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RESUMO

Embora a frequéncia de variantes mutacionais no TP53 seja significativamente
menor em neoplasias hematoldgicas, esse gene possui diversas variantes
polimérficas. Alguns estudos destacam que essas variantes podem ser Uteis para
avaliacdo prognéstica dos pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA). No
presente trabalho, o principal objetivo foi determinar a frequéncia de variantes no gene
TP53 em pacientes adultos com LMA e associar esses achados com 0s principais
desfechos clinicos da doenca (sobrevida global e sobrevida livre de doenca). Um total
de 61 pacientes com LMA de novo foram sequenciados. A pesquisa das variantes foi
realizada por sequenciamento Sanger. Para tanto, foram desenhados seis pares de
primers que se sobrepde, a fim de abranger toda extensdo do gene. As variantes
genéticas encontradas tiveram seu impacto analisado pelo software PolyPhen2. Em
nossa analise nenhuma variante mutacional foi encontrada, porém foi possivel
identificar diversas variantes polimoérficas dentre elas merece destaque a R72P que é
um potencial modulador das atividades apoptoticas da proteina p53. A frequéncia
dessa variante foi: 21,3% Arg/Arg (ndo Pro-Pro), 54,1% Arg/Pro (ndo Pro-Pro) e 24,6%
Pro/Pro. Apesar dessa variante estar relacionada a susceptibilidade ao
desenvolvimento de tumores, o Polyphen-2 demonstrou um efeito benigno dessa
variante com um score de 0,083, ou seja, 8,3% de chances de causar algum dano a
estrutura da proteina. As demais variantes ndo foram analisadas devido seu baixo

impacto para o desenvolvimento de tumores.

Palavras-chave: LMA. Alteracdes genéticas. Desfecho clinico.



Abstract

Although the frequency of mutational variants in TP53 is significantly lower in
hematological malignancies, this gene has several polymorphic variants. Some studies
have pointed out that these variants may be useful for the prognostic evaluation of
patients with acute myeloid leukemia (AML). In the present study, the main objective
was to determine the frequency of genetic variants in the TP53 gene in adult patients
with AML and to associate these findings with the main clinical outcomes of the disease
(overall survival and disease free survival). A total of 61 patients with AML were
sequenced. Screening for TP53 variants was performed by Sanger sequencing. To do
S0, six pairs of primers were designed to overlap, in order to cover the entire length of
the gene. The genetic variants found had their impact analyzed by the PolyPhen2
software. In our analysis, no mutational variant was found; however, it was possible to
identify several polymorphic variants among them the R72P which is a potential
modulator of the apoptotic activities of the p53 protein. The frequency of this variant
was: 21.3% Arg / Arg (no Pro-Pro), 54.1% Arg / Pro (no Pro-Pro) and 24.6% Pro / Pro.
Although this variant was related to susceptibility to tumor development, Polyphen-2
demonstrated a benign effect of this variant with a score of 0.083, thus 8.3% chance
of causing some damage to the protein structure. The other variants were not analyzed
due to their low impact for the development of tumors.

Key words: AML. Genetics alterations. Clinical outcome.
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1 INTRODUCAO

O Tumor Protein 53 (TP53) € um supressor tumoral localizado no brago
curto do cromossomo 17 mais precisamente na regido 17pl3.1 contendo
aproximadamente 20.000 pares de base (pb). A proteina desse gene (p53) é
conhecida como “guardia do genoma” devido sua fungao em promover o reparo
ou eliminacdo de células danificadas por meio da inibicdo do ciclo mitético,
senescéncia ou direcionar a célula para a apoptose.

Quando comparado com outros genes o TP53 apresenta uma elevada
taxa de variantes tanto mutacionais quanto polimorficas. As variantes
mutacionais sdo encontradas em mais de 50% dos casos de tumores solidos
sendo a maioria nos hotspots localizados entre a regido dos éxons 5 e 8. Com
relacdo as variantes polimorficas ja foram validadas mais de 100 polimorfismos
localizados principalmente nos introns e nos éxons nao codificados. Ademais,
estudos demonstram que algumas dessas variantes podem estar associadas
com a susceptibilidade para desenvolvimento de tumores e um pior prognéstico
da doenca.

No que diz a respeito as variantes polimorficas encontradas no TP53 a
gue apresenta maior destaque € a R72P devido seu efeito na susceptibilidade
ao desenvolvimento de tumores de mama, hepatico, pulmdo e outros. Essa
variante resulta na troca de residuo de arginina por um de prolina no cédon 72
comprometendo algumas func¢des da proteina, principalmente a capacidade de
induzir a apoptose celular. Apesar do alelo Pro 72 ser descrito como um fator de
mau prognadstico na maioria dos casos, na leucemia mieléide aguda (LMA) essa
alteracdo nado tem seu papel totalmente esclarecido com relacdo ao risco de
desenvolvimento da LMA ou se possui um efeito protetor.

