)
>12 7(11.8)
<12 47 (78,3)
NA 6 (10,0)
Lesoes liticas
Ausentes 14 (23,3)
Moderadas 24 (40,0)
Avancadas 15 (25,0)
NA 7(11,6)
Componente monoclonal
IgG 28 (46,6)
IgA 13 (21,6)
secretor de cadeias leves 4 (6,6)
nao secretor 1(1,6)
NA 14 (23,3)
Creatinina sérica (mg/dl)
>2 19 (31,6)
<2 39 (65,0)
NA 2(3,3)

MO: medula éssea; NA: ndo analisado
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2. Analise citogenética convencional
2.1. Cultura de células da medula 6ssea

Foram obtidas amostras de MO dos 60 pacientes inseridos no estudo.
Entretanto, o material recebido de dois deles foi improprio para a avaliacdo. Trinta e
sete e 21 das 58 amostras apropriadas foram obtidas de pacientes ao diagnostico e
durante a progressao da doenca, respectivamente.

A mediana e a média das porcentagens de plasmaécitos obtidos da avaliagio
citolégica da MO foram de 22,5% e 29,7% respectivamente.

Os numeros de células mononucleares obtidos destas amostras variaram de
1,8x10° a 130,1x10° células/ml, com mediana e média da distribuicao de 15,4x10° e
22,3x10° células/ml, respectivamente. As amostras obtidas em 87,9% dos casos foram
consideradas adequadas para a realizacdo de culturas de células, pois apresentaram
numeros de células mononucleares maiores ou iguais a 5,0x105!ml, tido como
necessario para a obtencéo de cromossomos em metafase para a analise do caridtipo.

Nao foram observadas diferencas significativas entre as medianas dos
numeros de células mononucleares obtidas de amostras de MO de pacientes ao
diagnéstico e de pacientes durante a progressdo da doenca (19,1x10%ml e
10,2 x10°%ml; P= 0,20).

Em amostras de 18 pacientes (31,0%), as culturas realizadas foram apenas as
nao estimuladas. Em amostras de 12 pacientes (20,7%) foram realizadas apenas as
culturas estimuladas. Ambas as culturas, ndo estimuladas e estimuladas, foram
realizadas em amostras de 28 pacientes (48,3%). Desta forma, foram realizadas 48
culturas n&o estimuladas e 42 culturas estimuladas.

Os numeros de células mononucleares obtidas para as culturas e os tipos de

Culturas realizadas em cada caso inserido no estudo estao apresentados no Anexo 5.
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2.2. Obtengao do cariétipo

Foram obtidos caridtipos em 40 dos 58 (68,9%) pacientes avaliados por meio
da analise citogenética convencional. Cariétipos anormais foram identificados em onze
pacientes (19,0%) e caridtipos normais em 29 pacientes (50,0%). O caridtipo ndo péde
ser avaliado em 18 pacientes (31,0%), uma vez que nao foram obtidos cromossomos
em metafase para a analise.

As frequéncias de cariotipos identificados e n&o identificados de acordo com as
porcentagens de plasmocitos e os numeros de ceélulas mononucleares obtidos de
amostras de MO de pacientes do estudo estao apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Frequéncias de caridtipos identificados e n&o identificados de acordo com
as porcentagens de plasmaocitos e os numeros de células mononucleares
obtidos de amostras de medula 6ssea de pacientes com mieloma multiplo

estudados

Variavel Cariétipo Cariétipo Valor do P

identificado nio identificado

nuamero (%) numero (%)

Plasmécitos (n=52)

<10% 11 (78,6) 3 (21,4) 1,0
>10% 28 (73.7) 10 (26,3)
Células mononucleares (n=58)
<5,0x10° 5(71,4) 2 (28,6) 1,0
>5,0x10° 35 (68,6) 16 (31,4)
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N&o houve diferengas significativas entre a obtengcédo e a ndo obtencdo do
caridtipo de acordo com as porcentagens de plasmdcitos e os nimeros de células
mononucleares obtidas de amostras de MO para a cultura celular.

As frequéncias de cariétipos normais e anormais de acordo com o momento do
estudo, as porcentagens de plasmacitos, os nimeros de células mononucleares e os
tipos de culturas realizadas em amostras de MO de pacientes do estudo estao

apresentadas na Tabela 7.

Tabela7: Frequéncias de cariétipos normais e anormais de acordo com o momento
do estudo, as porcentagens de plasmdcitos, os nimeros de células
mononucleares e os tipos de culturas realizadas em amostras de medula
Ossea de pacientes com mieloma multiplo estudados

Variavel Caridtipo normal  Cariétipo anormal Valor do P

numero (%) nuamero (%)

Momento do estudo (n= 40)

diagnéstico 21 (80.,8) 5(19,2) 0,14
progressao 8 (57.1) 6 (42,9)
Plasmécitos (n= 39)
<10% 7 (63,7) 4 (36,4) 0,69
>10% 21 (75,0) 7 (25,0)
Células mononucleares (n= 40)
<5.0x10° 4 (80,0) 1(20,0) 1,0
>5,0x10° 25 (71,4) 10 (28,6)
Tipo de cultura (n= 40)
estimulada 3(7.5) 2 (5,0 0,06
ndo estimulada 6(15.0) 6 (15,0)
20 (50,0) 3 (7.5)

ambas
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Nao foram observadas diferencas entre a obtencéo de cariotipos normais e
anormais de acordo com o momento do estudo, as porcentagens de plasmocitos, os
numeros de células mononucleares e o tipo de cultura realizada em amostras de MO de
pacientes do estudo.

Também néo foi observada diferenca entre o padrdo do cariétipo considerando
o total de culturas estimuladas e n&o estimuladas (P= 0,65).

A hiperdiploidia foi identificada em dez pacientes (17,2%). A trissomia do
cromossomo 17 foi observada em dois pacientes (3,4%; casos n°s 8 e 13; Figura 3) e a
monossomia do cromossomo 17 foi observada um Unico paciente (1,7%) (caso n°® 31,
Figura 4). A hipodiploidia, com perda do cromossomo Y, foi identificada em apenas no
caso n® 17 (1,7%).

A delecdo das regides 6q21 e 13q14 e uma translocacao complexa,
aparentemente comprometendo os cromossomos 1 e 7, foram identificadas em um
Unico paciente (caso n°® 51, Figura 4).

Os numeros de cromossomos em metéfases analisados e os carittipos obtidos

em pacientes inseridos no estudo estéo apresentados no Anexo 6.
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Figura 3 (A e B). Cromossomos em metafase e caridtipo: 56, XY, +1, +2, +3, +5, +6,
+9, +10, +11, -15, +16, +17, +18, +20, -22 em paciente com mieloma
multiplo (caso n°® 13)
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Figura 4 (A e B): Cromossomos em metafase e caridtipo: 55, XY, +X, +1, +2, +4, +5,
+6, del(6)q21, add(7)qg36, -8, -10, +11, del(13)q14, +15, -17, -18, +19,

+21, +22, +mar, em paciente com mieloma mdiltiplo (caso n°® 51)
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2.3. Correlagao do cariétipo com a sobrevida global

As probabilidades de sobrevida global aos 140 meses para os pacientes com
carictipo normal e anormal, foram de 56% e 36%, respectivamente. Ndo houve
diferenca entre as probabilidades de sobrevida global dos pacientes em relacdo a estes
padrbes do caribtipo (P=0,33; Figura 5).

56% Carictipos normais (n= 29)

S

- ——— - — - — — — — — +

€L |

64

36% Cariétipos anormais (n=11)

29
P=0,33

Probabilidade de sobrevida global (%)

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140

Meses

Figura 5: Curvas de sobrevida global dos pacientes com MM com cariétipos normais e

com anormalidades do cariotipo
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3. Analise citogenética molecular do cromossomo 17 e do gene p53

As avaliagcbes numéricas do cromossomo 17 e do gene p53, por meio do método
FISH, foram realizadas em 51 dos 58 pacientes inseridos no estudo e em dez controles.
Trinta e quatro e 17 dos 51 pacientes foram avaliados ao diagnodstico e durante a
progressao da doenga, respectivamente. A analise n&o foi realizada em sete pacientes

devido a escassez de nucleos interfasicos disponiveis.

3.1. Resultados obtidos em controles

Dois sinais fluorescentes verdes (um para cada centrdbmero do cromossomo
17) foram observados em 89,5% a 96,0% dos nucleos interfasicos avaliados
(médiaxDP: 93,70%+2,45%). Trés sinais fluorescentes verdes, indicativos de trissomia
do cromossomo 17, foram identificados em 0,0% a 6,5% dos nucleos interfasicos
avaliados (média+DP: 1,15%+1,97%). Nao foram observados mais do que trés sinais
fluorescentes verdes em qualquer dos nucleos interfasicos dos controles. Um unico
sinal fluorescente verde, indicativo da monossomia do cromossomo 17, foi identificado
em 2,5% a 6,5% dos nucleos avaliados (médiazDP: 4,15%%1,29%).

Considerando que os valores de corte para as anormalidades numericas do
cromossomo 17, foram definidas como o valor da média mais trés desvios padréo da
média obtida da avaliagéo de nucleos interfasicos de controles, valores maiores do que
7.0% e 7,5% foram indicativos da trissomia e da monossomia do cromossomo 17,
respectivamente, para os pacientes do estudo.

Dois sinais fluorescentes vermelhos (um para cada lécus do gene p53) foram
identificados em 86,5% a 96,0% dos nucleos interfasicos (médiatDP: 92,95+2,70%).
Trés sinais fluorescentes vermelhos, indicativos da presenca de trés coOpias do
gene p53, foram identificados em 1,0% a 4,0% dos nucleos interfasicos avaliados
(médiazDP: 2,65%+0,91%). Nao foram observados mais do que trés sinais
fluorescentes vermelhos em qualquer dos nucleos interfasicos dos controles. Um unico

sinal fluorescente vermelho, indicativo de delegao heterozigética do gene p53, foi
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observado em 10% a 55% dos nucleos interfasicos avaliados (média+DP:
2,30%+2,01%).

Tendo sido considerado que o valor de corte para as anormalidades numeéricas
do gene p53 foi definido como os valores maiores do que a média mais trés desvios
padr&o observada em nucleos interfasicos de controles, valores maiores do que 5,5% e
8,5% foram indicativos de trés copias do gene p33 e da delegdo monoalélica do gene

pS3, respectivamente, para os pacientes do estudo.

3.2. Resultados obtidos em pacientes

A trissomia do cromossomo 17 foi identificada em sete pacientes (13,7%)
avaliados. (casos n° 8, 10, 13, 14, 28, 50, 52). A anormalidade esteve presente em
9,5% a 49,0% dos nucleos interfasicos (média+DP: 27,57 %+16,25%).

