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A inativacdo de genes supressores de tumores, cujos produtos exercem uma
influéncia inibitéria na progressdo do ciclo celular, pode levar ao processo de
malignizagdo. Nas LMAs, cuja patogénese ainda ndo esta elucidada, a frequéncia de
mutagdes no gene pS3 varia de 4 a 15% e nas LLAs, de 2 a 24%, em populagbes
provenientes dos EUA e Europa. Com relagdo ao gene RB1, alguns estudos
demonstram que 19-55% dos pacientes com LMA apresentaram diminuicdo ou
auséncia da proteina pRB, correlacionando-se em alguns casos com um pior
prognostico da doenga. Com o objetivo de investigar a frequéncia de mutagdes de
ponto nos genes p53 e RB1 em pacientes com LMA e LLA na populagdo brasileira,
amostras de DNA de 44 pacientes foram estudadas. Esses mesmos pacientes foram
utilizados em estudo anterior para o rastreamento de mutagdes no oncogene N-ras.
DNA genodmico isolado de pacientes com LMA foi utilizado como molde para a reagao
de PCR, amplificando-se os exons 4 - 10 do gene p53 e exons 1 a 27, mais a regi&o
promotora, do gene RB1. Para o gene p53 utilizou-se o SSCP (single strand
conformation polymorphism) como método de rastreamento de mutagcbes e para o
gene RB1, utilizou-se o sistema de CSGE (conformation-sensitive gel electrophoresis),
o qual tem como principio basico a detecgdo de heteroduplexes. Nenhuma mutagéo
foi encontrada no gene RB1; entretanto, varios polimorfismos intrdnicos foram
observados, indicando que mutagdes no gene RB1 sdo um evento raro em leucemias
agudas. Mutacdes no gene p53 foram identificadas em 5 dos 35 pacientes com LMA
estudados (14,3%), freqiéncia que se aproxima da relatada em outras populagdes. A
sobrevida global dos pacientes com mutagdo no gene p53 mostrou-se

significativamente menor que nos pacientes sem mutagao.



Inactivation of tumor suppressor genes, whose products exert an inhibitory
influence on cell cycle progression, can lead to neoplastic transformation. In AML, the
frequency of p53 gene mutations ranges from 4 to 15% and in ALL, from 2 to 24%, in
populations from USA and Europe. In the RB1 gene, some reports indicated that 19-
55% of AML patients presented low or absent levels of pRB, correlating in some cases
with a poor prognosis of the disease. In an attempt to investigate the frequency of point
mutations in p53 and RB1 genes in AML and ALL Brazilian patients, we studied DNA
samples of 44 patients. These patients were previously investigated for the existence
of N-ras gene mutations. Genomic DNA isolated from bone marrow aspirates was used
as template for the PCR reaction by using oligonucleotide primers to amplify exons 4-
10 of the p53 gene and exons 1-27 plus the promoter region of the RB1 gene. Single
strand conformation polymorphism (SSCP) was used as the screening method for the
p53 gene and conformation-sensitive gel electrophoresis (CSGE) system, which is
based on heteroduplexes detection, was used for the screening of the RB1 gene. In
the samples studied, no point mutation was found in the coding sequence or in the
promoter region of the RB1 gene; however, several intronic polymorphisms were
identified, indicating that mutations in the RB1 gene are rare in acute leukemias. p53
mutations were identified in bone marrow DNA in 5 of the 35 AML patients (14,3%).
This frequency of point mutations in the p53 gene in AML Brazilian patients is close to
the results reported for European and North American populations. Also, the overall
survival of patients with mutations in the p53 gene was significantly lower than for

patients without mutations.
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A incidéncia de neoplasias tem aumentado em todas as popula¢des, devido ao
incremento no tempo de vida média, a reducdo da mortalidade por doencgas
infecciosas ou degenerativas cronicas e a melhores métodos diagnésticos. Nos
Estados Unidos ha 1,3 milh&o de novos casos e 500.000 mortes a cada ano devido ao
cancer. Num futuro proximo, as modalidades de tratamento para o cancer tendem a
aumentar sua eficacia e especificidade, resultado de inovagdes tecnoldgicas, quimicas
e biologicas. Os avangos da biologia molecular tendem a apontar marcadores
prognosticos que possivelmente irdo prever quais tratamentos serdo efetivos para um
determinado tipo de tumor, 0 que levaria a uma individualizagdo do tratamento.
Dificilmente haverd uma terapia simples e universalmente eficaz para todos os
tumores; ao contrario, a expectativa é de que existam varias terapias, mais especificas
e menos téxicas (Hellman, 1997).

O cancer resulta do acumulo, no decorrer do tempo, de um conjunto de
alteracdes genéticas celulares, processo conhecido como “Conceito dos Muitiplos
Eventos” (Vogelstein & Kinzler, 1993). Uma vez que uma célula se torna neoplasica,
sua evolugdo pode continuar para a malignizagao. Alteragdes genéticas subsequentes
sdo requeridas para conferir propriedades metastaticas a célula tumoral, as quais
incluem a habilidade para invadir os tecidos que circundam a célula, entrar na
circulagdo, extravasar e colonizar um segundo sitio (Tlsty et a/, 1995). O exemplo mais
bem estudado € o do cancer de célon, no qual diferentes genes sofrem mutagdées em
associacdo com alteragbes pré-neoplasicas sucessivas no epitélio do intestino, desde
o desenvolvimento de pdélipos adenomatosos pequenos, a adenomas de tamanho

maior e, finalmente, cancer invasivo (Vogelstein et al, 1988).



A expans&o neoplasica pode resultar da ativagdo de mecanismos estimulatérios
(proto-oncogenes) ou da inativagdo de mecanismos inibitorios (genes supressores de
tumores). Os produtos proteicos de ambas as classes de genes regulam a entrada da
célula no ciclo de divisao celular (Weinberg, 1991).

A divisdo celular normal é positivamente regulada ou ativada por vias de
transdugao de sinais, as quais respondem a presenca de fatores extracelulares que se
ligam a receptores presentes na superficie da célula. Esta via se inicia dentro da
membrana celular com as proteinas G, as quais podem se ligar tanto a guanosina
trifosfato (GTP), que sinaliza a célula para dividir-se, ou a guanosina difosfato (GDP),
que envia sinais a célula para que ela nao se divida. As proteinas G por sua vez
ativam proteinas quinases, que fosforilam tanto fatores de transcricdo como outras
proteinas que se ligam a fatores de transcri¢do, resultando na expressao de uma série
de genes que levam a célula a se dividir (Figura 1).

Cada uma das proteinas envolvidas no controle positivo da divisdo celular €
codificada por um gene, e mutagdes especificas nesses genes podem contribuir para
a divisdo celular desregulada. Cépias normais desses genes s&o conhecidas como
proto-oncogenes, os quais, quando sofrem mutagdes, transformam-se em oncogenes,
agindo em um padrao dominante e ganhando uma nova fungado (Weinberg, 1991;
Levine, 1995).

Essa mesma via de transducdo de sinais € regulada negativamente pelos
produtos de genes supressores de tumores. Mutagdes nesses genes resultam em
perda de fungdo, levando também a divisdo celular desreguiada. Os genes

supressores de tumores mutados s&o recessivos, sendo necessarias mutagbes em



ambos os alelos para que haja a perda de fungdo. Os produtos desses genes sao
necessarios para a fungcdo celular normal e sua perda de atividade pode levar a
formacio de tumores. Os dois genes mais bem caracterizados dessa classe séo os
genes retinoblastoma (RB1) e p53, os quais parecem agir diretamente na regulacéo
negativa da progressdo das células através do ciclo celular (Levine, 1995; Lewin,

1994).
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Figura 1. Esquema da via de transdug&o de sinais intracelular, a qual, estimulada por fatores
de crescimento circulantes ou horménios que se ligam a receptores na superficie da
célula, regula a entrada da mesma no ciclo de diviséo celular (Levine AJ. Scientific

Amerié:an Science & Medicine 1995;2: 29).



CICLO CELULAR

O ciclo celular é dividido em quatro periodos de tempo distintos, conhecidos
como G1, S, G2 e M. A fase S, ou fase de sintese, € o momento em que o DNA é
duplicado e a fase M (mitose), quando os cromossomos condensados se separam. G1
e G2 s&o intervalos entre M e S e entre S e M, respectivamente (Hartwell & Kastan,
1994).

O mecanismo de periodicidade no ciclo celular € controlado pela sintese e
degradacao de proteinas conhecidas como ciclinas, assim chamadas por aumentarem
em quantidade durante uma fase do ciclo celular e diminuirem em outra fase,
periodicamente. Elas sdo agrupadas em categorias denominadas por letras. Exemplos
sdo as ciclinas B, que sdo acumuladas em G2 e degradadas em M, as ciclinas E e D,
que agem em G2, e as ciclinas A, que agem durante a fase S. As ciclinas regulam
proteinas quinases, as quais sdo entdo chamadas de quinases dependentes de
ciclinas ou CDKs. A atividade de um dado complexo ciclina-cdk varia através do ciclo
celular (Tisty et al, 1995; Levine, 1995).

Durante a proliferagdo normal da célula, ha trés estagios onde a integridade do
genoma pode estar comprometida, resultando em mutagdes espontaneas e alteragdes
cromossdmicas. Primeiro, erros na sequéncia de nucleotideos do DNA estido mais
susceptiveis a acontecerem na fase S, quando o genoma total é replicado antes da
divisdo celular. Segundo, durante a divisdo celular, quando o DNA replicado deve ser
dividido entre duas células filhas, 0 que pode dar a oportunidade para uma

segregacdo cromossdmica impropria, resultando em numero de cromossomos



anormal. Terceiro, os proprios mecanismos de reparo do DNA com leses, podem dar
a chance de ocorrerem erros na sequéncia de nucleotideos do DNA (Tlsty ef a/, 1995).

E importante na progressao do ciclo celular que uma ordem seja obedecida, ou
seja, que a replicagdo preceda a divisdo e tambéem que a replicacdo tenha sido
concluida antes que a divisdo comece. Esta ordem €& garantida por mecanismos
conhecidos como “checkpoints”, ou pontos de checagem, que avaliam onde a célula
se encontra no seu ciclo. H& genes que controlam esses pontos, atrasando a
progressdo do ciclo celular, presumivelmente para permitir 0 reparo de erros que
aconteceram durante a replicacdo do DNA ou da segregacédo cromossdmica (Hartwell
& Weinert, 1989).

Os trés “checkpoints” mais bem definidos, as transi¢cdes G1/S, fase S e G2/M séo
negativamente regulados em resposta a lesées no DNA. A progresséao do ciclo celular
pode ser retardada permitindo o reparo de lesbes antes de entrar tanto na fase S
como na fase M. Todas as células somaticas dispdem de uma variedade de tais
“checkpoints” que monitoram o crescimento celular , a replicagdo do DNA e o reparo
do DNA (Tlisty et al, 1995; Hartwell & Weinert, 1989).

Os genes supressores de tumores RB1 e pS3, cujas estruturas e fungbes serao
pormenorizadas a seguir, estdo envolvidos em determinadas etapas do ciclo celular. A
acdo normal do gene RB1 é regular negativamente a entrada na fase S do ciclo
celular, através da ligacdo a determinados fatores de transcricdo os quais
permanecem inativos. O gene p53 também é um regulador negativo do ciclo celular,
agindo na transicdo de G1 para a fase S. Na sua auséncia ndo ha meios eficientes de

parar o ciclo celular em resposta a lesbes no DNA, o que aumentaria o risco de



desenvoivimento de cancer devido ao acumuilo de mutagdes deletérias (Levine, 1995;

Weinberg, 1991).

GENE RETINOBLASTOMA (RB1)

Através do estudo de pacientes com retinoblastoma, tumor matigno infantil que
afeta 1 em cada 20.000 nascidos vivos, Alfred Knudson em 1971 fez uma proposta
sobre a existéncia dos genes supressores de tumores. Baseado na observacdo de 48
casos de retinoblastoma e de trabalhos publicados surgiu a hipotese de que o
retinoblastoma seria um cancer causado por dois eventos mutacionais (“two-hit
hypothesis”). Na forma hereditaria da doenga, uma mutagéo seria herdada através de
células germinativas e a segunda ocorreria em células somaticas. Na forma nao
hereditaria ou esporadica, ambas as mutagdes ocorreriam em células somaticas
(Knudson, 1971). Essa hipotese foi posteriormente complementada por Comings,
especificando que as duas mutagdes serviriam para inativar ambos os alelos de um
unico gene, o qual funcionava essencialmente para suprimir a formagao do
retinoblastoma: o gene RB1 (Comings, 1973).

Quarenta por cento dos casos de retinoblastoma s&o hereditarios, obedecendo a
um padrdo de heranga autossdomica dominante com 90% de penetrancia. O paciente
desenvolve em geral 4 a 5 tumores, bilateralmente, que sao diagnosticados por volta
dos 15 meses de idade. Pacientes com a forma hereditaria estdo sob um risco maior
que a populagdo em geral de desenvolver neoplasias secundarias, particularmente
sarcomas. Em contraste, a forma n&o hereditaria é responsavel por aproximadamente

60% dos casos. Os tumores sdo em geral unilaterais, unifocais e diagnosticados um



pouco mais tarde, com aproximadamente 27 meses de idade (Gallie et al, 1992;

Cowell & Hogg, 1992).

Localizacao e estrutura

O gene candidato foi mapeado na regido q14 do cromossomo 13 humano
(Lalande et al, 1984). Uma vez que o defeito bioquimico primario no retinoblastoma
era desconhecido, marcadores de DNA especificos para o cromossomo 13 e técnicas
de clonagem foram utilizados para identificar o gene RB1 (Friend et al, 1986, Lee et al,
1987). O gene RB1 tem aproximadamente 200 Kb e &€ composto por 27 exons que
variam de 31 a 1873 pb (Mc Gee et al, 1989). Os introns variam em tamanho de 80 a
70.500 pb e os exons estdo dispostos em trés grupos, separados pelos dois introns
maiores (Figura 2). Nas células humanas, o gene codifica um RNA mensageiro de 4.7
Kb o qual é expresso na maioria dos tipos celulares estudados (McGee et a/, 1989,
Lee et a/, 1988a). A delecdo dos exons 13-17 é frequentemente observada em varios
tipos de tumores, incluindo retinoblastoma, cancer de mama e osteosarcoma e a
presenga de um sitio potencial para recombinacdo nessa regido é investigada. Na
regiao promotora do gene RB1 ndo ha “TATA box’ nem “CAAT box’, os quais séo
tipicamente encontrados em promotores de eucariotos. Essa regido, contudo, é rica

em GC e tem caracteristicas de ilha CpG (McGee et al, 1989; Cowell & Hogg, 1992).



Figura 2. Estrutura do gene RB1. O gene RB1 contém 27 exons dispostos em
aproximadamente 200 Kb e codifica um RNA mensageiro de 4,7 Kb (McGee
TL, Yandell DW & Dryja TP. Gene 1989,80:121).

Proteina RB

O gene RB1 codifica uma fosfoproteina nuclear de 110 Kd (p110 RB) que
consiste de 928 aminoacidos e estd presente em todos os tecidos humanos
examinados até o momento, com exceg¢do de células tumorais nas quais o gene RB1
sofreu mutagdes (Horowitz et al, 1989; Horowitz et al, 1990). Nesses tecidos, a
proteina pode ser anormal, ndo existente ou presente em quantidade reduzida. A
atividade de muitas proteinas envolvidas na regulacdo do crescimento, incluindo a
pRB, esta relacionada, provavelmente, com o seu estado de fosforilagdo. Sugere-se
que a fungdo normal da pRB seja modulada por um mecanismo de fosforilagao-
desfosforilagdo e que a fosforilacdo da pRB seja responsavel por sua inativagédo e
consequente perda de sua capacidade de supressao (Goodrich et al, 1991, Riley et al,
1994). A primeira pista sobre a fungao da pRB veio a partir de estudos de alguns virus
indutores de tumores, como adenovirus, polioma virus e papilomavirus, 0s quais
codificam proteinas que sdo potentes agentes transformantes quando testados em
alguns ensaios oncogénicos. As oncoproteinas virais mais bem caracterizadas dos
adenovirus s&o os produtos da regido 1A, conhecidos como E1A. As regifes da E1A

necessarias para sua atividade oncogénica correspondem precisamente as regides
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que permitem que ela se ligue a polipeptideos celulares e uma das proteinas celulares
que se ligam a E1A é a proteina pRB (Dyson & Harlow, 1995).

As proteinas E7 do papilomavirus humano e o antigeno T SV 40 ou antigeno
“large T” sd0 outras proteinas virais que interagem com a pRB. Assim como a E1A,
mutacdes que destroem a ligacdo de proteinas virais 4 pRB também destroem a
atividade transformante, estreitando a ligagdo entre a pRB e o processo de
transformacg&o. Uma vez que estudos de tumores humanos mostraram que a perda da
pRB funcional estimula a proliferacdo celular, sugeriu-se que a interagdo de
oncoproteinas virais com a pRB também poderia inativar sua funcdo. Logo, a
associacéo de proteinas virais 8 pRB mimetizaria a mutagéo no gene RB1 em células
tumorais, promovendo a proliferagdo (De Caprio et al, 1988; Dyson et al, 1989). A
regido a qual as proteinas E1A, E7 e antigenos “large T” se ligam € conhecida como
“pocket”’, a qual € uma regido alvo para mutagdes no gene RB1. De acordo com o
modelo proposto em Sellers & Kaelin Jr (1997) a transformag&o seria induzida pelas
proteinas E1A, E7 e antigeno “large T através da interferéncia na fungio da pRB,
talvez competindo com uma proteina celular normal (*X") na Iigagéo ao “pocket”’ na
pRB. Do mesmo modo, mutagbes derivadas de tumores, assim como a fosforilagéao
desregulada da pRB, bloqueariam a capacidade do “pocket” da pRB de se ligar a

proteina “X".