Com relacdo as variantes mutacionais nos pacientes com LMA é
observado uma reducédo da frequéncia dessas alteracbes em comparacdo com
outros tumores, onde as variantes mutacionais estdo presentes em menos de
10% dos casos. A presenca de variantes mutacionais nesse gene esta
relacionada com uma pior resposta a quimioterapia, um prognaostico inferior e a
um maior risco de recaida em pacientes com cariétipo complexo que é a

presenca de trés ou mais alteracdes citogenéticas.
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A LMA corresponde ao grupo de neoplasias hematoldgicas clonais,
originadas a partir de um progenitor hematopoiético anémalo que adquiriu
progressivamente alteracdes genéticas, levando a desregulacdo das vias de
proliferacdo, morte celular e perda da capacidade de diferenciacdo. Devido a
essa desregulacdo ocorre o acumulo de células hematopoiéticas imaturas
(blastos) na medula éssea, interferindo na hematopoese normal. Se em grande
quantidade, alcangcam o sangue periférico e sado capazes de infiltrar outros
orgaos, como o figado, baco e pele.

Ainda que a LMA seja tratada como um conjunto de doencas, dentro desta
entidade h4 uma ampla variedade morfologica, imunofenotipica, citogenética e
molecular, as quais podem definir o curso clinico da doenca. Neste sentido, a
estratificacdo de risco para avaliacdo prognostica das LMAs € de extrema
importancia, uma vez que permite agrupar os pacientes com base no seu perfil
de marcadores prognésticos, podendo, desta maneira, predizer a evolucao
clinica dos pacientes e assim direciona-los para o protocolo terapéutico mais
adequado. Vérios fatores sdo importantes para determinar o prognéstico dos
pacientes: idade, contagem de leucdcitos e de blastos ao diagndstico, resultados
citogenéticos e moleculares.

Os achados citogenéticos sédo de grande auxilio na avaliacao prognostica,
visto que a deteccdo de alteracbes cromossdmicas pode ser determinante no
direcionamento terapéutico. Um exemplo disso € a t-(15; 17), caracteristica da
leucemia promielocitica aguda, cujo tratamento especifico com &cido all-trans
retindico (ATRA). No entanto, cerca de 50% dos pacientes sdo caracterizados
como citogeneticamente normais. Com base na heterogeneidade clinica e
bioldgica apresentada pelos pacientes, € necessario o estudo de marcadores
moleculares para determinar o desfecho dos mesmos. Estudos demonstraram
qgue alteracdes genéticas no TP53 possam estar ligadas a evolucéo clinica da
doenca e, possivelmente com resisténcia a quimioterapia durante o tratamento.
Desse modo, nos propusemos a pesquisar variantes genéticas no gene TP53 e
avaliar seu impacto no prognostico de pacientes diagnosticados com LMA do

estado de Pernambuco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TUMOR PROTEIN 53 (TP53)

Em 1970 a principal hipotese para o desenvolvimento do cancer levava
em consideracao que determinados virus eram responsaveis pela transformacgéao
celular, dos quais se destacava o virus simio 40 (SV40). Estudos funcionais com
este virus destacaram uma proteina com 55k daltons (Da) que precipitava
juntamente com o antigeno T maior, sem, no entanto, fazer parte do proteoma
do SV40. Desta forma, os autores postularam que esta proteina poderia ser
codificada pela célula hospedeira. Posteriormente, Crawford,1983 descreveu
anticorpos no soro humano que marcavam uma proteina com 53kDa em 9% dos
pacientes com cancer de mama sendo estabelecido que essa proteina era a
mesma ja descrita anteriormente, entdo foi nomeada de p53 (Kress et al. 1979,
Linzer e Levine 1979, Melero et al. 1979, Crawford, 1983).

Inicialmente descrito como um oncogene estudos realizados em 1989,
entre eles o de Finlay et al. revelou que a proteina p53 selvagem codificada pelo
gene TP53 tinha a capacidade de suprimir o crescimento e a transformacéao
tumoral de células em cultura (Finlay et al. 1989). A sua atividade de supressor
tumoral foi comprovada experimentalmente usando camundongos com
marcacdo do gene. Camundongos knockout para o TP53 (TP537)
desenvolveram tumores com uma frequéncia de 100%, levando assim o TP53 a
ser reconhecido como um supressor tumoral (Donehower et al. 1992; Jacks et
al. 1994).

O TP53 estd localizado no brago curto do cromossomo 17 mais
precisamente na regido 17pl13.1 contendo aproximadamente 20.000 pares de
base (pb). A organizacdo estrutural desse gene é feita por 11 éxons
apresentando uma regiao 5-UTR (do inglés, untranslated region) no éxon 1 e
em parte do éxon 2, uma regido 3’-UTR em parte do éxon 11 e a regido
codificante entre os éxons 2 e 11. Vale ressaltar que o éxon 1 ndo codificante
esta separado do restante da sequéncia por um intron conservado que ocupa
mais da metade do gene (10.739 pb). O gene TP53 ainda apresenta éxons
alternativos localizados no éxon 9, sendo o0 9a a forma regular para formacgao da
proteina selvagem, 9B e 9y envolvidos na sintese de transcritos de splicing

alternativos que codificam as varias isoformas da proteina p53 (Figura 1). A
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literatura descreve mais de 8 transcritos para o TP53, com uma frequéncia
variavel que séo gerados por meio do splicing alternativo e/ou uso de promotores
internos (Hainaut et al 2016). Esses transcritos alternativos diferem da forma
selvagem pela auséncia do dominio amino-terminal ou pela altera¢cdo do dominio
carboxi-terminal (Monette et al. 2012, Kim et al. 2016, Cowen et al. 2017, Wang

et al 2017).