Trés pacientes (5,9%) apresentaram a tetrassomia do cromossomo em 4,5%,
6,0% e 25,0% dos nucleos interfasicos (casos n°s 2, 6, 44).

A monossomia do cromossomo 17 foi identificada em seis (11,8%) pacientes
(casos n% 16, 20, 21, 25, 47, 49). A anormalidade esteve presente em 10,0% a 13,5%
dos nucleos interfasicos (média+DP: 10,70+1,40%).

A distribuicdo dos pacientes de acordo com as porcentagens de nucleos
interfasicos normais e anormais, obtidos com a utilizagdo da sonda para o centrémero
do cromossomo 17, esta apresentada no Anexo 7.

Onze pacientes (21,7%) apresentaram trés copias do gene p53 em 7,5 a 33,5%
(media+DP: 13,82+9,25) dos nucleos interfasicos (casos n°s 7, 8, 10, 14, 15, 26, 28, 35,
45, 50 e 52).

Quatro coépias do gene foram identificadas em trés pacientes (5,9%), em 4,5%,
6,0% e 25,0% dos nucleos interfasicos (casos n°s 2,6, 44).

As delegbes do gene p53 foram observadas em oito pacientes (15,7%). Delegbes
monoalélicas e bialélicas foram identificadas em sete e em um Unico paciente,

respectivamente.
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A distribuicdo destes pacientes de acordo com os numeros de sinais obtidos com
a utilizacéo das sondas para o centrémero do cromossomo 17 e para o locus do gene
p53 esta apresentada na Tabela 8.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com as porcentagens de nucleos
interfasicos normais e anormais, obtidos com a utilizagdo da sonda para o lécus do
gene p53 esta apresentada no Anexo 8.

Um padrao de hibridizagdo normal com as sondas utilizadas em um controle esta
apresentado na Figura 6. A trissomia do cromossomo 17 com trés copias do gene pS3 e
a delecdo monoalélica e bialélica do gene p53 estéo apresentadas nas Figuras 7 e 8,

respectivamente.
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Tabela 8  Resultados obtidos da andlise de oito pacientes com delecao do gene p53
por meio do metodo FISH, com a utilizagdo de sonda para o centrémero do

cromossomo 17 e de sonda para o lécus do gene p53

N° caso NuUmero de sinais de hibridizagdo

(% de nucleos interfasicos)

Cromossomo 17 Locus p53

4 ++ (89,1) +(17,2)
++++ (7,0) +(12,0)

13 +++ (13,5) +(12,0)
17 ++ (92,0) +(23,5)
21 +(10,0) +(28,0)
23 ++ (95,0) +(17,0)
46 ++ (92,0) +(20,5)
51 ++ (93,0) +(25,5)
0(13,5)

0, indica a delegdo bialélica; +, indica a delecdo monoalélica: ++, indica a
presenca de dois loci ou cromossomos; +++, indica a trissomia: ++++, indica a

tetrassomia

84



Resultados

Figura 6 (A e B): Cromossomos em metafase e nucleos interfasicos em um controle
avaliado por meio do método de hibridizagdo in situ com
fluorescéncia (método FISH), com a utilizagdo simultanea de uma
sonda para o centrdbmero do cromossomo 17 (*) e de uma sonda
para o lécus do gene p53 (¢), indicando padrées normais de
hibridizac&o
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Figura 7: Ndcleo interfasico de um paciente com mieloma multiplo, avaliado por
meio do método de hibridizaco in situ com fluorescéncia (método FISH),
com a utilizacdo simultdénea de uma sonda para o centrdmero do
cromossomo 17 (+) e de uma sonda para o l6cus do gene p53 (). A
presenca de trés sinais verdes e vermelhos indicou a trissomia do

cromossomo 17 e trés copias do gene p53 (caso n° 28)
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Figura 8: Nucleos interfasicos de paciente com mieloma mutiplo, avaliado por meio do
método de hibridizagao in situ com fluorescéncia (método FISH), com a
utilizacdo simultdnea de uma sonda para o centromero do cromossomo 17 (*)
e de uma sonda para o locus do gene p53 (+). Os dois sinais verdes e um
unico sinal vermelho no nucleo esquerdo indicaram a presenca de dois
cromossomos 17 e a delecdo monoalélica do gene p53. Os dois sinais
verdes no nucleo da direita indicaram a presenca de dois cromossomos 17 e

a delecao bialélica do gene p53 (caso n° 51)
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3.3. Correlagoes das anormalidades do cromossomo 17 e do gene p53

com os aspectos clinicos

As probabilidades de sobrevida global aos 140 meses para pacientes com
cariotipo normal, com ganhos do cromossomo 17 e com a monossomia do Cromossomo
17 foram de 52,0%, 34,0% e 22,0%, respectivamente. N&o foram observadas
diferencas entre as probabilidades de sobrevida considerando os diferentes grupos de
pacientes (P=0,93).

As probabilidades de sobrevida global em pacientes com copias adicionais e
numero normal de copias do gene p53 foram similares (60,0% versus 58,0%; P=0.80).

Frequéncias similares da dele¢éo do gene p53 foram observadas em pacientes
com os estadios | e Il e em pacientes com o estadio ||| (6,3% versus 23,3%; P=0,23) e
ainda, em pacientes avaliados ao diagndstico e durante a progressdo da doenca
(18,0% versus 12,0%; P=0,70).

A mediana da sobrevida global de pacientes com delegcio do gene p53 foi
menor do que a observada em pacientes que ndo apresentaram a anormalidade génica
(7,5 meses versus 17,0 meses; P=0,05). As probabilidades de sobrevida global aos 140
meses, para os pacientes do primeiro grupo foi também maior do que a observada para
Os pacientes do segundo grupo (57,0% versus 0,0%: P= 0,0008).

As curvas de probabilidades de sobrevidas global em pacientes com delegéo do
gene p53 e em pacientes sem esta anormalidade génica estdo apresentadas na
Figura 9.
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Figura 9: Curvas de sobrevida global dos pacientes com MM e delegéo do gene pS3 e

dos pacientes que ndo apresentaram a delegdo do gene, avaliados pelo

método de hibridizagao in situ com fluorescéncia
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4. Analise molecular do gene p53

A analise molecular do gene p53 foi realizada em 38 pacientes ao diagndstico e
em 21 pacientes durante progressao da doenca.
Foi obtido DNA de 59 dos 60 pacientes inseridos no estudo. Em um Unico
paciente (caso n° 57) o material recebido foi iInadequado para a extrac3o.
Foi colhido DNA em quantidade e qualidade adequadas para a avaliacdo, de
todos os pacientes inseridos no estudo.

4.1. Rastreamento das anormalidades no gene p53

A analise foi realizada em duplicata de produtos independentes obtidos de DNA
extraido da MO de 59 dos 60 pacientes incluidos no estudo. Um padrdo de mobilidade
eletroforética alterado ao SSCP, foi encontrado em 13 amostras, sendo sete
correspondentes ao éxon 4 (Casos n°s 8, 17, 25, 37, 40, 45 e 54), quatro ao éxon 6
(Casos n°s 13, 19, 29 e 60) e dois ao éxon 9 (Casos n°s 7 e 33).

4.2. Caracterizagdo das anormalidades no gene p53

Um mesmo polimorfismo em homozigose no cédon 72 do éxon 4 (CGC—-CCO)
substituindo uma arginina por uma prolina foi observado nos 7 pacientes que
apresentaram padréo de mobilidade eletroforética alterado ao SSCP nesta regido do
gene.

Um mesmo polimorfismo no cédon 213 do éxon 6 (CGA—-CGC) foi identificado
em heterozigose no Caso n° 13 e em homozigose no Caso n° 19, ndo havendo
substituicdo de aminoacidos (arg—arg).

Um unico paciente apresentou a substituicdo de uma base na posicdo +31 do
intron 6 do gene p53, havendo a troca de uma adenina por uma guanina (A—G) (caso
n® 60). Nenhuma anormalidade no éxon 6 foi observada por seqiienciamento do cDNA
deste caso.
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Nenhuma outra anormalidade no éxon 6 foi identificada por sequenciamento do
caso n® 29, bem como no sequenciamento do éxon 9 dos casos n°s 7 e 33, que
apresentaram padrdo de mobilidade eletroforética alterado ao SSCP nas respectivas
regides do gene.

A andlise por PCR, SSCP e sequenciamento do éxon 4 e do éxon 8 nao foi
possivel no caso n° 29 devido a degradagéo do DNA disponivel no momento do estudo.

As anormalidades identificadas por SSCP e sequenciamento do éxon 4 do gene
p53 no caso n° 13 do intron 6 do gene p53 do caso n° 60 estéo apresentadas nas

Figuras 10 e 11, respectivamente.
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A esquerda, os resultados da analise por SSCP néo radioativo do produto
do PCR contendo o éxon 6 do gene p53. A coluna C representa um
individuo controle. As colunas 10 a 12 e 14 a 16 representam o DNA de
pacientes com MM que apresentaram mobilidade eletroforética normal,
enquanto que a coluna 13, representa o DNA de um paciente com
mobilidade eletroforética alterada (Caso n°® 13). A direita, os resultados
obtidos a partir da andlise por seqiienciamento da fita "sense" do DNA do
éxon 6 do gene p53 do mesmo paciente. O resultado é consistente com
um polimorfismo silencioso no cédon 213 (CGA—>CGG) em heterozigose.

A seta indica o local onde ocorreu a o polimorfismo
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Figura 11:A esquerda, os resultados da analise por SSCP nao radioativo do produto do
PCR do DNA do éxon 6 do gene p53. O resultado de um individuo normal
esta apresentado na coluna C. Os resultados obtidos em pacientes com MM
com mobilidade eletroforética normal estdo apresentados nas colunas 56, 58
e 59. O resultado obtido em um paciente com MM com mobilidade
eletroforética anormal esta apresentado na coluna 60 (caso n° 60). A direita,
os resultados da andlise por seqienciamento da fita "sense" do DNA do éxon
6 do gene p53 do mesmo paciente. O resultado foi consistente com um
polimorfismo em heterozigose na posicdo +144 do intron 6, com a
substituicdo de uma adenina por uma guanina (A—G). A seta indica o local

onde ocorreu o polimorfismo
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Discussdo

O MM foi extensivamente estudado nos ultimos anos, particularmente em suas
caracteristicas genéticas. Entretanto, varios de seus aspectos, como as frequéncias das
anormalidades numéricas do cromossomo 17 e das delegbes e mutagdes do gene pS3,
bem como o impacto destas anormalidades na sobrevida de pacientes com a doenga,
permanecem indeterminados, o que justificou a realizagao deste estudo.

