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RESUMO

ESTUDO MOLECULAR DO GENE TP53 E DA EXPRESSAO
IMUNOHISTOQUIMICA DA PROTEINA p53 NAS
CARACTERISTICAS PROGNOSTICAS DE PACIENTES COM
SINDROME MIELODISPLASICAS DE BAIXO RISCO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) compreende um conjunto
heterogéneo de doencas clonais com a patogénese complexa,
qgue envolve varias etapas e fatores. As mutacdes no gene TP53
tém sido implicadas em alteracbes na homeostase de células
progenitoras, com impacto em funcdes relevantes no
desenvolvimento de neoplasias, como manutencao da integridade
gendbmica, regulacdo do ciclo celular, apoptose e resposta
inflamatoéria. O objetivo do estudo foi investigar o impacto da
expressdo da proteina p53, mutacdes no gene TP53 e do
polimorfismo R72P em pacientes com SMD de baixo risco
associando-os aos marcadores clinicos e com escores
prognosticos e a sua aplicabilidade como critério adicional para
auxiliar a indicacdo do TCTH. Trata-se de um estudo analitico e
prospectivo envolvendo 73 pacientes, de ambos 0s sexos
estratificados como de baixo risco, em acompanhamento no
ambulatério do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), no
periodo de fevereiro de 2012 a agosto de 2016. A expressao da
proteina p53 foi avaliada por imunohistoquimica, as mutacées e o
polimorfismo R72P foram analisados por sequenciamento direto.
A andlise estatistica utilizou o programa GraphPad Prism 5.0 e
considerou o nivel de significancia do p<0,05. Dos 73 pacientes
que participaram do estudo, 20 (27,4%) foram positivos para a
expressdo da proteina p53. No grupo com expressdo de p53
houve significativa reducdo dos niveis de hemoglobina e
hematocrito com aumento da frequéncia de fibrose,
hipercelularidade e positividade CD34 em megacariocitos. Dos 73
pacientes, 35 foram analisados quanto a pesquisa da mutacao do
TP53 e do polimorfismo R72P. Foram identificadas duas
mutacBes na populacdo em estudo, com uma frequéncia de 5,7%.
Uma mutacdo nonsense foi identificada pela primeira vez na
SMD, em um paciente do sexo feminino e uma mutacdo
missense, ainda ndo descrita na literatura, em um paciente do
sexo masculino. Quanto ao polimorfismo R72P, houve uma
predominéncia do alelo G e do gendtipo GG. Todos 0s pacientes
com o genotipo “heterozigoto” (CG) foram do sexo masculino. Nao
houve associacdo entre as mutacdes, 0s genotipos do
polimorfismo e as variaveis clinicas e de progndstico. Durante o
seguimento do estudo, dois pacientes apresentaram indicacao
para o transplante de células tronco hematopoiéticas. Um deles
foi positivo para p53 em 40% dos precursores granulociticos e foi
a Obito seis meses apos o diagndstico. O segundo, negativo para
a expressao de p53 e mutagcao TP53, foi submetido ao TCTH, e
encontra-se estavel. Os resultados mostraram que a expressao



de p53 pode influenciar evolucao clinica e estd associada a pior
prognoéstico, mesmo em pacientes de baixo risco refletindo a
complexidade da SMD e fornecendo subsidios para novos
estudos, a fim de esclarecer o impacto do gene TP53 e da
expressao da proteina na origem, na progressdo da doenca e na
conduta terapéutica, incluindo o TCTH.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica; TP53; R72P;
Prognostico; Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas

ABSTRACT

MOLECULAR STUDY OF GENE TPS3 AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF p53 PROTEIN IN
THE PROGNOSTIC CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH
LOW-RISK MYELODYSPLASTIC SYNDROME

The  Myelodysplastic  Syndrome  (MDS) comprises a
heterogeneous group of clonal diseases with complex
pathogenesis, involving several phases and factors. TP53 gene
mutations have been involved in progenitor cell homeostasis
alterations with an impact on relevant functions in the development
of neoplasms, such as genomic integrity maintenance, cell cycle
regulation, apoptosis and inflammatory response. The aim of the
study was to investigate the impact of the p53 protein expression,
TP53 gene mutations and the R72P polymorphism on patients
with low-risk MDS, associating them with clinical markers and
prognostic scores and their applicability as an additional criterion
to support hematopoietic stem cell transplantation (HSCT)
indication. This is an analytical and prospective study involving 73
patients, of both genders, stratified as low risk, followed at the
Outpatient Clinic of Walter Cantidio University Hospital (HUWC)
from February 2012 to August 2016. The p53 protein expression
was assessed by immunohistochemistry, whereas the mutations
and the R72P polymorphism were analyzed by direct sequencing.
The statistical analysis used the GraphPad Prism 5.0 software and
the significance level was set at p <0.05. Of the 73 patients who
participated in the study, 20 (27.4%) were positive for the p53
protein expression. In the group with p53 expression, there was a
significant reduction in hemoglobin and hematocrit levels, with
increased frequency of fibrosis, hypercellularity and CD34
positivity in megakaryocytes. Of the 73 patients, 35 were screened
for mutations in the TP53 gene and R72P polymorphism. Two
mutations were identified in the study population, with a frequency
of 5.7%. A nonsense mutation was identified for the first time in
MDS in a female patient and a missense mutation, not yet
reported in the literature, in a male patient. As for the R72P
polymorphism, there was a predominance of the G allele and the



GG genotype. All patients with "heterozygous” (CG) genotype
were males. There was no association between mutations,
polymorphism genotypes and clinical and prognostic parameters.
During the study follow-up, two patients had indication for
hematopoietic stem cell transplantation. One of them was positive
for p53 in 40% of granulocytic precursors and died six months
after the diagnosis. The second, who was negative for p53
expression and TP53 mutation, was submitted to HSCT and is in a
stable condition. The results showed that p53 expression can
influence clinical evolution and is associated with poor prognosis
even in low-risk patients, reflecting the complexity of MDS and
providing subsidies for further studies aiming to clarify the impact
of the TP53 gene and the protein expression on the disease origin,
progression and its therapeutic management, including HSCT.

Key words: Myelodysplastic syndrome; TP53; R72P; Prognosis;
Hematopoietic Stem Cell Transplantation

SUMARIO
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1.1 Sindrome Mielodisplésica

A sindrome mielodisplasica (SMD) constitui um grupo de doencas
hematoldgicas clonais das células progenitoras hematopoiéticas caracterizada por
apresentar uma hematopoese ineficaz, citopenias, displasias em uma ou mais
linhagens e um risco de evolucdo para leucemia mieldide aguda (LMA) (BRUNNING
et al., 2008). Segundo dados da literatura aproximadamente 30,0% dos pacientes
com SMD evoluem para LMA (RIBEIRO, 2005; RIBIZZI; DARNOWSKI; GOULETT,
2001).

Os principais achados hematolégicos na SMD sao displasias, citopenias e
assincronismo maturativo. Além disso, alteragcbes como: presenca de sideroblastos
em anel, fragmentacdo nuclear dos eritroblastos, bastonetes gigantes, granulécitos
hipersegmentados e anomalia pseudo Pelger-Huét, que também podem ser
encontradas (RIBEIRO, 2005).

Na SMD, os sinais e sintomas clinicos comumente encontrados sdo fadiga,
palidez, fraqueza e dispneia. Além disso, podem-se observar quadros de infeccoes,
purpura e complicacdes hemorragicas, que sao inespecificos e variaveis, pois sao
consequéncia do funcionamento inadequado da linhagem hematolégica afetada.
Alguns pacientes apresentam eventos sistémicos ou altera¢cdes de autoimunidade,
que talvez possam estar envolvidos na patogénese da doenca (MALCOVATI et al.,
2013; NIMER, 2008).

A SMD pode apresentar etiologia variada e desconhecida, podendo ser
classificada como doenca primaria (de novo) ou secundaria, decorrente de
exposicdo prévia a quimioterapia, radiagdo e ao transplante autdlogo de MO
(BORTOLHEIRO, 2006). A SMD priméaria ndo é desencadeada por um evento
mutagénico exdgeno conhecido; no entanto, h4 um consenso de que fatores
hereditarios, exposi¢do ocupacional e/ou ambiental e senescéncia do processo de
hematopoese influenciem no seu desenvolvimento (LORAND-METZE et al.,2004). A
SMD secundaria ocorre ap0s um evento mutagénico exdgeno e apresenta
prognéstico reservado, com rapida progressao e curta sobrevida (CANIZO, et al.,
2000; KETTERLING, et al., 2002; MISGELD et al.,2001).
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1.2 Epidemiologia

A SMD é a neoplasia hematoldgica mais comum em idosos com mais de 70
anos de idade (HAMBLIN, 2009). A incidéncia anual da SMD nos Estados Unidos,
onde existe o maior numero de estudos epidemiologicos € de 3,4 casos para cada
100.000 habitantes, representando mais de 10.000 novos diagndsticos e cerca de
60.000 individuos portadores da doenca (SEKERES et al., 2010). O aumento da
incidéncia da doenca pode ter relacdo com um maior conhecimento de sua
patogenia, melhores métodos diagndsticos e o avanco da idade da populacdo
mundial. As estimativas sdo de que esse numero aumente ainda mais, uma vez que
os dados mostram que a populacdo com idade superior a 65 anos duplique até o
ano de 2030 (BARZI; SEKERES, 2010; SEKERES, 2010).

Entretanto a incidéncia dessa doenca pode variar de acordo com idade, sexo e
raca (MA et al., 2007). A incidéncia da doenca chega a 20 casos para cada 100.000
habitantes quando se leva em consideracdo apenas a populacdo com mais de 70
anos de idade. Dessa forma, a SMD é considerada uma doenca de idosos com
média de idade 70 anos. Nos paises asiaticos a SMD ocorre em individuos mais
jovens com média de idade de 53 anos (KOMROKUJI, 2006; MATSUDA et al., 2005).

Em relagdo ao sexo, os estudos mostram uma taxa de incidéncia maior no
sexo masculino (NEUKIRCHEN et al.,, 2011). Ma (2012) mostrou nos EUA uma
incidéncia de 4,5 para cada 100.000 habitantes do sexo masculino e 2,7 para cada
100.000 habitantes do sexo feminino. Quanto a ra¢a, os dados apontam para uma
maior taxa de incidéncia em individuos caucasianos (HAMBLIN, 2009).

No Brasil, mesmo com a importancia que deve ser dada as doencas com maior
incidéncia nos idosos, devido ao aumento da expectativa de vida do brasileiro como
apontam os dados do ultimo censo, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), ainda s&o escassos os dados epidemiolégicos sobre essa
doenca. No entanto, um estudo multicéntrico avaliou 1080 pacientes com SMD de
novo, envolvendo centros da Argentina (n=635), Brasil (n=345) e Chile (n=100). O
estudo determinou uma mediana de idade de 68 anos, com discreto predominio do

sexo masculino nos pacientes brasileiros (BELLI et al., 2015).
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1.3. Diagnéstico

O diagnéstico de SMD é um dos mais complexos dentro do grupo de
neoplasias mieldides, uma vez que 0s sinais e sintomas sao inespecificos. Desta
forma, o diagnoéstico das SMD deve levar em consideragdo os achados clinicos e
laboratoriais (hematoldgicos, citolégicos, histolégicos, bioquimicos e genéticos)
(MALCOVATI et al., 2013; NIERO-MELO et al., 2006).

Malcovati e colaboradores (2013) sugerem que os critérios diagnésticos para
SMD tem o objetivo inicial de excluir outras causas de citopenia e displasia, bem
como outras doencas clonais da célula-tronco hematopoiética. Sendo assim, a
abordagem para SMD deve iniciar com a exclusdo de causas ndo malignas de
citopenias e, apos a realizacao do protocolo de excluséo, faz-se necessério o estudo
morfolégico para a avaliar a presenca de displasia celular e nimero de blastos na
medula 6ssea, bem como a bidpsia 6ssea e o caridtipo. Ao diagnéstico podem
ocorrer situagdes onde os achados clinicos e laboratoriais sédo sugestivos de SMD,
mas os achados morfoldgicos ndo sdo conclusivos (BEJAR; STEENSMA, 2014;
VARDIMAN et al., 2009).

O diagnostico diferencial da SMD também deve ser realizado com outras
patologias que cursam com citopenias sem a presenca dos critérios morfolégicos
considerados para o diagndéstico da SMD, tais como o “clonal hematopoiesis of
indeterminate potential” CHIP (MALCOVATI ;CAZZOLA, 2015); o "idiopathic
cytopenia of uncertain significance” ICUS (SANTOS; GONCALVES; DUARTE, 2013;
SCHROEDER et al., 2010), o “idiopathic dysplasia of uncertain significance” IDUS
(VALENT et al., 2012) e a sindrome de anemia do idoso (VALENT et al., 2012).
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1.4. Fisiopatologia da SMD

A fisiopatologia da SMD é complexa e ainda néo foi totalmente elucidada; no
entanto, sabe-se que 0s principais fatores que contribuem para a ocorréncia da
doenca sdo as mutacdes que alteram a sequéncia de nucleotideos dos genes e as
anormalidades epigenéticas. A maioria dos pacientes possui mutacdes que alteram
a sequéncia e funcdo de oncogenes ou genes supressores de tumores e alteracdes
epigenéticas, que resultam em expressao génica anormal (BEJAR; EBERT, 2010;
BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011).