Int1
10739

N * Int2
\ f 115 Int 6 lnt 8
’\.—. 567 Int 9 2819
nt 3 Int4 lnt 5 \ Int?7 Int 10
755 342 919

Y /\/ \/ \/ w - AV
g6 || E7 ‘ ‘ 9< E10|[ En
z 22 279 184 113 || 110 137 4 107 || 1278
N Egy 2491
80

Figura 1: Organizagdo estrutural do gene TP53. As regifes destacadas pela cor verde
representam as UTRs (Untranslated Region) e a regido codificante esta na cor branco. Os
éxons e introns estdo demonstrados pelas letras E e |, respectivamente e informam seu
tamanho em pares de base (pb). Ainda demostrando os éxons alternativos formados por E93
e E9y responsaveis pelas isoformas da proteina.

Fonte: http://p53.fr/tp53-information/tp53-knowledge-center (modificada).

A proteina selvagem formada por este gene € uma fosfoproteina nuclear
tetramérica com aproximadamente 393 aminoacidos. A p53 apresenta em sua
estrutura a regido N-terminal que possui os dominios de ativacao transcricional
e uma regido rica em prolina; uma regido central com dominio de ligacdo ao DNA
capaz de reconhecer e se ligar aos elementos responsivos a p53 e a regidao C-
terminal que é constituida por um dominio de tetramerizacdo e um dominio ndo
especifico de ligacdo ao DNA que reconhece e se liga ao DNA danificado (Figura
2). Esta proteina funciona como um “sensor” ao estresse celular, danos ao DNA,
sinais de hiperproliferacédo e disfuncdes metabdlicas que levardo seu acumulo
no nucleo, com consequente ativacdo de sua funcdo (Saha et al 2015, Lazo
2017, Sullivan et al. 2017).


http://p53.fr/tp53-information/tp53-knowledge-center
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Regi&o N-terminal Regido Central Regido C- terminal

T
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atividade em prolina DNA tetramerizagdo  especifico de
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DNA

Figura 2: Representagdo esquematica da estrutura da proteina p53. A p53 é formada 393
aminoacidos distribuidos ao longo das regiées N-terminal, Central e C-terminal. A regido N-
terminal inclui o dominio transcricional e a regido rica em prolina; a regido central contém o
dominio de ligagdo ao DNA e a regido C-terminal formada por dominio de tetramerizagéo e o
dominio néo especifico de liga¢cdo ao DNA.

Modificado de Bai et al 2006

Em células normais, a p53 é mantida em baixos niveis, principalmente por
meio da atividade da proteina MDM2 (do inglés, Murine Double Minute-2). Esta
apresenta diferentes maneiras de atuar como um regulador negativo da p53, dos
quais merece destaque a capacidade da MDM2 em se ligar ao dominio de
transativacdo da p53, e, desta forma, impedir sua capacidade de ativar a
transcricdo, além de possuir uma sequéncia de sinais semelhantes ao sinal de
exportacdo nuclear de proteinas virais. Assim, quando a MDM2 encontra-se
ligada a p53, esta induz sua exportacéo do nucleo impedindo que a p53 exerca
suas fung¢des. A MDM2 pode ainda funcionar como uma ubiquitina-ligase, capaz
de marcar a p53 e induzir sua degradacao pelo proteassoma. Ja em condi¢cées
de estresse celular, ocorre um aumento significativo da concentracdo da p53
com modificacdes pods-traducionais especificas, como fosforilacdo dos residuos
Serl5, Thrl8, Ser20 no caso do dano ao DNA. Esta fosforilacao inibe a ligacéo
da MDM2 na p53, consequentemente evitando a degradacédo da proteina (Figura
2). Outra maneira de garantir o acumulo da p53 € por meio da ativacdo de
oncogenes (c-MYC ou RAS) que irdo induzir supressores tumorais especificos
(por exemplo, ARF), que, por sua vez, inibira a acdo da MDM2 sobre a p53
(Aberg et al. 2017, Aubrey et al 2017, Merkel et al. 2017).
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Figura 3: Interacdo da proteina MDM2 com a p53. Uma das maneiras da p53 manter seu nivel por
basal € por meio da degrada¢do mediada pelo MDM2 que funciona como uma ubiquitina ligase
capaz de marcar a proteina. Em condicbes de estresse poderd ocorrer modificacdes poés-
traducionais que resultam na estabilizacdo e acimulo da p53 devido o bloqueio da interagdo com
MDM2. Quando a célula é capaz de se recuperar o estresse sofrido a p53 retorna a seu nivel basal
por meio do feedback negativo com MDM2.