Quando os nossos pacientes com MM foram distribuidos por idade, notamos que
a idade média foi menor, 57,7 anos, do que a observada em pacientes de paises do
hemisfério norte, 65,0 anos (SMADJA, et al., 1995; DRACH et al., 1998; PEREZ-SIMON
et al., 1998; BARLOGIE et al., 2001; MEDEIROS, 2001).

O controle da exposicdo ambiental de individuos a agentes quimicos €
insatisfatério no Brasil. Assim, a populacdo brasileira parece ser mais submetida a
exposicdo a pesticidas, a herbicidas e ao benzeno do que as populacdes do hemisferio
norte (LORAND et al., 1984; SHIELDS et al., 1993; RUIZ et al., 1994, QUEIROZ et al.,
1997). Como estes fatores podem estar associados com a origem do MM (GOLDSTEIN
& STUART, 2000) e cerca de 60% dos nossos pacientes relataram a exposicao a
agentes quimicos, as diferencas observadas entre as idades de nossos pacientes e a
daqueles do hemisfério norte podem ter resultado de uma maior incidéncia da doenca
em nosso meio ou da manifestagdo da mesma em idade mais precoce do que a usual.

As diferentes composigdes etarias das populacoes de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (VERAS, 1991) poderiam também constituir uma explicagé@o plausivel
para as diferencas etérias observadas em pacientes dos diferentes estudos.

As distribuicbes por sexo dos nossos pacientes mostraram um discreto
predominio da doenga em pacientes do sexo masculino, semelhante a outros relatos
(SMADJA et al., 1995; DRACH et al., 1998; PEREZ-SIMON et al., 1998; BARLOGIE et
al., 2001; MEDEIRQOS, 2001).

Quando os nossos pacientes foram distribuidos por estadio da doenca,
observamos que cerca de 70% deles apresentaram a sua forma avangada (estadio lll),
de acordo com as descrigbes de DURIE & SALMON (1975), LAl et al. (1995),
TABERNERO et al. (1996), CALASANZ et al. (1997), TRICOT et al. (1997), DRACH et
al. (1998), PEREZ-SIMON et al. (1998) e SMADJA et al. (1998).
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Em seu conjunto, os resultados deste estudo indicaram que o MM em nosso
meio tem aspectos clinicos semelhantes aos da doenca no hemisfério norte.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com o cariotipo obtido
por meio da analise citogenética convencional, identificamos anormalidades do cariétipo
e cariétipo normal em cerca de 20% e 50% deles, respectivamente. Notamos ainda, que
O caridtipo ndo pode ser identificado devido a auséncia de cromossomos em metafase
nos 30% restantes.

SAWYER et al. (1995), CALASANZ et al. (1997) e FEINMAN et al. (1997)
identificaram as anormalidades do caridtipo em 27% a 33% dos pacientes com a
doenca, respectivamente. Desta forma, as nossas frequéncias de anormalidades do
caridtipo foram similares as obtidas por estes autores. Por outro lado, as anormalidades
do caridtipo foram identificadas com frequéncias que variaram de 36% a 76,6%, nos
estudos conduzidos por ZAGO et al. (1975), DEWALD et al. (1985), GOULD et al.
(1988), FACON et al. (1993), LAl et al. (1995), SMADJA et al. (1995), BRIGAUDEAU et
al. (1997), TRICOT et al. (1997), SEONG et al. (1998) e SMADJA et al. (1998).

A explicagédo para a identificagdo destas anormalidades com frequéncia menor
do que a descrita na maioria dos estudos n&o nos parece clara por varias razoes.

Iniciaimente, colocamos em cultura apenas celulas mononucleares da MO, uma
VeZ que pareceu consenso entre os citogeneticistas, que a frequéncia real de
anormalidades cromossdmicas na doenca pudesse ser subestimada pela pequena
atividade mitdtica dos plasmécitos e que, desta forma os caridtipos pudessem resultar
da proliferagéo de células normais e ndo do clone neoplasico (FEINMAN et al., 1997).
Ainda, obtivemos numeros de células mononucleares adequados para a cultura da
maioria das amostras, indicando que ndo ocorreram problemas na coleta ou separacdo
das células.

Também utilizamos a IL-6 e o GM-CSF em culturas celulares de nossos
pacientes, uma vez que foram considerados estimuladores da proliferacao de
plasmacitos e inibidores da sua apoptose, em culturas de células da MO de pacientes
com MM (KLEIN et al., 1989; NILSSON et al., 1990; ZHANG et al., 1990). Obtivemos

um grande numero de cromossomos em metafase para a andlise de cariétipo, na
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maioria dos nossos pacientes, indicando que problemas nas culturas de celulas ou
escassez de material para a analise ndo ocorreram em nosso estudo.

Ainda, utilizamos para a avaliagdo do cariétipo um sistema automatizado de
andlise (Cytovision version 4.4, Aplied Imaging Coorporation), que possibilitou o
pareamento e a ampliagdo do tamanho dos mesmos e, desta forma, facilitou a
identificagdo das anormalidades cromossémicas. Desta forma, problemas na avaliagdo
dos cromossomos em metafase foram, pelo menos, atenuados em nosso estudo.

Assim, nos pareceu que a ocorréncia de anormalidades cromossdmicas com
pequena freguéncia foi uma caracteristica da nossa amostra. Se forem verdadeiras as
suposicdes de que a maioria dos pacientes s&o anormais do ponto de vista cariotipico,
a proliferagdo preferencial de linfocitos e monécitos em cultura constitul a unica
explicacdo plausivel para os nossos resultados.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com o padrao do
cariotipo obtido de culturas de células ndo estimuladas e estimuladas por IL-6 e 0 GM-
CSF, observamos que os caritipos anormais foram identificados com frequéncias
similares em amostras dos dois tipos de culturas celulares. Também SMADJA et al.
(1995) e BRIGAUDEAU et al. (1997) obtiveram resultados semelhantes em seus
estudos, o que indicou que a adigdo de citocinas as culturas celulares néo contribuiu
para aumentar a identificacéo da suposta alta frequéncia de anormalidades cariotipicas
em pacientes com MM. Entretanto, caridtipos anormais foram identificados com
frequéncia expressivamente maior em amostras de culturas estimuladas, 55%, do que
em amostras de culturas ndo estimuladas, 24%, no estudo conduzido por LAl et al.
(1995), o que indicou que as citocinas parecem ter determinado a proliferacao dos
plasmécitos do MM em culturas celulares.

Assim, podemos apenas dizer que as citocinas IL-6 e GM-CSF aparentemente
nao interferiram na identificagdo de anormalidades do cariétipo em nosso estudo e que
outros estudos devem ser realizados para que se possa esclarecer este aspecto com
exatidao.

A distribuicdo dos nossos pacientes de acordo com as diferentes anormalidades

do cariétipo mostrou que estas foram constituidas na sua quase totalidade por
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anormalidades numeéricas, como a hiperdiploidia e a hipodiploidia, de forma similar a
relatos previos (ZAGO, 1975; DEWALD et al., 1985; WEH et al., 1993: GOULD et al.,
1988; LAl et al., 1995; BRIGAUDEAU, 1997; CALASANZ et al., 1997; SEONG et al.,
1998; SMADJA et al., 1998).

A delecao do cromossomo Y foi observada em um Unico paciente do nosso
estudo. Ele tinha 69 anos no momento da avaliagéo citogenética. Assim, ndo pudemos
atribui-la com certeza a doenca, uma vez que a perda do cromossomo Y pode ocorrer
em individuos normais com a idade avancada (PIERRE et al., 1972: DEWALD et al.,
1985).

As anormalidades numéricas do cromossomo 17, como a trissomia e a
monossomia foram identificadas em menos do que 5% dos pacientes do nosso estudo.
A identificacdo destas anormalidades como eventos pouco comuns foi também descrita
por FEINMAN et al. (1997). Nao observamos em nosso estudo, dele¢des do brago curto
do cromossomo 17. De acordo com a descrigdo de DURIE (1992), estas anormalidades
cromossOmicas devem constituir eventos raros na doenca.

A delecao da regiao 13q14 foi identificada em apenas um caso da nossa
amostra. DelecGes parciais ou completas do brago longo do cromossomo 13 foram
identificadas por citogenética convencional em 15% a 47% dos pacientes com MM (LAI,
etal, 1995, SEONG et al., 1998; SMADJA et al., 1998). A delecéo da regido 6q21 foi
identificada no mesmo caso. LAl et al. (1995) identificaram delegdes do braco longo do
cromossomo 6 em 7,0% dos pacientes estudados por analise citogenética convencional
e FEINMAN et al. (1997) observaram em 15,0%. Um Unico rearranjo cromossomico,
add(7)q36, foi identificado no mesmo Unico caso.

E possivel que identificagcdo de delegdes e translocagbes em apenas um unico
paciente tenha resultado da pequena frequéncia de anormalidades do cariétipo em
nossa amostra. E ainda possivel que a morfologia dos cromossomos que obtivemos
nao tenha sido satisfatéria para a identificacdo de anormalidades cromossémicas de
pequena extensao.

As curvas de sobrevida global ndo foram influenciadas pelo padrio do cariétipo.
Este resultado € discordante da maioria das descrigdes anteriores (DEWALD et al.,
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1985; WEH et al., 1993; SEONG et al., 1998; FEINMAN et al., 1997; CALASANZ et al.,
1997; TRICOT et al., 1997; PEREZ-SIMON et al., 1998; SMADJA et al., 1998; HANG et
al., 1999; MEDEIROS, 2001), nas quais os pacientes com anormalidades do caridtipo
apresentaram menor probabilidade de sobrevida global do que os demais. Uma
possivel explicagdo para esta diferenca pode ser o fato de que nos identificamos
apenas a hiperdiploidia na quase totalidade dos nossos casos e, embora esta
anormalidade tenha sido descrita como um fator de prognostico desfavoravel, o seu
impacto na sobrevida dos pacientes com MM parece menor do que o exercido por
outras anormalidades cromossdmicas, ndo identificadas neste estudo (SEONG et al,,
1998: SMADJA et al., 1998). E ainda possivel que a variagéo da sobrevida de nossos
pacientes de acordo com o padréo do cariétipo tenha ocorrido, mas que nao tenha sido
forte o suficiente para ser identificada por eventos de pequena frequéncia.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com o numero de
cromossomos 17 identificados por meio do método FISH, observamos que ganhos
deste cromossomo ocorreram em cerca de 20% e perdas ocorreram em 11,8% dos
pacientes. Estes resultados estiveram de acordo com as observagées de TABERNERO
et al. (1996) e PEREZ-SIMON et al. (1998) que identificaram ganhos do cromossomo
17 em cerca de 22% dos pacientes analisados em seus estudos. Também DRACH et
al. (1998) identificaram ganhos do cromossomo 17 em cerca de 13% dos pacientes com
a doenca e AVET-LOISEAU et al. (1999) e KONIGSBERG et al. (2000) identificaram em
10% de seus pacientes estudados pelo FISH. Estes autores, porém, ndo observaram
perdas do cromossomo 17 em seus estudos. J& SCHULTHEIS et al. (1999) néo
identificaram ganhos do cromossomo 17, mas observaram perdas em 4% dos
pacientes.