Complexo pRB/E2F como modelo de controle da proliferagdo
Técnicas de clonagem molecular tém sido utilizadas para identificar proteinas

celulares que se ligam a pRB. N3o se sabe quais interagdes realmente contribuem
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para a supressdo pela pRB, entretanto, o modelo mais bem compreendido é a
interacdo da pRB com o fator de transcricdo E2F, um fator de transcrigdo celular que
interage com elementos especificos (sitios E2F) no promotor do gene do adenovirus
E2. O fator E2F é, provaveimente, o resultado da atividade combinada de uma
extensa familia de genes, sendo eles: E2F-1, E2F-2, E2F-3, DP-1 e DP-2. A unidade
basica do E2F parece ser um heterodimero composto por uma subunidade E2F e uma
subunidade DP. No modelo pRB/E2F, a ligagdo da pRB ao E2F inibe a capacidade do
E2F de ativar a transcricdo através de elementos especificos de DNA. Sitios de
ligacdo do E2F foram encontrados em varios genes cuja expressdo esta ligada a
proliferagdo celular. A idéia de que a pRB possa suprimir a transcricdo desses genes
adapta-se perfeitamente a atividade da pRB como regulador negativo da proliferacao
celular, o que também pode explicar algumas das propriedades transformantes das
oncoproteinas virais que se ligam a pRB. A ligacdo das proteinas virais a pRB
liberaria a inibigdo transcripcional desses genes promovendo o crescimento celular.
Além do E2F, propbe-se que a pRB se ligue a varios outros fatores de transcrigcéo,

incluindo c-myc, N-myc, elf 1, PU1, myo D e abl (Dyson & Harlow, 1995).

Regula¢do da interagdo pRB/E2F

A fosforilagdo da pRB parece ser responsavel por pelo menos um nivel de
regulacdo. Nas células em divisao, o estado de fosforilagdo da pRB flutua através do
ciclo celular. Em células que ndo estdo em divisdo e durante o inicio da fase G1 do
ciclo celular, a pRB encontra-se nao fosforilada ou pouco fosforilada e nesse estado

ela pode ligar-se ao fator E2F. A fosforilagcdo da pRB ocorre a medida que as células
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entram na fase S e sugere-se que nesse momento a repress&o do E2F seria liberada,
permitindo a transcricdo de genes envolvidos no processo de proliferacdo celular.
Nesse modelo, a pRB ¢é vista como um intérprete molecular, retransmitindo sinais
gerados pela posi¢cédo da célula no ciclo de divisdo e coordenando eventos-chave na
transcricao (Dyson & Harlow, 1995; Levine, 1995; Kouzarides, 1995).

Uma cascata de moléculas regulatérias age na transcrigdo através da regulacdo
da interacdo pRB/E2F. Como visto anteriormente, a fun¢cdo da pRB ¢é inativada pela
fosforilacdo, assim como por mutagdes ou ligacdo de oncoproteinas virais. Desse
modo, qualquer anormalidade que leve a uma fosforilagdo inapropriada da pRB teria o
mesmo efeito funcional que uma mutag¢do no que diz respeito a transformagéo maligna
(Sherr, 1996; Sellers & Kaelin Jr, 1997).

Os complexos ciclina-cdk que estdo ativos em G1 parecem desempenhar um
papel critico na fosforilagdo e consequentemente na inativacdo da pRB. Esses
complexos consistem das ciclinas da classe D (D1, D2 e D3) ligadas tanto a cdk4
como a cdk8, ciclinas da classe E ligadas a cdk?2 e ciclinas da classe A ligadas a cdk2.
A presenca das ciclinas D esta ligada a exposi¢céo a fatores de crescimento. Elas
podem ligar-se & pRB in vitro e in vivo, e quando superexpressas em células que
contém a pRB, podem induzir rapidamente a fosforilacdo da pRB e diminuir o intervalo
G1. Contrariamente, a inibicdo da ciclina D leva a pausa do ciclo celular em G1.
Conclui-se que o papel da ciclina D na regulacdo do ciclo celular é diretamente
dependente da pRB (Sherr, 1996; Weinberg, 1995).

A amplificacdo do gene que codifica a ciclina D1, em particular, parece ter um

papel na patogénese de alguns tipos de cancer, indicando que a super producdo da
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ciclina D1 resultaria na fosforilagdo constitutiva da pRB e consequentemente na
atividade desregulada do E2F. Do mesmo modo, tém sido relatados casos de
amplificagdo do gene que codifica a cdk4 em varios tipos de tumores, incluindo
glioblastomas e sarcomas. Assim, tanto a ciclina D1 como a cdk4 agem como
oncoproteinas, inativando a pRB (Hall & Peters, 1996; Khatib et a/, 1993; He et al,
1994).

As atividades enzimaticas dos complexos ciclina/cdk s&o controladas por
moléculas conhecidas como inibidores de quinases dependentes de ciclinas (CDKIs).
Ha duas classes de CDKIs, sendo uma delas constituida pelas proteinas p15, p16,
p17 e p18, que inibem especificamente a atividade da ciclina-quinase tipo D, e a
outra, constituida pelas proteinas p21, p27 e p57, que inibem todos os complexos
ciclina/cdk da fase G1 (Sherr & Roberts, 1995; Sellers & Kaelin Jr, 1997).

Destas, a mais importante é a p16, que foi clonada como proteina de ligagéo a
cicina D e como gene supressor de tumores de melanoma (MTS-1). Quando
produzida em excesso, a p16 inibe a atividade da ciclina quinase D, resuitando no
acumulo da pRB néo fosforilada e pausa na fase G1. Logo, a pRB é um alvo critico da
acdo da p16. O gene p15 (MTS-2) esta localizado proximo ao gene p16 no
cromossomo 9 e também pode inibir a atividade da ciclina tipo D proporcionando a
pausa em G1 (Koh et al, 1995; Sherr & Roberts, 1995; Sellers & Kaelin Jr, 1997).

Como pode ser observado, os produtos de dois oncogenes (ciclina D1 e cdk4) e
de dois genes supressores de tumores (pRB e p16) parecem estar funcionaimente
ligados em uma via que converge na regulagéo transcripcional de genes dependentes

do E2F. Uma das funcbes dessa via parece ser a regulacdo de um ponto critico em
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G1, quando deve ser tomada a decisdo de entrar na fase S. A freqiiéncia com a qual
os componentes dessa via sdo alterados em tumores sugere que a desregulagao
dessa via pode ser um pré-requisito para a carcinogénese humana (Sellers & Kaelin Jr,

1997) (Figura 3).

Amplificagdo

ciclina D1 .
Translocagao

cdk4 Amplificagao
Mutacdo

Delegao
Mutagio
Inativagdo por HPV E7

sitio E2F sitio E2F
repressao ativagdo
Gl1 S

Figura 3. Modelo da interacdo pRB-E2F, onde as ciclinas D1 e cdk4 podem mediar a
fosforilacdo e, conseqiientemente, a inativagéo funcional da pRB. Em células que
ndo estdo em divisdo e durante o inicio da fase G1 do ciclo celular, a pRB
encontra-se ndo fosforilada ou pouco fosforilada e nesse estado ela pode ligar-se
ao fator E2F. A fosforilagdo da pRB ocorre a medida que as células entram na fase
S e sugere-se que nesse momento a represséo do E2F seria liberada, permitindo a
transcricdo de genes envolvidos no processo de proliferagéo celular. A proteina
p16 pode inibir a atividade enzimatica dos complexos ciclina D-cdk4, impedindo a
fosforilacdo da pRB (Sellers WR & Kaelin Jr WG. J. Clin. Oncol. 1997;15:3304).

15



Mutacées no gene RB1

Dados derivados, na sua maioria, de andlises empregando o método de
“Southern Blot” indicam anormalidades estruturais no gene RB1 em 12 a 30% dos
tumores hereditarios e esporadicos. A maioria dos casos é de deficiéncia génica
(delecdo) de todo ou de parte do gene (Gallie et a/, 1991;Horsthemke, 1992; Cowell &
Hogg, 1992).

Os demais eventos de inativagdo do gene RB1 sdo compostos por pequenas
delegbes (aproximadamente 35%) e mutagbes de ponto (aproximadamente 50%).
Nesses casos, para sua deteccao, técnicas mais sensiveis devem ser utilizadas, como
analise de heteroduplexes, polimorfismos de conformacdo de fita simples de DNA
(SSCP), eletroforese em gel de gradiente de desnaturagcédo (DGGE) e sequenciamento
(Sakai et al, 1991; Yandell et a/, 1989; Cowell & Hogg, 1992). Os dados disponiveis
mostram que n&o ha sitios preferenciais ou “hot spots” para mutagdes no gene RB1,
cuja maioria s&o pequenas inser¢des, delegbes ou mutagdes de ponto que resultam
na formacao de codons de terminagao precoce (Horowitz ef al, 1990; Cowell & Hogg,
1992). O gene RB1 também é rico em polimorfismos e o mais conhecido é o sitio de
Bam HI no intron 1 (Jamal, 1996).

Mutagcdes no gene RB1 foram observadas em outros tumores além do
retinoblastoma, incluindo osteosarcomas, carcinoma de bexiga, de préstata, de mama,
de pulmé&o e leucemias (Friend et al, 1986; Feugeas ef al/, 1996, Horowitz et a/, 1990;
Bookstein et al, 1990; Lee et al, 1988b; Pietilainen et al, 1995; Yokota et al, 1988;

Murakami et a/, 1991; Jamal et a/, 1996; Jamal, 1996). Como nos retinoblastomas,
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todas essas mutacdes levam tanto a perda de express&o da proteina pRB como a

producdo de uma proteina n&o funcional.

Mutag¢ées no gene RB1 em leucemias

O processo normal de hematopoese é controlado pela harmonia entre a auto-
renovacdo balanceada, diferenciacdo e morte celular programada ou apoptose.
Eventos que levem a um desequilibrio desse processo resultariam na leucemogénese
apos selecéo clonal e expansdo de uma célula progenitora hematopoética anormal.
Devido a uma série de mutacées em oncogenes e genes supressores de tumores, o
clone celular maligno parece perder a capacidade de controlar o crescimento celular.

Alteracdes no gene RB1 podem levar "a inativagcdo da proteina pRB. O papel
dessas alteracdes na patogénese das leucemias ndo esta elucidado, apesar de haver
fortes evidéncias indicando que a inativagdo da pRB possa ser um evento frequente
nesse tipo de neoplasia, estando correlacionada com a evolugao da doenga e o
prognostico do paciente (Cline, 1994; Jamal, 1996; Hijiya & Gewirtz, 1995).

Uma importante evidéncia sobre o papel da pRB na hematopoese veio de
estudos de “knockout” no gene RB1. Camundongos homozigotos para uma mutagdo
no exon 20 do gene RB1 (RB1 -/-) morreram antes do 16° dia de gestacdo e
apresentaram uma interrupgdo na maturagéo da linhagem eritroide, além de auséncia
de diferenciagdo neuronal e apoptose (Lee et al, 1992).

Nao sao frequentes os relatos de alteragbes estruturais no gene RB1 em
leucemias, mas alguns dados relativos a presenca de rearranjos e grandes delecGes

no gene RB1 com a utilizagido da técnica de “Southern blot” sugerem que tais eventos
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sejam raros nessa patologia. O estudo realizado por Chen e colaboradores (1990)
relata que grandes dele¢cdes no gene RB1 foram encontradas em uma porcentagem
pequena de pacientes com leucemias primarias. Cheng et al (1990) também
observaram que apenas 1 de 13 linhagens humanas de leucemia apresentava delecéo
parcial em homozigose dos exons 18 a 27 do gene RB1. Dados semelhantes foram
observados em outro estudo, onde, através de “Southern blot”, ndo foram detectados
grandes rearranjos em 106 pacientes com leucemia mieléide aguda (LMA). No
entanto, foram observados varios polimorfismos (Jamal et a/, 1996). Contrariamente,
Ahuja e colaboradores (1991) estudaram 215 casos de leucemias e linfomas de
fendtipos diversos e 15 linhagens celulares de leucemias, e encontraram
anormalidades estruturais no gene RB1 em 26 pacientes e 8 de 15 linhagens
celulares. Em todos os casos estudados por “immunoblotting” e que apresentavam o
gene RB1 estruturalmente alterado n&o foi possivel detectar a proteina pRB. Essas
informagbes ratificam a necessidade de novas analises e, principalmente, de
rastreamento de mutagdes de ponto com a utilizagdo de técnicas mais sensiveis, uma
vez que ha poucos dados relativos a existéncia de tais alteragdes no gene RB1 em
leucemias agudas (Jamal, 1996).

Ja com relagédo a expressao da pRB, os dados na literatura sdo mais frequentes.
Apesar de alguns grupos nao terem encontrado correlagdo entre niveis baixos ou
ausentes da pRB e resposta ao tratamento ou evolugdo clinica da doenca
(Preudhomme et al, 1994, Tang et al, 1992; Jamal et a/, 1996), a maioria dos autores
sugere a existéncia de associagdo entre alteragdes na expressdo da pRB e mau

prognéstico em leucemias agudas (Tang et al, 1992; Zhu et al, 1994, Ginsberg et al,
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1991; Kornblau et al, 1992; Weide et al, 1993; Kornblau et al, 1994; Sauerbrey et al,
1996; Ahuja ef al, 1991). Nesses estudos, a frequéncia de auséncia ou diminuigéo da
expressao da pRB varia entre 19-55% dos pacientes analisados com LMA.

No trabalho realizado por Tang e colaboradores (1992) 28% (5 em 18) dos
pacientes com leucemia mieldide aguda e nenhum (0 em 7) dos com leucemia linfoide
aguda (LLA) apresentaram expressdo alterada da pRB. As analises por “Southern
blot” indicaram que ndo havia alteragdes grosseiras no gene. Nesse estudo n&o houve
associacdo entre prognéstico clinico e alteragdo na expressdo da proteina. O estudo
de Jamal et al (1996) envolvendo 86 casos de LMA revelou que 20 casos (23%)
mostravam niveis ndo detectaveis da pRB e a analise por “Southern blot” ndo detectou
rearranjos grosseiros no gene. Também nesse caso, ndo houve diferenga significativa
na frequéncia de alcance da remisséo completa ou do tempo de sobrevida entre os
pacientes com niveis normais ou néo da pRB.

Ja outros trabalhos demonstram correlagdo entre alteragéo na expresséo da pRB
e evolugdo clinica, como o de Kornblau et al (1994) que analisaram 113 pacientes
com LMA e detectaram niveis da pRB mais baixos que o normal em células de 22
pacientes (19%). A sobrevida média desses pacientes foi significativamente menor do
que a observada em pacientes com niveis normais ou elevados da proteina, 12
semanas versus 40 semanas (p=0,02). Também a frequéncia de indug&o da remisséo
foi de 36% em pacientes com niveis baixos da proteina se comparado com 68% no
outro grupo (p = 0,01). Um outro estudo realizado pelo mesmo grupo, em 43 pacientes
com LMA, mostrou niveis baixos da pRB em 13 amostras (30%) através de técnicas de

“Western blot” e analise imunoquimica. Dentre os 20 pacientes recentemente
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diagnosticados, a média de sobrevida foi de 39 dias para aqueles com niveis baixos
de expressdo da pRB, comparada com 333 dias para aqueles com altos niveis de
expressdo da pRB (p < 0,02) (Kornblau et al, 1992). Weide et al (1993) observaram
niveis ausentes ou diminuidos da pRB em 11 de 20 pacientes estudados com
leucemias mielomonociticas e monoblasticas. Tal fato foi correlacionado com aumento
na contagem de leucdcitos e ocorréncia de leucemia extramedular. Também o estudo
realizado por Ginsberg e colaboradores (1991) sugere que a inativagdo do gene RB1
pode estar associada a um largo espectro de neoplasmas linféides e que a perda da
funcdo supressora do gene RB1 poderia influenciar na patogénese e progressdo de
linfomas e leucemias. Em 1996, Sauerbrey et al observaram que a baixa expresséo da
pRB parece indicar prognéstico ndo favoravel nas LLAs infantis, tanto nas
recentemente diagnosticadas como em recaida. Relataram também que a expressao
da pRB nas recaidas de LLA é significativamente menor que ao diagnéstico. O grupo
de Ahuja, em 1991, relatou que anormalidades estruturais no gene RB1 com auséncia
de expressdo da pRB foram frequentes em todos os tipos de leucemia aguda, mas
particularmente comuns nas leucemias mieldides de subtipos M4 e M5 com
diferenciacdo monocitica (incidéncia de 27%) e em leucemias positivas para o
cromossomo Philadelphia de fenétipo linféide (incidéncia de 11 a 29%), o que sugere
o possivel envolvimento do gene RB1 na evolugéo das leucemias agudas humanas.
Dada a discordancia existente entre os dados referentes a expressao da pRB e a
existéncia de rearranjos, grandes dele¢des ou mutagdes de ponto no gene RB1, faz-

se necessario o rastreamento de mutagdes de ponto neste gene a fim de que se
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chegue mais proximo da elucidacdo do papel do mesmo no processo de

leucemogénese.

GENE p53

As origens da descoberta do gene p53 s&o provenientes de estudos bioquimicos
realizados em 1979, nos quais foi observado que uma proteina de 53 kD (p53) poderia
ser imunoprecipitada juntamente com um antigeno tumorigénico viral, o antigeno T SV
40. Posteriormente mostrou-se que a p53, localizada em grande parte no nucleo
celular, também era capaz de ligagdo a outras proteinas virais, como o antigeno E1B
do adenovirus tipo 5, o antigeno 5 nuclear do virus Epstein-Barr e 0o antigeno E6 do
virus do papiloma humano (Lane & Crawford, 1979; Linzer & Levine, 1979; Diamandis,
1995). A ligagdo da p53 a proteinas virais forneceu a primeira pista sobre sua
importancia, pois a inativagao pela ligagdo a essas proteinas, permitiria que a célula
entrasse em wuma via que levaria a tumorigénese induzida por virus.
Subsequentemente, varios clones de DNA do gene p53 foram isolados e observou-se
que 0s mesmos eram capazes de imortalizar células de curta duragéo (Jenkins et al,
1984) e de cooperar com o oncogene ras na transformac¢édo de células em cultura
(Parada et al, 1984).

Estes fatos levaram o gene p53 a ser considerado um oncogene. Somente em
1989 descobriu-se que todos os clones do p53 analisados eram mutantes, além de
observar-se que a sua forma normal era capaz de suprimir a transformac&o celular

iniciada por outros oncogenes. A partir de entdo, o gene p53 foi denominado um gene
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supressor de tumores. Mutacdes de ponto e/ou delegbes no mesmo s&o comuns em

mais de 50% das neoplasias humanas (Fung & Fisher, 1995, Bosari & Viale, 1995).

Localizacdo e estrutura
O gene p53 humano estd localizado no cromossomo 17p13 e é um dos alvos
mais freqlentes para alteracbes em tumores humanos (Holistein et al, 1991). E

extremamente conservado em diversos organismos como Xenopus laevis, aves,

camundongos e humanos, sugerindo que a proteina codificada desempenhe um papel
critico na célula (Prokocimer & Rotter, 1994). O gene compreende 20 Kb de DNA,
consistindo de 11 exons, sendo que o primeiro ndo € codificador e encontra-se
separado do grupo de 10 exons por um intron de 10 Kb (Lamb & Crawford, 1986). Os
exons 2, 4, 5 7 e 8 codificam 5 grupos de seqgléncias de aminoacidos muito
conservados durante a evolugdo (dominios conservados | - V), localizados entre os
residuos 13 e 19, 117 e 142, 171 e 181, 236 e 258 e 270 e 288, respectivamente. O
RNA mensageiro tem 26 Kb e contém uma grande regido ndo codificadora 3' que
provaveimente esta envolvida na estabilizagdo da molécula (Prokocimer & Rotter,

1994).