2.2 FUNCOES DA P53

A p53, conhecida como “guardid do genoma”, apresenta a funcédo de
supressao tumoral que € essencial para a integridade do genoma. Por defini¢ao,
uma proteina supressora tumoral € aquela capaz de limitar a expanséao celular
inadequada e cuja sua inativacdo facilita a iniciacdo ou progressao tumoral
(Kastenhuber et al. 2017). Assim, na presenca de estresse celular, a proteina
p53 sera ativada para promover o reparo ou eliminacdo das células danificadas
por meio da inibicdo do ciclo mitdtico, senescéncia ou direcionando a célula para
a morte celular ou apoptose. Embora esses mecanismos de supressao tumoral
sejam bem descritos na literatura, estudos recentes mostram que a p53 também
pode limitar a formacdo de tumores por meio da regulacdo do metabolismo,
diminuindo os niveis das espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumentando a
autofagia (Muller et. al 2014, Kruiswijk et al. 2015, Duffy et al. 2017, Merkel et al.
2017).

A atividade de fator de transcricdo apresentada pela proteina p53
acontece por meio da formacao de um complexo homotetramérico, formado pela
associacdo de dois dimeros da proteina p53. Dessa forma, esse tetramero é
capaz de reconhecer e se ligar as sequéncias consenso nos elementos

responsivos a p53 que consistem em uma sequéncia motif com 10 pares de base
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5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3" (Fischer 2017, Sullivan et al. 2017),
regulando positivamente ou negativamente a expresséo de genes envolvidos no

controle do ciclo celular, apoptose e/ou senescéncia.

2.2.1 Parada do ciclo celular

O ciclo celular tem como principal objetivo a replicacdo do DNA com a
posterior segregacdo dos cromossomos garantindo que o material genético seja
distribuido igualmente entre as células filhas. O ciclo celular das células
somaticas € constituido pela fase de sintese do DNA (fase S) e pela mitose (fase
M), as quais sdo separadas por intervalos (G1 e G2, respectivamente). A
regulacdo do ciclo é feita por meio de ciclinas que sdo expressas durante as
diferentes fases; estas, por sua vez, sdo responsaveis por regular a familia de
ciclinas dependentes de quinase (CDKs) que quando fosforiladas resultam na
progressao do ciclo celular (Sherr et al 2016).

Estudos tem demonstrado que a parada do ciclo celular € a primeira op¢éo
da célula na tentativa de reparar o dano presente no DNA. A p53 é uma proteina
essencial no mecanismo de checkpoint durante a fase G1 do ciclo celular, assim
evitando o acumulo e a propagacdo de mutacbes para as células filhas. A
proteina codificada por esse gene tem como papel a ativagéo transcricional da
proteina p21, cuja a funcéo é se ligar aos complexos ciclina E/CDK2 e ciclina
D/CDK4 causando a parada do ciclo celular na fase G1 (Chen et al. 2016). A p21
também pode interagir com o PCNA (do inglés, Proliferating Cell Nucler Antigen)
e inibir a replicacdo do DNA in vitro que pode contribuir para a atividade de
parada do ciclo celular (Speidel et al 2015, Sherr et al 2016, Perri et al.2016,
Kastenhuber et al. 2017).

Vale ressaltar que a ativacdo da p53 também esta envolvida com a parada
do ciclo celular na fase G2/M, por meio da interacdo com genes alvos como 14-
3-30 e seu produto serd um regulador negativo de CDKs. Outro mecanismo de
parada na fase G2/M € por meio da ligacdo da p53 em um sitio do promotor do
gene Cdc25C responsavel por mediar a entrada da célula na fase de mitose.
Este gene quando ligado a p53 terd uma regulagcédo negativa da sua transcricéo,
entdo essa repressao podera acarretar a parada do ciclo celular (Chen et al.
2016, Winter et al 2016, Roy et al. 2017).
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2.2.2 Senescéncia

Diferentemente da parada do ciclo celular que é um processo reversivel
apos o reparo, a célula quando em senescéncia possui a parada permanente do
seu ciclo celular. E importante destacar que apesar da parada do seu ciclo, essas
células estdo metabolicamente ativas e sdo capazes de expressar diversas
proteinas secretoras, também possuem caracteristicas especificas como
aumento de tamanho, autofagia e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias.
Normalmente, a senescéncia celular é atribuida a modificacdes nos teldmeros,
danos ao DNA, hipdxia e espécies reativas de oxigénio que desencadeiam uma
resposta de dano ao DNA, e consequentemente a ativacao da p53 (Lasry et al
2015, Chen et al. 2016).

A p53 estad envolvida na senescéncia celular através da ativacdo de
diversos fatores transcricionas como Cdknla, PML, Pail e E2f7. A ativacdo da
p53 tem multiplos efeitos na expressao génica, dentre esses fatores expressos
0 mais relevante em relacdo a senescéncia é a ativacdo da p21. A ativacdo da
p53 e p21 nas células senescentes € um processo temporario, pois essas
proteinas tem seus niveis diminuidos apds a parada do crescimento celular.
Quando a expressao da p21 € diminuida outro inibidor de CDK, a pl6, é ativo
constutivamente, assim sugerindo que seja responsavel pela manutencao da
parada do crescimento nas células senescentes (Rufini et al. 2013, Aubrey et al
2016).