Assim, o conjunto dos resultados obtidos indicou que as anormalidades
numéricas do cromossomo 17, predominantemente ganhos do cromossomo 17,
constituem eventos relativamente comuns na doenga. Em nosso estudo, esta
frequéncia foi expressivamente maior do que a observada quando estas anormalidades

foram identificadas por meio da analise citogenética convencional, cerca de 5%. Assim,
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o método FISH em nossa experiéncia, foi mais sensivel do que a analise citogenética
convencional, para a identificagcdo das anormalidades numéricas do cromosssomo 17.

A distribuicdo dos nossos pacientes de acordo com as anormalidades numéricas
do cromossomo 17, identificadas pelo método FISH, e a probabilidade de sobrevida
global mostrou que estas anormalidades nao tiveram impacto na sobrevida global de
pacientes do estudo, como observado por KONIGSBERG et al. (2000). No entanto,
PEREZ-SIMON et al. (1998) observaram que o0s pacientes com ganhos de
cromossomos 17 apresentaram probabilidade de sobrevida maior do que aqueles que
nao os apresentaram. Ja TABERNERO et al (1996), DRACH et al. (1998),
SCHULTHEIS et al. (1999) e AVET-LOISEAU et al. (1999) aparentemente ndo
avaliaram o significado progndstico destas anormalidades cromossémicas em seus
estudos, o que dificultou a comparacdo dos nossos resultados. Assim, julgamos que
estudos adicionais se fazem necessarios para que se possa estabelecer o impacto das
anormalidades numéricas do cromossomo 17 na sobrevida de pacientes com a doenga.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com o numero de
genes p53 observamos que copias adicionais e delegGes do gene estiveram presentes
em um contingente consideravel de pacientes.

As copias adicionais do gene foram identificadas em cerca de 30% dos pacientes
da nossa amostra. Estas frequéncias foram maiores do que as observadas por DRACH
et al. (1998), AVET-LOISEAU et al. (1999) e KONIGSBERG et al. (2000), que as
identificaram em cerca de 10% dos pacientes de suas casuisticas. Entretanto, em cerca
de um terco dos nossos pacientes, que apresentaram as copias adicionais do gene em
nosso estudo, estas foram identificadas em numero pouco expressivo de nucleos
interfasicos. Assim, é possivel que possam ser considerados como individuos normais.

A distribuicdo dos nossos pacientes de acordo com o nimero de copias do gene
pS3 e a probabilidade de sobrevida global mostrou que as copias adicionais do gene
nao influenciaram a sobrevida dos pacientes. Resultado semelhante foi observado por
KONIGSBERG et al. (2000). J4 DRACH et al. (1998) e AVET-LOISEAU et al. (1999)
aparentemente nao avaliaram o significado prognéstico desta anormalidade em seus

estudos. Assim, julgamos que estudos adicionais se fazem necessarios para que se
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possa estabelecer o impacto das copias adicionais do gene p53 na sobrevida de
pacientes com a doenca.

As delecdes do gene p53, predominantemente monoalélicas, foram observadas
em cerca de 16% dos pacientes do nosso estudo. Resultados similares foram
observados por AVET-LOISEAU et al. (1999) e SCHULTHEIS et al. (1999). Apenas
CARLEBACH et al. (2000) nao identificaram as delegbes do gene em 16 pacientes com
MM. Entretanto, o nimero de pacientes incluidos neste estudo pode nZo ter sido
suficiente para identificar eventos com pequena frequéncia de ocorréncia. Por outro
lado, frequiéncia maior da delegéo do gene, cerca de 55%, foi observada por DRACH et
al. (1998).

N3o ha razdes 6bvias para explicar as diferengas de frequéncias de identificagao
desta anormalidade nos varios estudos. Todos os autores analisaram pacientes
diagnosticados pelos mesmos critérios e classificados pelo mesmo sistema de
estadiamento (DURIE & SALMON, 1975). Também n&o nos pareceu que diferencas
clinicas significativas caracterizaram os grupos de pacientes avaliados.

Uma possibilidade, aventada por AVET-LOISEAU et al. (1999), considerou a
origem étnica dos pacientes estudados. Entretanto, apenas nds analisamos pacientes
brasileiros; os outros estudos foram realizados com pacientes europeus. Embora
inegavel a heterogeneidade étnica da populagéo brasileira (ALVES-SILVA et al., 2000;
CARVALHO-SILVA et al., 2001), esta ndo nos pareceu uma explicagcdo plausivel para
explicar as diferengas obtidas nos estudos como um todo.

As diferencas de frequéncias da delecdo do gene também n&o puderam ser
atribuidas aos tipos de sondas utilizadas para a identificagao do gene, uma vez que a
mesma sonda (Vysis, Inc.) foi utilizada em todos os estudos. Também n&o puderam ser
explicadas por eventuais problemas técnicos durante a realizagao dos procedimentos
do método FISH, uma vez que resultados similares foram obtidos em controles de todos
os estudos.

Assim, s6 nos foi possivel concluir que identificamos a dele¢&o do gene p53 com
as frequéncias observadas pela maioria dos autores que avaliaram esta anormalidade

na doenca.
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Nao observamos em nosso estudo diferencas entre as frequéncias da delecao
do gene em pacientes de acordo com o estadios da doenca. Embora DRACH et al.
(1998) tenham identificado as maiores frequéncias da delegio do gene em pacientes do
estadio Ill, AVET LOISEAU et al. (1999), na avaliacdo apenas de pacientes do estadio
Ill, identificaram a anormalidade com frequiéncia semelhante a por nés obtida.

Também n&o observamos diferencas nas freqiiéncias da anormalidade em
pacientes avaliados ao diagnéstico ou durante a progressdo da doenga, em desacordo
apenas com DRACH et al (1998) que foram os Unicos a avaliar este aspecto e uma vez
mais as diferencas entre os resultados obtidos dois estudos permanece sem
explicacao.

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com a presenca € a
auséncia da delecdo do gene p53 e a sobrevida global, observamos que a
anormalidade génica teve grande impacto na sobrevida dos pacientes. Os com a
delecao do gene apresentaram a mediana de sobrevida e a probabilidade de sobrevida
global menores do que os que ndo apresentaram a delegdo. DRACH et al (1998)
Obtiveram os mesmos resultados na avaliagdo de seus pacientes. Também
KONISGSBERG et al. (2000) observaram uma forte correlagdo entre a deleco do gene
pS3 com a sobrevida global dos seus pacientes. Entretanto, eles avaliaram a
anormalidade génica em associacdo a outros fatores com importancia prognéstica, o
que dificultou a sua avaliagdo como fator prognéstico independente.

Assim, os nossos resultados e os obtidos por DRACH et al. (1998) indicaram que
a delecdo do gene p53 ndo € um evento universal no MM, mas parece limitado a um
grupo de pacientes com um prognostico particularmente desfavoravel. Entretanto,
estudos com casuisticas maiores se fazem necessarios para a definicdo das
freqléncias de ocorréncia da anormalidade e para a confirmagdo do seu significado
prognostico.

A distribuicdo dos nossos casos de acordo com as anormalidades do gene p53
identificadas por meio do estudo molecular, mostrou que polimorfismos do gene
estiveram presentes em cerca de 17% dos pacientes e que nenhuma mutacdo do gene
pb&de ser identificada.
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Os polimorfismos identificados nos éxons 4 e 6 do gene p53 foram anteriormente
descritos por BUCHMAN et al. (1988) e BATHIA et al. (1992), respectivamente. A
anormalidade observada no éxon 4 (codon 72), que causa a substituicdo de uma
arginina por uma prolina, esta correlacionada com um sitio variavel de Bgl Il na regiao
do intron 1. Ndo ha evidéncia até o momento, de que estas variantes da proteina pS3,
poderiam estar ligadas & malignidade da doenga (BUCHMAN et al., 1988, PIGNON et
al., 1994; MELO, 1998).

O polimorfismo observado no éxon 6 (cédon 213) nao ocasionou a substituicao
do aminoacido arginina e também n&o determinou anormalidades na fungéo da proteina
p53 e (BATHIA et al., 1992; PIGNON et al., 1994) e ja foi descrito em pacientes com
MM (OWEN et al., 1997).

A anormalidade no intron 6 do gene p53 foi identificada em um Unico paciente do
estudo e por andlises do sequenciamento direto, concluimos que a alteragéo intronica e
um polimorfismo, localizada perto da regi@o de splicing do RNA mensageiro. O
sequenciamento do cDNA sugeriu que néo houve comprometimento do processamento
do RNA, porém, somente através de estudos funcionais seria possivel determinar
anormalidades que comprometessem a fungéo da proteina.

Em nosso conhecimento o polimorfismo no éxon 4 e no intron 6 estdo sendo
descritos pela primeira vez, em pacientes com MM.

A presenga de polimorfismos no gene p53 confirma a sensibilidade da técnica
utilizada para a identificagdo de anormalidades do gene, tornando menos possivel o
fato de que o método de rastreamento por PCR-SSCP possa nao ter sido adequado
para identificar as mutagoes.

Por outro lado, PREUDHOMME et al. (1992) investigaram mutagGes no gene p53
em pacientes com MM empregando a mesma metodologia de rastreamento por nos
utilizada. Excluiu de sua andlise todos os pacientes com porcentagens de plasmaocitos
na MO menor do que 10%, tendo como a base a afirmagéo de que o método de SSCP
s6 é sensivel para detectar anormalidades génicas em amostras de DNA contendo
aproximadamente 10% de células malignas (SUZUKI et al., 1990). Em nosso estudo,

cerca de 75% dos pacientes que tiveram o nimero de plasmocitos na MO analisados,
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apresentaram porcentagens de plasmocitos na MO, maior ou igual & 10%, enquanto
que os 25% restantes, os apresentaram em porcentagens menores do que 10%. Desta
forma, a maioria dos pacientes estudados apresentaram porcentagens de plasmacitos
suficientes para a realizacdo segura do método. Entretanto, como as porcentagens de
plasmocitos néo foram adequadas em todas as amostras do estudo, nao nos foi
possivel afirmar com certeza, que as mutagcOes do gene estiveram ausentes mas, se
presentes, constituiram eventos de pequena frequéncia em nossos pacientes com a
doenga.

Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que demonstraram que
as mutacbes somaticas nos éxons 5 a 9 do gene p53 foram observados com
frequéncias pequenas em pacientes com MM (0,0% a 10,0%) (OWEN et al., 1997:
PHEUDHOMME et al., 1992; CORRADINI et al., 1994). Apenas NERI et al. (1993) e
PORTIER et al. (1992) observaram frequéncias discretamente maiores de mutagdes no
gene pS3 em pacientes com a doenca, 13,0% e 20,0%, respectivamente e
principalmente, naqueles com estadio avangado da doenga ou leucemia plasmocitaria.

Os resultados dos estudos em conjunto indicaram que as mutag¢des do gene p53
constituem eventos pouco frequéntes na doenga e parecem portanto, de valor limitado
como indicador de prognéstico.

Vale ainda a pena comentar que em todos os pacientes que apresentaram a
delecdo do gene p53, porcentagens de plasmoécitos maiores do que do que 10,0%
(médiazDP: 42,6+28.0: mediana: 34,5) foram identificadas. Assim, para estes casos,
podemos afirmar com seguranga que as mutacdes do alelo residual ndo ocorreram.

Frente a esta constatacéo, uma questao permanece a ser discutida. Como é que
apenas a delecdo monoalélica do gene p53 pode ter influenciado a sobrevida dos
pacientes do nosso estudo.

Sendo o gene p53 um supressor tumoral, é necessario que ocorra a perda ampla
de sua fung&o por delecdo ou mutacdo, para que este tenha efeito biolégico em
pacientes com a doenca.

Em casos de delegbes, o segundo alelo deveria estar inativado para suprir a
atividade p53, como demonstrado em leucemia linféide crénica de origem B, por

106



Discussao

DOHNER et al. (1995). Uma vez que delecdes bialélicas foram infrequentes em nosso
estudo e que as mutagdes no alelo residual ndo foram identificadas, n&o nos foi
possivel integrar o papel destas perdas génicas monoalélicas na evolugdo dos nossos

casos de MM.
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As anormalidades numéricas do cromossomo 17, identificadas por meio da
analise citogenética convencional, constituiram eventos de baixa freqiéncia em nosso
estudo e nao influenciaram a probabilidade de sobrevida global de nossos pacientes

com MM.

O método FISH possibilitou a identificacdo de anormalidades numeéricas do
cromossomo 17 em cerca de um terco do numero de casos incluidos no estudo,
indicando que ganhos e perdas deste cromossomo parecem eventos relativamente
comuns em pacientes com MM. Entretanto, estas anormalidades cromossémicas n&o

influenciaram a probabilidade de sobrevida global de nossos pacientes.

As copias adicionais do gene p53 foram identificadas, por meio do método FISH,
em cerca de um tergo do nimero de casos do estudo mas, tambem nao influenciaram a

probabilidade de sobrevida global de nossos pacientes com MM.

As mutagbes do gene p53 nao foram identificadas em qualquer dos pacientes
com MM incluidos no estudo, e conseguentemente ndo exerceu impacto na sobrevida.

global destes pacientes.

A delecdo do gene p53 foi identificada em cerca de 16% dos pacientes do
estudo. O grupo de pacientes com a anormalidade génica apresentou uma mediana de
sobrevida global e uma probabilidade de sobrevida global menores do que as
observadas naqueles que nao apresentaram a delegéo do gene. Assim, foi considerada

um fator preditivo de sobrevida curta para os pacientes com MM avaliados.
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Critérios diagndsticos para o mieloma multiplo

Critérios maiores
| - plasmocitoma em bidpsia de tecidos
|l - plasmocitose na medula 6ssea: >30% de plasmocitos

Il - IgG >3,5g/dl ou IgA >2,0g/dl no soro; cadeias leve x ou A 21g/24hs na urina

Critérios menores
A - plasmocitose na medula 6ssea entre 10 a 30% do total de células
B - imunoglobulina monoclonal presente em concentragoes menores do que as citadas
em critérios maiores
C - lesbes 6sseas liticas

D - IgM <0,05g/dl, IgA <0,1g/dl ou IgG <0,6g/dl

O diagnéstico do mieloma mdiltiplo requer no minimo 1 critério maior + 1 critério menor ou pelo
menos 3 critérios menores
1- I+B, I+C, I+D

2- |I+B, II+C, II+D

w
]

Hi+A, 111+C, Hi+D

4- A+B+C, A+B+D

Anexo 1



Critérios para o estadiamento do mieloma multiplo

Estadio I
Hb >10,0g/100 mi
Calcio sérico <12 mg/100 ml
lesGes liticas ausentes ou plasmocitoma 6sseo solitario
componente monoclonal pequeno
IgG <5 g/100 mi
IgA <3 g/100 mi
proteinuria monocional <4g/24hs

Estadio Il

situado entre estadios | e I

Estadio lll
Hb <8,5g/100 ml
Ca sérico >12 mg/100 mi
lesGes Osseas liticas avancadas
componente monoclonal acentuado
IgG >7 g/100 ml
IgA >5 g/100 mi
proteinuria monoclonal >12g/24hs

Subclassificagio
A = funcao renal relativamente normal (valor de creatinina sérica < 2,0 mg/100 ml)

B = fungao renal anormal (valor de creatinina sérica > 2,0 mg/100 ml

Durie & Salmon (1975)
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Anexo 3

Termo de consentimento livre e esclarecido para participacdo do projeto de estudo
intitulado

“IDENTIFICACAO DAS DELECOES E MUTACOES DO GENE p53 EM PACIENTES COM

MIELOMA MULTIPLO”
INOMIE A0 PACIEIE:.........c.oeveeecvreiaerienseem s sttt e s s s R s
Idade................ anos RG: .ccivicicisivsisnivssmmsmsinsesnoysin . TR basarsrrmssttssssnsersinnannsnnssnnsssssesbnssssinoiasrising
EMACTOEO:........cccerueeeeuenrmieremamsa s csseenensansssstssassssissssessassssanabasss asasssssassssssstas sebnassen dasassseans 10t ohausEsEL SRS ar et s s

Nome do responsével legal (se paciente menor de idade):.... ..o rmimnnrinionrrissinniisnsrsncnisene.

RG ooceereeeeeirecnrensseseesssssenesssneness GTAT € PATEIMEESCO..........coeivemeeronranssisrissrssssnsasnsnsssanesseaasnssasssnssssns

01y O ———

Estou ciente de que para realizar o diagnéstico da minha doenga ou de sua recaida, necessito ser
submetido a pungdo de medula 6ssea. Este procedimento ¢ realizado por meio de pungdo por agulha no
0sso esterno ou em osso da bacia. Trata-se de um procedimento de rapida duragéo (cerca de 5 minutos),
cujo tinico efeito indesejével a ser considerado € a dor no local de pungéo, que € atenuada com anestesia
local. Estou ciente que parte da amostra de medula Ossea, colhida para o diagnéstico da minha doenga ou a
identificacio de recaidas, ser4 utilizada para a pesquisa de anormalidades cromossémicas e do gene p33
observadas na minha doenga. Desta forma, estarei participando do estudo “Identificagdo das Delegdes e
mutagdes do Gene p53 em Pacientes com Mieloma Miiltiplo”. Estou ciente de que o material obtido serd
utilizado apenas para esta pesquisa. Serei beneficiado com a realizagdo da pungdo de medula ssea porque
os resultados obtidos deste exame vdo determinar o meu diagnéstico ou identificar as recaidas da doenga.
Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizagdo destes exames. Sei que posso sair do estudo a
qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento na UNICAMP. Sei ainda, que meus

dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver quaisquer dividas sobre o estudo
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poderei procurar a Dra. Carmen Silvia Passos Lima no Hemocentro — UNICAMP, a rua Carlos Chagas no.
480, Campus da Cidade Universitaria. CEP: 13081-970; Tel: 788 8740 e 788 8022; Fax: 788 8750.

Se tiver reclamagdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Tel: 788 8936; Fax: 788 8925.

Eu li/ouvi o contetido deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas davidas oralmente.

..................................................................................

Assinatura de paciente

Assinatura do responsavel legal

.........

Assinatura do pesquisador legal
Dra. Carmen Silvia Passos Lima
RG: 9675366

Anexo 3
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Dados relativos ao diagnodstico, a idade, ao sexo, ao estadio da doenga e as datas do

diagnostico da doencga e dos estudos citogenético e molecular dos 60 pacientes do estudo

N° Paciente Diagnéstico Idade Sexo Estadio Data do Data do Momento

Caso (anos) diagnéstico estudo do estudo
1 C.AA MM 34 M HiB 29/05/98 10/03/99 P
2 M.R. MM 64 M A 22/02/99 16/03/99 D
3 B.B.M. MM 49 M A 05/09/97 16/03/99 P
4 L.AS. MM 51 F A 23/03/99 23/03/99 D
3} S.M.S. MM 63 F B 09/04/99 13/04/99 D
6 M.L.S. MM 63 F A 15/04/99 16/04/99 D
7 J.F.M. MM 53 M 1A 31/03/99 04/05/99 D
8 C.CF. LP 68 M NR 22/04/98 17/05/99 P
9 ¥ 3 i MM 53 F A 18/05/99 18/05/99 D
10 N.V. MM 53 M A 26/02/96 26/05/99 P
11 O.ASF. MM 70 M IA 07/06/99 02/07/99 D
12 S.JS. MM 67 M A 04/05/99 28/05/99 D
13 A.P.C. MM 70 M B 16/12/96 14/06/99 P
14 O.M. MM 78 M NR 07/11/97 25/06/99 P
15 R.T.S.G. MM 42 F 1A 28/01/88 16/07/99 P
16 M.O. MM 41 F 1A 15/10/97 21/07/99 P
17 J.LS. MM 69 M B 22/07/99 23/07/99 D
18 AP.O. MM 54 F NR 20/07/99 23/07/99 D
19 P.S.P. MM 69 M B 20/01/97 14/03/2000 P
20 M.C. MM 73 M A 06/08/99 06/08/99 D
21 M.S.P. MM 58 F HA 07/01/98 17/08/99 P
22 C.G.G. MM 76 F A 25/07/99 26/08/99 D
23 S.AM. MM 43 F B 26/08/99 26/08/99 D
24 V.AO. MM 69 M nB 27/10/99 27/10/99 D
25 V.M.J. MM 61 F nB 26/03/99 01/09/99 D
26 J.C.S. MM 58 F NR 16/08/99 15/09/99 D
27 P.L.M. MM 49 M 1A 21/09/99 21/09/99 D
28 J.CR. MM 51 M B 29/09/99 30/09/99 D
29 R.B.R. MM 76 F A 09/03/93 30/09/99 P
Anexo 4
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Continuagio

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

JSP.
JAA.
J.P.S.
M.M.S.
O.P.
M.A.S.D.
M.P.
D.LA.
E.AMF.
WR.S.