Os estagios associados a patogénese das SMD séo:

. Capacidade de autorrenovacdo em uma célula progenitora;

. Aumento da capacidade de proliferacdo no clone transformado;
. Bloqueio ou diminuicao da diferenciacao celular;

. Instabilidade gendmica,;

. Mecanismos antiapoptoéticos ativados na célula transformada;

. Evasao do sistema imune;

N o o b~ W0DN P

. Supresséao da hematopoese normal.

Um microambiente anormal na medula 6ssea pode favorecer o aparecimento
do clone neoplasico e a expansao clonal adicional pode surgir do aumento da
proliferacdo ou da resisténcia a apoptose. A maneira como cada processo celular é
afetado pode determinar a manifestacdo clinica da doenca, incluindo diferentes
graus de citopenias, riscos de evolucdo para LMA e sobrevida global (ZEIDMAN;
DAYAN; MITTELMA, 1995) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de desenvolvimento e progressdao das sindromes
mielodisplasicas (SMD). (adaptado de ISSA, 2013).
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Displasia

As mutacBes conferem vantagem seletiva a subclones de células, permitindo
seu crescimento e eventual dominio em um ambiente tecidual local. Assim, a
progressdo da SMD resulta de uma sucessdo de expansbes clonais,
desencadeadas pela aquisicdo ou ativacdo de um genétipo mutante. A inativacdo de
genes supressores tumorais pode ocorrer através de alteracdes na sequéncia de
nucleotideos ou através de mecanismos epigenéticos como metilacdo do DNA e
modificacdes de histonas, que ndo alteram nucleotideos, mas afetam a regulacéo da
expressao génica. Danos no reparo do DNA podem ser decorrentes da exposicéo a
agentes mutagénicos, com consequente aumento da susceptibilidade as mutacfes
conforme ilustrado na figura 2 (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).
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Figura 2. Eventos secundarios relacionados com a progressao da SMD.
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1.5. Mecanismo inflamatorio na patogénse da SMD

A patogénese da SMD é complexa com relatos na literatura de envolvimento de
varios mecanismos dentre eles o genético, epigenético e imunomediadores. O
mecanismo inicial envolve danos genéticos das células tronco hematopoiéticas, com
um desenvolvimento de um clone mielodisplasico, que €& caracterizado por
apresentar vantagem proliferativa e excesso de apoptose (MORAES et al., 2009).
Os mecanismos patogénicos subjacentes que impulsionam um fendtipo clinico
comum a partir de um conjunto diversificado de anormalidades genéticas tém
recentemente sido reportado. Evidéncias acumuladas destacou o papel integral do
sistema imune inato em citocinas inflamatérias através da ativacdo de NF-kB na
patogénese da doenca (LOUNNAS et al., 2009).
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O NF-kB é uma proteina reguladora envolvida no controle de varios
mecanismos celulares pela regulacdo da expressao genica, de enzimas e citocinas,

gerando, crescimento e apoptose (LOUNNAS et al., 2009).

Mecanismos de morte celular envolvidos na patogénese da sindrome
mielodisplasica: tanto a Apoptose, como a piroptose e autofagia contribuem para a
morte celular nas sindromes mielodisplasicas. A apoptose, um tipo de morte celular
gque ndo induz a inflamacédo, pode se iniciar através de vias extrinsecas e
intrinsecas, ambas ativam caspases e levam a formacgédo de corpos apoptéticos.
(SALLMAN et al., 2016).

O tipo de morte celular denominado de Piroptose € um mecanismo de morte
celular que cursa com inflamacéo, e é iniciado por padrdes moleculares associados
ao dano celular, particularmente S100A8/S100A9, iniciados pela producédo de
espécies reativas de oxigénio e a ativacdo de inflamossomas; tais eventos resultam
na producdo de citocinas pro-inflamatérias tais como a IL- 18 e IL-18, além da
ativagcdo da caspase 1, acarretando lise celular. Por fim se tem a via mitofagica ou
autofagica, caracterizada pela degradacdo seletiva da mitocbndria através de
vesiculas lisossomais e um mecanismo autofagico, iniciado pela producdo de
espécies reativas de oxigénio, podendo induzir, também, as vias da apoptose e da
piroptose (Figura 3)( SALLMAN et al., 2016).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sallman%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27379212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sallman%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27379212
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Figura 3. Mecanismos de morte celular envolvidos na patogénese das sindromes

mielodisplasicas (SMD).
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Fonte: SALLMAN et al., 2016

1.6. Citogenética

A andlise citogenética desempenha um papel importante na determinacdo da
clonalidade em pacientes com suspeita de SMD. A realizacdo do cariétipo € uma
ferramenta que contribui para o diagndstico, prevencdo e monitoramento da
evolucao para LMA e sobrevida global, e mais recentemente na tomada de decisao
em relagdo ao tratamento a ser utilizado. As alteragbes cromossomicas S&ao
observadas em 30% a 50% dos casos de SMD primaria, ao diagnéstico, e entre 80%
e 90% das secundarias (CHAUFFAILLE, 2006; NIERO-MELO et al., 2006).

Em mais de 50% dos casos de SMD sdo observadas alteracbes

cromossOmicas. As alteragfes mais frequentes sdo as monossomias e as delec¢des


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sallman%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27379212
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dos cromossomos 5 (-5 /del5q) e 7 (-7 /del7q) (CHAUFFAILLE, 2011). A SMD
associada com del(5q) ocorre primariamente no sexo feminino e é caracterizada por
megacarioécitos hipolobulados, anemia refrataria do tipo macrocitica, contagem de

plaguetas normal ou aumentada e curso clinico favoravel (BRUNNING et al., 2008).

Na SMD de baixo risco, geralmente as alteracdes citogenéticas sdo isoladas,
engquanto que nas SMD de alto risco sdo associadas. A trissomia do cromossomo 8
€ a alteracdo numeérica mais comum e ndo estd associada a nenhum subtipo
especificamente. Outra alteracdo comum € a nulissomia do Y que ocorre em
aproximadamente 10% dos idosos que pode representar um clone maligno ou um

fendbmeno senescente na medula 6ssea (CHAUFFAILLE, 2011).

Os cariotipos complexos sdo observados em cerca de 20% dos doentes com
SMD priméria e em mais de 90% dos pacientes com SMD secundaria (OLNEY; LE
BEAU, 2002). De acordo com critérios internacionais, as anomalias cromossémicas
complexas nas SMD definem-se pela ocorréncia simultdnea de 3 ou mais anomalias
independentes. Estas resultam de um processo de acumulacdo sequencial de
anomalias, designado por evolugéo do cariétipo (HAASE, 2008).

1.7. Sistemas de Classificacao e Estratificacdo de Risco

1.7.1. Sistemas de Classificacao

A classificacdo inicial da SMD foi realizada em 1976 pelo grupo Franco-
Americano-Britanico (FAB), baseada em paradmetros morfoldgicos observados no
sangue periférico e na medula éssea. A classificacdo FAB foi revisada em 1982 e
utilizada por anos como guia para melhor compreensao desse heterogéneo grupo de
doencas. Foram definidas cinco entidades: anemia refrataria (AR), anemia refrataria
com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos
(AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em transformacdo (AREB-T) e
Leucemia mielomonocitica crénica (LMMC). Nesta classificagdo dois grupos de risco
podiam ser facilmente observados: grupo de baixo risco (AR e ARSA) e o grupo de
alto risco (AREB e AREB-t) com média de sobrevida variando entre 05 e 06 anos
para baixo risco e menos de um ano para o alto risco (Tabela 1) (BENNETT et al.,
1982).
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Tabela 1. Classificagdo Franco-Americana-Britanica da SMD (1976)

Tipo Sangue Periférico Medula 6ssea
Anemia Refrataria (AR) Blastos <1% Blastos<5%

Anemia  Refrataria com Blastos €1% Blastos<5%
sideroblastos em anel Sideroblastos em
(ARSA) anel >15%

Anemia  Refrataria com Blastos<5% Blastos >5% e
excesso de blastos (AREB) <20%

Leucemia  mielomonocitica Blastos <5% Blastos <20%
cronica (LMMC) Monécitos> 1000/mm?

Anemia  Refrataria com Blastos 25% Blastos entre >20%
excesso de blastos em e <30% ou com
transformacao (AREB-T) bastonete de Auer

Fonte: Adaptado de BORTOLHEIRO, 2006

Apesar de muito importante, este sistema de classificacdo apresentava
diversas limitacdes, tais como: variabilidade clinica dentro de um mesmo grupo e 0s
achados citogenéticos e a presenca de displasia em uma Unica linhagem ou
displasias em multilinhagens n&o foram considerados como impactantes na
evolucéo clinica (KOMROKJI; ZHANG; BENNETT, 2010).

Levando em consideragcédo esse contexto, em 2001, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) publicou uma nova classificacdo, com modifica¢des significativas nos
diversos subgrupos da FAB, com o intuito de agrupar melhor subtipos com
comportamento clinico semelhante (BORTOLHEIRO, 2006). Em 2008, foi feita uma
nova revisdo dos critérios para classificacdo da SMD pela OMS, na tentativa de
reduzir os doentes inclassificaveis e tornar as categorias mais precisas. A principal
modificacdo realizada foi a definicdo de trés categorias de Citopenia Refrataria com
Displasia Unilinhagem (CRDU): Anemia Refrataria (AR), Neutropenia Refrataria (NR)
e Trombocitopenia Refrataria (TR); e as Citopenias Refratarias com Displasia
Multilinhagem com ou sem Sideroblastos em Anel (JADERSTEN; HELLSTROM-
LINDBERG, 2009) (Tabela 2).
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Tabela 2. Classificacdo da Organiza¢do Mundial da Saude da SMD (2008)

Classificacdo OMS 2008

Subgrupo

Medula Ossea

Sangue Periférico

Citopenias refratarias com
displasia de unica linhagem
(CRDU):

- Anemia Refrataria (AR)

- Neutropenia Refrataria
(NR)

-Trombaocitopenia refrataria

Displasia >10% das células,
<5% de blastos

<15% de sideroblastos em
anel

Citopenia Unica ou bicitopenia®

Blastos ausentes ou raros (<1%)"

Anemia Refrataria com
Sideroblastos em Anel
(ARSA)

Displasia em 210% das
células eritréides

<5% de blastos

Auséncia de bastonetes de
Auer

15% de sideroblastos em
anel

Anemia

Citopenia Refrataria com
displasia de mdltiplas
linhagens (CRDM)

Anemia Refrataria com
excesso de blastos-1
(AREB-1)

Anemia Refratéaria
com excesso de blastos-2
(AREB-2)

Sindrome Mielodisplasica -
néo classificavel (SMD-NC)

Sindrome mielodisplasica
associada com del(5q)
isolada

Displasia em 210% das
células em duas ou mais
linhagens mieloides

<5% de blastos

Auséncia de bastonetes de
Auer

Com ou sem sieroblastos em
anel

Displasia de Unica ou
multiplas linhagens

5 a 9% de blastos®
Auséncia de Bastonetes de
Auer

Displasia de Unica ou
multiplas linhagens

10 a 19% de blastos
Bastonetes de Auer
presentes ou n&o°

Displasias em <10% das
células em uma ou mais
linhagem mieléide quando
acompanhada de
anormalidades citogenéticas
presuntivas de smp*

<5% de blastos

Normo ou hiperceluraridade
megacariocitica

nacleo hipolobulado

<5% de blastos
Anormalidades
citogenéticas: del(5q) isolada

Sem Auer

Fonte: Adaptado de STEENSMA et al., 2015.