2.2.3 Apoptose

Em condigbes em que o reparo do DNA né&o for realizado de maneira
eficaz, a p53 direcionara a célula a mecanismos de apoptose prevenindo a
proliferacéo de células anormais (Yanada et al. 2016). Dessa forma a proteina
p53 € responsavel por interagir com uma série de outras proteinas capazes de
controlar a morte celular programada.

Os principais alvos da p53 responsaveis por regular a apoptose séo
PUMA, Noxa e Bax, todos pertencentes a familia BCL-2 que é considerada o
controlador principal da via intrinseca da apoptose. Com a presenca do estimulo
apoptotico as proteinas PUMA e Noxa sao reguladas positivamente atraves da
ativacdo da p53, enquanto proteinas anti-apoptoticas (BCL2, BCL-XL, BCL-W)

terdo a diminuicdo da sua regulagdo, assim levando a um desequilibrio do
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balanco entre as proteinas da familia BCL-2 (Speidel et al 2015, Vogler et al
2017).

Essa alteracdo no balanco das proteinas leva a ativagdo de BAK e BAX
que sao proteinas efetoras capazes de se agrupar nos poros da membrana
mitocondrial, assim levando a permeabilizacdo da membrana externa
mitocondrial e liberagcdo do citocromo ¢ no citosol. A liberagdo do citocromo ¢
resulta na formacao do apoptossoma através do recrutamento de APAF-1 e pro-
caspase 9, seguida da ativacdo da caspase 9 através da clivagem proteolitica,
dessa forma levando a apoptose (Ashkenazi et al 2017, Cassier et al. 2017).

A apoptose também pode ser ativada por meio da via extrinseca que inclui
os receptores DR4, DR5, assim como FAS que sdo membros da familia de
receptores TNF e sado induzidos pela p53. Quando o FAS liga-se ao seu receptor
FAS-L ocorre a formacao de um complexo que leva ao recrutamento da proteina
FADD com a pro-caspase-8, formando o complexo de sinalizagdo indutor da
apoptose. Esse complexo causa a ativagdo proteolitica da caspase-8 que por
sua vez ira ativar as caspases-3 e -7 que Sao necessarias para o processo de

apoptose caspase dependente (Ouyang et al. 2012, Cassier et al 2017).

2.2.4 Outras funcgodes

Apesar das funcbes classicas realizadas pela p53 ja serem bem
estabelecidas na literatura, outras fun¢cdes com uma ac¢éo de supressao tumoral
também tem sido atribuidas a essa proteina. Dentre essas funcdes esta a
alteracdo do metabolismo celular, onde a rapida proliferacdo celular e o
crescimento anabdlico sdo caracteristica da doenca neoplasica que necessita de
uma reprogramacao metabdlica. A reprogramacao metabdlica, caracteristica das
células neoplasicas, caracteriza-se pelo efeito Warburg, no qual a glicose é
predominantemente metabolizada pela glicélise no lugar da fosforilacdo
oxidativa mesmo em condi¢des aerobicas (Warburg 1956, Aubrey et al 2016).

Com base no efeito Warburg foi verificado que a proteina p53 é
responsavel por regular genes que estdo envolvidos em eventos metabdlicos. A
p53 irA se opor a esse processo oncogénico de reprogramacdo metabdlica
estimulando a fosforilacdo oxidativa através da ativacédo da sintese de citocromo
oxidade 2 (Soc2), assim como inibindo a glicélise por meio da repressédo dos

transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4 que irdo reduzir a absorcéo de
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glicose, assim causando uma diminuicdo da glicélise. A p53 também ativa o gene
regulador de glicolise e apoptose induzido por TP53 (TIGAR) que codifica a
enzima frutose fosfatase que inibe a glicolise e aumenta a produgéo de NADPH
(Bieging et al. 2014, Ko et al. 2016).

Com relacéo ao controle dos niveis de ROS é necessario que ocorra uma
regulagcdo dos mecanismos antioxidades celulares para evitar a toxicidade
associada a ROS, assim uma possivel desregulacdo desses processos pode
contribuir para o desenvolvimento de neoplasias. A p53 possui um mecanismo
capaz de regular o sinal oxidante e controlar o estresse oxidativo, esse processo
acontece visto que 0s genes responsaveis por codificar enzimas antioxidantes
como Gls2, Sestrin 1 e Sestrin 2 foram identificados como sendo alvos de
transcricdo da p53 (Aubrey et al. 2016, Idelchik et al. 2017).

A autofagia é um processo em que proteinas citoplasmaticas e organelas
sdo envolvidas por vesiculas autofagicas que por sua vez irdo se fundir com os
lisossomos resultando na degradacao do conteldo. Esse processo promove a
reciclagem de componentes celulares e fornece energia servindo como um
mecanismo de sobrevivéncia em condi¢des de falta de nutrientes, assim como
pode manter a integridade celular através da remocdo de componentes que
causam danos celulares (Bieging et al 2014, Singh et al 2017). Desse modo,
dependendo das circunstancias apresentadas a autofagia pode promover ou
inibir a formacédo de tumores.