M.R.B.M.

AO.L
W.R.M.
M.T.S.M.
1.8.8.
V.R.
M.A.L.
P.L.
M.T.N.
M.M.
JFR.
J.J.S.
J.PS.
J.PiL.
G.APM.
S.B.D.
ALA.
P.M.D.D.
P.B.F.
J.B.V.
F.C.B.

MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM

60
59
53
57
29
43

54
46
43
61
48

63
56
49
56
61

43
64
74
77
53
60
78
53
42
44
60
79

mgggmvvgggggzz-ﬂz-n'nz-n“nzgm-n-nz-n-ng-n

NR
B
A

A
A
A

A
HA

A
1B
A
B
NR
A
A
A
A
A
B
"B
B
A
A
A
A
1B
A
B

15/11/99
23/02/2000
11/11/99
17/12/90
24/08/98
12/11/99
20/03/98
29/02/2000
13/04/98
21/02/95
22/03/2000
17/05/2000
19/04/2000
29/10/97
26/04/2000
02/05/2000
08/05/2000
24/09/91
30/06/2000
10/05/2000
28/01/97
16/08/2000
02/09/2000
13/03/2000
24/04/98
05/10/2000
19/08/92
16/11/2000
20/11/2000
01/10/2000
06/12/2000

17/11/99
23/02/2000
24/11/99
24/11/99
01/02/2000
04/02/2000
08/02/2000
29/02/2000
14/03/2000
06/07/2000
22/03/2000
18/05/2000
25/04/2000
26/04/2000
26/04/2000
02/05/2000
08/05/2000
09/05/2000
12/07/2000
26/07/2000
26/07/2000
18/08/2000
01/10/2000
02/10/2000
03/10/2000
04/10/2000
17/10/2000
16/11/2000
20/11/2000
14/12/2000
12/12/2000

D
D
D
P
P
D
P
D
P
P
D
D
D
=
D
D
D
P
D
D
=
D
D
D
P
D
P
D
D
D
D

MM: mieloma multiplo; M: masculino; F: feminino: LP: leucemia plasmocitaria; NR: ndo

realizado; D: ao diagnoéstico; P: progressao da doencga
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Numeros de células mononucleares e tipos de culturas realizadas em amostras de

medula éssea de 59 pacientes com mieloma multiplo e de um paciente

com leucemia plasmocitaria

Numero Numero de células Tipos de culturas
do caso mononucleares/mi
1 14,3x10° nao estimulada
2 6,8x10° n3o estimulada
3 5,0x10° nao estimulada
4 1,8x10° ndo estimulada
5 2,2x10° nio estimulada
6 17.3x10° ndo estimulada
7 2,3x10° ndo estimulada
8 10,2x10° nao estimulada
9 MI M
10 2,7x10° nao estimulada
11 12,2x10° n3o estimulada
12 6,2x10° ndo estimulada
13 77.7x10° n&o estimulada
14 80,6x10° nao estimulada
15 6,0x10° ndo estimulada
16 14,8x10° nZo estimulada
17 32,5x10° ndo estimulada
18 19,1x10° nao estimulada
19 6,0x10° estimulada
20 6,8x10° estimulada
21 5,28x10° estimulada
22 9,2x10° estimulada
23 33,7x10° nio estimuladas
24 25,0x1 0° nao estimulada; estimulada
25 20,4x10° nao estimulada; estimulada
26 77,0x10° estimulada
27 8,1x10° estimulada
28 70,6x10° ndo estimulada; estimulada
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Continuagao

29 3,5x10°
30 MI

31 130,1x10°
32 28,3 x10°
33 17,8 x10°
34 37,2 x10°
35 16,0 x10°
36 4,3 x10°
37 2,1 x10°
38 6,8 x10°
39 23,5 x10°
40 5,6 x10°
41 30,8 x10°
42 31,3 x10°
43 24,4 x10°
44 28,2 x10°
45 34,5 x10°
46 22,5 x10°
47 23,9 x10°
48 61,6 x10°
49 12,6 x10°
50 8,4 x10°
51 9,3x10°
52 33,5x10°
53 13,8x10°
54 8,5x10°
55 24,6x10°
56 16,1x10°
57 12,8x10°
58 22,0x10°
59 19,2x10°
60 9,0x10°

estimulada
Mi

ndo estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada

estimulada

estimulada

estimulada
nao estimulada; estimulada

estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
néo estimulada; estimulada
ndo estimulada; estimulada
nédo estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nio estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada

estimulada
néo estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada
nao estimulada; estimulada

MI: material inadequado
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Tipos de culturas realizadas, nameros de metafases analisadas e cariétipos obtidos em

59 pacientes com mieloma muiltiplo e de um paciente com leucemia plasmocitaria

Nuamero Numero de metafases Cariétipo
do caso (anormal/total)
1 1 hiperdiploidia/75 46,XY
2 0/64 46,XY
3 9 hiperdiploidia/30 46, XY/69~92?XXYY inc
4 1 hiperdiploidia/8 46 XX
5 1 hiperdiploidia/é 46 XX
6 5 hiperdiploidia/34 46, XX/69~922XXXX,inc
7 0/0 NI
8 50 hiperdiploidia/53 56~59 XY, +1(2), +4(2), +6, +8, +12, -15, +17,
+18(2), +19(2), +21(2)
9 Mi NI
10 0/0 NI
11 0/0 NI
12 0/0 NI
13 30 hiperdiploidia/60 56, XY, +1, +2, +3, +5, +6, +9, +10, +11, -15, +16,
+17, +18, +20, -21
14 37 hiperdiploidia/67 46 XY/69~927XXYY ,inc
15 0/0 NI
16 0/12 46 XX
17 23 hipodiploidia/27 45,X0, -Y
18 2 hiperdiploidia/32 46,XX
19 0/0 NI
20 0/0 NI
21 0/0 NI
22 0/0 NI
23 0/50 46 XX
24 0/18 46 XY
25 0/20 46, XX
26 2 hiperdiploidia/30 46,XX
27 0/10 46 XY
28 2 hiperdiploidia/26 46,.XY
29 13 hiperdiploidia/30 46, XX/69~9272XXXX,inc

Anexo 6
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30
31
32
33

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60

Ml
0/119
0/34
0/79
0/63
0/32
0/30
0/0
0/0
0/21
3 hiperdiploidia/68
2 hiperdiploidia/70
2 hiperdiploidia/125
2 hiperdiploidia/60
1 hiperdiploidia/120
0/0
0/0
3/104
0/100
0/44
0/21
55 hiperdiploidia/58

0/0
8 hiperdiploidias/77
0/0
0/0
0/0
0/55
0/0
012
0/31

NI
46 XY
46 XX
46 XX
46,XY
46,XX
46,XX

NI

NI
46,XY

46, XX/69~92?XXXX,inc

46,XX
46, XY
46 XX
46,XX
NI
NI

46 XY/69~92?XXYY inc

46,XY
46,XY
46 XY

55~60,XY, +X, +1, +2, +4, +5, +6, del(6)q21,

add(7)q36, -8, -10, +11, del(13)q14, +15, -17, -18,

+19, +21, +22, +mar, nfa

NI

46,XY/69~92?XXYY inc

NI
NI
NI
46, XY
NI
46 XY
46,XX

MI: material inadequado; NI: ndo identificado: IL-6: interleucina 6;: GM-CSF: fator estimulador do

crescimento de células da linhagem granulocitica-monocitica: inc: incompleto
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Distribuigao dos 59 pacientes com mieloma multiplo e um paciente com leucemia
plasmocitaria, de acordo com os nimeros de sinais em nucleos interfasicos obtidos da

avaliagdo dos centrédmeros dos cromossomos 17 por meio do método FISH

NGmero ———— Centrédmero do Cromossomo 177 ——  Classificacao
do (% células) do
caso 1 2 3ouid Nao paciente
sinal sinais sinais informativas
1 Mi Mi Mi Mi Mi
2 45 78,5 6,5 10,5 Tetr
3 4,0 95,5 0,0 0,5 N
4 2,34 89,1 39 547 N
5 MI MI Mi Mi MI
6 6.0 85,5 7,0 1,5 Tetr
7 6,5 80,5 6,5 6,5 N
8 25 43,5 49,0 5,0 Tris
9 Mi Mi Mi Mi Mi
10 6.0 82,5 9,5 2,0 Tris
11 7,0 87,5 35 2,0 N
12 5.5 89.0 25 3,0 N
13 45 82,0 13,5 0,0 Tris
14 8.0 78,5 9,5 4,0 Tris
15 35 90,0 3,5 2,0 N
16 13,5 86,0 0,5 0,0 M
i 2,5 92,0 0,5 50 N
18 5,0 91,5 2,0 1,5 N
19 Mi Mi Mi Mi MI
20 10,5 86,55 0.0 0,0 M
21 10,0 87,5 0,5 1,0 M
22 Ml M MI Mi Mi
23 5,0 95,0 0,0 0,0 N
24 50 95,0 0,0 0,0 N
25 10,0 89,0 0,5 0,0 M
26 3,0 92,5 4,0 0.5 N
27 3.0 96,5 0,5 0,0 N
Anexo 7
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28 3,0 71,0 26,0 0,0 Tris
29 M Ml Mi Ml Mi
30 MI Mi Mi MI Ml
31 4.0 94,5 1,0 0,5 N
32 2,0 96,5 1,0 0,5 N
33 2,5 97,5 0,0 0,0 N
34 1.5 94,5 0,0 4,0 N
35 3.0 93,0 3,0 1,0 N
36 6,0 93,0 0,0 1,0 N
37 3,96 94,05 1,98 0,0 N
38 Mi Mi Mi Ml Mi
39 1,80 98,18 0,0 0,0 N
40 2,40 96,99 0,0 0.6 N
41 6.0 91,5 0,0 25 N
42 1,0 99,0 0,0 0,0 N
43 3.5 96,5 0,0 0,0 N
44 05 715 25,0 3,10 Tetr
45 4,0 89,5 6,0 0,5 N
46 6,5 92,0 0,0 1,5 N
47 10,0 89,0 0,0 0,5 M
48 3,5 945 1.5 0,5 N
49 10,0 87,0 0,0 3,0 M
50 55 84,0 10,5 0,0 Tris
51 50 93,0 0,5 1.5 N
52 1,0 58,0 40,0 1.0 Tris
53 3,0 96,0 0,0 1,0 N
54 3.5 95,0 1,0 0,5 N
55 6,0 94,0 0,0 0,0 N
56 4,0 95,5 0,5 0,0 N
57 Mi Mi Mi Mi Mi
58 50 95,0 0,0 0,0 N
59 4.0 85,5 0.5 10,0 N
60 3.0 93,5 0,0 3,5 N