Proteina p53

A proteina p53, com 53 kD, tem 393 aminoacidos e pode ser subdividida
funcionalmente em quatro unidades distintas e separaveis: um dominio de trans-
ativacdo nos residuos 1-43; um dominio de ligacdo ao DNA nos residuos 100-300; um

dominio de oligomerizac&o nos residuos 320-360 e um dominio de localizacéo nuclear
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com atividade de ligagdo ao DNA nao especifica entre os residuos 330-393 (Lee &
Bernstein, 1995). A analise da estrutura da p53 por cristalografia confirma que a
regido central, aproximadamente entre os codons 100 e 300 esta diretamente
envolvida no contato com DNA em varios pontos especificos, incluindo os codons 248
e 273, ambos sitios preferenciais para mutagbdes. A ligagdo ao DNA mostrou-se
dependente da integridade do terminal C e o terminal acidico N contém a regido ativa

de transcri¢do (Elledge & Lee, 1995; Prokocimer & Rotter, 1994) (Figura 4).
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Figura 4. Mutagdes presentes em tumores humanos que inativam a fungéo da proteina p53.
Os sitios preferenciais para mutagdes sdo evidentes em sitios como o aminoacido
248. A porcéo central da proteina é requerida para a ligagdo do DNA e a maioria das
mutagdes elimina essa capacidade de ligagdo. O mapa estrutural da proteina inclui 5
dominios evolutivamente conservados (vermelho), regides de transativagéo (laranja)
e uma regido de oligomerizagdo (verde). A proteina Mdm2 se liga ao sitio indicado e
inativa a p53. Proteinas virais também a inativam ligando-se aos sitios indicados
(E1b - adenovirus tipo 5 e EB - papilomavirus) (Harris CC. Science 1993,;262:1980).
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A p53 é um fator de transcrigcdo e seu dominio transcripcional esta mapeado nos
40 primeiros aminoacidos da posi¢do N-terminal. Varios genes sdo possiveis alvos
especificos para a proteina p53. Em alguns deles, como c-fos e c-jun, a p53 diminui a
expressdo génica. Em outros, como MCK e mdmz2, a p53 aumenta a express&o génica.
A p53 também regula negativamente a transcricdo de genes com promotores iniciados
por sequéncia TATA, provavelmente, se ligando a proteinas da maquinaria basal de
transcricdo. Tanto o gene GADD-45, que € um gene associado ao reparo de DNA,
como o WAF-1/p21, que exerce papel no controle do ciclo celular, tém sua expresséo
aumentada pela p53 de acordo com a fase da célula no ciclo celular. Observou-se
também que a p53 suprime a transcrigdo do gene RB1 através de uma sequéncia
mapeada no promotor do gene RB1 e que é susceptivel de regulagdo pela p53

(Prokocimer & Rotter, 1994; Elledge & Lee, 1995; Sidransky & Holistein, 1996).

Propriedades da p53 normal

A forma normal da p53 suprime o crescimento de células que sofreram algum
tipo de lesdo de DNA e que, consequentemente, tém potencial neoplasico. A
supressao se da de duas maneiras: causando uma pausa no ciclo celular, impedindo
a transicao das células da fase G1 para a fase S, ou promovendo a saida da célula
por completo do ciclo celular (morte celular programada ou apoptose) (Figura 5).
Desse modo, tanto a integridade gendmica pode ser restaurada pelo reparo do DNA
através de uma parada transitéria do ciclo celular ou, quando a lesdo persiste, as
células podem ser permanentemente eliminadas da populagdo por apoptose

(Diamandis , 1995). Essas fungbes regulatorias sdo provavelmente mediadas por
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interacdes da proteina p53 com sequéncias especificas de DNA, o que pode permitir a
regulacao transcripcional de outros genes ou, talvez, através do inicio da replicagao
do DNA. Alguns genes importantes na supressdo do crescimento mediada pela p53 e
que sd@o seus alvos diretos incluem: GADD45, mdm-2 e WAF1/Cip1 (Chang et al,
1995).

Durante a fase 1, as ciclinas E e D sdo acumuladas e formam complexos com
as cdk2 e cdk4 recentemente sintetizadas, respectivamente. Com o aumento dos
complexos ciclina-cdk, ocorre a fosforilagdo da pRB, ativando os fatores de
transcricdo E2F-DP1 e, consequentemente, resultando na expresséo de genes da

fase S (Levine, 1995) (Figura 6).
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APOPTOSE

Figura 5. Mecanismos de supressdo de tumores devido a presenca de lesdes no DNA. Os
niveis da p53 elevam-se na existéncia de lesdes no DNA e suprimem a formagao de
tumores de duas maneiras. Eles iniciam a apoptose por intermédio de mecanismos
ainda nao bem compreendidos (ativagdo da expressao do gene bax e concomitante
diminuigdo da producéo do gene bcl-2 pela p53 ou através da cooperagao da p53
com o fator de transcricdo E2F, agindo, provavelmente, na via dependente da pRB)
ou fazem com que a célula permanega na fase G1 do ciclo celular induzindo a
formacao de proteinas que se ligam a quinases dependentes de ciclinas (modificado
de: Levine AJ. Scientific American Science & Medicine 1995;2:34).
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Figura 6.

Esquema de funcionamento do ciclo celular na auséncia de lesbes no DNA.
Durante a fase G1, as ciclinas E e D acumulam e formam complexos com as
cdk2 e cdk4 recentemente sintetizadas, respectivamente. Como os niveis desses
complexos ciclina-cdk aumentam, a pRB ¢é fosforilada, ativando o fator de
transcricdo E2F-DP1 e resultando na expressao de genes da fase S (Levine AJ.
Scientific American Science & Medicine 1995;2:32).
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Interrupg¢édo do ciclo celular

Quando ocorre uma lesdo no DNA, ha um acumulo da p53 que, por sua vez,
promove a expressiao de um outro gene, WAF1/Cip1. O produto desse gene é a
proteina p21, que se liga ao complexo ciclina/quinases dependentes de ciclinas
(CDK), inibindo sua atividade e impedindo a fosforilagdo da proteina pRB. A pRB né&o
fosforilada se liga ao fator de transcricdo E2F requerido na produgéo da maquinaria
de sintese de DNA, bloqueando o ciclo celular antes da passagem da fase G1 para a
fase S. A regulacao da transigcao G1/S é um “checkpoint” critico no ciclo celular e é
potencialmente inibido pela p21. Dessa maneira, o ciclo celular é interrompido antes
da sintese de DNA e a célula tem a oportunidade de reparar o DNA lesado. Se o
reparo nao ocorre de forma correta, a presenga da p53 normal pode, alternativamente,
induzir a apoptose (Chang ef al, 1995, Sidransky & Hollstein, 1996) (Figura 7).

A p21 pode interferir com a sintese de DNA diretamente, através da ligagéo ao
antigeno nuclear de proliferagéo celular (PCNA ou “proliferating cell nuclear antigen”),
fator essencial na replicacdo do DNA ou impedindo que o PCNA ative a DNA
polimerase delta, uma das principais polimerases. Logo, se a lesdo no DNA ocorrer
antes da fase S, a WAF1/Cip1 impede as células de comecar a replicagdo do DNA
inibindo os complexos ciclina-CDK, enquanto que, se o DNA ¢ lesado durante a fase
S, a WAF1/Cip1 é capaz de parar o processo de replicagdo ligando-se ao PCNA

(Chang et al, 1995).
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Figura 7. Esquema de funcionamento do ciclo celular na presenca de lesées no DNA. As
lesées no DNA fazem com que o nivel da p53 aumente. Um gene transcrito sob a
influéncia da p53 codifica a proteina p21, a qual, através da ligagdo a quinases
dependentes de ciclinas, bloqueia a fosforilagdo da pRB. O reparo das lesbes no
DNA faz com que os niveis da p53 e da p21 voltem ao normal (Levine AJ.
Scientific American Science & Medicine 1995;2:33).
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Um segundo gene sob o controle da transcrigdo pela p53 e que afeta a cinética
do ciclo celular é o GADD45 (growth arrest DNA damage), o qual codifica uma
proteina que também inibe a sintese de DNA ligando-se ao PCNA. O proto-oncogene
mdm-2 € mais um dos genes que tém sitios para ligacdo da p53 e contribui para o
controle do ciclo celular. A proteina mdm-2 se liga ao dominio promotor da transcrigao
no terminal N da p53, inibindo sua atividade. Ha ainda outros genes regulados pela
p53 que ndo afetam diretamente a resposta ao crescimento, mas que modulam a
resposta a agentes terapéuticos, como € o caso do mdr-1 (Sidransky & Hollstein,

1996).

Morte celular programada ou apoptose

Como resposta a lesdes no DNA, a p53 pode promover a saida do ciclo celular e
desintegracdo cromossdmica por um processo enzimatico ativo de morte celular
(apoptose), cujo mecanismo ainda ndo € completamente compreendido (Sidransky &
Holistein, 1996).

A apoptose € uma via unica de morte celular, também descrita como suicidio
celular. Durante a apoptose, as células diminuem o volume, o citoesqueleto se quebra,
os cromossomos se condensam e, finalmente, o DNA é clivado em pequenos
fragmentos de 200 pb. A inducédo da apoptose em células de mamiferos ndo ocorre
apenas como parte integral do processo de desenvolvimento, mas também como
resposta ao estimulo por esteréides, infeccdo viral e exposicdo a carcindgenos
ambientais. Muitas células de mamiferos entram em apoptose apds exposi¢éo a doses

baixas de radiacio y (Lee & Bernstein, 1995).
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A regulacéo da apoptose pode ser feita por um reostato celular envolvendo um
balango entre os produtos dos genes bcl-2 e bax. A p53 pode agir diretamente nessa
decisdo através da ativacdo da expressdo do gene bax e concomitante diminuigdo da
produgé&o do bcl-2. A mudanga da proporgao bax:bcl-2 predispée a célula a apoptose.
A cooperacdo da p53 com E2F também pode ser importante na apoptose, agindo,
provavelmente, na via dependente da pRB.

A via de apoptose dependente da p53 pode regular o crescimento de células
tumorais de maneira critica: células sem a pRB entram em apoptose sob influéncia da
p53, enquanto que a perda subsequente da p53 permite o0 aparecimento de tumores
agressivos e de proliferagcdo rapida. Alguns tumores que perderam a p53 ou em que 0
gene p53 sofreu mutagbes tornaram-se resistentes a radioterapia, provavelmente,
porque eles ndo mais entram em apoptose, de maneira que a escolha da terapia a ser
empregada depende da situag&o da p53. A sobrevivéncia da célula é, portanto, fungao
do nivel de les&o do DNA, eficiéncia do reparo do DNA e mudangas genéticas na
célula-alvo tais como o acumulo do E2F ou perda do gene RB e niveis da p53 (Cox &
Lane, 1995).

A escolha da via a ser utilizada pela célula, se interrupgdo do ciclo celular ou
apoptose & uma incognita, sugerindo-se que o nivel e a persisténcia da lesdo no DNA
influenciem na escolha da mesma. Na auséncia da p53 funcional, a selegdo de células
que carregam DNA alterado é favoravel. Em células que expressam a p53 mutante ou
naquelas em que a p53 esta ausente, a p53 n&o exerce suas fungdes normais. Sob
essas circunstancias, as células ndo param na fase G1 para permitir o reparo do DNA

e nem entram na via de apoptose, permitindo, consequentemente, que as células
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entrem na fase S ou fase de replicagdo do DNA portando lesées. O acumulo de DNA
alterado pode levar & aquisicdo do fendtipo maligno (Chang et al, 1995; Fung &

Fisher, 19995).

Mutac¢ées no gene p53

As mutacdes no gene p53 em neoplasias estdo distribuidas ao longo do gene e
s&0, na sua maioria, mutagdes “missense”’, levando a substituicdo de aminoacidos na
proteina normal, Ocorrem predominantemente nos exons 5 a 8, mas também tém sido
descritas no exon 4, em geral em células da linhagem germinativa de pacientes
portadores da sindrome de Li-Fraumeni, caracterizada por um risco elevado de cancer
de mama precoce, sarcomas na infancia e outras neoplasias. As mutagdes geralmente
conduzem a sintese de proteina mutante com estabilidade celular muito aumentada,
que se acumula dentro da célula e alcanga niveis de 10 a 100 vezes maiores que o da
proteina normal e com meia-vida que sofre um incremento de minutos para horas
(Diamandis, 1995).

O espectro de mutagdes no gene p53 estad relacionado com a etiologia e
patogénese do cancer. A exposigdo a luz ultravioleta, por exemplo, esta
correlacionada com muta¢des do tipo transigdo em sitios de dipirimidina, isto €, CC
para TT. A exposicdo a aflatoxina B1 esta correlacionada com transversées G:C para
T:A, que levam a substituicdo de uma serina no codon 249 em carcinoma de figado, e
a exposicéo a fumacga do cigarro esta correlacionada com transversées G:C para T:A
em cancer de pulméo, esdfago e cabeca e pescogo (Hollstein ef al, 1991; Chang et al,

1995). Sugere-se que o conhecimento do sitio e natureza das mutacdes em alguns
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tumores seja importante na eliminagdo de certos agentes possiveis causadores do
tumor e que possam ajudar a identificar certos carcinégenos, possibilitando a
definicdo de mecanismos responsaveis por lesées genéticas no DNA (Chang et al,
1995).

Como consequéncia da perda da funcdo supressora da p53, quimio/radio
resisténcia ou pela aquisicdo de propriedades oncogénicas observadas em células
contendo o gene p53 mutante, a presenga de mutagbes tem sido associada com pior
prognéstico em alguns tumores, incluindo tumores cerebrais, cancer de bexiga, de
mama, de estdbmago, cabega e pesco¢o, melanomas, cancer de ovario, de prostata, de
tiredide e tumor de Wilms (Velculescu & El-Deiry, 1996). Também foi observada
associagdo entre presenca de mutagées no pS3 e diminuigdo da sobrevida em
pacientes com varios tipos de neoplasias, agindo como fator prognostico
independente.

Kovach e colaboradores (1996) estudaram pacientes com cancer de mama e
concluiram que mutacdes no gene p53 estdo associadas a pior progndstico. Essa
associacao pode ser devido ao aumento da capacidade de proliferacédo das células
tumorais com a proteina p53 mutante e/ou pela maior resisténcia de tais células a
inibicdo do crescimento por agentes quimioterapéuticos. Qutro tipo de cancer, o
carcinoma coloretal, que parece originar-se a partir de um adenoma, apresenta
alteragcbes no gene p53, as quais, sugere-se, estariam envolvidas justamente na
transformagcdo do adenoma para o carcinoma focal (Ohue ef al, 1994). Estudo
realizado por McManus e colaboradores, em 1994, confirma dados prévios associando

mutacdes no gene p53 ao desenvolvimento do cancer de ovario. Os dados sugerem
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que a mutagdo no p53 possa ocorrer na transi¢do do inicio da malignizagéo para a
invasividade, antes da metastase, em alguns canceres de ovario. Essa investigagao
demonstra a associagdo entre a expressdo da p53, mutagdo e delegdo alélica no
cancer de ovario.

Outros dados consistentes tém correlacionado a perda de funcdo da p53 com
diminuicdo da sobrevida em pacientes com carcinoma de pulmao: a presenca de uma
mutacao do tipo “missense’ no tumor (ou aumento da expressao da proteina como
indicativo de mutacéo) € um fator prognostico independente e desfavoravel (Quinian

et al, 1992).

Mutag¢ées no gene p53 em leucemias

As mutagdes no gene p53 sado mais freqlentes em crises blasticas na linhagem
mieldide (leucemia mieldide cronica (LMC) e leucemia mieldide aguda) que na
linhagem linféide (leucemia linféide crénica (LLC) e leucemia linféide aguda) (Imamura
et al, 1994). Essas mutagbes estdo frequentemente associadas a alteragbes no
cromossomo 17, em LMC, sindrome mielodisplasica (MDS) e LMA. Em geral, um dos
bragos curtos do cromossomo 17 (17p) é perdido, ou por formagédo de um
isocromossomo 17q [i(17q)] ou por translocagao nao balanceada. Parece nao haver
efeitos adversos dessas anormalidades cromossdmicas na sobrevida dos pacientes;
entretanto, varios estudos mostram que alteracbes no gene pS3 sao indicadoras de
mau prognostico nas leucemias (Guinn & Padua, 1997; Imamura et al/, 1994).

Aproximadamente 3% dos pacientes com LLA sé@o portadores de alteragées no

gene p53, que variam com a severidade do subtipo da doenga. EocasodalLLAL3e
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da LLA-T em recaida, onde 50 e 30% dos casos apresentam mutagdes,
respectivamente (Guinn & Padua, 1997). A maioria das alteracbes em LLA sdo
transi¢cdes G:C para A:T e ocorrem em dinucleotideos CpG. Esse padrao de mutacao
resulta, provavelmente, de desaminagcdo espontanea em 5-metilcitosina, sugerindo
que, em LLA e neoplasias hematoldgicas em geral, as mutacdes no p53 podem néo
ser induzidas por carcindgenos exdgenos.

As células leucémicas apresentam muta¢des no p53 em aproximadamente 15%
dos individuos com LLC. Uma minoria dos casos de LLC sdo propensos a sindrome
de Richter, uma desordem linfoproliferativa agressiva, dos quais 40% tém uma
mutagdo no pS3 nas células mais malignas. Alteragdes no p53 também estdo
associadas com transformag¢&o de LLC para um linfoma muito agressivo (Imamura et
al, 1994).

Pacientes com LMC em crise blastica apresentam uma frequéncia de alteragbes
no gene p53 que varia de 15 a 30%, havendo associagao entre a evolugéo da LMC da
fase crbnica para a crise blastica com um possivel aumento da instabilidade genética
(Guinn & Padua, 1997).