Acerca da associacdo da autofagia com a p53 verificou-se que essa
proteina pode ativar a expressdo de um determinado conjunto de genes
envolvidos com o processo autofagico como o DRAM1 (do inglés, DNA-damage-
regulated autophagy modulator 1), ULK1 (do inglés, UNC-51-like autophagy-
activatin g kinase 1 e cathepsin D. Além disso também foi demonstrado que a
autofagia pode direcionar a resposta da p53. A proteina ATG7 envolvida no
processo autofagico se liga & p53 e promove a parada do ciclo e a sobrevivéncia
celular através da ativagdo da p21. Assim, quando acontece a perda da ATG7
ocorre o processo de troca da resposta da p53 que altera da parada do ciclo

celular para a apoptose (Lee et al. 2012, Kruiswijk et al. 2015).



26

2.3 VARIANTES GENETICAS

2.3.1 Variantes mutacionais no TP53

Em 1989, cerca de dez anos ap0s a descoberta da proteina p53, estudos
feitos por Baker et al. (1989), Nigro et al. (1989), and Takahashi et al. (1989)
demonstraram que o gene supressor tumoral TP53 apresentava uma alta taxa
de variantes mutacionais em diversos tipos de tumores (Baker et al 1989, Nigro
et al 1989, Takahashi et al 1989). Mais de vinte cinco anos apoés esses estudos,
a era do sequenciamento gendmico confirmou o TP53 como sendo o gene
mutado mais associado ao cancer. Esse gene encontra-se mutado na maioria
das células somaticas dos tumores, com o TP53 mutante sendo identificado em
mais de 50% dos tumores solidos. Variantes mutacionais germinativas também
podem acontecer no TP53 e estdo associadas com a sindrome de Li-Fraumeni,
onde os portadores dessa sindrome apresentam uma maior predisposi¢cao para
o0 desenvolvimento de tumores como céncer de mama precoce, tumores
cerebrais, tumores adrenocorticais, leucemias e sarcomas (Cole et al. 2017).

As alteracdes no TP53 podem em alguns casos ser do tipo insergdes e
dele¢cbes (causando frameshift) ou nonsense, porém na maioria das vezes
ocorre mutacdes missense que levam a substituicdo de um Unico aminoéacido da
proteina. As variantes mutacionais missense acometem mais de 70% de todas
alteracdes encontradas no TP53, j& do total de alterac6es missense cerca de
80% estao localizadas na regido do gene responsavel por codificar o dominio de
ligacdo ao DNA (DBD). Vale destacar que as mutacfes também podem afetar
outros dominios, porém com menos hotspots como acontece com a regido de
transativacao (TA), regido rica em prolina (PR) e o dominio de oligomerizacéo
(OD) (Muller et al. 2014, Perri et al. 2016) (Figura 4).
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Figura 4: Figura esquematica demonstrado os dominios estruturais da proteina p53 e a frequéncia
de mutac¢des encontradas nessas regifes. Os gréficos representam a frequéncia de mutactes
missense ao longo dos dominios da p53 baseados em dados de 1.509 tumores com mutagdes
germinativas no TP53 e 27.852 tumores esporadicos encontrados no banco de dados International
Agency for Research of Cancer (IARC TP53).

Modificado de Sabapathy et al. 2017

As variantes mutacionais missense podem ser classificadas em dois
grupos principais: “mutac¢des de contato com DNA” como os hotspots R273H e
R248Q que afetam diretamente os residuos de aminoacidos que interagem com
o DNA, e portanto alterando a habilidade de ligagdo ao DNA. O outro grupo € o
de “mutagbes conformacionais” como R175H e R249S que alteram o
dobramento e a estrutura da proteina p53 afetando indiretamente a capacidade
de ligacao da proteina mutada. Uma variante encontrada fora da regido DBD é
a R337H localizada no dominio de oligomerizacdo e esta presente em individuos
com Li-Fraumeni. O resultado dessa mutagdo € a ruptura da ponte de sal dos
mondmeros (Arg337 — Arg352) levando desestabilizacdo parcial da
tetramerizacdo da p53, assim aumentando a propensdo para a formacédo de
fibras amiloides e causando uma disposi¢cdo para o carcinoma adrenocortical
(Galea et al. 2005, Sabapathy et al. 2017).
As mutagcdes no TP53 geralmente levam a perda ou diminuicdo da
atividade da p53 selvagem, e como essa proteina atua como um tetramero é
possivel que as proteinas mutantes funcionem como inibidores negativos

dominantes em relacdo a p53 selvagem remanescente (Muller et al.2014).
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Ademais, as mutacdes nesse gene podem permitir uma vantagem adicional para
0s tumores, uma vez que a proteina mutada pode adquirir funcbes para
promover a formagao de tumores. Esse conceito de “ganho de fungédo” (GOF) foi
demonstrado através de experimentos, onde certos alelos TP53 mutados
possuiam caracteristicas capazes de produzir um fendtipo distinto dos nulos. As
caracteristicas de ganho de funcdo apresentadas pela proteina mutada € a
capacidade de aumentar a invasdo celular e a metastase, em alguns casos
também é possivel verificar 0 aumento a resisténcia aos medicamentos e a
angiogénese (Aschauer et al. 2016, Furth et al. 2017, Kastenhuber et al. 2017).