Citopenia (s) Blastos ausentes ou
raros (<1%)°, sem bastéo de Auer,
Mondcitos < 1.000/mm

Citopenia (s) <5% de
blastos®Ausencia de Bastonetes de
Auer Mondcitos
<1.000/mm3

Citopenia (s)

5 a 19% de blastos

Bastonetes de Auer presentes ou
nao°

<1x10°%L de mondcitos

Citopenias < 1% de blastos”

Anemia

Contagem de plaguetas normal ou
elevada Blastos
ausentes ou raros (<1%)
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A classificagdo da OMS foi revisada recentemente, em 2015, e passou a
considerar a importancia de mutacdes genéticas para o melhor estabelecimento do
diagnéstico e da classificacdo da SMD (ARBER; HARSSEJIAN, 2015) (Tabela 3).
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Tabela 3. Classificacdo da SMD de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude

2016.
CLASSIFICACAO OMS 2016
Subgrupo Linha- Citopenia % de % Blastos Citogenética
gem com Sideroblasto na MO e SP
displasia em anel na
MO
SMD com 1 lou? <15% MO <5% Qualquer alteragéo
displasia em <5%t SP <1% desde que néo
Unica linhagem associada a SMD
com del(5q) isolada
SMD com 20u3 1-3 <15% MO <5% Qualquer alteracéo
displasia em <50%t SO <1% desde que néo
multiplas associada a SMD
linhagens com del(5q) isolada
SMD com
sideroblastos
em anel (SA)

SMD-SA com 1 lou?2 215% MO <5% Qualquer alteragéo
displasia em >5%1 SP <1% desde que ndo
Unica linhagem associada a SMD

com del(5q) isolada

SMD-SA com 20u3 1-3 >15%/25%" MO <5% Qualquer alteragéo
displasia em SP <1% desde que néo
multiplas associada a SMD
linhagens com del(5q) isolada
SMD com del(5q) 1-3 1-2 Nenhumaou MO <5% del(5q) isolada ou
isolada qualquer SP <1% com 1 anormalidade

anormalidade adicional, exceto -7
ou del(7q)
SMD com
excesso de
blastos
SMD com 0-3 1-3 Nenhumaou MO 5%-9% Qualquer
excesso de qualquer SP 2%-4% anormalidade
blastos -1 anormalidade
SMD com 0-3 1-3 Nenhumaou MO 10%-19%  Qualquer
excesso de qualquer SPB 5%-19% anormalidade
blastos -2 anormalidade
SMD
inclassificavel
Com 1% de 1-3 1-3 Nenhumaou MO <5% Qualquer
blastos qualquer SP=1%} anormalidade
anormalidade
Com displasia 1 3 Nenhumaou MO <5% Qualquer
em Unica qualquer SP <1% anormalidade
linhagem e anormalidade
citopenia
Baseada na 0 1-3 <15%"° MO <5% Anormalidade que
definicdo da SP <1% define o subtipo de
anormalidade SMD
citogenética
Citopenia 1-3 1-3 Nenhuma MO <5% Qualquer
refrataria da SP <2% anormalidade
infancia

* Citopenias, definidas como: hemoglobina, <10 g / dL, contagem de plaquetas, <100 x 10° /L e
contagem absoluta de neutréfilos <1,8 x 10° / L. Raramente, a SMD pode apresentar anemia leve ou
trombocitopenia acima destes niveis. A contagem absoluta de monécitos no SP deve ser <1 x 10°/ L.
T Se a mutacdo SF3B1 estiver presente.


http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-29
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-30
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T Um por cento de blastos no SP deve ser registrado em, pelo menos, duas ocasides distintas.

§ Casos com 215% sideroblastos em anel, por definigédo, tém significativa displasia eritréide, e séo
classificados como SMD-SA-Displasia em uma ‘Unica linhagem.

Auséncia de bastonete de Auer em todos subgrupos

MO= Medula Ossea

SP= Sangue Periférico

Fonte: ARBER; HARSSEJIAN, 2015.

1.7.2. Sistemas de estratificacdo de risco
Os sistemas de estratificagdo de risco assumem papel fundamental na SMD,

sendo decisivo na escolha da melhor opcéao terapéutica. O sistema de modelo
prognoéstico desenvolvido por Greenberg e colaboradores (1997) é o sistema mais
utilizado e denomina-se Sistema Internacional de Escore Prognéstico (IPSS). Esse
sistema baseia-se na percentagem de blastos na medula éssea, no numero de
citopenias e no cariétipo. De acordo com o IPSS, os pacientes com SMD podem ser
estratificados em grupos de comportamento evolutivos distintos: baixo risco (bom
prognastico); risco intermediario-1 e risco intermediario-2 (progndstico intermediario);
e alto risco (prognostico desfavoravel) (Tabela 4) (TEFFERI; VARDIMAN, 2009).



Tabela 4. Sistema Internacional de Escore Prognéstico (IPSS) para SMD.
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Escores
Variaveis de prognoéstico 0,0 0,5 1,0 15
Numero de citopenias' 0-1 1-2 - -
Cariotipo" Bom Intermediario  Mau -
Porcentagem de blastos na M.O. <5 5-10 - 11-20
Escore total Grupo de Média de
risco sobrevida
(anos)
0,0 Baixo 5,7
0,5-1,0 Intermediario 1 35
1,5-2,0 Intermediario 2 1,2
22,5 Alto 0,4

" Citopenias: nivel de hemoglobina <10,0g/dL, contagens de plaquetas <100.000/mm° e
contagens absolutas de neutréfilos < 1.800/mm*

"Cariétipo: bom (normal, anomalias isoladas: -Y, 5g-, 20g-); mau (complexo ou anomalias no
cromossomo 7 associadas a outas alteragfes); intermediario (outras anomalias).

Fonte: adaptado de JADERSTEN; HELLSTROM-LINDBERG, 2009.

Posteriormente o IPSS foi revisado com o propdsito de determinar o impacto de

novos parametros com poder

prognastico;

incorporar

maiores subgrupos

citogenéticos; reavaliar o seu impacto progndstico; analisar a profundidade de

citopenias; proporcionar uma melhor capacidade de estratificacdo prognéstica
(GREENBERG et al., 2012) (Tabela 5).
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Tabela 5. Sistema Internacional de Escore Progndstico (IPSS-R) para SMD.

Variavel 0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4.0
Cari6tipo* Muito Bom Intermediario  Ruim Muito
bom ruim
Blastos (%) <2 >2ac< >10
5
Hb (g/dL) 210 8ac< <8
10
Neutrofilos =800 <800
(céls/mm?)
Plaquetas 2 50.000 <
(céls'/mm?®)  100.0 a 50.000
00 100.000
Classificacéo de risco Pontuacéo Sobrevida Média (anos)
Muito baixo <15 8,8
Bom >15a3,0 53
Intermediério 3,0a45 3,2
Alto >45a6 1,6
Muito alto >60 0,8 Muito
bom:
del(11q), -Y;

Bom: Normal, del(20q), del(5q) isolada e dupla, del(12p);

Intermediario: +8, 7g-, i(17q), +19, +21, qualquer outra alteracdo isolada ou dupla, clones
independentes;

Ruim: inv(3)/t(3g)/del(3g), -7, anormalidades duplas incluindo -7/del(7q), presenca de 3
anormalidades;

Muito ruim: presenga de > 3 anormalidades

Fonte: GREENBERG et al, 2012.



27

1.8. Aspectos moleculares da SMD

Para o desenvolvimento da SMD, pelo menos uma alteragcdo molecular deve
acontecer. As mutacfes iniciais nas ceélulas tronco podem causar bloqueio da
diferenciacdo levando a displasia, enquanto defeitos subsequentes afetam a
proliferacdo, causando expansao clonal das células aberrantes e progresséo para
LMA. Além disso, multiplas alteracdes genéticas podem ser adicionadas levando a
manifestacdo da doenca, diferenciacdo displasica e hematopoese ineficaz (ABDEL-
WAHAB; FIGUEROA, 2012; BEJAR et al.,, 2011; BRUNNING et al., 2008; RAZA;
GALILI, 2008).

Diversos estudos identificaram nos ultimos anos mutacdes somaticas de varios
genes envolvidos na patogénese da SMD, proporcionando uma caracterizagdo mais
detalhada dos subtipos da doenca e explorando novas oportunidades para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas. Atualmente, as mutacbes somaticas
podem ser agrupadas em diversas categorias distintas, com base no seu papel
funcional especifico. As mutacbes mais frequentemente verificadas detectadas em
pacientes com SMD, incluem splicing de RNA (SF3B1, SRSF2, U2F1, ZRSR2),
metilacdo do DNA (TET2, DNMT3A, IDH1 / IDH2), modificagdo da cromatina
(ASXL1, EZH2), regulacéo da transcricdo (RUNX1, BCOR) e controle de reparo de
DNA, tais como p53 (HARFERLACH et al., 2014; KULASEKARARAJ, et al., 2013b).

Apesar da baixa frequéncia de mutacéo, algumas mutacdes tém se mostrado
como valor de prognéstico independente, como a mutacdo SF3B1 e 0 aparecimento
de sideroblastos em anel; a ocorréncia de TET2, que promove melhor resposta ao
tratamento com de 5-azacitidina; a ocorréncia de DNMT3A, que promove a reducgéo
da sobrevida global com rapida progressdo para LMA, dentre outras (BEJAR;
STEVENSON; CAUGHEY, 2014; VALENCIA et al., 2014).

Em pacientes com estratificacdo de baixo risco, as mutacdes podem consistir
um importante diferencial prognostico na identificacdo de subgrupos com evolucéo
distinta. Um trabalho realizado por Bejar e colaboradores (2012) verificou que as
mutacdes EZH2, RUNX1, TP53 e ASXL1 associaram-se a caracteristicas clinicas e
a menor sobrevida de pacientes com SMD de baixo risco. Adicionalmente, outro
estudo realizado pelo mesmo grupo, identificou a presenca das mutacdes TP53,

TET2 e DNMT3A como preditoras para diminuicdo da sobrevida de pacientes com



28

SMD apés o transplante de células tronco-hematopoiéticas (BEJAR; STEVENSON,;
CAUGHEY, 2014).

As mutacdes no gene TP53 constituem 8 a 12 % das mutacdes descritas em
pacientes com SMD e estdo associadas com cariotipo complexo e menor sobrevida.
A maioria ocorre no dominio que envolve os exons 5 a 8 e constituem mutacdes
missense (BEJAR et al, 2012; KULASEKARARAJ et al., 2013b).

1.9. O Gene TP53 e seu papel na SMD

O gene TP53 tem sido correlacionado com a patogénese do cancer, tendo em
vista que suas mutagbes podem levar a uma desregulacdo do controle do ciclo
celular, com proliferagédo exacerbada, danos nos mecanismos de reparo de DNA e
consequente instabilidade genémica (YONISH-ROUACH, 1997).

O gene TP53 esta localizado no braco curto do cromossomo 17, na regido
pl3.1, e possui aproximadamente 20kb de tamanho. Apresenta seu produto de
transcricdo uma proteina de 53kDa, denominada proteina 53 (p53). Esta
fosfoproteina nuclear funciona como fator de transcricdo de sequéncia especifica
que esta diretamente relacionado com a regulacéo do ciclo celular, inducdo da morte
celular programada, reparo do DNA, senescéncia e metabolismo energético
(BENSAAD; VOUSDEN, 2007; CHEUNG; VOUSDEN, 2010).

A forma inativa da proteina p53 se localiza no citoplasma em baixas
concentracbes. No entanto, quando as células sdo submetidas a situacbes que
acarretam estresse, como exposicdo a radiacdo ionizante e a radiacao UV, ocorre
sinalizacdo intracelular com consequente conversdo do seu estado inativo em
estado funcional, além da elevacdo de sua concentracdo no citoplasma (MILNER,
1997). A proteina p53 funciona como um regulador negativo do ciclo celular,
controlando a progressao do ciclo da fase G1 para a S e ativa a transcricdo de
genes de reparo do DNA, impedindo desta forma a propaga¢édo do erro genético
para as ceélulas filhas. No entanto, se o reparo do DNA nao for efetuado de forma
satisfatoria, a proteina p53 dispara 0 mecanismo de morte celular programada,
denominado apoptose (PROKOCIMER; ROTTER, 1994).
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No inicio do ciclo mitético, a proteina p53 ativa transcricionalmente o gene p21,
induzindo a sintese da proteina 21 (p21), cuja funcao € inibir a acdo das quinases
dependentes de ciclina, fazendo com que as células parem na fase G1 do ciclo
celular, até que se complete o reparo do DNA. Para tanto, a proteina p53 ativa o
gene GrowthArrest DNA Damagelnducille (GADD-45), que atua corrigindo a lesao
no DNA. Quando o reparo do DNA é finalizado, a proteina p53 € entdo degradada
pela acdo da proteina MDM-2, produto do gene mouse double minute 2 (MDM-2)
(MILNER, 1997; TARAPORE; FUKASAWA, 2000).

Nas células que apresentam o gene p53 mutado e inativacdo da proteina p53,
nao ocorre a parada do ciclo celular necessaria para o reparo do DNA. Essas
células, geneticamente instaveis, tendem a acumular mutacdes e rearranjos
cromossémicos adicionais, levando a uma répida proliferacdo de clones de células
com DNA mutado e transformacdo neoplasica (ROTTER; PROKOCIMER, 1991,
BARCINSKI, 2004).

A forma ativa da proteina p53 tem vida média muito curta (em torno de 6
minutos), devido a sua rapida degradacdo, o que torna extremamente dificil a sua
deteccdo. Ao contrario, as formas mutadas ou inativas tendem a acumular-se no
ndcleo das células, podendo ser facilmente detectadas por métodos imunoldgicos
como a imunohistoquimica (MILNER, 1997; ROTTER; PROKOCIMER, 1991).