Em sindromes mielodisplasicas (MDS) e em leucemia mieldide aguda, as
mutacdes no gene pS53 foram observadas com frequéncia variando em torno de 5 a
15%, respectivamente. Varias investigacdes mostram alta freqiéncia de mutacdes
relacionadas com os subtipos FAB de piores prognoésticos nas MDS, e progressao da
doenca em LMA. Outros trabalhos apontam para possivel correlagao entre a presenca
de mutagdes no gene p53 e/ou expressdo alterada da proteina e a evolugdo da

doenga em pacientes com LMA. Fenaux et al, 1992a observaram frequéncia de 7% de
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mutacdes no gene p53, que pode estar associada a idade avangada e mau
prognostico. Hu et al, 1992 sugerem que a inativagcdo funcional do gene p53 por
muta¢cbes de ponto possa ser um dos mecanismos envolvendo a progressao da
doenca em LMA. Do mesmo modo, os estudos de Fenaux et a/ (1991) e Kurosawa et
al (1995) indicam que, em alguns casos estudados, as mutacdes no gene p53 podem
estar envoividas na progressdo e prognodstico da doenga. Os dados de Wattel e
colaboradores (1994) sugerem que mutacdes no gene pS3 poderiam ser forte
indicador prognéstico de resposta a quimioterapia e sobrevida em LMA, MDS e LLC.
Em MDS, os resultados sdo semelhantes, havendo por parte de varios autores
concordancia no papel das alteracbes no gene p53 na evolugdo da doenga e
transformacdo para LMA (Mori et al, 1995; Sugimoto ef al, 1993; Ludwig et al, 1992).
Alguns autores, no entanto, relatam que mutagdes no gene p53 ndo desempenhariam
papel critico na evolugcéo e prognostico das LMA e MDS (Tsuchita et a/, 1992; Pignon
et al, 1994).

Como podde ser observado, um consideravel conjunto de dados aponta para um
possivel papel dos genes supressores de tumores na evolug&o das leucemias agudas.
Uma vez que na populagdo brasileira existe muito menor controle de exposigdo a
inseticidas e pesticidas que em outros paises do hemisfério Norte (Lorand et a/, 1984)
e devido as suas caracteristicas proprias dado o elevado grau de miscigenagéo, torna-
se importante o estudo da frequéncia e tipo de mutagcdo nos genes RB1 e p53, além
da analise da possivel correlacédo entre a presenga de mutacdes e a evolugéo clinica

dos pacientes.
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Objetivos




1. Estimar a frequéncia e os tipos de mutagdes nos exons 4 a 10 do gene p53 em
pacientes portadores de leucemia mieldide aguda e leucemia linféide aguda
atendidos no ambulatério da Disciplina de Hematologia do Hospital de Clinicas da

UNICAMP.

2. Estimar a frequéncia e os tipos de mutagdes nos exons 1 a 27 e regido promotora

do gene RB1 nos mesmos pacientes

3. Estudar a correlagdo entre a existéncia de mutagdes e a evolugcdo clinica das

leucemias, assim como a possibilidade de cooperagédo entre as muta¢gbes nos

genes p53 e RB1 no processo de tumorigénese.
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Casuistica e Méetodos




Pacientes

Foram estudados 35 pacientes portadores de leucemia mieldide aguda e 9
pacientes portadores de leucemia linféide aguda, escolhidos aleatoriamente,
atendidos no ambulatério da Disciplina de Hematologia do Hospital de Clinicas da
UNICAMP, no periodo de 08/01/90 a 31/08/94. O diagnéstico das leucemias foi levado
a efeito por meio das caracteristicas clinicas e do estudo citolégico, citoquimico e
citogenético da medula éssea, realizado em esfregag¢os obtidos por aspira¢do medular
e corados pelo Leishman e pelas seguintes reac¢des citoquimicas: "Sudan Black" ou
peroxidase, acido periédico Schiff e alfa-naftil acetato esterase (Dacie & Lewis, 1984).
Em casos recentes, o diagnéstico foi feito por meio de imunofenotipagem realizada de
acordo com os métodos descritos por Waller & MacLennan (1977). A classificagao das
leucemias agudas em LMA e LLA e a identificagdo de seus subtipos foi realizada
segundo a proposta do grupo cooperativo FAB (Bennett et al, 1976; Bennett et al,
1985a; Bennett ef a/, 1985b).

Os critérios para remisséo clinica e hematoldgica utilizados nesse estudo séo os
classicamente adotados na literatura, com ligeiras modificag6es (Lister et a/, 1987).

Basicamente os critérios para a remissdo hematolégica foram:

1. Sangue periférico com dosagem de hemoglobina (Hb) maior que 10g/100mil,
nimero de granulécitos maior que 1,5x109/I, numero de plaquetas maior que

100x109/1 e auséncia de blastos.
2. Mielograma com medula normocelular e porcentagem de células blasticas

(sem caracteristicas neoplasicas) inferior a 5%.
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O criterio basico de recidiva hematoldgica foi a porcentagem de células blasticas
com caracteristicas morfologicas sugestivas de células neopldsicas superior a 5% no
exame citolégico da medula déssea, ou alternativamente, a invasdo de 6rgdos nao
hematopoéticos por células leucémicas (Cheson et al, 1990).

Para os calculos da sobrevida global e da sobrevida livce de doenca foram
consideradas como data do diagnéstico, da remissdo e da recaida os dias de coleta
do mielograma. A data do 6bito foi considerada como aquela do atestado de 6bito ou a
obtida por informacgao verbal dos familiares.

Os protocolos utilizados para a quimioterapia dos pacientes com LMA e LLA

encontram-se pormenorizados no Anexo |.
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Extragcdao de DNA a partir de leucécitos

Foram colhidos 2 a 5 ml de aspirado de medula éssea ou 10 a 20 ml de sangue
periférico em frasco estéril, com EDTA 10% como anticoagulante. A amostra foi
centrifugada a 2500 rpm por 15 minutos. Apos o descarte do plasma, os eritrécitos

foram lisados com uma mistura das solugbes de cloreto de amoénio NH4Cl 0.144 M (5
vezes o volume de células) e bicarbonato de aménio NH4HCO3 0.01 M (0.5 vez o

volume de células). Apds o repouso a temperatura ambiente por 15 minutos, o
hemolisado foi centrifugado por 20 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi removido
e o precipitado de leucocitos lisado em solugdo de NaCl 0,3 M, EDTA 10 mM, Tris-HCI
10 mM, pH 7,5, uréia 7M e dodecil sulfato de sodio (SDS) 20% (10% do volume final
da solugdo), por 16 horas a 37°C.

Foi adicionada uma mistura de fenol/cloroférmio/alcool iscamilico (25:24:1)
(volume/volume). A amostra foi agitada lentamente e a seguir centrifugada por 20
minutos a 2500 rpm. A fase aquosa foi transferida para outro tubo estéeril, repetindo-se
o procedimento acima. Uma mistura de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foi entéo
adicionada (volume/volume) repetindo-se a centrifugag&o.

Seguindo-se a transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, a precipitacao
do acido nucleico foi conduzida pela adigéo de acetato de sédio 3M pH 5,3 (10% do
volume) e etanol absoluto gelado (3X o volume).

O DNA foi solubilizado em égua destilada, deionizada e estéril, e teve sua
concentracdo estimada por espectrofotometria em comprimento de onda de 260 nm

(Sambrook et al, 1989).
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PCR-CSGE para rastreamento de mutagées no gene RB1:

O método de “conformation-sensitive gel electrophoresis” (CSGE), conforme
descrito por Ganguly e colaboradores (1993) e posteriormente modificado por
Williams et a/ (1995), foi utilizado para o rastreamento de mutagdes no gene RB1,
visto que, neste caso, os produtos da reacéo em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et
al, 1988) para os diferentes exons variam de 215 a 570 pares de bases. O principio de
tal método é a detec¢do de pequenas alteragbes, como insercées, delecbes e
mutagbes de ponto em heteroduplexes de DNA. O CSGE utiliza um sistema de
solventes desnaturantes que parecem amplificar a tendéncia dessas mutacdes a
produzir mudancas conformacionais e, consequentemente, aumentar a migracao
diferencial dos heterodupiexes e homodupiexes de DNA durante a eletroforese. Este
procedimento pode ser aplicado a qualquer produto de PCR de 200-800 pb e ndo
requer equipamentos especiais ou preparacao das amostras.

A PCR para a amplificagdo dos diferentes exons do gene RB1 foi realizada com
a utilizacdo de 0.5ug de DNA gendmico, 20 pmoles de cada “primer’ (Shimizu et al,
1994) (os “primers” foram desenhados flanqueando os exons e aproximadamente 50
pares de bases de cada intron adjacente), 200uM da mistura de nucleotideos (dATP,
dCTP, dTTP, dGTP), tampéo da enzima (20mM Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCI), 1,5mM
MgCI2 e 2,5 unidades de Taq polimerase em um volume final de 100ul. Foram
realizados 35 ciclos de desnaturacdo (94°C), anelamento (a temperatura especifica
dos “primers” encontra-se na tabela I) e extensdo (72°C) em aparelho ciclador de
temperatura “DNA Thermal Cycler’ (Perkin Eimer Cetus). O uitimo ciclo teve o periodo

de extens&o prolongado por 7 minutos. As sequéncias dos “primers”, tamanho do
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fragmento amplificado e respectivas temperaturas de anelamento encontram-se na
tabela |I. Os produtos da reacéo foram separados em gel de agarose 2%, corados com
brometo de etideo e visualizados sob iluminag&o ultravioleta.

Para o CSGE foi utilizado um aparato padrao para sequenciamento de DNA, com
placas de vidro de 37,5X45,0 cm e um pente de 36 pogos de 1mm de espessura. Uma
solugc&o estoque de 39,69 de acrilamida (Sigma) e 0,4g de 1,4-Bis(acryloyl)-piperazina
(BAP; Fluka) foi preparada em 100 ml de 4gua destilada e usada para preparar um gel
de poliacrilamida 10%, contendo etileno glicol 10% (vol/vol) (Sigma) e formamida 15%
(wt/vol) (GIBCO/BRL) em tampé&o Tris-Taurina-EDTA 0.5X (TTE 1X é igual a Tris
89mM/ tampéo taurina 15 mM/ EDTA 0,5 mM, pH 9,0; United States Biochemical). O
tampéo de corrida foi TTE 0,25X na parte superior e TTE 1X na parte inferior.

Antes da eletroforese, 20ul de cada amostra foram aquecidos a 98°C por 5
minutos, seguido de incubag&o a 68°C por 1 hora para formag&o de heteroduplexes.
Misturou-se 5ul da amostra com 5ul de etileno glicol 20% (vol/vol), formamida 30%
(wt/vol) contendo xileno cianol e azul de bromofenol 0,25% cada. Foi realizada uma
pré-corrida a 300V por 15 minutos e as amostras foram submetidas a eletroforese a
300V por 16 horas. Apés a eletroforese, uma das placas de vidro foi removida e o gel
na segunda placa foi corado com brometo de etideo 1 ug/ml, por 10 minutos, e em
seguida descorado com agua deionizada por 10 minutos. As bandas foram
visualizadas com um equipamento manual de luz ultravioleta e a regido de interesse

cortada e levada para o transiluminador, onde foi fotografada.
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Tabela I: Sequéncias dos “primers”, tamanho do fragmento amplificado e temperatura
de anelamento utilizados para o rastreamento dos exons 1 a 27 e regido
promotora do gene RB1.

Exon Seqiiéncia Temperaturade | Tamanho do
Anelamento fragmento
(°C) (pb)
Promotor S - 5-GATCCCAAAAGGCCAGCAAGTGTCT-3 62 570
AS - 5-TCAACGTCCCCTGAGAAAAACCGGA-3
1 S -5-TCTCAGGGGACGTTGAAA-3 48 475
AS - 5-TGTCAAGTTGAAGCCGAGA-3
2 S -5-AAGTGTAATGTTTTTCTAAGS 48 431
AS -5-TAGCAGAGGTAAATTTCCTC-3
3 S -5-AACATAGTATCCAGTGTGT-3' 52 319
AS - 5-GGCAGTTCACTATTTGGTCC-3
4 S -5-GTAGTGATTTGATGTAGAGC-3' 50 346
AS - 5-ACATTAAAAGGGACAAGTCT-3'
5 S -5-GAAGATGAATAAAGCATGAG-3 52 226
AS - 5-CCTGCTATAATCGATCAAAC-3
6 S -5-TGCACAAAAAGAAACACCCAZ 52 280
AS - 5-GCAGAGAATGAGGGAGGAGT-3'
7 S -5-CTACCCTGCGATTTTCTCTC-3 52 250
AS - 5-GGTACCCACTAGACATTCAA-3
8 S -5-TGTTATCCTTCTAATGAAAC-3 52 347
AS - 5-TTAGGGAGAACTTACATCTA-3'
9 §-5-ACTGCATGGGGGATTGACAC-3 55 241
AS - 5-CCTCCCTCCACAGTCTCAAA-3'
10 S-5-ATCTGTGCCTCTGTGTGCTG-3' 52 269
AS -5-GTCACTAAGCTAAAGACTAT-3'
11 S -5-AAGCAGCAGCTGGGTCAATC-3 62 378
AS - 5-GTGTGATCCACCACACCTGG-3'
12 S -5-ACCACAGTCTTATTTGAGGG-3 52 341
AS - 5-GTTAGATAGGAGATTAGTAT-3'
13 S -5-CCTCGACATTGATTTCTGTT-3 50 206
AS - 5-GCATACACAGGCAGCAGGGA-3
14 S -5-AAACAGTGAGACTCCATCTC-3 56 270
AS - 5-AGGATGATCTTGATGCCTTG-3'
15116 S - 5-CAACAGAGCAAGACACCATC-3 56 405
AS -5-CTCCTTAACCTCACACTATC-3
17 S-5-CCTTTCTACTGTTTTICTTITG3 0 436
AS - 5-GGGCTATAGACTGAAATAAC-3
18 S -5-ACTTTTAAATTGCCACTGTC-3 S0 319
AS -5-GTTACATTGCACTTATGCTT-3'
18 S -5-CAAGATGTATCTGGGTGTAC-3' 50 350
AS - 5-GACTTGCCCAGTAATGTACC-3
20 S -5-AGAGGTTTCTGTTAAAATG-3 50 295
AS - 5-AGAAGGTGAAGTGCTTGAT-3
21 S -5-CTCTGTAGATTAAACCTTTC3 45 330
AS - 5-AAGGTCAGACAGAATATATG-3'
22 S -5-ATATGTGCTTCTTACCAGTC-3 52 385
AS - 5-AAGGGCTTCGAGGAATGTGAG-3’
23 S -5-CAAAAGTATCCTTITGATTGG-3 52 364
AS - 5-CAAAATAATCCCCCTCTCAT-3
24 S -5-CAGTGGTTCTAGGGTAGAGG-3 52 275
AS - 5-GCCTGGATGAGGTGTTTGAA-3
25 S -5-GAAGTTATTACCTTTGCCTG-3 82 310
AS - 5-GGATTCCCCAGATGACCATC-3'
26 S - 5-TAGCATAAAGTAAGTCATCG-3 52 215
AS - 5-CGAAAAGACTTCTTGCAGTG-3
27 S -5-TTTGCAAGGTCCTGAGCGCC-3 52 226
AS - 5-CCAGAGGTGTACACAGTGTC-3

8. "sense’ AS: "anti-sense” pb: pares de bases



PCR-SSCP para rastreamento de muta¢ées no gene p53:

O rastreamento dos exons 4 a 10 do gene p53 foi realizado pelo método de
polimorfismo de conformacéo de fita simples de DNA (SSCP), conforme originalmente
descrito por Orita e colaboradores (1989 a e b),uma vez que os produtos da PCR séo,
em sua maioria, menores que 200 pares de bases. Apds padronizacdo de 2 métodos
de SSCP (radioativo e ndo-radioativo), optou-se pelo uso do método nado radioativo,
com a utilizacdo do equipamento "PhastSystem" - Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden.

A PCR para amplificagdo dos exons 4 a 10 do gene p53 foi realizada com a
utilizacdo de 0,5 ug de DNA gendmico, 20 pmoles de cada "primer" (Clontech - Palo
Alto, CA), 200 uM da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampéao da
enzima (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM), MgCl, 1,5 mM e 2,5 unidades de Taq
polimerase (Gibco-BRL) em um volume final de 100 ul. Foram realizados 35 ciclos de
desnaturagdo (94°C), anelamento (as temperaturas utilizadas para cada “primer”
encontram-se na tabela Il), e extensdo (72°C) em aparelho ciclador de temperatura
"DNA Thermal Cycler" (Perkin Eimer Cetus). O ultimo ciclo teve o periodo de extenséo
prolongado por 7 minutos. Os produtos da reag&o foram separados em gel de agarose
2.0%, corados com brometo de etideo e visualizados sob iluminagdo ultravioleta. A
sequéncia dos “primers’, temperatura de anelamento e tamanho do fragmento
amplificado estdo descritos na tabela Il.

A uma aliquota de 2 pl do produto da reagdo foram adicionados 2 ul de uma
solugao contendo formamida 95%, EDTA 10 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,1% e

xileno cianol 0,1%. Esta mistura foi desnaturada a 95°C por 5 minutos, mantida em
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gelo até o momento da aplicacéo e 0,3 ul foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 20% homogéneo (exons 5 a 10) ou gel de poliacrilamida 12,5%
homogéneo (exon 4) de tamanho 43 x 50 x 0,45 mm, em tamp&o 0,112 M acetato e
0,112 M Tris, pH 6,4. A corrida foi realizada em tampéo L-Alanina 0,88 M, Tris 0,25 M
em agarose 3% IEF (isoeletrofocalizagao), pH 8,8. As condi¢des da corrida , baseadas

nos dados de Mohabeer e colaboradores, 1991 foram:

Exons 5,6,7,8 ¢ 9:
(1) Pré-corrida: 400 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 15°C; 10 Vh;
(2) Aplicagao das amostras: 25 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 15°C; 2 Vh;
(3) Corrida:
exons 5, 6, 7 e 9: 150V; 5,0 mAmp; 1,0 W: 15°C; 150 Vh
exon 8: 150V, 5,0 mAmp; 1,0 W; 15°C; 200 Vh
Exons 4 e 10:
(1) Pré-corrida: 400 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 4°C; 10 Vh
(2) Aplicagéo das amostras: 25 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 4°C; 2 Vh
(3) Corrida:
exon 4: 400 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 4°C; 470 Vh

exon 10: 90 V; 5,0 mAmp; 1,0 W; 4°C; 200 Vh

Diferentes condigbes de temperatura, voltagem e relagdo voltagem/hora foram
testadas para cada exon. As condi¢des relatadas acima foram as que possibilitaram

methor padréo de migragao eletroforética no SSCP.
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A coloragdo dos géis foi realizada no equipamento PhastSystem seguindo as

seguintes etapas:

1.

2.