MI: material inadequado; N: normal; M: monossomia do cromossomo 17;
Tris: trissomia do cromossomo 17; Tetr: tetrassomia do cromossomo 17

Anexo 7
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Distribuigcdo dos 59 pacientes com mieloma muitiplo e de um paciente com leucemia
plasmocitaria, de acordo com os numeros de sinais obtidos do estudo molecular

dos loci do gene p53 por meio do método FISH

Nuamero Loci Gene p53 Classificagao
do (% células) do
i ausé:nci_a de '1 ) 2 ) 3-ou_4 ) Néo. paciente
sinais sinal sinais sinais informativas
1 MI Mi Mi Mi Mi Ml
2 1.0 6.0 74,0 8,0 10,5 4 copias
3 25 8.5 91,5 0,0 0,5 N
4 5,47 17,18 72,68 0,0 547 Dhet
5] Mi Mi Mi Mi Ml Mi
6 25 12,0 76,0 8,0 1.5 Dhet
7 1.0 8,5 76,5 7.5 6,5 3 copias
8 0,5 3.5 57.5 335 5.0 3 copias
9 Ml Ml Mi Mi M Mi
10 2,0 55 83,0 7.5 2,0 3 copias
11 1.0 3,0 92,5 1.5 2,0 N
12 1,5 5,0 89.0 15 3,0 N
13 0,0 12,0 83,5 45 0,0 Dhet
14 0,5 6,5 78,5 10,5 4.0 3 copias
15 0,0 4.5 86,0 7.5 20 3 copias
16 0,5 1,5 97,0 1,0 0,0 N
17 0,0 23,5 71,0 0,5 50 Dhet
18 0,0 2,5 93,0 3,0 1.5 N
19 Ml MI MI Ml Mi Ml
20 0,0 5,13 91,23 3,62 0.0 N
21 0,0 28,0 69,5 1.5 1,0 Dhet
22 Ml Mi Mi Mi Mi Mi
23 1.5 17,0 80,5 1,0 0,0 Dhet
24 0,0 5.5 93,0 1.5 0,0 N
25 0,0 7,0 91,5 1.8 0,0 N
26 0,0 3.0 88,0 8.5 0,5 3 copias
27 0,0 3,0 95,5 1,5 0,0 N
Anexo 8
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

0,0
Ml
MI
0,0
0,0
0,0
0.0
0,0
0,0
0,0
MI
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0.0
0,0
1,5
0.0
0,0
0,0
0,0
13,5
0,0
0.0
0,0
0,0
0,0
Mi
0,0
0.0
0,0

2,0
Mi
Mi
3,5
3.0
4.0
2,0
25
4,0
7,92
Ml
1.8
1,20
55
3,5
50
0.0
4,5
20,5
9,0
5,0
7,0
6.0
25,5
1,5
4.0
40
5,5
40
Ml
7,5
6,0
3,5

72,0
MI
Ml

95,5

95,0

96,0

94,0

88,0

95,0

91,1
Mi

98,18
97,00

91,5

96,5

95,0

72,0

86,5

76,5

89,5

90,0

90,0

83,5

59,0

74,0

93,5

93,0

94,5

95,0
Ml

92,5

84,0

93,0

26,0
Mi
Ml
05
1,5
0,0
0.0
8,5
0.0

0,99
Ml
0,0

1,20
0,5
0,0
0,0

25,0
8,5
0,0
1,0
45
0,0

10,5
0.5

23,5
1,5
25
0,0
1,0
Mi
0,0
0.0
0,0

0,0
Mi
Mi
0,5
0,5
0,0
4.0
1,0
1,0
0,0
Mi
0,0
0,6
2,5
0,0
0,0
3,10
0,5
1,5
0,5
0,5
3,0
0,0
1,5
1.0
1.0
0,5
0,0
0,0
Mi
0,0
10,0
3,5

3 copias
Mi
Mi
N
N
N
N

3 copias

4 copias
3 copias
Dhet
N
N
N
3 copias
Dhom
3 copias

MI, material inadequado; N; normal; Dhet: delecdo heterozigética; Dhom: delecio homozigética
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ABSTRACT

The role of p53 gene mutations and deletions in the pathogenesis of multiple myeloma
(MM) and their potential use as a prognostic indicator remains uncertain. To further
define this question, we analysed 50 MM patients, predominantly with advanced disease
and one patient with plasma cell leukaemia, by polymerase chain reaction single strand
conformation polymorphism (PCR-SSCP) and sequencing, to detect pS3 mutations, and
by fluorescence in situ hibridization (FISH), with a DNA probe specific for the pS3 locus,
to detect p53 deletions. Mutations of the gene were absent in our patients. In contrast,
deletions of p53, predominantly monoallelic, were detected in 15.7% of the patients. No
correlation of p53 status with age, sex and stage of the disease was found. Similar
frequencies of p53 deletion were observed in patients at diagnosis and at relapse of the
disease. However, patients with a p53 deletion had significantly shorter median overall
survival times compared with those without a deletion (7.5 vs 17.0 months, respectively;
P= 0.05). We concluded that p53 mutations seems to be a rare event in MM, even in
patients with advanced disease, and may be seen as a prognostic indicator of limited
value. In contrast, the p53 deletion was the unique important prognostic for factor

predicting short survival of MM patients.

Keywords: multiple myeloma, p53 mutation, p53 deletion, polymerase chain reaction,
FISH

149



INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a clonal B-cell neoplasia characterised by the
accumulation in bone marrow of malignant plasma cells producing a monoclonal
immunoglobulin and accompanied by a spectrum of clinical entities, including osteolytic
lesions, impaired haemopoiesis, hypogammaglobulinemia and renal disease.

Recently, a working-model of a stepwise malignant transformation during MM
pathogenesis was proposed including immortalised malignant clones, establishing a
supportive environment in the bone marrow with a network of cytokines and adhesion
molecules, and additional mutations resulting in malignant expansion, and finally, in
stroma-independent growth and escape from the bone marrow micro-environment
(Hallek et al, 1998).

Oncogenesis of MM is yet unknown. Genetic events previously reported in
disease include dysregulation of the Supressor genes p33 and rb1, and the oncogenes
c-myc, bcl-2, and the members of the ras-family (Brown et a/, 1994).

Inactivation of the tumour p53 gene due to point mutation has been found in
fewer than 20% of patients with MM, which usually had advanced and aggressive forms
of the disease (Portier et a/, 1992: Preudhomme et al, 1992; Willems ef al, 1993 Neri et
al, 1993; Corradini et al, 1994; Fenaux, 1997; Ollikainen et al, 1997; Owen et al. 1997).
It was concluded from these studies that p53 mutations represent a late event in the
progression of MM and have limited value as a prognostic factor.

More recently, Drach ef a/ (1998) described a high frequency of p53 deletions,
especially in advanced stage or relapsed patients and demonstrated that the
abnormalities were highly relevant for prognosis. It was presumed from this study that
p53 function may also be compromised in MM by the presence of a gene deletion.
However, as p53 is a tumour suppressor gene, in the case of monoallelic deletions, the
second allele should also be inactivated to suppress its activity, as demonstrated in
B-CLL (Dohner et al, 1995). Since biallelic deletions were infrequent in their patients,
and mutation analysis was not performed in the described study, it is difficult to
understand the role of monoallelic loss in myeloma evolution. In addition, significantly
lower frequencies of p53 deletion in MM patients were found by Avet-Loiseau et a/

(1999) and Schultheis ef af (1999).
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To our knowledge, there have been no investigations regarding the frequency of
p53 gene mutations in MM patients in South America. The Brazilian population is
subjected to poorer environmental control, leading to a higher degree of exposure to
solvents, chemical agents and to pesticides than other populations are (Lorand et al,
1984: Shields ef al, 1993; Ruiz et al, 1994; Queiroz et al, 1997).

Therefore, in this report we carried out an analysis of the frequencies of p53 point
mutation and deletion in Brazilian patients with MM and found that the p53 deletion was

associated with short survival.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Fifty MM and one plasma cell leukaemia patients, median age: 57 years
(X+SD: 57.5+11.1; range: 29 to 79) were studied consecutively. Pertinent patients’
characteristics are summarised in Table |.

The diagnosis of MM and plasma cell leukaemia was performed according to
conventional criteria (Barlogie et al, 2001). Clinical staging was defined according to the
criteria described by and Durie & Salmon (1975).

Bone marrow samples were obtained from the posterior iliac crest or sternum
from patients and from 10 normal individuals (marrow donors), who served as controls
for FISH analysis. All procedures were carried out according to the principles of the
institutional guidelines and all patients and controls gave written, informed consent for
the use of an aliquot of the specimens for research purposes.

The treatment of patients consisted of conventional-dose chemotherapy with
melphalan and prednisone (MP) until December, 1997. After this date, six cycles of
vincristine, adriamycin and dexamethasone, VAD (Barlogie et al, 1984), were
administered to all patients under 60 years and to patients older than 60 years, who
presented stage Il or Illl. Those at stage | received cycles of MP.

Survival time was measured from the date of diagnosis up to the date of death,
follow up loss or up to the end of the study (30th April, 2001).
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P53 mutations analysis

Genomic DNA was obtained from bone marrow samples, using
DNAzol™ Reagent (Life Technologies). Oligonucleotide primers used to amplify p53
exons 4 to 10 were purchased from Clontech (Palo Alto, CA).

Polymerase chain reaction (PCR) was performed with 0.1-0.5 ug of genomic DNA
and 1U of Taq polymerase (Gibco/BRL, Gaithersburg, MD) in a 50 ul reaction mixture.
Thirty-five cycles of denaturation (1 min at 94°C), annealing (1 min at 58°C for exons 4
and 5; 59°C for exon 8; 60°C for exons 6, 9 and 10 and 62°C for exon 7) and extension
(1 min at 72°C) were performed on a thermalcycler, with a subsequent 7 minutes
extension at 72°C (Saiki et al, 1988).

Single strand conformation polymorphism (SSCP) analysis was performed on a
Pharmacia PhastSystem (Pharmacia, Uppsala, Sweden) according to the method
described by Orita ef a/ (1989). Electrophoresis was performed on 20% homogeneous
polyacrylamide gels for exons 5-10 and 12.5% for exon 4. Running conditions were
based on those used by Mohabeer et al (1991). Samples with abnormal mobility shifts
were submitted to direct sequencing using ThermoSequenase Cycle Sequencing kit with
v-°P ATP (Amersham Life Science Inc. Cleveland, Ohio), according to the

manufacturer’s instructions.