Estudos relacionando mutacdes no gene TP53 com doencas onco-
hematolégicas, entre eles destacam-se o estudo de Kaneko e colaboradores (1995),
que demonstraram uma elevada frequéncia (12%) de mutagcbes do gene TP53 em
pacientes com SMD, associando este achado com um pior prognostico e com
cariétipo complexo, corroborando assim o fato de que tanto a ativacdo de oncogenes
como a inativacdo de supressores tumorais sdo requeridos no processo de

oncogénese.

Estudo realizado por Kita-Sasai e colaboradores (2001) associou as mutagdes
no gene TP53 com SMD de alto risco, com pior prognostico e com resisténcia a
terapia. Jaderstein e colaboradores (2011) demonstraram que pacientes com SMD
de baixo risco com gene TP53 mutado apresentaram niveis elevados da proteina

p53 e progrediram para LMA.
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Niveis elevados da proteina p53 estdo associados com mutacdes no gene
TP53 e, consequentemente, a parada da regulacdo do ciclo celular, podendo
favorecer a proliferacdo celular descontrolada e o surgimento de mutacdes
adicionais, contribuindo para a progressdo da doenca e para resisténcia ao
tratamento. Assim, os niveis da proteina p53 podem ser utilizados como fator de
prognoéstico e como ferramenta auxiliar na escolha terapéutica em pacientes com
SMD (KULASEKARARAJ et al., 2013a).

O gene TP53 €& um dos mais frequentemente mutados em neoplasias
humanas, incluindo as neoplasias hematolédgicas. Cerca de 50-60% dos pacientes
com neoplasias apresentam mutacdes nesse gene. A perda do TP53, por mutagéo
ou delecdo, compromete sua funcdo, levando a uma instabilidade gendmica,
contribuindo para evolugéo clonal e progressdo tumoral (CHAN et al., 2008). A
mutacdo mais frequentemente observada no gene p53 é a substituicdo de um
nucleotideo, geralmente resultando em uma alteragdo missense (troca de
aminoéacidos) (KLEIN, 2016).

As mutacdes do TP53 na SMD de novo ocorrem em 8-12% dos casos. Desse
percentual, aproximadamente 30-50% correspondem aqueles com cariétipo
complexo (BEJAR, 2011; KULASEKARARAJ et al., 2013b). Nos casos de delegéo
do 5q, a frequéncia é cerca é de 15 a 20%. Na SMD relacionada a terapia, observa-
se uma incidéncia superior, variando de 27-86% (IMAMURA; ABE; OGUMA, 2002;
KULASEKARARAJ et al., 2013b).

A presenca de mutacdes em p53 tem sido considerada um fator independente
de mau progndstico, estando relacionada a manifestacdes clinicas mais graves,
trombocitopenia, aumento no nimero de blastos, resisténcia a lenalidomida, recidiva
e pior sobrevida (GANGAT; PATNAIK, TEFFERI,2016; MCGOWAN et al., 2015a).
Os pacientes com delecao do 5q, isolada, ainda que classificados como baixo risco,
na presenca da mutacdo, demonstram maior risco de progressao da doenca e
recaida precoce, em tratamento com lenalidomida (JADERSTEIN et al.,, 2011).
Diante desses achados, tém sido sugerido uma anélise dessas mutacfes em todos

0s pacientes candidatos ao tratamento com o farmaco (MALCOVATI et al., 2013).

Nos pacientes de baixo risco com cariétipo normal, mutagcées no gene TP53

tém sido associadas a um progndstico desfavoravel, baixa resposta ao tratamento e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imamura%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11840277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abe%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11840277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oguma%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11840277
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sobrevida reduzida (BEJAR et al., 2012; KULASEKARARAJ et al., 2013a). O papel
desse gene e da expressao da proteina nos pacientes de baixo risco, ainda ndo esta
elucidado, porém é sugerido que essas mutacfes ocorrem no inicio do curso da
doenca (JADERSTEN et al.,2011; KULASEKARARAJ et al., 2013a), apesar de
ocorrer menos frequentemente em estagios mais avancados da doenca (SAFT et al.,
2014).

Um dos polimorfismos no gene TP53 relacionados ao desenvolvimento de
neoplasias é o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) R72P, o qual decorre da
substituicdo de um nucleotideo citosina(C) para uma guanina (G), promovendo a
alteracdo do aminoéacido prolina para arginina. Os diferentes gendtipos obtidos
interferem no bloqueio do ciclo celular, reparo de DNA e ativacdo da apoptose,
afetando consequentemente, o crescimento tumoral. Nas neoplasias hematoldgicas,
ndo ha um consenso sobre a influéncia desses polimorfismos nos aspectos clinicos
ou na evolugcdo da doenca (BERGAMASHI et al., 2004; MACHADO-NETO et
al.,2012; McGRAW et al.,2015b).

Dentre as estratégias terapéuticas disponiveis na SMD, somente o transplante
alogénico é considerado curativo, e uma das ferramentas de definicdo da
eligibilidade dos pacientes é a classificacdo de risco dos sistemas de escores
prognosticos IPSS, IPSS-R e WPSS. Entretanto, esses sistemas apresentam
limitacbes como a ndo especificidade para o transplante e a ndo incorporacédo de
fatores relevantes na indicacdo do TCTH, como mutacdes de impacto conhecido na
doenca (OTROCK et al, 2013).

O estudo das mutagbes TET2, DNMT3, TP53, JAK2, RUNX1, SF3B1, AF1,
ASXL1 tem se mostrado relevante, identificando a relacéo entre o perfil genémico da
neoplasia e as caracteristicas fenotipicas e clinicas da doenca, tendo, portanto, um
valor progndstico significante (PAPAEMMANUIL et al., 2013).

A presenca da mutagéo do gene p53 pode ser encontrada em torno de 8 a 12%
(JADERSTEIN et al., 2011; BEJAR et al., 2012; KULASEKARARAJ et al.,2013b) de
todas as SMD e esta associada independentemente a mau prognostico, mais
frequentemente em pacientes com cariotipo complexo e delecéo do 5q (15 a 20%),
podendo predizer resisténcia a lenalidomida ou associada a recidiva (KITA-SASAI et
al., 2001). A proteina codificada pelo gene de supressdo tumoral TP53, € um fator
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chave na regulagéo do ciclo celular e na patogénese das neoplasias. Sua expressao
aumentada esta relacionada a presenca de mutacdes em TP53 e ambas tém sido
associadas a um prognoéstico desfavoravel e menor sobrevida (BEJAR et al, 2014).
A analise por imunohistoquimica da proteina p53 tem sido considerada uma
ferramenta Util e de facil aplicabilidade, tendo sido observada em até 34,4% de
pacientes com SMD de baixo risco (DUARTE et al., 2014; SAFT et al, 2014). Além
de correlacionar-se com a presenca da mutacdo e indicar mau progndéstico e
sobrevida reduzida (SAFT et al, 2014), a proteina p53 tem sido apontada como um
parametro que pode auxiliar na indicacdo e no desfecho do TCTH (HONKANIEMI et
al., 2014).

Nesse contexto o presente estudo se propde a investigar o impacto da
expressao da proteina p53, as mutacdes no gene TP53 e o polimorfismo R72P em
pacientes com SMD de baixo risco, associando-os aos marcadores clinicos e com
escores prognosticos e a sua aplicabilidade como critério adicional para auxiliar a
indicacdo do TCTH. Os possiveis resultados desse estudo poderdo contribuir para a
melhor compreensdo da patogénese da SMD e ser de fato um recurso til no
contexto clinico, auxiliando de forma complementar com as caracteristicas ja
presentes nos escores prognoésticos, refinando-os e colaborando na decisédo

terapéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da expressédo da proteina p53, mutacdes no gene TP53 e do
polimorfismo R72P em pacientes com SMD de baixo risco associando-0os aos
marcadores clinicos e com escores prognosticos e a sua aplicabilidade como critério
adicional para auxiliar a indicagao do TCTH.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a frequéncia da expressao da proteina p53 em pacientes com SMD
de baixo risco ao diagndstico;

e Associar a expressdo da proteina p53 com: sexo, idade, valores de
hemoglobina, hematdécrito, volume corpuscular médio, leucécitos, plaquetas,
caribtipo, Sistema Internacional de Escore Prognostico (IPSS), Sistema Internacional
de Escore Prognéstico Revisado (IPSS-R), fibrose medular e marcacao para CD34
em megacariocitos ao diagndstico;

e Determinar a curva de sobrevida livre de eventos nos pacientes em estudo;

e |dentificar a frequéncia e os tipos de mutagdes no gene TP53;

e Determinar a frequéncia dos genadtipos do polimorfismo R72P na populacao
em estudo;

e Associar os dados da analise molecular com os parametros clinicos e fatores
prognasticos;

e Descrever dois casos de SMD de baixo risco submetidos ao TCTH, avaliando o

perfil da proteina p53 no desfecho dos pacientes.
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3. METODO

3.1. Aspectos éticos

O projeto que resultou no presente trabalho estd em conformidade com as
orientagfes constantes da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude e com
parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceard, sob protocolo n°129/12. Todos os participantes assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) para participar do estudo.

3.2. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo analitico e prospectivo de avaliagdo do impacto da
expressdo da proteina p53, mutacdes no gene TP53 e do polimorfismo R72P em
pacientes com SMD de baixo risco associando-0s aos marcadores clinicos e com
escores prognoésticos e a sua aplicabilidade como critério adicional para auxiliar a
indicacdo do TCTH.

3.3. Casuistica

Do total de 73 amostras de pacientes com SMD de baixo risco avaliadas para a
expressdo da proteina p53, 35 foram selecionadas ao acaso para o estudo
molecular e dois casos relatados fazem parte da casuistica do presente estudo
receberam indicacdo clinica para o TCTH. Os pacientes foram atendidos no
ambulatério do Servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), no periodo de fevereiro de 2012 a agosto de 2016.

O diagnostico foi realizado de acordo com os critérios minimos estabelecidos
na Conferéncia sobre SMD realizada em Viena, em 2006 (VALENT et al., 2008):
citopenia periférica, constante e significativa (> 6 meses) em pelo menos uma
linhagem hematopoiética, medula d&éssea com caracteristicas morfolégicas
relacionadas com SMD (um ou mais das seguintes alteracdes em pelo menos uma
linhagem hematopoiética: displasia 210%, sideroblastos 215%, ou mieloblastos

25%), ou cariétipo com alteracdes caracteristicas de SMD. Além disso, todos os
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outros distlrbios hematopoiéticos e ndo-hematopoiéticos devem ser descartados
como a razao principal para a displasia e/ou citopenia.

A classificacdo dos pacientes com SMD foi realizada de acordo com a OMS
(2016) (ARBER; HARSSEJIAN, 2015) e a estratificacdo de risco foi baseada no
Sistema Internacional de Escore Prognéstico (IPSS) e no Revisado (IPSS-R)
(GREENBERG et al., 2012). H& o que se considerar que existe uma grande linha
diviséria que separa 0s pacientes em baixo risco e alto risco, que tem como
referéncia principal o comportamento clinico e o tipo de terapéutica que devera ser
instituida. Quando classificamos um paciente como Intermediario 1 pelo IPSS, isto
significa dizer que esse paciente deve ser conduzido como de baixo risco, por outro
lado quando o classificamos como intermediario pelo IPSS-R poderemos ter nesse
grupo tanto pacientes com comportamento de baixo ou alto risco, pois essa
condicao permite que segundo Greenberg e colaboradores (2012) possa esta
incluido 73% de Intermediario 1, 19% de Intermediario 2 , 7% de baixo risco e 1% de
alto risco da classificacdo anterior do IPSS. No presente estudo todos os pacientes
intermediarios do IPSS-R se correlacionam com o intermediario 1 do IPPS,

continuando portanto com sua estratificacao de baixo risco.

3.4. Critérios de selecdo da amostra

3.4.1. Critérios de incluséo

- Pacientes com diagndstico confirmado de SMD de novo;

- Pacientes com estratificacdo de risco classificada pelo IPSS (baixa risco e
intermediéario 1) e pelo IPSS-R (muito baixo, baixo e intermediario).

- Pacientes que concordaram em participar do estudo, assinando o TCLE.

3.4.1. Critérios de excluséo

- Pacientes sem diagndstico confirmado de SMD;

- Pacientes com diagndéstico de SMD secundaria;

- Pacientes com estratificacédo de risco classificados pelo IPSS (Intermediario 2
ou alta risco) e pelo IPSS-R (alto risco e muito alto risco).

- Pacientes que n&o concordaram em participar do estudo.

3.5. Coleta de dados e de material biologico
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Os dados como idade, sexo, hemograma, mielograma, coloracdo para ferro,
bidpsia de medula 6ssea e classificacdo e estratificacdo de risco ao diagndéstico

foram coletados por andlise de prontuarios meédicos.

A biopsia de medula 6ssea foi realizada por puncdo do osso pélvico para
posterior realizagdo dos cortes histolégicos, para a realizagdo da imunohistoquimica.
Aproximadamente 4mL de aspirado medular foram coletados por puncgédo do
aspirado medular em anticoagulantes EDTA para a extragcdo de DNA gendmico e

posterior realizacdo das técnicas moleculares.