Acido tricloroacético 20% por 5 minutos a 26°C;

Glutaraldeido 5% por 5 minutos a 50°C;

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

Nitrato de prata 0.4% por 8 minutos a 40°C;

. Agua deionizada por 30 segundos a 30°C (2X)

. Carbonato de sdédio 2.5%, contendo formaldeido 0.01% por 30 segundos a 30°C,

seguida por outra incubagéo por 5 minutos a 30°C;
Acido Acético 5% por 2 minutos a 50°C;

Glicerol 13% por 3 minutos a 50°C.

Um outro método de coloragéo pela prata foi utilizado em alguns casos, como

descrito a seguir:

. Etanol 10%, acido acético 0,5% por 1,5 minuto a 40°C;

. Nitrato de prata 0,2% em etanol 10% e acido acético 0,5% por 8 minutos a 40°C;
. Agua deionizada por 0,2 minuto a 20°C (2X);

. Hidroxido de sédio 2% com 100 pul de formaldeido por 5 minutos a 20°C;

. Etanol 10%, acido acético 0,5% por 2 minutos a 40°C;

. Glicerol 10% por 5 minutos a 40°C.
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Tabela ll: Sequéncia dos “primers” (Clontech-Palo Alto, CA), tamanho do fragmento

amplificado e temperatura de anelamento utilizados para o rastreamento dos
exons 4 a 10 do gene p53.

Exon Seqiiéncia Tamanho do T.A.
Fragmento (pb) | (°C)
4 S-5-CACCCATCTACAGTCCCCCTTGC-2 307 58
AS - 5-CTC AGG GCA ACT GAC CGT GCA AG-3
5 S-5-CTCTTC CTA CAG TAC TCC CCT GC-3’ 21 58
AS - 5-GCC CCA GCT GCT CAC CAT CGC TA-3’
6 S-5-GAT TGC TCT TAG GTC TGG CCC CTC-2 185 60
AS - 5-GGC CAC TGA CAACCA CCC TTA ACC-3
7 S-5-GTGTTATCT CCTAGG TTG GCT CTG-3’ 139 62
AS - 5-CAA GTG GCT CCT GAC CTG GAG TC-3
8 S-5-ACCTGATTT CCT TAC TGC CTC GGG C-3 200 59
AS - 5GTC CTG CTT GCT TACCTC GCT TAG T-3
9 S-5-GCCTCTTTC CTA GCA CTG CCC AAC-3 102 60
AS - 5-CCC AAG ACT TAG TAC CTG AAG GGT G-3’
10 S-5-TGT TGC TGC AGA TCC GTG GGC GT-3’ 131 60
AS - 5-GAG GTC ACT CAC CTG GAG TGA GC-2’
S: “sense” AS: “anti-sense” T.A.: Temperatura de anelamento pb: pares de bases
Sequenciamento

Para a confirmacgédo das alteragcbes de mobilidade eletroforética encontradas
tanto no gene p53 como no gene RB1 utilizou-se o “T7 Sequenase PCR Product
Sequencing Kit” ou “Thermosequenase™ Cycle Sequencing Kit” (Amershan Life
Science, Inc.,Cleveland, Ohio), seguindo-se as instru¢des do fabricante, como sera
descrito a seguir. Os “primers” utilizados foram os mesmos da reacdo de PCR.

“T7 Sequenase PCR Product Sequencing Kit”:

1. 5yl do produto da reac&o de PCR foram tratados com 1 pul de exonuclease | (10

U/ul) e 1 ul de fosfatase alcalina de camarao (2 U/ul). A mistura foi incubada a
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37°C por 15 minutos, seguidos de 15 minutos a 80°C, para a inativacdo das
enzimas.

2. Em geral foram utilizados 2 ul do DNA tratado enzimaticamente, adicionando-se 1
ul do “primer”, a uma concentragéo de 5-10 pmol/ul e agua deionizada estéril para
completar o volume final de 10 ul. Apés a desnaturagéo por 3 minutos a 100°C, a
mistura foi transferida para um banho de gelo com etanol absoluto, onde
permaneceu por 5 minutos. A esta mistura adicionou-se 2 ul de tampéo para
sequenase 10X, 1ul de ditiotritol (DTT), 2 ul da mistura de marcagdo diluida 1:5,
0,5 ul de o™ S-dATP (12,5 mCi/ml) e 2 ul de Sequenase polimerase, perfazendo
um total de 17,5 pl.

A reacéo foi mantida por 5 minutos a 20°C. A seguir, a uma temperatura de 37°C,

3,5 ul da reagdo foram acrescentados aos tubos Eppendorf, previamente identificados

e pré-aquecidos, contendo 2,5 ul dos dNTPs com <cada um dos

didesoxirribonucleotideos de terminagdo (ddGTP, ddATP, ddTTP ou ddCTP). Os

tubos foram mantidos a 37°C por mais 10 minutos, interrompendo-se a reagcdo com a

adicdo de 4 ul de “stop solution” (formamida 95%, EDTA 20mM, azul de bromofenol

0,05% e xileno cianol 0,05%) em cada um dos 4 tubos (G, A, T e C).

“Thermosequenase '™ Cycle Sequencing Kit”:

1. 5ul do produto da reacdo de PCR foram tratados com 1 ul de exonuclease | (100
U/ul) e 1 ul de fosfatase alcalina de camarao (2 U/ul). A mistura foi incubada a
37°C por 15 minutos, seguidos de 15 minutos a 80°C, para a inativacdo das

enzimas.
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2. Desse total, 2 pl foram utilizados para a reagdo de sequenciamento,
acrescentando-se 10,5 pl de agua deionizada estéril, 2 ul de tampio para
Thermosequenase 10X, 1 pl do “primer” marcado previamente com y*?P-dATP e 2
ul da enzima Thermosequenase, obtendo-se um volume total de 17,5 pl.

3. & pl da mistura acima foram adicionados aos tubos previamente identificados e
contendo 4 ul de cada uma das misturas de terminacdo (G, A, T e C). Acrescentou-
se 1 gota de dleo mineral e as amostras foram submetidas a uma nova reacéo de
PCR, utilizando-se as temperaturas de anelamento do PCR original. Apés 30 ciclos
a reagao foi interrompida com a adi¢éo de 4 pl de “stop solution” (formamida 95%,
EDTA 20mM, azul de bromofenol 0,05% e xileno cianol 0,05%).

Reac&o de marcagéo do “primer”: em um tubo Eppendorf colocou-se 1,1 ul de
agua deionizada estéril, 0,6 pl de tamp&o para T4 quinase 10X, 0,5 pl do “primer” (20
pmol), 1 pl de y*P-dATP (10,0 mCi/ml) e 3 ul de T4 Polinucleotideo Quinase (10 U/ul).
A reacéo foi incubada por 10 minutos a 37°C e por 5 minutos a 95°C.

4 ul do produto da reagdo de sequenciamento foram desnaturados a 94°C por 2
minutos e aplicados em gel de poliacrilamida 6% em tampao Tris-Taurina-EDTA (TTE)
0,8X e uréia 7 M, em placas de 33x40 cm, com gradiente de espessura de 0,25 a 0,75
mm. A eletroforese foi realizada a 75 W por 2 a 3 horas a 50°C, de acordo com o
tamanho do fragmento, utilizando-se como tampéo de corrida TTE 0,8X. (TTE 1X é
igual a Tris 89mM/ tampéo taurina 15 mM/ EDTA 0,5 mM, pH 9,0; United States

Biochemical).
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Secou-se o gel a 80°C por 1 hora em aparelho Bio-Rad modelo 583 e procedeu-
se com a exposi¢do do mesmo em cassete com filme de raio X, por 16 horas, a

temperatura ambiente.

Anélise Estatistica

Dentre os 35 pacientes com LMA, as seguintes variaveis foram comparadas com
relacdo a presenca ou auséncia de mutacdes no gene pS53. idade, raga, sexo,
porcentagem de blastos na medula, resposta a terapéutica de indugédo da remisséo,
subtipo FAB, sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD).

Para a investigacdo de possivel diferenga entre a presenca ou auséncia de
mutacdo em relacdo "as varidveis continuas idade e porcentagem de blastos na
medula foi utilizado o teste de Wilcoxon (Mann-Whitney). J& para o estudo das
variaveis categéricas racga, sexo, resposta a terapéutica de indugdo da remissao,
subtipo FAB e para a estratificacdo dos pacientes por idade (< e > 60 anos) e por
porcentagem de blastos (< e > 60%), foi utilizado o teste exato de Fisher (Conover,
1971). As diferencas foram consideradas significativas para valores de p < 0,05. Para
as estimativas das curvas de sobrevida foi utilizado o método de Kaplan-Meyer. A
comparagao entre os grupos foi feita pelo teste de Log-Rank (Collett, 1994).

Os subtipos FAB foram agrupados em M1 + M2 e M4 + M5, que sdo subtipos
sem e com componente monocitico, respectivamente. Uma vez que havia apenas um
paciente de subtipo M3 e dois de subtipo M7, estes casos ndo entraram na analise.

Para a analise estatistica foram utilizados os programas SAS versdo 6.12 e

SPSS verséao 6.0.
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Resultados




PCR-CSGE/gene RB1

A analise do gene RB1 por PCR/ICSGE foi realizada em amostras de DNA
extraidas de 44 pacientes (35 portadores de LMA e 9 portadores de LLA), rastreando-
se a regiao promotora e 0s exons 1 a 27 do gene RB1. N&o foram observadas
mutagdes no gene RB1. Contudo, observou-se alteragées no padrdo de mobilidade
eletroforética nos introns 2, 3, 4, 11, 17, 23 e 25, todas confirmadas por
sequenciamento como sendo provaveis polimorfismos, distantes da fronteira
intron/exon do gene e, aparentemente, nao relacionados com a doenc¢a. Para os
polimorfismos dos introns 3 (alteragdo 1) e 17 foi realizado o rastreamento de 50
individuos caucaséides sem a doencga, ndo relacionados entre si, encontrando-se uma
frequéncia de ambos os polimorfismos semelhante a relatada em pacientes com
leucemia. A tabela lll resume as alteragbes de mobilidade eletroforética encontradas

no gene RB1 com as respectivas confirmagdes por sequenciamento.
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Tabela HI: Amostras com padrdao de mobilidade eletroforética alterado no CSGE
para o gene RB1.

intron Ndamero Confirmagdes por Sequenciamento Freqiiéncia FOH
de Pacientes alélica
2 3 (het.) alt.: T»C, a 75 pb da extremidade 3'do exon 2 T:97%, C:3% 7%
3 alt.1:15 (14 het.; 1 alt. 1: G»A, a 43 pb da extremidade 3' doexon 3 | C:82%, T:18% 32%
hom.); alt.2: 1 (het.) (Yandell & Dryja, 1989) T:99%, C:1% | 2%
alt. 2: A—»G, a 12 pb da extremidade 3’ do exon 3
(Blanquet et al, 1995)
4 4 (het.) alt..G—T, a 23 pb da extremidade 3’ do exon 4 G:95%, T:5% 9%
(Blanquet et al, 1992)
11 4 (het.) alt.: T»G, a 72 pb da extremidade 5’ do exon 12 | T:95%, G:5% 9%
17 16 (het.) alt.: inser¢ado de 2 pb, a 80 pb da extremidade 3’ 1 base: 82%, 36%
do exon 17 insercao: 18%
23 1 (het.) alt.: T->C, a 78 pb da extremidade 5’ do exon 24 | T:99%, C:1% 2%
25 12 (11 het.; 1 hom.) | ait.: T—A, a 10 pb da extremidade 5’ do exon 26 | T:85%, C:15% 25%
(Yandell & Dryja, 1989)
pb: pares de bases ait.: alteragdo het.: heterozigoto hom.: homozigoto
FOH: fregiiéncia observada de heterozigotos
O paciente que apresentou a alteragdo 2 no intron 3, apresentou,

simultaneamente, a alteragéo 1 em heterozigose.

sequenciamentos dos introns 3, 17 e 25.

As figuras 8 a 10 exemplificam a técnica de CSGE e os respectivos

56




1 2 3 4 § 6 ¥ 8

>

o 4@—!—44> 14/3»0;1.-9'hq
@

Figura 8: A esquerda, analise por CSGE do produto do PCR contendo o exon 3 do gene RB1 e
regides intrénicas adjacentes. 1. DNA de controle normal; 2-8. DNAs de pacientes com
leucemia aguda. As amostras 2, 4, 5, 7 e 8 apresentaram mobilidade eletroforética alterada
quando comparadas com o controle. ‘A direita, sequenciamento direto do produto do PCR
de individuo controle e de individuos que apresentaram padrao de mobilidade eletroforética
alterado no CSGE. 1. controle (amostra 1 do CSGE). 2. individuo heterozigoto para a
substituicdo G—A, localizado a 43 pb da extremidade 3' do exon 3 (intron 3) (alteragéo 1) e
heterozigoto para a substituigao A—G, localizada a 12 pb da extremidade 3' do exon 3
(intron 3) (alteragéo 2) (amostra 4 do CSGE). 3. individuo homozigoto para a substituicao
G—A (alteracdo 1) (amostra 5 do CSGE). As amostras 2, 7 e 8 sdo heterozigotas apenas

para a alteragao 1. A foto representa o sequenciamento da fita “anti-sense”.
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Figura 9: "A esquerda, analise por CSGE do produto do PCR contendo o exon 17 do gene RB1 e
regides intrénicas adjacentes. 1. DNA de controle normal; 2-7. DNAs de pacientes com
leucemia aguda. As amostras 2, 4 e 6 apresentam mobilidade eletroforética alterada
quando comparadas com o controle. "A direita, sequenciamento direto do produto do PCR
de individuo controle e de individuo heterozigoto para uma inser¢éao de 2 pb no intron 17 do
gene RB1. A seta indica o local onde ocorreu a insergdo, a 81pb da extremidade 3' do exon
17, causando a presenca de bandas duplas acima da alteragdo. A foto representa o

sequenciamento da fita “anti-sense”.
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Figura 10: A esquerda, anélise por CSGE do produto do PCR contendo o exon 26 do gene RB1 e

regides intronicas adjacentes. 1. DNA de controle normal; 2-5. DNAs de pacientes com
leucemia aguda. As amostras 2, 3 e 4 apresentam mobilidade eletroforética alterada
quando comparadas com o controle. ‘A direita, sequenciamento direto do produto do PCR
de individuo controle e de individuo heterozigoto para a substituicdo T—A localizada a 10
pb da extensdo 5' do exon 26 (intron 25) (amostras 2 e 3 do CSGE). As setas indicam o
local onde ocorreu a alteragdo. A amostra nimero 4 do CSGE apresenta a mesma
alteracdo, em homozigose, segundo analise por sequenciamento (dados néao

apresentados). A foto representa o sequenciamento da fita “sense”.

59



PCR-SSCP/gene p53

A analise por PCR-SSCP foi realizada em amostras de DNA extraidas de 44

pacientes (35 portadores de LMA e 9 portadores de LLA), rastreando-se os exons 4 a

10 do gene p53. Observou-se alteragdo no padrédo de mobilidade eletroforética nos

exons 4, 5, 6, 7 e 10. As alteracbes nos exons 4 e 6 sao polimorfismos previamente

relatados. As alteragdes nos exons 5 e 7 (figuras 11 e 12) sdo mutagdes ja descritas na

literatura e as alteragcdes no exon 10 (figura 13) estdo sendo descritas pela primeira

vez. A tabela IV resume as alteracées de mobilidade eletroforética encontradas nos

respectivos exons. A frequéncia de pacientes com LMA que apresentaram mutagdes no

gene p53 foi de 14,3% (5 em 35). Nenhuma mutagao foi identificada em pacientes com

LLA, apenas o polimorfismo no exon 6.

Tabela IV: Amostras com padrdo de mobilidade eletroforética aiterado no SSCP
para o gene p53.
Exon Nuamero de Confirmagodes por Sequenciamento
Pacientes
exon 4 (polimorfismo) 6 codon 72 (CCC—»CGC)/Pro—Arg

(Buchman et al, 1988)

exon 5

1

codon 141 (TGC—>TGA)/Cys—stop codon
paciente n° 30 - tabela V
(Liang et al, 1995)

exon 6 (polimorfismo)

codon 213 (CGA—-CGG)/polimorfismo
(Bathia et al, 1992)

exon 7

codon 245 (GGC—->AGC)/Gly—Ser
paciente n° 1 tabela V
(Hu et al, 1992)
codon 248 (CGG—»>CAG)/Arg—GIn
paciente n° 12 - tabela V
(Chang et al, 1992)

exon 10

codon 337 (CGC—CAC)/Arg—His
paciente n° 35 - tabela V

codon 350 (CTC—H>ATC)/Leu—lle
paciente n° 33 - tabela V
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Os dados clinicos, hematologicos e das mutagdes no gene p53 nos pacientes
estudados encontram-se nas tabelas V e VI. Uma vez que os mesmos pacientes
estudados foram previamente submetidos ao rastreamento de mutagdes no oncogene
N-ras (Melo et al, 1997), as tabelas apresentam os dados referentes a presenga de
mutagées no mesmo, com o intuito de se investigar possivel associacdo entre

mutacdes nos genes p53 e N-ras.
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Figura 11: "A esquerda, analise por SSCP néo radioativo do produto do PCR contendo o exon 5 do
gene p53. 1. DNA de controle normal; 2 e 3. DNAs de pacientes com leucemia aguda. A
amostra de numero 3 apresenta mobilidade eletroforética alterada quando comparada com
o controle. "A direita, analise por sequenciamento de DNA do exon 5 do gene p53
(correspondente ao paciente nimero 3 do SSCP). O resultado é consistente com uma
mutacdo de ponto no codon 141 levando a troca do aminoécido cisteina por um codon de
terminagéo (TGC—TGA) em homozigose. A seta indica o local onde ocorreu a mutagdo. A

foto representa o sequenciamento da fita “sense”.
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Figura 12:

Acima, andlise por SSCP néo radioativo do produto do PCR contendo o exon 7 do gene
p53. 1. DNA de controle normal; 2-4. DNAs de pacientes com leucemia aguda. As amostras
de numeros 2 e 4 apresentam mobilidade eletroforética alterada quando comparadas com o
controle. "A esquerda, analise por sequenciamento de DNA do exon 7 do gene p53,
correspondente ao paciente numero 2 do SSCP. O resultado € consistente com uma
mutagcdo de ponto no codon 245 levando a troca do aminoéacido glicina por uma serina
(GGC—-AGC) em homozigose. ‘A direita, analise por sequenciamento de DNA do exon 7 do
gene p53, correspondente ao paciente numero 4 do SSCP. O resultado é consistente com
uma mutagcdc de ponto no codon 248 levando a troca do aminodcido arginina por uma
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Figura 13: Acima, andlise por SSCP nao radioativo do produto do PCR contendo o exon 10 do gene
p53. 1. DNA de controle normal; 2-4. DNAs de pacientes com leucemia aguda. As amostras
de nimeros 2 e 4 apresentam mobilidade eletroforética alterada quando comparadas com o
controle. A esquerda, analise por sequenciamento de DNA do exon 10 do gene p53,
correspondente ao paciente numero 2 do SSCP. O resultado € consistente com uma
mutacdo de ponto no codon 337 levando a troca do aminoacido arginina por histidina
(CGC—CAC) em homozigose (a foto representa o sequenciamento da fita "sense”). A
direita, analise por sequenciamento de DNA do exon 10 do gene p53, correspondente ao
paciente nimero 4 do SSCP. O resultado é consistente com uma mutagéo de ponto no
codon 350 levando & troca do aminoacido leucina por isoleucina (CTC—>ATC) em

heterozigose (a foto representa o sequenciamento da fita “anti-sense”). As setas indicam os

locais onde ocorreram as alteragoes.