Nem todas variantes mutacionais encontradas demonstraram algum
ganho de funcéo, por exemplo estudos feitos com camundongos constatou que
as variantes G245S e R246S nao expressaram nenhuma caracteristica de GOF,
enquanto a R248Q exibiu um desenvolvimento acelerado do tumor em
comparacdo com camundongos p53 nulos. No entanto, o motivo pelo qual
apenas algumas proteinas mutadas apresentam o ganho de funcao ainda néao é
totalmente esclarecido. Porém, acredita-se que o estado conformacional ou os
niveis de expressao da p53 mutada ndo estdo envolvidos, visto que mutacdes
tanto no dominio de ligacdo ao DNA quanto no dominio de oligomerizacao
apresentam atividade de ganho de funcéo in vivo (Lee et al. 2012, Hanel et al.
2013, Sabapathy et al. 2017).

2.3.2 Variantes polimérficas no TP53

As variantes polimorficas tem como definicdo a presenca de dois ou mais
alelos, onde o alelo menor possui uma frequéncia maior que 1% na populacéo
em estudo. Apesar das variantes polimorficas apresentarem semelhangcas com
as mutacles, essas alteracdes possuem caracteristicas que as distinguem
dentre elas esta a frequéncia, pois, as mutacdes tém uma taxa menor que 1%
na populacao (Karki et al. 2015).

O TP53 possui mais de 100 variantes polimorficas descritas, onde cerca
de 90% estao localizados em introns ou nos éxons nao codificantes. Apesar do
namero elevado de variantes polimorficas encontradas apenas algumas delas

tem seu efeito estudado nas func¢des da p53. Dentre essas alteracdes estudadas
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as que possuem uma melhor caracterizacao funcional sdo as variantes: R72P
(rs1042522) e P47S (rs1800371) (Hainaut et al. 2016).

A R72P esté localizada no cdédon 72 (éxon codificante 4), ou seja, na
regido rica em prolina da estrutura da p53, a qual ndo tem sua funcdo
completamente esclarecida. Essa variante € resultado de uma troca de uma
guanina por uma citosina, em que a frequéncia do alelo menor pode variar de 10
— 50% dependendo da populagéo estudada. Devido a mudanca do par de base
ocorre a troca do residuo de arginina (CGC) por um de prolina (CCC) que pode
aumentar a susceptibilidade para o desenvolvimento de tumores. Ademais, a
presenca em homozigose da arginina esta associada com uma maior frequéncia
de variantes mutacionais somaticas no TP53 quando comparada com pacientes
com genodtipo homozigoto para a prolina (McGraw et al 2015, Rebbani et al
2015).

Jé a variante P47S esté localizada na regido de transativacdo do dominio
N-terminal levando a troca de um residuo de prolina por um de serina no cédon
47. AP47S parece estar restrita a descentes africanos com uma frequéncia entre
6 — 8% na populacao africana, visto que essa variante ainda nao foi descrita ha
populacao caucasiana. Estudos realizados observaram que a Ser variante pode
levar a reducéo dos niveis de apoptose quando comparado com a Pro selvagem.
Além disso, a P47S também esta relacionada ao desenvolvimento de tumores,
visto que em um estudo realizado com camundongos foi observado que tanto os
heterozigotos quanto o0s homozigotos para essa variante apresentaram
predisposicao para desenvolver carcinoma hepatocelular (Sharma et al 2014,
Jennis et al 2016).

2.4 TP53 NA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A proteina do TP53 desempenha um papel fundamental na hematopoiese
normal e na leucémica, pois a p53 participa de uma rede de sinalizacao
relacionada com a LMA. Nesse processo a p53 é responsavel por regular
processos celulares como a manutencdo do pool de células tronco normais,
dessa forma servindo como uma barreira para formacéo de neoplasias na célula

tronco. Com relagéo a célula tronco hematopoiética (CTH), a p53 esta envolvida
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com a quiescéncia e auto-renovacdo dessas células a fim de evitar a
leucemogénese (Pant et al. 2012, Yanada et al. 2016, Prokocimer et al. 2017).

Como ja descrito anteriormente, diversas variantes polimérficas ja foram
encontradas no TP53, onde algumas dessas altera¢gées podem estar associadas
a susceptibilidade para o desenvolvimento de tumores, principalmente a variante
R72P. Esse risco pode ser causado pelo fato da Pro72 causar a redugéo da
atividade apoptética e aumento do risco de desenvolvimento de tumores,
enquanto a Arg72 aumenta a inducdo da apoptose e reduz a transformacao
celular (Bezerra et al. 2017). Embora a maioria dos estudos descreverem o alelo
Pro72 do TP53 como um fator de mau progndstico para canceres humanos,
existem evidencias de que a variante Pro72 é mais eficiente em ativar genes de
reparo ao DNA (Yaghmaei et al 2015) e de induzir a parada do ciclo celular (Pim
et al 2004). Particularmente em neoplasias mieldides, a variante Pro72 do TP53
exerce um efeito protetor contra a LMA relacionada a terapia em individuos com
niveis mais baixos da proteina MDM2 (Ellis et al 2008).