3.6. Andlise imunohistoquimica da proteina p53

A andlise imunohistoquimica da proteina p53 foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por Kitagawa e colaboradores (1994). Os cortes da biépsia de
medula 6ssea de cada paciente foram descalcificados usando 10% de &cido nitrico e
foram embebidos em parafina antes da analise imunohistoquimica. Em seguida, os
cortes foram desparafinados, hidratados e lavados com solucdo salina tamponada
(pH=7,0).

A recuperagéo antigénica foi entéo realizada utilizando um tampéao de citrato 10
mM (pH 6,0) durante 30 minutos e os cortes foram subsequentemente bloqueados
com dois ciclos de tratamento com uma solucdo de metanol contendo uma
peroxidase enddgena e 0,03% de peréxido de hidrogénio durante 5 minutos cada.
Em seguida, os cortes foram incubados com um anticorpo monoclonal especifico
para p53 (DO-7 Clone; DAKO®) durante 12 h a 4°C e, apds lavagem com solucéo
salina tamponada, foram incubados durante 1 h com anticorpo IgG biotinilado. Os
cortes foram entdo incubados com o complexo ABC, que contém 5 uL de avidina e 5
mL de biotina em 5 mL de solucao salina tamponada (DAKO®) durante 45 min. Para
visualizar a reacdo, os cortes foram tratados com uma solucdo de 1 mg/mL de
diaminobenzidina (DAKO®), seguido de contra-coloracdo com hematoxilina. As
laminas foram montadas em laminulas com balsamo do Canada. Bi6psia realizada

em tecido de carcinoma mamario foi utilizado como controle positivo.
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A expressdo da proteina p53 foi definida como positiva para padréo forte de
coloracdo nuclear em pelo menos 1% dos precursores granulociticos analisados
(SAFT et al., 2014). A figura 4 apresenta o padrao de marcacao nuclear considerado

com forte para as analises do presente estudo.

Figura 4. Forte marcacdo para a proteina p53 ao diagnéstico em paciente com

sindrome mielodisplasica de baixo risco.

Coloracéo: Avidina-biotina. Aumento: 400x.

Fonte: Propria.

3.7 Extracdo de DNA

O DNA foi isolado de leucécitos colhidos a partir de aspirado medular em tubos
contendo o anticoagulante EDTA. Foram utilizados kits de extracdo da BIOPUR®.

As amostras foram armazenadas a -20° C até o momento da analise.
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3.8. Pesquisa de muta¢cdes no gene TP53 e polimorfismo R72P

As pesquisas das mutagbes no gene TP53 e do polimorfismo R72P foram
realizadas no Laboratdrio de Biologia Molecular do Centro de Transplante de Medula
Ossea (CEMO), do Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Rio de Janeiro.

As mutacbes no gene TP53 foram analizadas por sequenciamento Sanger.
Quatro pares de primers foram utilizados para a cobertura completa dos exons 3 a 9:
exon 3-4, 5-6, exon 7 e exon 8-9. O sequenciamento do exon 4 permitiu a pesquisa
dos polimorfismos R72P. Os primers e as condicdes de amplificacdo estdo

apresentados no anexo |.

Os éxons foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a
partir do 100 ng de DNA extraido. Os primers e as condicbes de amplificacdo do
DNA seguiram o protocolo determinado pela Agéncia Internacional de Pesquisa do
Cancer (IARC). Os produtos de PCR foram sequenciados no aparelho ABI PRISM®
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Os dados foram analisados usando o software Mutation Surveyor
(SoftGenetics). Todas as variantes encontradas foram comparadas com as bases de
dados: Cosmic, dbSNP e 1000 genomes UniProtKB.

3.9 Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. O teste
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicdo normal dos dados e as
diferencas estatisticas entre os grupos foram observadas utilizando o teste t-Student
ou Mann-Whitney, para variaveis quantitativas, e o teste qui-quadrado para as
variaveis qualitativas. A curva de Klapan-Meier foi realizada para verificar diferencas
estatisticas entre os tempos de sobrevida livre de eventos (progresséo para LMA ou
obito). A sobrevida livre de eventos foi definida como o intervalo de tempo entre a
data do diagnoéstico e a data do primeiro evento negativo (morte relacionada com a
progressdo da doenca ou progressdao para LMA). O nivel de significancia

estabelecido foi de p <0,05 para todas as analises.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas da populagcdo estudada

Dos 73 pacientes que participaram do estudo, sendo 27 (36,9%) do sexo
masculino e 46 (63,1%) do sexo feminino. A mediana de idade foi de 65 anos,

variando de 30 a 92 anos.

Durante o estudo, nenhum paciente realizou tratamento quimioterapico, exceto
dois que evoluiram para LMA. Estes pacientes durante a progressdo da doenca
foram tratados com agentes hipometilantes (azacitidina) e/ou imunomoduladores
(lenalidomida). Apenas um paciente foi tratado com azacitidina sem indicios de

progressao da doenca em decorréncia de trombocitopenia isolada grave.

A tabela 6 apresenta os valores de hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), leucécitos e plaquetas ao diagndstico dos pacientes em

estudo.

Tabela 6. Parametros do hemograma ao diagndstico dos pacientes em estudo
(n=73).

Parametros Média + erro padréo Minimo Maximo
da média

Hemoglobina (g/dL) 10,92 + 0,33 4,84 17,00

Hematécrito (%) 32,78 £ 0,98 14,40 50,80

VCM (fL) 90,37 £ 1,32 63,65 115,9

Leucoécitos (/mms3) 4.362 + 336,5 1.380 15.400

Plaguetas (/mm3) 168.667 + 18.111 100.000 949.000

VCM: volume corpuscular médio
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Tabela 7: Classificagdo dos pacientes com SMD em estudo, em relacdo a

OMS 2016 (n=73)

Tipos
SMD com displasia em Unica
linhagem
SMD com displasia em maultiplas
linhagens
SMD com sideroblastos em anel

SMD-SA com displasia em Unica
linhagem

SMD-SA com displasia em multiplas
linhagens
SMD com del(5q) isolada

SMD inclassificavel
com displasia em u(nica linhagem

citopenia

n (%)
33 (45,21)

30 (41,09)

4(5,48)
1(1,37)

2(2,74)

3(4,11)

Os dados da tabela 7 demonstram que a maioria dos pacientes foram

classificados como SMD com displasia em Unica linhagem 33 (45,21%) e SMD com

displasia em multiplas linhagens 30 (41,09%), ao diagnéstico de acordo com a

classificacdo da OMS (2016).
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4.2. Frequéncia da expressao da proteina p53 e a associacdo com 0s
marcadores de prognoésticos de pacientes com SMD de baixo risco.

Em relacdo a expressao imunohistoquimica da proteina p53, 20 (27,4%) dos
pacientes apresentaram forte marcacdo em mais de 1% das células nucleadas da

medula 6ssea, enquanto 53 (72,6%) ndo apresentaram marcagao.

A tabela 8 apresenta a influéncia da expressédo imunohistoquimica da proteina
p53 sobre as caracteristicas clinicas de pacientes com sindrome mielodisplasica de
baixo risco. Os valores de hemoglobina e hematoécrito foram significativamente
inferiores nos pacientes com positividade para a expressao da p53 (9,74 g/dL e
29,3%, respectivamente) do que em pacientes sem a expressao da p53 (11,72 g/dL

e 33,9%, respectivamente) (p <0,05).

Um percentual de 45% dos pacientes com expressao de p53 apresentou
fibrose medular nos niveis mais avancados (Il / Ill) ao diagndstico. Para o grupo sem
expressdo de p53, a frequéncia desse achado foi de 13,3%. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa (p = 0,002). Em relacdo a celularidade da medula
0ssea, 60% dos pacientes com expressdo de p53 apresentaram medula O6ssea
hipercelular, ao diagndstico, enquanto somente 18,9% dos pacientes sem expressao

de p53 apresentaram essa caracteristica (p = 0,002).

Outro achado foi a imunorreatividade para CD34 em megacariocitos. Um
percentual de 40% dos pacientes com a expressao de p53 apresentou reatividade
para CD34 em megacariocitos, enquanto que para pacientes sem expressao de p53,

a frequéncia para este achado foi de 15,1% (p=0,029).

No presente estudo, a expressao da proteina p53 ndo apresentou associacao
com as variaveis idade ao diagnéstico, sexo, numero de leucdcitos e de plaquetas,
volume corpuscular médio (VCM), caridtipo e numero de blastos na medula 6ssea
(p> 0,05).

Em relacdo a estratificacdo de risco dos pacientes em estudo, ndo houve
associacdo entre a expressdo de p53 e os critérios IPSS. No entanto, para a
estratificacdo |IPSS-revisado, observou-se que 16(30,2%) dos pacientes com
expressao negativa do p53 foram classificados como muito baixo risco pelo IPSS-R

e que somente um (5%) positivo para p53% (p = 0,049) estava incluido nesse grupo.
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Tabela 8. Influéncia da expressdo imunohistoquimica da proteina p53 sobre as
caracteristicas clinicas de pacientes com SMD de baixo risco (n= 73).

Parametros Expresséo de p53 Valor de p
Positiva (n=20) Negativa (n=53)

Mediana de idade, anos (intervalo) 69 (51-92) 64,5 (30-89) 0,246

Sexo

Masculino 8 (40%) 19 (35,8%) 0,787

Feminino 12 (60%) 34 (64,2%)

Mediana de duracdo da SMD (meses) 22,33+15,32 32,52+ 24,49 >0,05

Citogenética, n (%)

Cariétipo Normal 17 (85%) 47 (88,7%) 0,698

Aberracdes Cromossémicas* 3 (15%) 6 (11,3%)

IPSS

Baixo, n (%) 17 (85%) 47 (88,7%) 0,698

Intermediéario, n (%) 3 (15%) 6 (11,3%)

IPSS Revisado

Muito baixo, n (%) 1 (5%) 16 (30,2%) 0,049

Baixo, n (%) 16 (80%) 34 (64,1%) p>0,05

Intermediario-1, n (%) 3 (15%) 3 (5,7%) p>0,05

Hemograma

Hemoglobina (g/dL) 9,744 £ 0,602 11,72 £ 0,377 0,044

Hematdcrito (%) 29,3+1,70 33,9+1,10 0,040

VCM (fL) 87,80+1,78 91,2+1,64 0,281

Leucdcitos (X109/L) 3,61 +0,394 4,58 + 0,416 0,227

Plaquetas (x10%/L) 173,1 £ 29,3 167,3+21,9 0,894

Blastos na Medula Ossea, % 1,5+0,73 0,655 + 0,19 0,113

Celularidade da Medula Ossea

Hipocelular, n (%) 3 (15%) 13 (24,5%) p>0,05

Normocelular, n (%) 5 (25%) 30 (56,6%) p>0,05

Hipercelular, n (%) 12 (60%) 10 (18,9%) 0,002

Fibrose Medular

Sem Fibrose, n (%) 7 (35%) 37 (69,8%) p>0,05

Grau |, n (%) 4 (20%) 9 (16,9%) 0,008

Graus II/1ll, n (%) 9 (45%) 7 (13,3%)

Imunorre_atividade para CD34 em

megacariécitos

Positivo, n (%) 8 (40%) 8 (15,1%) 0,029

Negativo, n (%) 12 (60%) 45 (84.9%) p>0,05
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* As alteragc6es cromossdmicas detectadas em pacientes com expressdo de p53 e sem expresséo de
p53 foram: del 5q e i17 e del 5q, iso (17), -y e mar, respectivamente.

VCM: volume corpuscular médio; IPSS: Sistema Internacional de Escore Prognéstico

IPSS-R: Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado; Os resultados foram expressos em média + erro
padrao da média.

4.3. Influéncia da expresséo de p53 sobre a sobrevida livre de eventos.

A andlise de sobrevida livre de eventos combinados (ébito e progressédo para
LMA) demonstrou que 0s pacientes com expressao positiva para p53 apresentaram
um tempo significantemente inferior de sobrevida livre de eventos quando
comparados aos pacientes sem a expressao de p53 (p=0,039) (Figura 5). A mediana

de seguimento foi de 31 meses, variando de 1 a 100 meses.

Dos 20 pacientes com expressdo de p53, 4 (20%) evoluiram para 6Obito e um
(5%) evoluiu para LMA. Destes, um paciente apresentou intensa marcacao para p53
em 40% dos precursores granulociticos e evoluiu para 6bito seis meses apos o
diagnostico. No grupo sem a expressao de p53, somente um (1,88%) paciente
evoluiu para LMA, trinta meses apés o diagnostico.
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Figura 5. Curva de sobrevida livre de eventos combinados (LMA ou 0bito) para
pacientes com sindrome mielodisplasica de baixo risco, de acordo com a expressao
da proteina p53 (n=73).
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4.4. Avaliacdo do polimorfismo R72P em pacientes com SMD de baixo

risco.