Tabela V. Caracteristicas clinicas e hematoldégicas dos pacientes com LMA

investigados para a presenga de mutagdes nos genes p53 e RB1.

NUMERO | SEXO | ID. | RAGA S. % BL SG SLD RIR SA MUT. CITOGENETICA
FAB MO (dias) | (dias) +-
1 M 18 N M1 700 1 0 - o PS3 45 XY,-747,11)
(q11;p12),+8,-13
2 M 26 c M5 100 845 784 + PS - 47 XY +8
3 M 33 c M3 790 15 0 - (0] - NR
4 F 49 c M5 100 4 0 - 0o - NR
5 M S8 Cc M4 87.0 7 0 - (o] N-ras 46, XY
6 M 17 C M2 940 645 334 + ¢] - 46 XY
7 F 50 c M1 100 20 0 - O - NR
8 M 62 o M2 50.0 658 505 + O - NR
9 M 60 c M4 720 4 o] - O - NR
10 F 56 c M1 S50 3 0 - ¢] N-ras NR
11 F p=) c M2 400 46 o] - (0] N-ras NR
12 M 70 Cc M4 64.0 59 0 - O pS3 NR
13 M 40 C M7 350 193 0 - ) - NR
14 F 24 o} M2 510 9 0 - o - 45 XX,-7
16 F 28 Cc M2 400 533 448 + (0] - 46,XX
16 M 36 C M2 740 627 457 + (o} - 46 XY
17 M 76 Cc M1 690 405 304 + (o] - 46,XY/47 XY ,+mar
18 M 30 Cc M4 100 1929 | 1880 + \ - NR
19 M 50 c M4 945 9 0 - o] N-ras 48 XY t(5,12)(923,
p13),+6,-7
20 F 22 C M5 820 1910 | 1874 + \' - 46,XX
21 M 3 C M1 825 112 o] - o - NR
22 M 16 Cc M2 830 3N 192 + (0] - NR
23 F 58 C M2 57.0 2 o - (0] N-ras 46,XX
24 F 54 Cc M1 925 80 34 + o - 46, XX
25 F 48 Cc M2 542 160 0 - PS - NR
26 F 56 A M2 30.0 396 263 + O - NR
27 M 18 c MS 93.0 19 4] - (o] - NR
28 F 36 Cc M2 770 80 3 + 0 - 46 XX
29 F 18 (o4 M2 285 11 0] - O - 46 XX
30 M 63 Cc M2 47.0 120 0 + 0 pS3 46,XY,Ph1
31 F 15 N M2 80.0 1825 | 1795 + \' - NR
32 M 16 ] M7 8.0 372 181 + o] - NR
33 M 45 C M4 940 1 o] - (o] pS3 46, XY
34 F 22 Cc M2 355 26 o] - (o] - NR
35 M 60 C M4 ecle] 10 0 - O ps3 NR
SG: sobrevida giobal MO: medula 6ssea MUT.: mutagéo
SLD: sobrevida livre de doenca % BL: porcentagem de blastos O: 6bito
RIR: resposta & indug&o de remisséo +: positivo N: negréide
M: masculino - negativo C: caucasdide
F: feminino NR: n&o realizado A: asiética
PS: perda de seguimento ID.: idade V: vivo
S.FAB: subtipo FAB SA: situagéo atual
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Tabela VI. Caracteristicas clinicas e hematolégicas dos pacientes com LLA
investigados para a presen¢a de mutag¢des nos genes p53 e RB1.
NUMERO | SEXO | IDADE | SUBTIPO FAB | % BLASTOS SOBREVIDA MUTAGCAO
M.O. GLOBAL (dias)

36 F 26 LLA-L2 100,0 45 -

37 F 24 LLA-L2 100,0 450 -

a8 M 25 LLA-L3 100,0 30 -

39 F 33 LLA-L2 100,0 450 -

40 M 18 LLA-L2 100,0 30 -

41 F 15 LLA-L2 100,0 300 -

42 M 37 LLA-L2 96,0 360 -

43 F 31 LLA-L2 43,0 210 -

44 F 14 LLA-L2 83,5 240 -
M: masculino F: feminino M.O: medula 6ssea
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Analise Estatistica

Entre os dois grupos de pacientes, com e sem mutagao no gene p53 n&o foram
observadas diferengas estatisticamente significativas comparando-se as variaveis,
idade, sexo, raca, porcentagem de blastos, subtipo FAB e resposta a terapéutica de
inducao de remisséo (tabelas VIl e IX). Para a variavel idade, os resultados s6 foram
estatisticamente significativos quando os pacientes foram estratificados em < e > 60
anos, indicando que pacientes com idade > 60 anos teriam uma maior predisposicao a
aquisicdo de mutacbes no gene p53 (p=0,026).(tabela VIIl). Para a variavel
porcentagem de blastos ndo houve mudanca nos resultados quando os pacientes
foram estratificados em < e > a 60% de blastos.

A comparacgao das curvas de sobrevida global (SG) para os grupos com e sem
mutagdo no gene p53, através do Teste de Log-rank sugere que a SG foi
significativamente menor nos pacientes com mutacdo no gene p53 do que nos
pacientes sem mutacgéo (p=0,0226) (Tabela X, Figura 14). Quanto a sobrevida livre de
doenca (SLD), apenas um dos pacientes com mutag&o entrou em remiss&o, ndo sendo
possivel, deste modo, a aplicagdo do teste para a comparagéo das curvas de sobrevida
(figura 15). Quando foi realizada a estratificagdo por idade e porcentagem de blastos,
as curvas, aparentemente, ndo foram alteradas (Figuras 1 a 4, anexo If). E importante
ressaltar que um maior nimero de pacientes possibilitaria uma andlise estatistica mais
fiel.

Uma vez que os pacientes empregados neste estudo também foram submetidos a

analise de mutagdes no oncogene N-ras (Melo et al, 1997), foram estimadas as curvas
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de SG e SLD entre os grupos com e sem a presenca de mutagcdo em qualquer um dos
genes (p53 ou N-ras). A SG mostrou-se significativamente menor nos pacientes que
apresentaram mutagao em um ou outro gene (p < 0,0001) (Tabela XI, Figura 16). Ndo
foi possivel a comparagdo das curvas de SLD devido a existéncia de apenas um

paciente com mutagao que entrou em remissao (Figura 17).
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Tabela VII.

Analise descritiva global das varidveis continuas idade e porcentagem de

blastos nos pacientes com LMA e resultado da comparagédo entre essas
variaveis e presenga ou auséncia de mutacgdo.

Variaveis Continuas

p53 + (média + DP)

p53 - (média + DP)

idade (anos) 51,2 + 20,68 38,1+ 17,27 0,1195
% blastos 73,6 £ 20,03 72,46 + 24,04 0,8688
DP = desvio padréo
Tabela VIll: Associagdo da variavel idade apos estratificagdo dos pacientes em < e >

60 anos em relag&o a presenga ou auséncia de mutagio no gene p53.

idade p53 + p53 -

N/FR (%) N/FR (%)
< 60 2/40 27/90
> 60 3/60 310

Tabela IX:

Teste exato de Fisher - p-valor = 0,026

Analise descritiva global das variaveis categéricas sexo, raga, resposta a

inducZo da remissdo e subtipo FAB nos pacientes com LMA e resuitados
da associagao entre as variaveis e presenga ou auséncia de mutagéo.

Variaveis Categoricas p53 + p53 - p
N/FR (%) N/FR (%)
Sexo Masculino 5/100,0 15/50,0 0,057
Feminino 0/0,00 15/50,0
Racga Caucaséide 4/80,0 28/93,33 0,380
Negroide 1/20,0 1/3,33
Asiética 0/0,00 1/3,33
Resposta a inducgdo de Nao 4/80,0 16/53,33 0,365
Remissdo Sim 1/20,0 14/46,67
Subtipo FAB M1 + M2 2/40,0 19/70,37 0,310
M4 + M5 3/60,0 8/29,63

FR = frequéncia relativa
N = frequéncia absoluta
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Tabela X: Analise da sobrevida global (SG) dos pacientes com ou sem mutac¢éo no
gene p53 pelo método de Kaplan-Meyer. O valor de p foi obtido através do
teste de Log-rank para comparagao das curvas.

Anélise da Sobrevida

pS3 + (média - TS + DP)

p53 - (média TS + DP)

SG

38,20 + 23,12

443,37 + 120,23

30

0,0226

TS = tempo de sobrevida

DP = desvio padrdo

Tabela XI:  Analise da sobrevida global (SG) pacientes com ou sem mutagdo nos
genes N-ras ou p53 pelo método de Kaplan-Meyer. O valor de p foi obtido
através do teste de Log-rank para comparagédo das curvas.

Andlise da Sobrevida mutagio + n Mutagao - n p
(média TS + DP) (média TS + DP)
SG 25,80+ 12,29 10 529,37 £+ 137,98 25 | <0,0001

TS = tempo de sobrevida

DP = desvio padréao
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Figura 14. Curvas de sobrevida global dos pacientes com e sem mutagéo no gene p53
realizadas pelo método de Kaplan-Meyer. Teste de Log-rank para comparagao

das curvas significativo (p-valor=0,0226).

1.0

.84

L

Probabiidade de Sobrevida

29

0.0

Mutagao P53

= Nao

= Sim

100 200 300 400 500

Sobrevida Livre de Doenga (dias)

600

Figura 15. Curvas de sobrevida livre de doenga dos pacientes com e sem mutagao no
gene p53 realizadas pelo método de Kaplan-Meyer. N&o houve casos

suficientes para realizar a comparagao das curvas.
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Figura 16. Curvas de sobrevida global dos pacientes com e sem mutagdo nos
genes N-ras e p53 realizadas pelo método de Kaplan-Meyer. Teste de
Log-rank para comparagao das curvas significativo (p-valor < 0,0001).
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Figura 17. Curvas de sobrevida livre de doenga dos pacientes com e sem
mutacdo nos genes N-ras e p53 realizadas pelo método de Kaplan-
Meyer. Ndo houve casos suficientes para realizar a comparagéo das
curvas.
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Discussao




A inativagéo do gene RB1 tem sido documentada em uma variedade de outros
tumores além do retinoblastoma, como osteosarcomas, cancer de bexiga, prostata,
mama, pulmao e leucemias (Friend et al, 1986; Horowitz et al/, 1990; Bookstein et a/,
1990; Murakami et al, 1991, Pietildinen et al, 1995; Jamal, 1996; Jamal et al, 1996).
Estes dados sugerem que a inativagdo do gene RB1 estaria envolvida na formagao de
tumores em diferentes tipos de células e tecidos. A inativagdo da proteina pRB tem
sido amplamente investigada com o emprego de técnicas de “Western blot”,
imunoprecipitagdo ou imunocitoquimica. Esses estudos detectaram a expressdo da
pRB ausente ou diminuida em 19-556% dos pacientes com leucemias agudas,
sugerindo que a express&do anormal da pRB seja um evento frequente nesse tipo de
neoplasia (Ginsberg et al, 1991; Tang et a/, 1992; Kornblau et al, 1992, Weide et al,
1993; Kornblau et al, 1994; Zhu et al, 1994; Jamal et al 1996; Sauerbrey et a/, 1996). A
maioria desses estudos n&o mostrou predominancia da inativagdo da pRB de acordo
com o subtipo FAB ou com alteragdes citogenéticas, porém levam a crer que as
alteragdes na expressao da pRB podem ser indicativas de mau prognéstico e redugao
da sobrevida. No entanto, grande parte dos trabalhos com o objetivo de identificar
anormalidades estruturais no gene RB1 indicam que grandes dele¢des ou rearranjos
estdo presentes em baixa porcentagem de pacientes com leucemias agudas (Chen et
al, 1990; Cheng et al, 1990; Ahuja et al, 1991; Tang et a/, 1992; Jamal et a/, 1996).

Desse modo, existe grande discordancia entre os dados relacionados a
inativacdo da proteina pRB e a presenca de alteragdes estruturais no gene RB1,
sugerindo que a maioria das alteracbes no gene RB1 que levariam a inativacdo da

proteina ndo seriam devido a grandes delegbes ou rearranjos, mas possivelmente a
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mutacdes de ponto, como € o caso do tumor retinoblastoma (Yandell et a/, 1989;
Blanquet et al, 1995; Jamal, 1996). Além disso, had poucos dados na literatura
relacionados a presenca de alteragbes estruturais no gene RB1, principalmente as
mutagdes de ponto, situacdo em que o rastreamento torna-se mais dificil devido ao
tamanho do gene e a necessidade de utilizagdo de técnicas mais sensiveis. Com o
intuito de investigar se mutagdes de ponto e pequenas delegbes ou inser¢des no gene
RB1 seriam frequentes nas leucemias agudas, foi realizado o rastreamento de 35
amostras de DNA de pacientes com LMA e 9 amostras de DNA de pacientes com LLA.

Como referido, a técnica de “Southern blot” detecta apenas grandes alteragbes
ou rearranjos no gene; assim, faz-se necessario 0 uso de outras técnicas de
rastreamento. No presente estudo, foi utilizada a técnica de CSGE, que baseia-se na
detecgcdo de heteroduplexes. Utiliza-se um sistema de solventes moderadamente
desnaturantes que podem aumentar a tendéncia de mutagbes de ponto e pequenas
delecdes ou insergbes a produzirem mudangas conformacionais e consequentemente
aumentar a migragao diferencial de heteroduplexes e homoduplexes de DNA durante
a eletroforese. O procedimento pode ser aplicado a qualquer produto de PCR de 200 -
800 pb sem o uso de isétopos radioativos (Ganguly et a/, 1993; Williams et al, 1995) e
sua sensibilidade é semelhante a de outras técnicas de rastreamento como o SSCP,
ou seja, aproximadamente 80% (Cotton, 1993).

Nao foram observadas mutagbes de ponto, delegcdes ou inser¢bes em regides
codificadoras do gene RB1 em nenhum dos pacientes; contudo, notou-se a presenca
de polimorfismos localizados nos introns 2, 3, 4, 11, 17, 23 e 25. Destes, alguns s&o

conhecidos (introns 3, 4 e 25) e outros parecem ter sido identificados pela primeira
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vez (introns 2, 11, 17 e 23) (tabela lll). A distribuicdo alélica para os polimorfismos dos
introns 3 e 17 em pacientes com leucemia foi semelhante a encontrada na populagéo
caucasoide utilizada como controle, sugerindo que eles ndo estariam
significativamente associados com a predisposicdo para esse tipo de neoplasia. A
presenca de polimorfismos no gene RB1 confirma a sensibilidade da técnica, tornando
dificil a possibilidade de que o método de rastreamento tenha deixado de detectar
mutacdes. Além disso, a mesma técnica foi utilizada com sucesso para a detecgcéo de
mutacdes no gene RB1 em pacientes com retinoblastoma. As amostras utilizadas
tinham em média 70% de blastos, e métodos de rastreamento como SSCP e CSGE
sdo capazes de identificar mutagdes em amostras com 20-30% de células malignas
como demonstrado em experimentos de diluicdo usando quantidades diferentes de
células ndo malignas misturadas com células malignas (Grierson et al, 1996; Ganguly
- comunicagao pessoal). Outros trabalhos confirmam a sensibilidade da técnica como
Lohman et a/ (1996) que utilizaram o CSGE na detecgdo de mutagées no gene RB1
em pacientes com retinoblastoma do tipo hereditario e Tricoli et al (1996) e Szijan et al
(1995) que utilizaram a analise de heteroduplexes para o rastreamento de mutagbes
no gene RB1 em adenocarcinoma de préstata e em retinoblastomas, respectivamente.

O gene RB1 ¢é altamente polimérfico, sendo que o polimorfismo mais conhecido é
o sitio de Bam HI no intron 1. A maioria dos polimorfismos do gene RB1 € encontrada
nos introns e alguns podem ser detectados com o0 uso de enzimas de restricao (Jamal,
1996).

A presencga de polimorfismos nos genes, principalmente aqueles que possuem

sitios para enzimas de restri¢do, também conhecidos como “restriction fragment length
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polymorphisms® ou RFLPs representam uma fonte importante de marcadores
genéticos potencialmente informativos. Eles podem oferecer um procedimento
diagnostico para a deteccdo de doengas, quando estdo confiavelmente ligados ao
fendtipo e também ser utilizados em aconselhamentos genéticos, uma vez que
permitem o acompanhamento do alelo mutante através de geracgdes. Por outro lado,
permitem a construgcéo de haplétipos, utilizados para o estudo de aspectos evolutivos
e geograficos dos alelos, assim como podem ajudar no isolamento de genes (Lewin,
1994). Em retinoblastomas, varios trabalhos relatam a utilizagdo de RFLPs do gene
RB1 em aconselhamento genético, principalmente devido a penetrancia incompleta do
gene, o que possibilita a presenga de portadores assintomaticos (Horsthemke et al,
1987; Wiggs et al, 1988; Yandell et al, 1989; Yandell & Dryja, 1989; Onadim & Cowell,
1991; Onadim et al, 1992; Constanzi ef a/, 1993; Schubert & Hansen, 1996).