FISH analysis

After Ficoll-Hypaque (density=1.077; Sigma) separation, mononuclear bone
marrow cells were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 20% foetal calf
serum at 37°C and stimulated by IL-6 and GM-CSF (each at 10 ng/ml) for 72 hours,
according to the method described by Brigaudeau et a/ (1996), with minor modifications.
After culture, the cells were treated with Carnoy’s fixative (meyhanol and glacial acetic
acid 3: 1, vol/vol), and stored at - 20°C.

Dual-colour FISH was performed in patients and controls using DNA probes
specific for the centromeric region of chromosome 17 (directly conjugated with
Spectrum-Green) and the p53-locus on 17p13 (directly conjugated with
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Spectrum-Orange), obtained from Vysis (Downers Grove IL, USA), and according to
manufacturer’s protocol.

Cells and chromosomes were counter stained with diamino-phenylindole (DAPI).
All metaphases and at least 200 interphase cells were analysed using an Olympus BX60
immunofluorescence microscope with a 100W fluorescent bulb. Images were captured
using a cooled charge-coupled device camera (Applied Imaging, Inc) linked to a Cyto-
Vision Imaging System, version 4.4 (Applied Imaging Coorporation), equipped with
selective filters for detecting fluorescein isothiocyanate (FITC), tetramethylrhodamine
(TRITC) and DAPI fluorochromes.

A cut-off value for a decision of losses or gains of chromosome 17 and p53 locus
was based on the percentage of cells with zero and one or more than two signals,
respectively, being greater than the mean percentage t 3 standard deviations of the

controls, as previously described by Anastasi et a/, 1990.

Statistical analysis

The significance of the differences between groups of patients was evaluated by
Fisher's exact test and Chi-square test, and the nonparametric Kruskal-Wallis test. The
probabilities of overall survival time were calculated using Kaplan-Meier estimates, and
differences between survival curves were analysed by Breslow’s test. Univariate
analysis was performed for age, sex, chromosome 17 status, and p53 status. Factors
presenting P<0.05 were considered significant. Variables presenting p<0.25 were
included in the proportional hazards regression model of Cox in order to confirm the
statistical significance. All analyses were performed using the statistical package S-Plus
2000 Professional Release 1, Copyright 1988-1999, MathSofft, Inc. and SPSS for
Windows, version 10, SPSS Inc, 2000, Chicago, IL, USA.
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RESULTS

Clinical features

Nine patients were treated with MP, 12 with MP followed by VAD, and 26 with
VAD. No treatment was administered to 3 patients due to early death and to one patient
with MM at stage |, without symptoms and with no evidence of progressive disease. The

median follow up time of patients was 14.2 months (X£SD: 26.0+32.2 ; range: 0.07 to
139.0).

P53 mutation analysis

No p&3 point mutation was observed in the patients studied. Seven patients
(13.7%) presented a polymorphism in homozygosity in exon 4, at position 72 changing a
guanine for a cytosine codifying an arginine (CGC) instead of a proline (CCC). A
polymorphism in exon 6 at position 213 (CGA—CGG) was identified in heterozygosity in
one patient (2.0%) codifying an arginine (CGA) instead of an arginine (CGG) and in
homozygosity in an other patient (2.0%). One patient (2.0%) demonstrated a
polymorphism in intron 6 located 31 bp from the 3’ end of exon 6 (A—G) of the p53

gene, changing an adenine for a guanine in heterozygosity.

FISH analysis in controls

We observed three signals in 0.00% to 6.50% (X+SD: 1.15+1.97%) and one
signal in 2.50% to 6.50% of interphase cells (X+SD: 4.15+1 .29%) with the probe for the
centromeric region of chromosome 17. Therefore, values higher than 7.00% and 7.50%
were accepted as trisomy and monosomy 17, respectively.

Three signals in 1.00% to 4.00% (X+SD: 2.65+0.91) and one signal in 1.00% to
5.50% (X+SD: 2.304£2.01%) of interphase cells were found in the same samples with the
probe for the p53 locus. Thus, we accepted values higher than 5.50% and 8.50% as
indicative of gains and deletions of one gene, respectively.
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FISH analysis in patients

In 16 out of 51 patients, interphase FISH of mononuclear bone marrow cells

provided evidence for numerical abnormalities of chromosome 17.
Trisomy 17 was identified in 7 patients (13.7%) in $.50% to 49.00%
(X+SD: 27.57+16.25%) of interphase cells. Three patients (5.9%) presented tetrasomy
17 in 4.50% to 25.00% of interphase cells. Monosomy 17 was identified in 6 patients
(11.8%). This abnormality was found in 10.00% to 13.50% (X+SD: 10.70+1.40%) of the
interphase cells evaluated.

In 22 out 51 patients, interphase FISH of mononuclear bone marrow cells
provided evidence for a p53 numerical abnormalities. Three copies of the gene were
found in 11 patients (21.7%) in 7.50% to 33.50% of the interphase cells evaluated
(X+SD: 13.82+9.25%). Four copies of the p53 were found in 35 patients (5.90%) in
4.50%, 6.00% and 25.00% of interphase cells. P53 deletions were found in 8 patients
(15.7%)

(Table II, Fig 1). Biallelic deletion of the gene was identified in just one of them.

Correlations with clinical characteristics

No significant correlation between numerical abnormalities of chromosome 17
and extra copies of p53 gene with clinical characteristics and overall survival time were
seen (P> 0.20).

P53 deletion was not correlated with age and sex (P> 0.44). Furthermore, no
correlation was found with either the Durie & Salmon stage (p53 deletion in 6% of stage
| and |l patients vs 23% of patients at stage IlI; P= 0.23) or with the status of the disease
(p53 deletion in 18% patients at diagnosis vs 12% patients at relapse:
P=0.70).

The median overall survival time was significantly lower in patients with p53
deletion than in those without deletion of the gene (7.5 months vs 17.0 months,
respectively; P= 0.05).

The estimates of overall survival for 43 patients without p53 deletion and 8
patients with the deletion of the gene at 140 months were 57.0% and 0.0%, respectively
(Fig 2; P= 0.00086). All patients with p53 deletion died within 30 months after diagnosis.

Early death, in a two-month period, was observed in four of patients.
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Univariate analysis demonstrated that factors such as age, sex and advanced
disease did not influence the overall survival time in our patients (P> 0.13). The
presence of p53 deletion was the unique significant prognostic factor for shortened

survival (P= 0.001). The influence of p53 deletion on survival was confirmed by
multivariate analysis (P= 0.001).
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DISCUSSION

In this study, the numerical abnormalities of chromosome 17 and p33 locus were
identified by interphase FISH in a significant proportion of MM patients. Gains and
losses of chromosome 17 and p53 gene were not unexpected since hyperdiploidy and
hypodiploidy are the most common chromosomal abnormalities in the disease (Smadja
et al., 1998; Perez-Simon et al., 1998).

However, in our series of 51 patients, p53 deletions, mainly monoallelic, were
observed in 15.7% of patients. Slighthly lower frequencies (9.0% to 11.0%) of the gene
deletion were found by Avet-Loiseau et al (1999) and Schultheis et a/ (1999) in 79 and
72 MM European patients, respectively. Carlebach et a/ (2000) did not identify deletions
of p53 in 16 Jewish patients. On the other hand, higher frequencies of pS3 deletions
were described by Drach et a/ (1998) and Kénigsberg et al (2000) in their studies in MM
(32.8% of patients at diagnosis, 54.5% at relapse and 24.7% of the untreated patients,
respectively).

These differences could not be explained by the probes used for p53 analysis, as
the same probe (Vysis, Inc) was used both in all studies. On the other hand, all authors
analysed patients classified using the same staging system. Another possibility is based
on the different ethnic origin of the studied patients, as proposed by Avet-Loiseau et a/
(1999). It has already been established that the ethnic origin of the Brazilian population
is highly heterogeneous, consisting of indigenous Amerindians and immigrants from
Europe, Africa and Asia (Alves-Silva ef al, 2000; Carvalho-Silva et al, 2001). However,
our results were similar to those obtained by Avet-Loiseau et al (1999) and Schultheis et
al (1999) and therefore, the differences in p53 deletion in all studies is probably not
explained by the ethnic origin of the populations and remain to be clarified.

Similar to Drach et al (1998), we found a strong correlation between p53 deletion
and poor outcome, independent of treatment. In both studies, the medians of overall
survival time were significantly lower in patients with p53 deletion than in those observed
in patients without gene deletion.

As p53 is a tumour suppressor gene, in the case of deletions, the second allele
should also be inactivated to suppress p53 activity, as has been demonstrated in B-CLL

by Dohner et al (1995). Since biallelic deletions were infrequent in both studies and
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since mutations were absent in our patients, the role of these monoallelic losses in
myeloma evolution remains to be clarified by a large, multicentric study including
populations of several regions of the world.
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Table I. Characteristics of 50 patients with multiple myeloma and one patient with
plasma cell leukaemia.

Feature Number of patients
Total 51

Male 28

Female 23

Age (years)

< 60 years 29

> 60 years 22
Creatinine (mg/dl)

w2

-2 17

Stage of Durie & Salmon
I

! 9

] 30

NP 6
Status of the disease

Diagnosis 38

Relapse 13

NR, not performed.
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Table Il. Clinical data and results of FISH analysis of patients with p53 deletion.

Patient  Age Sex Stage Status Number of hybridization signals

(years) of disease (% of cells)
Chromossome P53 locus
L I

L.AS. 51 F i D ++ (89.1) +(17.2)
M.L.S. 63 F 1l D ++++ (7.0) +(12.0)
AP.C. 70 M i R +++ (13,5) +(12.0)
JoLS: 69 M I D ++ (92.0) +{23.5)
M.S.P. 58 F I R +(10.0) +(28.0)
S AM. 43 F I D ++(95.0) +(17.0)
MA.L. 56 F 1l R ++(92.0) +(20.5)
J.J. 8. 74 M 1] D ++ (93.0) +(25.6)
0 (13.5)

F, female; M, male; D, diagnosis; R, relapse; 0, indicates biallelic deletion; +, indicates
monoallelic deletion or monossomy; ++, indicates the presence of two loci or

chromossomes; +++, indicates trissomy; ++++, indicates tetrasomy



Fig 1. Interphase FISH analysis in MM patients, using specific probes for chromosome
17 centromere () and p53 locus (s). (A): two hybridization signals for each probe in a
normal interphase nucleous and, (B) abnormal nucleous exhibiting a monoallelic (left)

and biallelic (right) deletions of p53 locus.
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Fig 2. Overall survival probabilities in 50 patients with multiple myeloma and one plasma

cell leukaemia patient. The dotted line represents patients with p53 deletion by FISH and

the solid line represents those without a p53 deletion.
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