A tabela 9 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo
R72P na populacdo estudada. Em relacdo a frequéncia genotipica, houve maior
prevaléncia do gendtipo GG (54,3%) e menor prevaléncia do heterozigoto CG
(14,3%). O alelo G (61,4%) foi mais frequente do que o alelo C (38,6%).

Tabela 9. Frequéncia genotipica e alélica nos pacientes em estudo (n=35).

NuUmero de pacientes (n) Porcentagem (%)
Frequéncia genotipica
CcC 11 314
CG 5 14,3
GG 19 54,3
Frequéncia alélica
C 27 38,6
G 43 61,4

A tabela 10 apresenta a influéncia do polimorfismo R72P sobre as
caracteristicas clinicas de pacientes com sindrome mielodisplasica de baixo risco.
N&o houve associacdo dos gendétipos do polimorfismo R72P com as caracteristicas
clinicas de pacientes com SMD de baixo risco. Em relacdo ao género verificou-se
que o grupo de heterozigotos (genoétipo CG), todos os pacientes sdo do sexo
masculino, enquanto nos grupos de homozigotos (genétipos CC e GG), houve
predominio do sexo feminino. Esta diferenca foi estatisticamente significativa; no
entanto, o pequeno tamanho da amostra do grupo heterozigoto deve ser

considerado antes de qualquer inferéncia.
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Tabela 10. Influéncia do polimorfismo R72P sobre as caracteristicas clinicas de

pacientes com sindrome mielodisplasica de baixo risco (n = 35).

Parameters R72P polymorphism (n=35) p
value
CC (n=11) CG (n=5) GG (n=19)
Mediana de idade, anos (intervalo) 69 (34-82) 65 (45-88) 63 (44-77) 0,924
Sexo
Masculino 4 (36,4%) 5 (100%) 7 (58,3%) 0,003*
Feminino 7 (63,6%) 0 (0%) 12 (41,7%)
Mediana de duracdo da SMD meses 41,6 + 8,28 58,2 + 25,3 42,07 £ 8,56 0,651
Citogenética, n (%)
Cariétipo Normal 10 (90,9%) 4 (80%) 16 (84,2%) 0,814
Aberracdes Cromossémicas- del 5q (n=) 1 (9,1%) 1 (20%) 3 (15,8%)
i17 (n=); iso(17)-n=, -y(n=) e mar(n=),
IPSS
Baixo, n (%) 9 (81,8%) 4 (80%) 13 (68,4%) 0,723
Intermediario, n (%) 2 (18,2%) 1 (20%) 6 (31,6%)
IPSS Revisado
Muito baixo, n (%) 10 (90,9%) 5 (100%) 16 (84,2%) 0,677
Baixo, n (%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (10,5%)
Intermediario-1, n (%) 1(9,1%) 0 (0%) 1 (5,3%)
Hemograma
Hemoglobina (g/dL) 11,37+0,76 12,98+1,16 10,33 +0,66 0,167
Hematdcrito (%) 34,11+219 38,01+3,88 31,34+2,00 0,264
VCM (fL) 88,8 + 2,69 97,18+ 7,93 91,69+292 0,450
Leucdcitos (x109/L) 3,71+0,381 0,349+0,36 0,439+0,773 0,700
Plaguetas (x109/L) 121,8+24,3 136,9+32,0 166,6+ 16,6 0,689
Blastos na Medula Ossea, % 0,89 + 0,39 0,30+ 0,12 1,00 £ 0,39 0,613
Celularidade da Medula Ossea
Hipocelular, n (%) 6 (54,5%) 1 (20%) 7 (36,8%)
Normocelular, n (%) 2 (18,2%) 1 (20%) 6 (%) 0,583
Hipercelular, n (%) 3 (27,3%) 3 (60%) 6 (18,9%)
Fibrose Medular
Sem Fibrose, n (%) 9 (81,8%) 3 (60%) 13 (68,4%)
Grau |, n (%) 0 (0%) 2 (40%) 2 (10,5%) 0,187
Graus II/1ll, n (%) 2 (18,2%) 0 (0%) 4 (21,1%)
Imunorre_atividade para CD34 em
megacariocitos
Positivo, n (%) 1 (27,3%) 0 (0%) 3 (15,8%) 0,625
Negativo, n (%) 8 (72,7%) 5 (100%) 16 (84,2%)
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* As alteragc6es cromossdmicas detectadas em pacientes com expressdo de p53 e sem expresséo de
p53 foram: del 5g e i17 e del 5q, iso (17), -y e mar, respectivamente.

VCM: volume corpuscular médio

IPSS: Sistema Internacional de Escore Prognéstico

IPSS-R: Sistema Internacional de Escore Prognostico Revisado

Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.

4.5 Pesquisa de mutacdes no gene TP53 e impacto na evolucgéo clinica
O sequenciamento dos exons 3 a 9 do gene TP53 permitiu identificar na
populacao estudada duas mutagdes: ¢.394A> T(pk132*) e c.783-1_784delGTG.

A mutacao c.394A> T (pk132*) consiste na substituicdo do nucleotideo A por T
na posicao 394 do gene, conduzindo a formacédo de um coédon de parada prematuro,
com formacdo de uma proteina ndo-funcional (pk132*). O paciente do sexo feminino
em que essa mutacdo foi identificada, apresentou o padrdo wild-type para o
polimorfismo R72P. A segunda mutacdo consiste na delecdo do cédon GTG,
localizado na posicdo 783 do gene (c.783-1_784delGTG), ndo havendo registros de
sua ocorréncia nas bases de dados analisadas. N&o foi possivel determinar o
padrdo polimérfico do R72P nesse caso.

Em relacdo ao impacto das mutacdes encontradas sobre a expressao
imunohistoquimica de p53, foi possivel observar que o paciente com a mutagéo
c.394A> T(pk132*) ndo apresentou expressao de p53, enquanto que o0 paciente com
a mutacdo c.783-1 784delGTG apresentou forte expressdo de p53 em 2% dos
precursores granulociticos analisados. Adicionalmente, ao diagndstico, ambos os
pacientes apresentaram caritipo normal, ndo apresentaram fibrose medular, ndo
eram dependentes de transfusdo e apresentaram evolucdo favoravel durante o
periodo do estudo, mantendo as mesmas caracteristicas citadas. A tabela 11
apresenta as caracteristicas clinicas ao diagnostico dos pacientes com muta¢ao no
gene TP53.
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Tabela 11. Caracteristicas clinicas e laboratoriais ao diagnéstico de pacientes com

mutac&o no gene TP53 (n=2)

Idade( anos)
Sexo
Hemograma
Hemoglobina, g/dL
Hematdcrito, %
VCM (fL)
Leucécitos (x10%L)
Plaquetas (x10%/L)
Caridtipo
Blastos na medula 6ssea, %
Fibrose Medular
Celularidade da medulla 6ssea
Imunorreatividade para CD34
Imunohistoquimica para p53
Dependéncia transfusional

Mutacéao

C.394A>
T(pk132%)

79

Feminino

10,3

30,0
88,08

55

208
46,XX
0,5
Auséncia
Hipocelular
Positiva
Negativa
N&o

C.783-1_784delGTG

82
Masculino

10,82
33,0

92,5

4,59
113,2
46,XY
2,2
Auséncia
Hipercelular
Positiva
Positivo
Nao

VCM: volume corpuscular médio
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Apresentacdo dos casos clinicos dos pacientes elegiveis para o TCTH
(n=2)

Caso 1

Paciente do sexo masculino de 70 anos de idade foi diagnosticado com SMD
subtipo citopenia refrataria com displasia de multilinhagens (CRDM), segundo OMS
2008, de risco intermediario-1, de acordo com IPSS e de muito baixo risco, segundo
0 IPSS-R, apos avaliacdo do hemograma: hemoglobina-11.4 g/dL, hematdcrito-
34.4%, leucdcitos-3.030x10% L, plaquetas-9.13x10%/L; mielograma: hipercelular com
displasia maior que 10% em todas as linhagens, 0,2% de blastos e ferro medular
normal; bidpsia: fibrose difusa de grau I/ll; imunohistoquimica: marcacdo de CD34
em células precursoras e em alguns megacariocitos, presenca de nodulos linfoides,
com marcagao para CD20. Foi observada uma coloragéo nuclear forte de 40% de

p53 em precursores granulociticos. O cariétipo foi normal (46, XY) (Figura 6).

O paciente ndo respondeu a terapia com eritropoietina e com fator estimulante
de colbnias granulociticas (G-CSF). A doenca evoluiu para leucemia aguda com
pancitopenia: hemoglobina-9.91 g/dL, hematdcrito-29.3%, leucdcitos-1.41x10°%L,
plaquetas-8.0x10° /L e 10% de blastos no sangue periférico. Seis meses apés a

primeira admissao, o paciente evoluiu para ébito.
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Figura 6. Imagens referentes ao paciente do caso 1.

A-Forte marcagdo nuclear (40%) da proteina p53 em precursores granulociticos. B-Mielograma
apresentando celularidade de aproximadamente 70%. Megacaridcitos displasicos, eritroblastos na
posicéo peritrabecular (ALIP). Hematoxilina. Ampliagdo: 1000x. C-Marcacao positiva para CD 34+ em

células precursoras e em alguns megacariécitos. Avidina-Biotina. Ampliagcao: 400x
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Caso 2

Paciente do sexo masculino, 56 anos, foi diagnosticado com SMD variante
hipocelular, apds exclusédo de aplasia, pela presenca de fibrose e de CD34 na MO
(MARSH; KULASEKARARAJ, 2001). O hemograma revelou pancitopenia:
hemoglobina:8,0 g/dL, Hematdcrito:24.2%, leucécitos:3.0x10° /L. O mielograma e a
biopsia de medula 6ssea demonstraram medula hipocelular, com coloracdo para
reticulina, indicando presenca de fibrose medular de grau Il (MF-2). A citogenética
nao apresentou metafases suficientes para analise. A imunohistoquimica da biopsia
Ossea foi positiva para CD34, com marcacdo em megacariocitos; observou-se
presenca de nédulos linféides, com marcacao para CD20. A expressado da proteina

p53 e a pesquisa da mutacao foram negativas.

O paciente foi encaminhado para TCTH com doador aparentado. O regime de
condicionamento mieloablativo utilizado foi Fludarabina 120mg/m? e Melfalam 180
mg/m?. Seis meses ap6s o transplante, o paciente se encontra estavel e em

remissao completa.

Os dados dos pacientes estdo resumidos na tabela 12:



Tabela 12. Caracteristicas laboratoriais dos pacientes submetidos ao TCTH com

SMD (n=2).
Parametros Pacientes
Caso 1 Caso 2
Idade (anos) 70 56
Sexo Masculino Masculino
Hemograma
Hb, g/dL 11,4 8,0
Ht, % 34,4 24,2
VCM (fL)
Leucdcitos (x10%/L) 3,03 3,0
Plaquetas (x10°/L) 9.13 17.0
Cariotipo 46,XY 46,XY
Blastos na medula 6ssea, % 0,2 0
Fibrose Medular 1/l Il
Celularidade da medula éssea Hipercelular Hipocelular
Imunorreatividade para CD34 Positiva Positiva
Imunohistoquimica para p53 40% Negativa
TCTH alogénico N&o Sim

52
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5. DISCUSSAO

Apesar da extensa utilizacdo dos sistemas de escores progndésticos para a
SMD na pratica clinica, algumas variaveis importantes associadas a sobrevida
desses pacientes ainda nao foram contempladas, como a presenca de
comorbidades e valores séricos de ferritina, f2-microglobulina e albumina (GARCIA-
MANERO et al., 2008; KOMROKJI; ZHANG; BENNETT, 2010). Os indicadores mais
notadamente ndo contemplados nos escores de estratificacdo de risco para SMD

sao as alteracdes moleculares, particularmente as mutacoes de genes individuais.

O significado prognoéstico de algumas mutacdes, tais como TET2, EZH2,
SF3B1 (MALCOVATI et al.,, 2011), IDH1 / IDH2 e DNMT3A na SMD tem sido
descrito. As mutacdes no gene TP53 tém sido consistentemente mais associadas
com fatores de progndésticos na SMD. Estudos tém demonstrado que mutac¢des no
gene TP53 estdo associados com cariotipo complexo, fibrose medular, pior
prognostico e estratificacdo de alto risco em pacientes com SMD (LOGHAVI et.al.,
2015; PAPAEMMANUIL et al., 2013).

No presente estudo foi verificada uma frequéncia de 27,4% de positividade da
expressao da proteina p53 nos pacientes com SMD de baixo risco. Estudo realizado
por Jadersten e colaboradores (2011) em pacientes com SMD de baixo risco
demonstrou que 47,5% apresentaram expressao imunohistoquimica de p53. Porem
had o que se considerar que esse estudo se restringia a paciente com 5q- onde
frequentemente temos mais positividade da expressdo da p53. O grupo demonstrou
também que os pacientes com expressdo para p53 evoluiram mais rapidamente
para LMA do que os sem expressao da proteina p53. Saft e colaboradores (2014),
em estudo realizado com pacientes com SMD de baixo risco e delecdo do
cromossomo 5, verificou frequéncia de 35% para a expressao imunohistoquimica de
p53. Esse dado deve ser interpretado com cautela, uma vez que estudos associam
fortemente as mutagcdes no gene TP53 com anormalidades no cromossomo 5
(HORIIKE et al., 2003).