Neste estudo ndo foram detectadas mutagbes de ponto ou pequenas
delecdes/inser¢cdes em regides codificadoras do gene RB1. Uma vez que s&o poucos
os relatos de investigagdes de mutagdes de ponto no gene RB1 em neoplasias
hematoldgicas, torna-se dificil a interpretagéo dos resultados. Por exemplo, Grierson e
colaboradores (1996) investigaram o gene RB1 em 20 linfomas n&o-Hodgkin (LNH),
tendo encontrado apenas um polimorfismo de Bam HI. Suas conclusbes sdo de que
mutacdes no gene RB1 ndo seriam a causa dos baixos niveis de express&o da pRB
observada em alguns LNH. Também Zandecki et al (1995) estudando 35 pacientes
com mieloma multiplo ndo encontraram mutacgdes de ponto pelo método de SSCP ou
rearranjos pela analise por “Southern blot”, sugerindo o estudo de outros mecanismos

moleculares que venham a explicar a diminuicdo do nivel de express&o da pRB. A
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analise do gene RB1, realizada por “Southern blot” e PCR/SSCP, em 26 casos de
leucemia mieldide cronica (LMC) em crise blastica, ndo revelou alteragdes estruturais,
sugerindo que os tipos mais comuns de crise blastica de LMC (crise blastica mieldide
e linféide) ocorreriam independentemente da inativagdo do gene RB1 (Gaidano et al,
1994). Também o grupo de Phillips et al (1992) concluiu que mutagdes no gene RB1
aparentemente nao representam contribuicdo importante na leucemogénese. Estes
dados, aliados aos dados aqui apresentados, sugerem que a presen¢a de mutagdes
no gene RB1 seja um evento raro em neoplasias hematolégicas. No entanto, aiguns
outros eventos poderiam estar relacionados com a alteracdo da pRB em uma
porcentagem razoavel de pacientes com leucemias agudas. Hatta et a/ (1997),
analisaram 40 casos de leucemial/linfoma de célula T do adulto (ATL) e néo
identificaram mutacdes de ponto no gene RB1. Atribuem a diminuigdo da expresséo
da pRB relatada em outros trabalhos a alguma alteracdo epigenética, tal como a
hipermetilagdo do gene, sem a presenga de mutagdes na regido promotora. A
metilag&o por citosina em sitios CpG na regiao promotora de genes de eucariotos esta
envolvida na inativagdo da expressdo de certos genes. A metilagcdo pode levar a
transcricdo reduzida, sendo possivel que a expressado dos genes supressores de
tumores também seja inativada pela hipermetilacdo, o que contribuiria para a génese
do cancer (Ohtani-Fujita et a/, 1993). No caso do gene RB1, a hipermetilacdo no
promotor inibe a ligagdo do ‘retinoblastoma binding factor 1” (RBF1) e dos fatores
semelhantes ao fator ativador de transcricdo (“activating transcription factor” ou ATF),

0 que poderia resultar na reducao da atividade promotora do gene RB1 em ATL, como
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previamente relatado em retinoblastomas (Ohtani-Fujita et al, 1993; Ohtani-Fuijita et al,
1997).

Outro mecanismo de inativacdo do produto do gene RB1 é proveniente de
estudos de transformagdo neoplasica mediada por um grupo de virus indutores de
tumores, dentre eles, adenovirus, papovavirus e papilomavirus. As proteinas
transformantes desses virus (E1A, antigeno “large T" e E7) formam complexos
especificos com um grupo de proteinas celulares hospedeiras que incluem a pRB. A
formacdo dos complexos oncoproteina viral-RB1 parece resultar em perda ou
atenuacéao da atividade da pRB, e, consequentemente, as células infectadas por virus
perderiam a atividade regulatéria de crescimento imposta pelo RB1 (Kaye et al, 1990,
Hoppe-Seyler & Butz, 19995).

Uma outra possibilidade € de que a alteragdo de um unico componente da
cascata que leva a fosforilagdo da pRB (p16, ciclina D1, cdk4 ou pRB) seja suficiente
para desregular o controle da entrada na fase S (Figura 3). Uma vez que ocorra uma
mutacdo, mutagdes adicionais que afetem outros componentes da via seriam
supérfluas e consequentemente ndo seriam selecionadas durante a evolucdo do
tumor. Desse modo, tumores individuais ndo teriam mais que uma alteragao nessa via.
De fato, alguns exemplos de tumores podem ser citados, nos quais alteragdo em
apenas um dos genes € observada. Em glioblastomas, mais de 60% dos tumores
apresentam perda de fungdo da p16, pRB ou amplificacdo do cdk4 (Ilchimura et al,
1996). Em cancer de pulméo, as perdas de fungdo da p16 e pRB s&o frequentes e
tendem a ser mutuamente exclusivas (Shapiro et al, 1995; Kelley et al, 1995), o

mesmo acontecendo em linhagens celulares de cancer de pulmdo de pequenas
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células, as quais retém a p16, mas apresentam mutacdes no RB1. Nos raros casos em
que encontra-se o RB1 em sua forma selvagem, s&o encontradas alteracdes na p16
(Sellers & Kaelin Jr, 1997).

Para o rastreamento de mutagbes no gene p53 foi empregada a técnica de SSCP
nao radioativo, realizada no aparelho PhastSystem (Pharmacia, Uppsala - Sweden). O
procedimento de SSCP tem sido amplamente utilizado por varios investigadores no
rastreamento de mutacdes no gene p53 em um grande numero de pacientes (Trecca
et al, 1994; Bosari et al, 1995; Kusser et al, 1994, McManus et al, 1994). Com a
adaptagédo da técnica a coloragdo pela prata, € possivel a visualizagdo direta das
bandas nos géis de poliacrilamida sem a utilizacdo de material radioativo e com
redugao no tempo para a obtencéo dos resultados (Bosari et al, 1995). Alguns grupos
tém feito uso do SSCP néo radioativo nas investigagdes de mutagdes no gene p53 em
diferentes tipos de cancer (Dobashi et al, 1994; Shiao et al, 1994), e aparentemente,
trata-se de técnica tdo sensivel quanto o SSCP radioativo, primeiramente descrito por
Orita e colaboradores (1989 a e b).

Através do método acima descrito, observou-se mutagées no gene p53 em
14,3% (5 em 35) dos pacientes com LMA. Este numero se assemelha ao relatado em
populagdes dos EUA e Europa, apesar das diferentes origens étnicas de nossa
populacdo e dos diferentes fatores ambientais a que a mesma provavelmente esta
exposta.

Das sete alteracbes observadas, cinco sao mutagdes de ponto, que
compreendem a maioria das alteragbes descritas no gene p53. De acordo com o

banco de dados mantido por Thierry Soussi (Institut de Genetique Moleculaire - Paris,
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Franga), até meados de 1997 havia 5893 mutacdes descritas no gene p53, sendo que
destas, 4865 sdo mutagdes de ponto. Das 5 mutag¢des identificadas em nosso estudo,
3 sdo transi¢cdes (codons 245, 248 e 337) e 2 sao transversdes (codons 141 e 350). A
mutac&o no exon 5, codon 141 é responsavel pela substituicdo de uma cisteina (TGC)
por um codon de terminag@o (TGA), tendo sido relatada em cancer de eséfago (Liang
et al, 1995) mas ndao em leucemias. As 2 mutagdes no exon 7, sendo elas no codon
245 (GGC—AGC) e no codon 248 (CGG—CAG) levam a substituicdo de uma glicina
por uma serina e de uma arginina por uma glutamina, respectivamente. Ambas as
mutacgdes ja foram relatadas em pacientes com leucemia (Hu et a/, 1992; Chang et al,
1992). Ja no caso das mutagdes no exon 10, de acordo com o banco de dados de
Thierry Soussi, elas estdo sendo relatadas pela primeira vez na literatura. A mutagao
no codon 337 (CGC—CAC) é responsavel pela substituicdo do aminoacido arginina
por histidina e no codon 350 (CTC—ATC) pela substituicdo do aminoécido leucina por
isoleucina. Esses dados ratificam a porcentagem descrita por diversos investigadores,
cujos relatos mostram que a maioria das mutagdes de ponto no gene p53 é composta
por transicdes e que a maioria das transicbes sao alteragdes de G:C para A:T (Hu et
al, 1992; Buhler-Leclerc et al, 1993; Dicciani et al, 1994; Trecca et al, 1994; Wattel et
al, 1994; Preudhomme et al, 1995).

Varios grupos tém relatado a existéncia de correlagdo entre mutagdes no gene
p53 e anormalidades no cromossomo 17 (Fenaux et al, 1991, Fenaux et al, 1992b;
Fenaux et al, 1992c; Nakai et al/, 1993). De fato, em leucemias agudas, tém sido
frequentes as descri¢ées de delecédo de parte do cromossomo 17 ou do cromossomo

17 como um todo, acompanhadas de mutacdes no gene pS53 (Fenaux et al, 1991,
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Fenaux et al, 1992c; Nakai et al, 1993; Kurosawa et a/, 1995). A inativacdo da proteina
p53 pode ocorrer de trés modos diferentes. perda de ambos os alelos normais, um
alelo mutante e perda do alelo normal e através de efeito dominante negativo da p53
mutante sobre a p53 normal (Kurosawa et al, 1995). No caso de presenca de um alelo
normal e um alelo mutante, sugere-se 0 mecanismo “trans-dominante negativo”, onde
ambos os alelos produzem a proteina, mas a mutagdo em um unico alelo contribui
para a transformagédo devido ao sequestro e inativagdo da proteina selvagem pela
forma mutante (Felix et al, 1992).

Neste estudo, uma vez que nao foi possivel a realizacdo da analise citogenética
na maioria das amostras € dificil dizer se as mutagbes estdo presentes em
heterozigose, homozigose ou hemizigose. Das cinco mutagbes encontradas, duas,
aparentemente, estdo presentes em heterozigose (codons 248 e 350) e trés em
homozigose (codons 141, 245 e 337). As mutagbes em heterozigose podem refletir
tanto a heterozigosidade dos alelos do p53 nas células leucémicas como a
contaminacdo da amostra com células hematopoéticas normais. A mutagdo no
paciente numero 12 (codon 248; tabela V, figura 12), poderia ser um caso de
contaminagido, uma vez que a intensidade da banda contendo o alelo mutante é bem
mais forte do que a do alelo normal, o que n&o ocorre na mutacéo do paciente numero
33 (codon 350, tabela V, figura 13) em que as duas bandas apresentam a mesma
intensidade. Nao foi realizada a analise citogenética do paciente numero 12, nao
sendo possivel saber se houve perda de um dos alelos do gene, mas, no caso do
paciente numero 33 a citogenética & normal; logo, ele teria os 2 aleios do gene p53,

um normal e um mutante. Os demais pacientes, tanto poderiam ser homozigotos para
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a mutagdo como poderiam ter um alelo mutante e ter perdido o alelo normal. A analise
citogenética do paciente numero 1 (tabela V, figura 12), que apresenta mutacio no
codon 245, nado apresenta alteracbes no cromossomo 17, podendo ser um caso de
homozigose. O paciente numero 35 (mutacido no codon 337, tabela V, figura 13) nao
teve a citogenética realizada, sendo impossivel afirmar se a mutacdo ocorreu em
homo ou hemizigose e o paciente numero 30 (mutagéo no codon 141, tabela V, figura
11) apresentou citogenética normal; logo, provavelmente, a mutagdo esta presente em
homozigose. Este paciente também apresentou cromossomo Ph', o qual é
caracteristico de leucemia mieldide cronica mas pode ser encontrado em
aproximadamente 2% das LMAs em adultos. Em contraste com as LMAs sem
cromossomo Ph', as mutacdes no gene p53 em LMA Ph' podem ocorrer
independentemente da perda do cromossomo 17p (Nakai et a/, 1993).

Dos 2 polimorfismos observados, 1 ocorreu no exon 4 (codon 72) e 1 no exon 6
(codon 213). A alteragéo no codon 72 (CCC—CGC), condizente com a substituicdo de
uma prolina por uma arginina, foi relatada por Buchman et a/ (1988) e esta
correlacionada com um sitio variavel de Bgf // no intron 1. Em geral, o alelo menos
frequente encontra-se na forma homozigota e ambas as formas da proteina sédo
funcionais, ndo havendo evidéncia, até o momento, de que alguma dessas variantes
da p53 estaria ligada a existéncia de malignidades (Pignon ef a/, 1994). No codon 213
foi observado um polimorfismo silencioso (CGA—->CGG, arginina para arginina) o qual
abole um sitio de Taq / e foi previamente descrito (Pignon et al, 1994; Bathia et al,

1992).
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Vérios relatos foram publicados sobre a detecgdo de mutagdes no gene p53 em
diferentes tipos de cancer, sendo que a maioria desses estudos analisou os exons de
numeros 5 a 8, onde a maioria das mutag¢bes esta localizada. Ocasionalmente outras
regides foram estudadas e casos raros de mutagdes foram descritos fora dessas
regides (Pignon et al, 1994). Em nosso estudo foram observadas 3 mutagdes
localizadas em regifes consideradas sitios preferenciais para mutagdes (codons 141,
245 e 248) e 2 mutagdes novas no exon 10 (codons 337 e 350), regido analisada com
pouca frequéncia no rastreamento do gene p53. Mutagbes no codon 337, levando
porém a substituicdo por diferentes aminoacidos, foram descritas em cancer de figado,
prostata e esdfago (Nishida et a/, 1993; Chi et al, 1994; Tanaka et al, 1996), mas nao
em leucemias. Mutacées no codon 350, até onde sabemos, ndo foram relatadas na
literatura. A baixa freqiéncia de mutagbes nessa regido pode se dar pelo nao
rastreamento usual da regido ou por esta nao ser uma regido considerada como sitio
preferencial para mutagdes (“hot spot”).

Dentre os 35 pacientes com LMA, algumas variaveis foram comparadas com
relacdo a presenga ou auséncia de mutagdes no gene pS53: idade, raga, sexo,
porcentagem de blastos, resposta a terapéutica de indugdo de remisséo, subtipo FAB,
sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD).

Foi possivel observar que ndo houve diferencas estatisticamente significativas
com relagdo as variaveis sexo, raga, idade e porcentagem de blastos. Contudo,
quando os pacientes foram estratificados em idade < 60 anos e > 60 anos, 0s
resultados foram alterados, indicando que pacientes com idade > 60 anos teriam uma

maior predisposicao a aquisi¢do de mutagdes no gene p53 (p = 0,026). Esse resultado
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esta em concordancia com o relato de Fenaux e colaboradores (1992a), cujos dados
mostram que 6 de 8 pacientes com mutacdo tinham mais de 60 anos.

Uma vez que o numero de pacientes classificados por cada subtipo FAB era
pequeno (6 M1, 15 M2, 1 M3, 7 M4, 4 M5, 2 M7) optou-se por agrupé-los em 2 grupos,
sem e com componente monacitico (M1 + M2 e M4 + M5, respectivamente). O Unico
paciente de subtipo M3 e 2 de subtipo M7 ndo foram incluidos na analise. Temos
entdo um total de 21 pacientes pertencentes ao grupo M1 + M2 e 11 pacientes
pertencentes ao grupo M4 + M5. Destes, s&o portadores de mutagdo no gene p53 2
pacientes do primeiro grupo e 3 do segundo grupo. N&o houve diferenca significativa
entre os dois grupos em relagdo a presenca ou auséncia de mutagbes no gene p53,
resultados semelhantes aos obtidos por Fenaux et al (1992a) e Wattel ef al (1994).

Sao poucos os trabalhos que abordam o estudo de aspectos clinicos e sua
associagao com mutagdes no gene p53 em leucemias agudas (Fenaux et al, 1991; Hu
et al, 1992; Fenaux et al, 1992a; Wattel et a/, 1994; Trecca et al, 1994; Kurosawa et al,
1995). Apesar da pequena amostra e, conseqlentemente, da dificuldade de andlise
das variaveis, tentamos investigar possiveis diferencas entre presenga ou auséncia de
mutacdes e resposta a terapéutica de indugcdo de remissdo, sobrevida giobal e
sobrevida livre de doenca. Resultados preliminares obtidos a partir desse tipo de
estudo poderiam sugerir estudos multicéntricos maiores para comprovagdo dos
resultados. E importante ressaltar que o nimero de pacientes estudados nesse
trabalho, apesar de pequeno, ndo difere significativamente dos numeros descritos em
varios outros estudos, como nos de: Wattel et al, 1994 (107 pacientes); Kurosawa er

al, 1995 (18 pacientes); Hu et a/, 1992 (49 pacientes);, Fenaux et al, 1992a (112
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pacientes), Buhler-Leclerc et al, 1993 (45 pacientes) e Trecca et al, 1994 (70
pacientes).

Os dados obtidos atraves deste estudo, com relagdo a propor¢do de pacientes
que obtiveram remissdo clinica e hematolégica, nd&o mostram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos com e sem mutacdo. Esses resultados
s&o diferentes daqueles obtidos por outros grupos, como Wattel et a/ (1994), que
afirmam a existéncia de associacdo entre mutagbes no gene p53 e resposta nao
adequada a quimioterapia intensiva e a baixas doses de Ara C. Além disso, os 3
casos com mutagéo e que responderam a quimioterapia tiveram uma remisséo curta.
Os autores correlacionam também a ndo resposta a quimioterapia com a presenca de
cariétipos complexos. Também o grupo de Fenaux (1992a) observou que a resposta
ao tratamento dos pacientes com mutagéo no gene p53 nao foi satisfatéria. Kurosawa
e colaboradores (1995) observaram que os 3 pacientes com mutagado no gene p53 em
seu estudo n&o entraram em remissao.

Foi observada uma diferenca estatisticamente significativa quando comparou-se
as curvas de sobrevida global entre os grupos com e sem mutagido no gene p53 (p =
0,0226). Este resultado ndo foi aparentemente alterado quando os pacientes foram
estratificados por idade em < e > 60 anos e por porcentagem de blastos em < e > 60%
de blastos. Levando-se em consideracdo as limitagdes ja comentadas, como o
pequeno numero de pacientes e a falta de dados da anadlise citogenética, pode-se
dizer que nossos dados sugerem uma evolugao clinica favoravel aos pacientes sem
mutagdo quando comparados aos que apresentam mutagdo no gene p53. Ja& com

relacdo a sobrevida livre de doenga, ndo foi possivel analisar a diferenga entre as
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curvas, uma vez que apenas 5 pacientes apresentaram mutagao, e, destes, somente 1
entrou em remissdo. Importa ressaltar que esse paciente teve uma SLD de apenas 90
dias. Estes resultados concordam com a maioria dos estudos que investigaram a
existéncia de mutagcdes no gene p53 e sua correlagdo com aspectos clinicos dos
pacientes. Tanto Wattel et a/ (1994) como Fenaux et al (1992a) relatam diminuigéo da
sobrevida dos pacientes com LMA portadores de mutagdes no gene p53. Os dados de
Wattel foram estatisticamente significativos, mostrando que a SG média de pacientes
com mutacdo foi de 2,5 meses contra 15 meses dos pacientes sem mutagéo (p < 10°).
A diferenga continuou significativa quando a analise foi restrita a pacientes tratados
com quimioterapia intensiva e a pacientes tratados com baixas doses de Ara C.
Também em LLAs, confirmou-se que mutagdes no gene p53 contribuem para um mau
progndstico, pois foram correlacionadas com diminuicdo da SG e SLD, estdo
associadas a redugdo de duragdo da primeira remissdo e a diminuicdo da taxa de
resposta a terapia de reinducgdo, e, além disso, s&o correlacionadas com diminuigao
da duracdo da sobrevida mesmo apbs terapia de reindugdo bem sucedida (Diccianni
et al, 1994).