Os pacientes com expressdao da proteina p53 do presente estudo
apresentaram caracteristicas clinicas e laboratoriais que indicam um pior prognostico
em relacdo aos pacientes sem expressao da proteina, tais como 1) valores inferiores

de hemoglobina e hematdcrito; 2) fibrose medular em graus mais avancados (lI/1ll);
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3) marcacdo para CD34 em megacariocitos. Além disso, a incidéncia de
transformacao leucémica e evolugcéo para o6bito foi significativamente mais elevada
em pacientes com a expressao de p53. Os resultados corroboram com os achados
de estudos anteriores que verificaram que a expressao de p53, ao diagndstico,
sinaliza como um fator de mau progndstico para a sobrevida dos pacientes e
transformacao leucémica (KUROTAKI et al., 2000). Poucos estudos na literatura
associam caracteristicas clinicas e laboratoriais, tais como hemoglobina,
hematdcrito, fibrose medular e marcacdo para CD34 em megacariocitos, em
pacientes com SMD de baixo risco ao diagndstico com a expressao de p53 (SAFT et
al., 2014).

A associacdo da expressao imunohistoquimica de p53 com a presenca de
fiborose medular em graus avancados e com a marcacdo para CD34 em
megacariocitos no presente estudo corrobora com dados da literatura (DELLA
PORTA et al., 2016; LOGHAVI et.al., 2015), uma vez que estes sédo considerados
fatores de mau prognéstico independentes, associados com menor sobrevida e
maior incidéncia de transformacéo leucémica, e que podem atuar com ferramenta

auxiliar na tomada de deciséo clinica.

7

A imunohistoquimica para p53 nao é considerada como fator de risco nos
escores de prognostico para SMD, mas o presente estudo observou que, embora
todos os pacientes tenham sido classificados como de baixo risco, a expressdo de
p53 ao diagndstico foi capaz de identificar perfis clinicos e laboratoriais distintos
nesse grupo, indicando que a utilizacdo dessa técnica pode ter um importante papel

como fator de prognostico e como uma ferramenta auxiliar na escolha terapéutica.

Em relacdo a avaliacdo da curva de sobrevida livre (SLE) de eventos no
presente estudo podemos observar que houve uma diminui¢do significativa na SLE
nos pacientes com positividade para expressdo da p53, com alguns casos tendo
Obito com menos de um ano de diagnostico e a sua grande maioria com progressao
com menos de dois anos. Este achado é relevante considerando que a populagéo

de estudo é de SMD de novo sem selecdo baseada em citogenética.

A estratificacdo de risco pelos Sistemas de Escores de Prognostico (IPSS,
WPSS e IPSS-R) é essencial para um manejo clinico adequado dos pacientes com

SMD. Apesar de incorporarem informacdes fundamentais como citopenias, numero
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de blastos, dependéncia transfusional, dentre outros, ndo contemplam a pesquisa de
alteracées moleculares (RAZA; GALILI, 2008). Pacientes estratificados como baixo
ou muito baixo risco podem demonstrar uma evolu¢cdo mais agressiva da doenca, a
despeito das caracteristicas clinicas, morfologicas e da citogenética. A busca por
fatores preditivos da doenca ainda ndo contemplados na estratificacdo do risco,
como mutacdes em genes envolvidos no desenvolvimento e na progresséo das
neoplasias hematoldgicas faz-se necessario (BEJAR et al.,2012; KULASEKARARAJ
et al., 2013a).

No presente estudo, foram identificados 2/35 pacientes com mutacao, sendo
a frequéncia de 5,7% da populacdo em estudo. O resultado encontra-se abaixo do
relatado na literatura, onde a incidéncia geral é de 8-12% (KULASEKARARAJ et al.,
2013a). As mutacdes sdo mais frequentes nos casos de delecéo do 5gq, SMD de alto
risco, SMD relacionada a terapia, leucemia secundaria a SMD e no contexto do
cariétipo complexo, incluindo a delecdo do 17p (CAZZOLA; DELTA PORTA;
MALCOVATI, 2013; JONVEAUX et al., 2000; KITAGAWA et al., 1994; KANEKO et
al., 1995; PADUA et al., 1998; KUROTAKI et al., 2000; KITA-SASAI et al., 2001,
HORIIKE et al., 2003; HAFERLACH et al., 2008)

Uma das mutacdes descritas foi a ¢.394A>T (pk132*), que corresponde ao
tipo nonsense, em que uma lisina (K) € substituida por um cédon de parada,
gerando uma proteina ndo-funcional. Sua presenca em pacientes com neoplasias de
tumores solidos tém sido identificada, como no cancer de células do trato urinério e
no carcinoma de eso6fago, (TANIERE et al., 2001). Fallows e colaboradores (2001)
descreveram a presenca de diversas mutagées no gene TP53, como a c.394A>T
(pk132*), em pacientes com cancer de ovario, avaliando o impacto na sobrevida
global, sobrevida livre de doenca e resposta a terapia. Os resultados demonstraram
que a expressdo da proteina p53 correlacionou-se melhor com a presenca de
mutacdes do tipo missense do que com as do tipo nonsense ou frameshift. Além
disso, observou-se que pacientes com mutagcées do tipo missense apresentavam
uma tendéncia para sobrevida livre de doenca menor do que aqueles com mutagdes
nonsense. Na SMD, nédo ha registro dessa mutacdo, sendo descrita pela primeira
vez no presente estudo, de acordo com pesquisa na plataforma COSMIC. Associada
a esse achado, observou-se uma expresséo da proteina p53 por imunohistoquimica

negativa, e um padrdo do polimorfismo wild-type.
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As mutacdes no gene TP53 encontradas nos pacientes com SMD sao
divididas em quatros categorias: a mais comum € a misssense, em que ocorre a
substituicdo de apenas um cédon. Nos demais casos, pode ocorrer a honsense,
onde a mudanca de um aminoacido no cédon levando a formacdo de um codon de
parada prematura, além da frameshift, em que ocorrem delecBes ou insercbes de
pares de bases, ocasionando uma mudanca no quadro (frame) de leitura e producao
dos aminoacidos e Splice Site uma mutacdo que altera as primeiras ou segunds

bases imediatamente antes ou apés um exon (NCCN, 2017).

Apesar de células normais geralmente apresentarem baixos niveis da
proteina p53, devido a meia vida curta da isoforma wild-type, uma mutacao
missense normalmente codifica uma proteina resistente a degradacédo, acumulando-
se no interior do nucleo, sendo entdo detectavel por imunohistoquimica
(HAVRILESKY, et al.,2003). Algumas formas truncadas, resultam de uma insercéo,
uma mutacao nonsense, que gera um codon de parada, ou uma delecdo no gene, e
essas mutacdes truncadas codificam proteinas com atividades distintas ou sem
atividade, comparada a forma wild-type. Diferentemente da mutacdo missense, a
mutacao truncada ndo parece aumentar a estabilidade da proteina (CASEY; LOPEZ,
RAMOS, 1996; SKILLING, SOOD; NIEMANN, 1996). Portanto, a auséncia da
expressao da proteina observada na paciente com a mutacdo c.394A>T (pk132*)
(nonsense), corrobora com a informagdo acima, e com achados do estudo de

Jaderstein e colaboradores, 2011.

Com relacdo a segunda mutacéo encontrada, trata-se de uma delecao de trés
pares de bases, c.783-1_784delGTG. Diferentemente da c.394A>T (pk132*), essa
mutacdo ndo esta descrita na literatura, em nenhuma doenga, sendo portanto um
achado inédito na plataforma do COSMIC (2016). A imunohistoquimica revelou forte
expressao de p53 em 2% dos precursores granulociticos analisados. Ao diagndstico,
ambos o0s pacientes apresentaram cariétipo normal, sem fibrose medular. Apesar
das mutacdes no gene TP53 estarem associadas a pior prognostico, ndo houve
associacao entre as mutacdes identificadas e os dados clinicos ou prognosticos dos
pacientes. Ambos apresentaram evolucdo favoravel durante cinco anos de

acompanhamento, mantendo as mesmas caracteristicas citadas.
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Quanto ao polimorfismo R72P, observou-se uma predominancia do genotipo
GG. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre 0s parametros
epidemioldgicos, clinicos ou de prognodstico avaliados, com excecdo do sexo, em
gue houve um predominio do sexo masculino no grupo heterozigoto. Nas neoplasias
hematoldgicas, diferentes resultados tém sido demonstrados, ndo havendo
consenso sobre o papel desse polimorfismo. Na leucemia mieldide aguda, Nakano e
colaboradores (2000), ndo observaram associacdo entre os diferentes genotipos,
entretanto, na LMC, o alelo C em homozigose, foi associado a menor sobrevida
global e livre de progressdo (BERGAMASCHI et al.,2004).

A relevancia clinica deste polimorfismo na SMD ainda n&o esta esclarecida.
Em um trabalho realizado por Machado-Neto e colaboradores (2012) que avaliou 77
pacientes com SMD, esse polimorfismo ndo foi significativamente associado a
variaveis clinicas, como IPSS, citogenética, idade, progressdo da doenca e
sobrevida global. No entanto, em estudo mais recente, McGraw e colaboradores
(2015b) ao avaliar mais de 705 pacientes, observou que houve uma tendéncia de o
alelo C em homozigose estar associado a maior sobrevida global e livre de
progressédo, o que pode ser justificado pelo fato de o genétipo CC ser considerado
mais eficiente na indugdo do bloqueio do ciclo celular e no reparo do DNA.
Entretanto, no grupo sem dele¢édo do 5q houve uma tendéncia de piores resultados

de sobrevida global e livre de progresséo na presenca do alelo C.

Baseado nesses resultados, o mesmo grupo de McGraw e colaboradores
(2015a) analisou, através de sequenciamento direto (Sanger) a interacdo entre o
TP53 SNP R72P e o MDM2 SNP309. O MDM2 é um gene que codifica uma proteina
reguladora da funcédo da p53. A interacdo entre MDM2-TP53 forma um circuito de
retroalimentacdo negativo, no qual as duas proteinas limitam a atividade uma da
outra, além de ser responséavel pela exportacdo da p53 do nucleo ao citoplasma. Os
autores propuseram um sistema de escores prognosticos baseado nos dois
polimorfismos e na marcagdo da proteina p53. Ao avaliar amostras de 208
pacientes, observaram diferencas estatisticamente significantes nos dados de
sobrevida global e livre de progressdo naqueles sem delecado do 5q, que

apresentaram menores escores (MCGRAW et al. 2015a).

O TCTH alogénico ainda € o Unico procedimento curativo, porém algumas

guestdes se impdem diante desta afirmativa: quem e quando. Uma vez que a
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maioria desses pacientes sdo idosos e com comorbidades, muitos sdo inelegiveis
para o TCTH. O indice de comorbidades HCT-CI (CUTLER et al., 2004; LIM, 2010
MCCLUME et al, 2010) que avaliam doenca cardiaca, alteracbes hepaticas,
pulmonar, renal e antecedente de tumor soélido juntamente com a estratificacao
prognéstica podem auxiliar nessa dificil decisdo. Cutler e colaboradores (2004)
através da analise de Markov determinou que devem ser considerados elegiveis ao
TCTH alogénico precocemente os pacientes classificados como alto risco, se

utilizado o IPSS como instrumento prognaostico.

Além da classificacdo de risco, a presenca de outros fatores de mau
prognastico, tais como fibrose medular, positividade do CD34 na imunohistoquimica
ou presenca de mutacdes de mau prognostico, podem ser consideradas no
momento da deciséo clinica para a opcédo de uma terapéutica mais agressiva como

0 uso de agentes hipometilantes e o TCTH alogénico (MCCLUME et al., 2010).

O TCTH alogénico mieloablativo deve ser considerado para pacientes com
idade inferior a 60 anos que possuam um doador aparentado HLA idéntico. Nos
pacientes idosos, com idade superior a 60 anos, o TCTH alogénico com
condicionamento de intensidade reduzida (CIR) torna-se uma alternativa, pois os
estudos demonstram que a idade isoladamente ndo deve ser considerada uma
contraindicacdo. Com a possibilidade do CIR e a incapacidade de cura com
guimioterapicos a despeito do aumento de sobrevida (FENAUX et al., 2009) cada
vez mais, a indicacdo do TCTH alogénico em idosos se torna uma questéo

relevante.

Nos pacientes de alto risco, a terapia hipometilante deve ser considerada na
primeira abordagem, sendo a azacitidina o farmaco de escolha com nivel de
evidéncia 1A segundo o Guidelines NCCN versdo 1.2017 (NCCN, 2017). Este

farmaco pode ser utilizada no pré-TCTH enquanto se busca um doador compativel.