A correlagdo positiva entre mutacdes no gene p53 e aspectos clinicos dos
pacientes também pode ser observada em uma variedade de outros tumores, como
cancer de mama (Ciesielski et al, 1995; Kovach et al, 1996), carcinoma epiderméide
de cabega e pescogo (Field ef al, 1991), adenocarcinoma de colon (Ohue et al, 1994),
cancer de bexiga (Kusser et al, 1994) e outros, confirmando a necessidade do estudo
dessas alteragbes e investigacdo da possivel correlagdo com o progndstico do

paciente.
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A interpretacdo desses resultados ndo é conclusiva, como ja discutido, indicando
a necessidade de estudos com um grande numero de pacientes para que possa ser
avaliado com maior fidelidade o papel das mutagSes no gene p53 como indicador de
prognéstico em LMAs.

Com relagdo as LLAs, além de ndo termos encontrado mutagbes no gene p53
nos pacientes portadores desse tipo de leucemia, 0 numero de pacientes é
extremamente reduzido, ndo permitindo que se chegue a alguma conclusdo. Os dados
da literatura indicam uma frequéncia que varia de 2 a 24% de muta¢des no gene p53
em LLAs (Fenaux et al, 1992c; Mori et al, 1992; Felix et al, 1992, Wada et al, 1993;
Diccianni et al, 1994, Kawamura et al, 1995; Preudhomme et al/, 1995). Nossos
resultados sugerem uma baixa frequéncia destas mutagSes a qual s6 pode ser
comprovada com o estudo de um numero maior de pacientes.

Investigamos também a hipdtese de que pacientes com mutagbes no oncogene
N-ras poderiam ter uma incidéncia maior de mutagdes no gene p53, uma vez que ha
evidéncias de que o oncogene ras € o gene supressor de tumores p53 podem
colaborar na inducdo experimental de tumores (Parada et al, 1984), e de que
mutagoes nos genes K-ras e p53 foram encontradas em carcinoma de célon e s&o
vistas como eventos consecutivos no acumulo progressivo de lesées genéticas em um
modelo de carcinogénese de colon descrito por Vogelstein ef a/ em 1988. O
rastreamento de mutagbes no oncogene N-ras nesses mesmos pacientes foi
previamente realizado (Melo et al/, 1997). Os resultados mostraram que ndo foi
encontrado neste estudo nenhum paciente portador de mutacédo em ambos os genes.

Nossos dados estdo de acordo com os achados de Buhler-Leclerc et al (1993), que
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também ndo obtiveram nenhum caso com mutagdo simultanea em ambos os genes,
quando estudaram 45 pacientes com LMA e 6 pacientes com MDS. Diversos estudos
realizados em tumores soélidos mostraram correlagdes positivas ou negativas entre
mutagdes nos genes ras e p53. Lehman et a/ (1991) mostraram que 4/5 linhagens
celulares de carcinoma de puimao que apresentaram mutag¢des no gene p53, também
apresentaram mutagbes nos genes K-ras ou N-ras. Em contraste, Hollstein et al/
(1991) relataram mutagbes de ponto freqUentes no gene p53 (44%) e auséncia de
mutagées no oncogene N-ras em 34 pacientes com cancer de esodfago. Também
Kawamura e colaboradores (1995) investigaram 22 casos de LLA e 5 linhagens
celulares. Mutacdes no gene p53 foram encontradas em 10% dos casos de LLA ao
diagnostico e em 4 das 5 linhagens celulares. O rastreamento de mutag¢des nos genes
H-, K-,e N-ras apontou apenas uma mutacdo no gene N-ras dentre todos os casos, 0
qual ndo apresentou mutagéo no gene p53. Mutagdes nos genes ras e p53 podem ser
eventos colaborativos no cancer de puimao e de célon, mas parecem ndo ser comuns
em leucemias agudas (Vogelstein et a/, 1988; Lehman et a/, 1991; Buhler-Leclerc et a/,
1993). O fato de muitos trabalhos n&o encontrarem muta¢des em ambos os genes
concomitantemente, poderia indicar que os dois genes participam de vias
independentes de regulacdo do ciclo celular. Foram estimadas as curvas de sobrevida
global para os grupos com e sem mutacdo em qualquer um dos genes. Através da
comparagdo das curvas pode-se observar que existe uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, sugerindo que pacientes portadores de mutagdo em um

ou outro gene apresentam pior progndstico que pacientes sem essas alteragoes.
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Em razdo da interagéo entre os genes p53 e RB1 no ciclo celular (Kouzarides,
1995), um dos objetivos deste trabalho foi verificar a existéncia de uma possivel
associacao entre mutagdes nos dois genes em LMAs. Wiiliams et al (1994) relataram
que camundongos deficientes tanto para o gene RB1 como para o gene p53 tiveram
uma taxa de desenvolvimento do tumor mais rapida e uma taxa de sobrevida menor do
que camundongos deficientes para um ou outro gene. Os resultados aqui obtidos,
auséncia de mutacéo no gene RB1 e presenga de mutagdes no gene p53 em 14,3%
dos pacientes, ndo permitem que se chegue a conclusdes definitivas. Hangaishi et a/
(1996) em um estudo sobre inativagdo de multiplos genes supressores de tumores em
malignidades linféides primarias observou que n&o ha correlacdo entre a inativagéo
dos genes p53 e RB1, indicando que o gene p53 participaria de uma via independente
tal como a regulacéo do “checkpoint’” G1 em resposta a lesGes no DNA. Ja outros
investigadores sugerem que mutacdes no gene p53 poderiam facilitar a perda do gene
RB1 (Williams et al, 1994). Ainda pode-se pensar na hipétese de que mutacdées em
apenas um dos genes sejam suficientes para levar a desregulagdo do ciclo celular.
Assim, mutagbes no gene pS3 excluiriam mutacdes no gene RB1 (Sellers & Kaelin,
1997).

A auséncia de mutagbes de ponto no gene RB1 em pacientes com LMA ou LLA
sugere que este seja um evento raro nessas neoplasias, fazendo-se necessario,
contudo, o estudo concomitante de alteragdes estruturais e de expressdo proteica a
fim de uma maior compreens&o do papel do gene RB1 em leucemias. Ja com relagdo
ao gene pS53, a frequéncia observada de mutacbes (14,3%) néo difere

significativamente da observada em outras populagbes, apesar das possiveis
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diferengas ambientais a que estdo expostas e das diferentes origens étnicas. Além
disso, mutagcbes no gene pS53 parecem ser indicativas de evolugdo clinica ndo
favoravel, com diminuigdo da sobrevida global quando comparada com pacientes sem
mutagdo no gene.

Em seu conjunto, os dados aqui obtidos indicam que estudos envolvendo
analises concomitantes de alteragbes estruturais dos genes e de expressdo das
proteinas, tornam-se necessarios para a elucidagdo dos mecanismos de acdo dos
genes supressores de tumores e de possiveis interagdes entre eles em leucemias

agudas.
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Conclusoes




1. Este € um dos poucos estudos que realizaram o rastreamento de mutacdes de
ponto no gene RB1 nos 27 exons e regido promotora em tumores que néo o
retinoblastoma. Além disso, foi possivel a adaptagdo da técnica de CSGE para o
rastreamento de mutagées no referido gene, permitindo o uso de um novo método que
dispensa a utilizagdo de material radioativo. A auséncia de mutagdes no gene RB1 em
pacientes com LMA sugere que este seja um evento raro nesse tipo de neoplasia.
Contudo, faz-se necessario o estudo concomitante de altera¢des estruturais no gene
tanto por meio de “Southern biot” como por meio de técnicas mais sensiveis e de
express&o proteica, na tentativa de uma maior compreensio do papel do gene RB1

nas leucemias.

2. A frequéncia observada de mutagdes no gene p53 em 35 pacientes
portadores de leucemia mieldide aguda foi de 14,3% (5 em 35). Esta frequéncia nédo
difere significativamente das observadas em outras populagdes, como as populactes
norte-americana e européia. Tais dados sugerem que a populagdo brasileira ndo se
comportaria de maneira diferente de outras populagdes, com relagdo a presenca de
mutagbes no gene pS3, apesar dos possiveis fatores ambientais a que estdo expostas

e das diferentes origens étnicas.

3. Os resultados encontrados nos pacientes com LLA sugerem uma freqiéncia

reduzida de mutagdes no gene p53 nesse tipo de leucemia, que devera ser

comprovado através do estudo de um numero maior de pacientes.
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4. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos com e sem mutag&o no gene p53, quando comparadas as variaveis sexo, raca,
idade e resposta a terapéutica de inducdo de remissdo. Quando os pacientes foram
estratificados por idade, < e > 60 anos, os resultados foram alterados, sugerindo que
pacientes com idade maior ou igual a 60 anos teriam uma maior probabilidade de

apresentar mutacdes no gene p53.

5. Foi observada diferenga estatisticamente significativa quando as curvas de
sobrevida global foram comparadas entre os grupos com e sem mutagéo no gene p53.
Esse dado sugere evolugdo clinica favoravel, com maior sobrevida global, para os
pacientes sem mutagdo quando comparados com os pacientes com mutacdo no gene
p53. Nao foi possivel fazer a comparagéo da sobrevida livre de doenga entre os dois

grupos por motivos expostos na sesséo de resultados do trabalho.

6. Ndo houve nenhum caso de mutacdo nos genes N-ras e p53
simultaneamente, mas a comparacéo das curvas de sobrevida global entre os grupos
com e sem mutagdo em qualquer um dos genes também sugere que a sobrevida

global seja maior nos pacientes sem mutacdo do que nos pacientes com mutagao.

7. Também nao foi possivel concluir que exista alguma correlacdo entre
alteragbes nos genes p53 e RB1 em leucemias agudas, sugerindo-se a realizacdo de
estudos multicéntricos com um maior nimero de pacientes e avaliagdo de alteragées

tanto estruturais como proteicas em ambos os genes.
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ANEXO |

Tratamento quimioterdapico para pacientes com LMA
O tratamento quimioterapico foi realizado considerando 2 grupos de pacientes:
com idade menor que 60 anos e com idade maior ou igual a 60 anos e constou de trés

fases distintas: indugao, consolidagdo e manutencdo da remissao.

Pacientes com idade menor que 60 anos

Foram tratados durante a indug@o da remissdo de acordo com o protocolo do
grupo cooperativo LMA TAD-9 modificado (Blchner et a/, 1991), de acordo com as
dosagens descritas abaixo:

- citosina-arabinosideo: 100 mg/m?/dia intra-venosa (IV) continuo nos dias 1 e 2;

- citosina-arabinosideo: 100 mg/m? a cada 12 horas nos dias 3 a 8:

- daunorrubicina: 60 mg/m?/dia IV nas dias 3 a 5;

- thioguanina: 100 mg/m? via oral (VO) a cada 12 horas nos dias 3 a 9.

Foram considerados como portadores de doenga refrataria os pacientes que nao
obtiveram remiss&o completa apds a administracdo de 2 ciclos de TAD-9.

Os pacientes que obtiveram remissdo completa receberam como esquema de
consolidacdo da remissdo um ciclo de citosina-arabinosideo em altas doses e
daunorrubicina,de acordo com as dosagens descritas abaixo:

- citosina-arabinosideo:. 2 g/m? IV a cada 12 horas durante os dias 1 a 4,

- daunorrubicina: 45 mg/m?/dia. IV nos dias 53 7.



Apds a recuperacéo medular, um ciclo de TAD-7:
- citosina-arabinosideo: 100 mg/m2 IV a cada 12 horas nos dias 1 a 7:
- daunorrubicina: 45 mg/mzldia IVnasdias5a7;

- thioguanina: 100 mg/m? a cada 12 horas nos dias 1 a7.

Os pacientes que se mantiveram em remissdo completa foram tratados de
acordo com o protocolo estabelecido para a manutancdo da remissdo durante 24
meses. Consta de ciclos mensais de citosina-arabinosideo combinada alternadamente
com daunorrubicina, thioguanina ou ciclofosfamida, de acordo com as dosagens

descritas abaixo:

Manutencéo |:
- citosina-arabinosideo: 100 mg/m? subcutaneo (SC) a cada 12 horas nos dias 1
ad

- daunorrubicina: 45 mg/m?dia IV nas dias 3 e 4

Manutencéo II:
- citosina-arabinosideo: como na manutencao |

- thioguanina: 200 mg/m?/dia VO nos dias 1 a 5

Manutencéo lil:
- citosina-arabinosideo: como na manutencéo |

- ciclofosfamida: 1. g/m?/dia VO no dia 3



Pacientes com idade maior ou igual a 60 anos

Foram tratados durante a indugdo da remissdo de acordo com a descricdo de
Wahlin et al (1991).

Receberam como esquema quimioterapico de indugéo da remisséo, 3 ciclos de
citosina-arabinosideo com baixas doses (10 mg/m? SC a cada 12 horas) durante 21
dias, com intervalo de 7 dias entre eles. Foram considerados como portadores de
doenga refrataria, os pacientes que ndo obtiveram remissdo completa apés a
administragdo dos 3 ciclos de citosina-arabinosideo em baixas doses. Os pacientes que
obtiveram remissdo completa receberam como esquema de consolidacdo da remisséo
um unico ciclo de citosina-arabinosideo (100 mg/m? 1V a cada 12 horas nos dias 1 a 7)
e daunorrubicina (45 mg/m?/dia IV nos dias 5 a 7). Os pacientes que se mantiveram em
remiss&o completa foram tratados com o protocolo estabelecido para a manutancgao da
remissdo com duracao de 24 meses. Consta de ciclos mensais de citosina-arabinosideo
combinada alternadamente com daunorrubicina, thioguanina ou ciclofosfamida, de

acordo com as dosagens descritas abaixo:

Manutenc¢éo |
- citosina-arabinosideo: 100 mg/m?/dia subcutaneo (SC) nos dias 1 a 5

- daunorrubicina: 30 mg/m?/dia IV nos dias 3 e 4

Manutencéo II:
- citosina-arabinosideo: como na manutengao |

- thioguanina: 100 mg/m?%dia VO nos dias 1 a 5



Manutencéo lil:
- citosina-arabinosideo: como na manutencgao |

- ciclofosfamida: 100 mg/m?/dia IV no dia 3

Tratamento quimioterapico para pacientes com LLA

O tratamento quimioterapico constou de trés fases distintas: inducgao,
consolidacao, profilaxia do sistema nervoso central e manutencdo da remisséo
(modificado de Hoelzer et a/, 1984).

Os pacientes receberam como indugdo da remissdo 0s quimioterapicos em
dosagens e periodos de administragao conforme descrito abaixo:

- prednisona: 60 mg/m?/dia VO do dia 1 a 26, dividido em trés doses;

- vincristina: 1,5 mg/m?%/dia IV (méaximo de 2 mg) nos dias 1, 8, 15 e 22;

- daunoblastina 45 mg/mzldia iVnosdias1, 8, 15e 22

- l-asparaginase: 5000 U/m?/dia intra-muscular (IM) do dia 1 ao dia 14.

Os pacientes que obtiveram remissdo completa receberam como consolidagao
da remiss&@o os quimioterapicos em dosagens e periodos de administragdo conforme
descrito abaixo:

- ciclofosfamida: 650 mg/m? IV, nos dias.29, 43 e 57 (maximo de 1000 mg);

- citosina-arabinosideo: 75 mg/mzldia IV durante 4 dias consecutivos, iniciando

nos dias 31, 38, 45 e 52;

- 6-mercaptopurina; 60 mg/m?%dia VO no dia 29 a 56



Receberam como profilaxia do sistema nervoso central a administragdo intratecal
de methotrexate (10 mg/m? nas dias 31, 36, 45 e 52) e a radioterapia craniana (2400 r,
divididos em doses, do dia 29 a 56).

A manutencdo da remissdo foi realizada durante a décima e a décima oitava
semanas e constou da administracdo dos quimioterapicos em dosagens e periodos
conforme descrito abaixo:

- 6-mercaptopurina; 60 mg/m? VO diariamente

- methotrexate: 20 mg/m?/dia VO 1 vez por semana.

Os pacientes que se mantiveram em remissao completa receberam novamente
os esquemas de inducgdo, consolidagdo e manutengdo da remissdo, conforme as

descri¢des abaixo:

Induc&o da remisséo (realizada durante as semanas 20 a 25)
- dexametasona: 10 mg/mzldia VO, do dia 1 a.28, dividido em 3 doses;
- vincristina: 1,5 mg/m?/dia IV (maximo de 2 mg) nos dias 1, 8, 15 e 22;

- adriamicina: 25 mg/m?%/dia IV nos dias 1, 8, 15 e 22.

Consolidac&o da remissao (realizada durante as semanas 26 e 27)
- ciclofosfamida 650 mg/m?/dia IV, no dia 29 (maximo de 1000 mg);
- citosina-arabinosideo: 75 mg/m?/dia IV (1 .s6 injecdo nos dias 31 a 34 e 38 a
41);

- thioguanina: 60 mg/m?/dia VO do dia 29 ao 42.
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Figura 1. Curvas de sobrevida global para presenga ou auséncia de mutagéo no gene p53 apos
estratificacdo dos pacientes por grupo etario (a curva dos pacientes <60 anos com
mutagao sobrepde o eixo y).

1.0y
.8
3
&
o)
3 .64
)
g o]
£
= 4
o
] )
g Idade/Muta¢céo P53
2 = >=60anos sem mutacgéo
>=60anos com mutagao
0.0 - _ - - = <B0anos sem mutagédo
0 100 200 300 400 500 600
Sobrevida Livre de Doenca (dias)

Figura 2. Curvas de sobrevida livre de doenga para presenga ou auséncia de mutagdo no gene
p53 apos estratificagdo dos pacientes por grupo etario.
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Figura 3. Curvas de sobrevida global para presen¢ga ou auséncia de mutagdo no gene
p53 apés estratificagdo dos pacientes por porcentagem de blastos.
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Figura 4. Curvas de sobrevida livre de doenga para presenga ou auséncia de mutagéo no
gene p53 apos estratificacdo dos pacientes por porcentagem de blastos.