Nos pacientes com indicacéo incontestavel de TCTH alogénico e auséncia de
um doador aparentado, a busca por doadores ndo aparentados deve ser iniciada.
Conforme dados retrospectivos do CIBMTR (ATALLAH et al., 2014; PASQUINI;
ZHU, 2014) corroborados pelos dados do EBMT (EUROPEAN GROUP FOR BLOOD
AND MARROW TRANSPLANTATION, 2015), este procedimento nédo deve ser
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desconsiderado, visto que a analise de sobrevida em 4 anos é semelhante aos dos
pacientes submetidos ao TCTH com doador aparentado.

A possibilidade de utilizacdo de células do corddo umbilical deve ser
considerada principalmente em pacientes pediatricos. Além da recidiva de doenca, 0
elevado indice de falha de enxertia deve ser ponderado, sendo mais recentemente
proposto uma monitorizacdo precoce do quimerismo como forma de melhor

acompanhamento desta complicacdo (BEJANYAN, 2014).

A recaida da SMD po6s TCTH alogénico € uma preocupacdo, principalmente,
nos pacientes submetidos ao TCTH com CIR, que tem sido associada a uma
sobrevida diminuida em 2 anos, tendo como fatores prognésticos a presenca de
DECH aguda e a recaida nos primeiros 6 meses pds TCTH. A infusdo de linfocitos
do doador e um segundo TCTH alogénico sao opc¢des neste contexto, quando
possiveis (GUIEZE et al., 2016).

A azacitidina passou a ter importante papel no p6s-TCTH por sua acao
imunomoduladora e pela capacidade de elevar os Linfocitos T-reg (GOODYEAR et
al., 2012), com o intuito de manter a remissdo. Alguns trabalhos propdéem que
quando houver indicio de perda de quimerismo, a azacitidina possa ser iniciada de
forma precoce sendo capaz de evitar a recaida de doenca. O uso da azacitidina pos-
TCTH pode ser uma alternativa para aumentar a acdo do enxerto versus leucemia,
sem aumentar a DECH (TESSOULIN et al., 2014)

O curso cronico de alguns pacientes com SMD e a mortalidade relacionada ao
transplante (TRM) levam a relutdncia em oferecer tal procedimento mais
precocemente, porém este retardo pode comprometer as chances de sucesso. Esta
decisdo deve ser baseada em critérios relevantes, como a utilizacdo do indice de
comorbidade (DELLA PORTA et al., 2011) especifico para o TCTH e a estratificacao
de risco. A possibilidade da utilizagao de condicionamento de intensidade reduzida
diminuiu a TRM, permitindo que se possa vislumbrar este procedimento para
pacientes antes considerados inelegiveis. O IPSS e o0 IPSS-R sdo parametros uteis
para guiar a decisdo clinica para se decidir o TCTH alogénico, principalmente em
pacientes com doador HLA compativel. Segundo dados do NCCN, nos pacientes de

alto risco a sobrevida € melhor se o transplante for precocemente realizado.
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Nos pacientes de baixo risco, como 0s casos descritos nesse estudo, deve ser
feito uma avaliacdo prognoéstica criteriosa para a tomada de decisdo quanto ao
transplante. O caso 1 foi estratificado como uma SMD de baixo risco pelo IPSS e
muito baixo pelo IPPS-R, porém com forte positividade para a expressao da proteina
p53. Esse achado reforca a hip6tese do valor preditivo do p53 na evolugao agressiva
da doenca, em casos de forte positividade e na indicagéo do TCTH.

O caso 2 refere-se a um paciente diagnosticado como SMD variante
hipocelular, SMD-NC (OMS, 2016) apos exclusdo de anemia aplastica (AA), devido
a presenca de fibrose medular e de positividade para CD34. O mesmo foi negativo
para a expressao de p53 e, apdés o TCTH, mantém-se estavel e em remissao
completa. Em contrapartida, no mesmo servico de hematologia, um paciente
diagnosticado como AREB-1, classificado como alto risco e com expressédo de p53
de 4%, foi submetido ao TCTH; no entanto, evoluiu para ébito seis semanas apds o
procedimento. Esse achado reforca a relevancia da estratificacdo de risco e da

expressao da proteina p53 como fatores preditivos para evolucao pés transplante.

A valorizagdo das mutacbes génicas, especialmente p53, TET2, DNMTS3,
ASXL1 e da expressao da proteina p53 tém sido cada vez mais relevante como
fatores de prognéstico para o tratamento, indicacdo de transplante e por vezes
seguimento de doenca residual minima. A mutacdo do gene p53 especificamente
confere fator progndstico independente. Associada ao cariétipo complexo e quando
presente conjuntamente com a delecdo do 5q, tem sido relacionada a perda de
resposta a lenalidomida e confere mau prognéstico mesmo com o transplante
(DELLA PORTA et al., 2016).

Os achados obtidos no presente estudo sdo inéditos e relevantes refletindo a
complexidade do papel exercido pelo gene TP53 na SMD de baixo risco. Toda a
interelagdo dos achados clinicos e laboratoriais, especificamente fibrose medular,
positividade de CD34 em megacariocitos, padrdo e percentual da proteina p53 na
imunohistoquimica, presenca de mutagcbes no gene p53 e em outras também
conhecidas relacionadas a SMD desenham um cenario extremamente complexo o
qual diante dos ultimos achados da patogénese da doenca, tais como a piroptose e
a autofagia necessitam de uma correlacdo e por que nao dizer de um contra ponto

com as estratificagdes de risco disponiveis atualmente.
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Considerando que a Unica terapéutica curativa € o TCTH na SMD todas essas
alteracdes encontradas no presente estudo podem ser de grande auxilio na tomada
dessa dificil decisdo, pois como relatado anteriormente muitos desses pacientes séo
classificados como de baixo risco, porém tem um comportamento clinico de alto
risco podendo ter rapida evolugdo para LMA. E necessario citar que diante de
pacientes com fibrose medular, cariétipo complexo e a mutagdo do p53 na maioria
das vezes nem o TCTH pode ser curativo, sendo necessario o aprofundamento
desse estudo e a fisiopatologia da doenca e como recurso mais concreto nos dias de
hoje, ndo esquecer que a imunomodulacdo pds transplante, pode ser etapa

essencial no sucesso desse tratamento.

A questdo que se impde € como a mediacao inflamatéria na morte celular,
denominada de piroptose, pode ser integrada no processo de clonalidade da SMD,
estabelecendo uma inter-relagcdo com as mutacfes somaticas as quais ativam o NF-
kB e NLRP3, ativando o ROS via NOX e com os padrbes de danos moleculares
principalmente S100A8/S100A9 que levam a ativacdo de ROS e inflamasoma,
resultando na producao de citocinas pro-inflamatérias (1B e a IL-18) e ativando a
caspase 1 e consequente a lise celular.

Em suma esse estudo abre perspectivas com o conhecimento da relevancia do
p53, das mutacdes no gene TP53 e o0 conhecimento dos novos mecanismos
inflamatorios, estabelecendo perspectivas futuras de estudos que possam associar

esses conhecimentos com fatores de progndsticos conhecidos e as mutacoes.



62

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que 0 aumento da expressao
imunohistoquimica para p53, ao diagndstico, em pacientes com SMD de
baixo risco estd associado a mau progndéstico, com elevacdo da
mortalidade;

Dois pacientes apresentam mutagdes. Um paciente com uma mutagéo
nonsense do gene TP53, com expressao negativa da proteina p53 na
imunohistoquimica, e com um polimorfismo R72P wide type com boa
evolucdo clinica. No segundo paciente com uma mutacdo missense,
com significativa expresséo da proteina p53 na imunohistoquimica, sem
polimorfismo R72P também apresenta boa evolucéo clinica;

Em dois pacientes selecionados para o TCTH alogénico, com SMD de
baixo risco, o paciente com expressdo negativa para a proteina p53
apresenta boa evolucdo, enquanto em outro paciente selecionado com

fibrose e elevada expresséo da proteina p53 foi a Obito.
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APENDICES

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Voce esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada como “O Impacto da
Expressdo da Proteina p53 nas caracteristicas fenotipicas em pacientes com Sindrome
Mielodispléasica (SMD)”, que tem como objetivo principal pesquisar a presenca de uma alteragdo
das células do sangue que pode estar relacionada com uma doenca que muda a forma das hemaécias,
pesquisando na célula qual a causa desta modificagéo.

Convido o Sr(a), participar da pesquisa, em caso de davida, podera
comunicar-se com a pesquisadora Dr. Fernando Barroso Duarte, que reside na rua Canuto de
Aguiar, 600, Apt. 1500, Meireles, Fortaleza,CE. Fone: (85)- 3242-9052. Para tanto,
necessitamos que a Senhora autorize a obtencdo da coleta de sangue e das informacdes para
que seja realizada a pesquisa. A coleta de sangue seré realizada nos Hemocentros do Estado
do Ceard, localizado na Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo.

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente voluntéria e consciente,
ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material, sendo que, ao participar
da pesquisa, ndo ficara exposto(a) a nenhum risco, podendo desistir de participar, a qualquer
momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua identidade sera mantida em sigilo
absoluto, sendo a divulgacédo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informacdes sobre
procedimentos relacionados a pesquisa.

Esse documento serd impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra
com a pesquisadora.

Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na integra com todos 0s
termos acima expostos, manifestos, por vontades préprias, livres e conscientes, 0 proposito de
participar do presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo






ANEXOS

Anexo | — Deteccao de mutacdes no gene TP53 por sequenciamento direto

xon Pares de primers Direcdo | Tamanho | Programa | Mix

5 3 do da PCR da
fragmento PCR

2-3 TCTCATGCTGGATCCCCACT F 344 bp AouB 1
AGTCAGAGGACCAGGTCCTC R

4 TGCTCTTTTCACCCATCTAC F 353 bp B 1
ATACGGCCAGGCATTGAAGT R

4 TGAGGACCTGGTCCTCTGAC F 413 bp B 1
AGAGGAATCCCAAAGTTCCA R

5 TTCAACTCTGTCTCCTTCCT F 248 bp B 1
CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG R

6 GCCTCTGATTCCTCACTGAT F 181 bp B 1
TTAACCCCTCCTCCCAGAGA R

5-6 TGTTCACTTGTGCCCTGACT F 467 bp B 1
TTAACCCCTCCTCCCAGAGA R

7 CTTGCCACAGGTCTCCCCAA F 237 bp C 2
AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA |R

7 AGGCGCACTGGCCTCATCTT F 177 bp B 1
TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC | R

8 TTCCTTACTGCCTCTTGCTT F 231 bp B 1
AGGCATAACTGCACCCTTGG R

8-9 TTGGGAGTAGATGGAGCCT F 445 bp B 1
AGTGTTAGACTGGAAACTTT R

9 GACAAGAAGCGGTGGAG F 215 bp E 1
CGGCATTTTGAGTGTTAGAC R

10 CAATTGTAACTTGAACCATC F 260 bp D 1
GGATGAGAATGGAATCCTAT R

11 AGACCCTCTCACTCATGTGA F 245 bp B 1

R

TGACGCACACCTATTGCAAG
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Mix para PCR

1. GoTaqg Hot Start Polymerase (Promega)

Componentes Volume Concentracao final
- 5X tampéao com MgCI2 4 UL 1X
- 25mM MgCI2 1,2 uL 1,5mM
- dNTP mix (5mM each) 0,8 uL 0,2 mM
- Primer 10uM 0,8 uL 0,4 uM
- Primer 10 pM 0,8 pL 0,4 pM
- GoTaq DNA polimerase 0,1 pL 05U
(5U/ul)
- DNA 50 ng
- Agua Qsp 20 pL
2. HotStarTag (Qiagen)
Componentes Volume Concentracao final
- 10X tampao com MgCI2 2 UL 1X
- 5X Q-Solution 4 L 1X
- dNTP mix (5mM cada) 0,8 uL 0,2 mM
- Primer 10uM 0,8 uL 0,4 uM
- Primer 10 uM 0,8 uL 0,4 uM
- HotStarTaq DNA 0,1 pL 05U
polimerase (5U/ul)
- DNA 50 ng
- Agua Qsp 20 pL
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Keep at 10°C

m_L
=
E g
5y =
S A 8
v
[=}
e
Hla b 9] m
- < g &
I I m. ﬁ =~ m
P T
o3 [ o
Yl a
B2l 5|2
W
] W
R £l 8 ¥ : g
i ’ g % 2 ®)®
- [+ £
2 C
................ - w o
o a & R
G gl2 " 2|
a NN R S iy AP N K
©
o e g
o e m 91 e
~w, 3| o o| & 2|
@ x| B
e
IS
— ') -s
o B N 8] ol
m < ol

30 cyeles

20 cyeles

Keep at 10°C

45 sec

45 sec

- 0.5%C every 3 cycles