Com relagdo as variantes mutacionais o TP53 apresenta uma elevada
frequéncia na maioria dos tumores. No entanto, quando essa frequéncia é
analisada nos casos de Leucemia Mieloide Aguda (LMA de novo) o TP53
encontra-se mutado em menos de 10% dos casos. De acordo com Kadia et al.
a presenca de variantes mutacionais nesse gene esta relacionada com uma pior
resposta a quimioterapia, um prognastico inferior e a um maior risco de recaida
tanto em pacientes com cariétipo complexo que é definido pela presenca de trés
ou mais alteracfes citogenéticas. Vale destacar que a observacao de um pior
prognostico em pacientes com LMA com TP53 mutado foi independente da
idade, cari6tipo e outras mutagdes, como NPM1 / FLT3-ITD, CEBPA, RUNX1,
WT1, DNMT3A e IDH2 (Hou et al. 2015, Kadia et al. 2016, Aziz et al. 2017). Com
base nessa evidéncias, as variantes mutacionais no gene TP53 podem servir

como marcadores de pior prognéstico para pacientes com LMA.

2.5 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

As leucemias mieldides agudas (LMA) sdo desordens heterogéneas do
tecido hematopoiético, caracterizadas por uma expansdo clonal e perda de
diferenciacdo dos progenitores mieldides (blastos) na medula 6ssea (MO)

resultando em uma hematopoese deficiente e na insuficiéncia da medula 0ssea.
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Essas células podem escapar para o sangue periférico (SP) e se acumularem
comprometendo func¢des de outros 6érgaos como figado e baco (Papaemmanuil
et al. 2016, Mendinger et al. 2017).

De acordo com Hackel et al. a LMA acomete principalmente adultos com
uma idade média de 67 anos no diagnoéstico (Hackel et al. 2017). O Instituto
Nacional do Cancer nos Estados Unidos determinou que a LMA possui uma
prevaléncia de 1,3% dos casos de cancer do EUA. Ainda foi possivel estimar
que em 2017 houve uma incidéncia de 21.380 novos casos de LMA, onde 10.590
foram a 6bito. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) relata apenas os
dados referentes a leucemias no geral, onde em 2018 estima-se 5.940 novos
casos para o biénio 2018-2019. Esse valor corresponde a 5,75 casos novos a
cada 100 mil homens e 4,56 casos novos para cada 100 mil mulheres. Ademais,
um estudo realizado por Carvalho et al. 2011 no Estado de Pernambuco
observou que a LMA representa cerca de 41% de todos os casos de leucemia
recebidos no HEMOPE durante o periodo de 1997 a 2007 (Carvalho et al. 2011,
INCA 2016).

A taxa de remisséao definida pela presenca de menos de 5% de blastos na
MO apresenta uma diminuigdo com o aumento da idade do paciente atingindo
90% em criangas, 70% em adultos jovens, 60% em adultos de meia idade, e
40% em pacientes mais idosos. Vale destacar que com a melhoria do regime
terapéutico a LMA é curada em aproximadamente 35-40% dos pacientes idade
inferior a 60 anos, no entanto para pacientes idosos (> 60 anos) a sobrevida
ainda continua sendo um problema (Rose-Inman & Kuehl 2014, Dohner et al.
2015).

2.6 FISIOPATOLOGIA DA LMA

A patogénese da LMA é um processo complexo influenciado por multiplos
fatores e mecanismos, ainda nao totalmente elucidados. Acredita-se que a LMA
estd associado a um amplo espectro de lesdes genéticas adquiridas
somaticamente como alteracbes cromossOmicas numeéricas e estruturais,
alteracdes no numero de coépias, mutacdes indel e variaveis de nucleotideo
anico, que se acumulam na célula tronco leucémica e consequentemente
passam para sua prole. Além disso, o papel de fatores epigenéticos no

desenvolvimento da leucemogénese foram identificados nos ultimos anos, tais
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como metilacdo anormal do DNA e modificagbes nas histonas que sao
mecanismos importantes no silenciamento de supressores tumorais (Hackl et al.
2017, Heidari et al. 2017).

Anteriormente, um modelo proposto por Gilliland et al. denominado “two-
hit model” explicou que para o desenvolvimento da leucemogénese era
necessario duas classes de mutacdes. As mutacoes de classe | envolvem genes
como FLT3, RAS e KIT relacionados com a transducédo de sinal que através da
ativacao constitutiva de receptores ou na desregulacédo de transdutores de sinais
conferem vantagem proliferativa das células hematopoiéticas e evasdo da
apoptose. Ja as mutacdes de classe Il compreendem as translocacbes
cromossdmicas e afetam fatores de transcricdo e proteinas envolvidas no
controle transcricional, dessa forma contribuindo para o bloqueio da
diferenciacdo mieldide. Exemplos de mutacBes classe Il sdo as translocacfes
t(8;21), inv(16) e t(15;17) que geram, respectivamente, 0S rearranjos génicos
AML1/ETO, CBFB/MYH11 e PML/RARA, juntamente com as mutacées nos
genes RUNX1, CEBPA e MLL (Gary Gilliland e Griffin et al. 2002).

No entanto, com a descoberta de mutagcdes em outros genes o conceito
do two-hit model foi questionado, visto que nem todos os pacientes com LMA
possuem mutacgOes de classe | ou Il. Dessa forma sugerindo que vias adicionais
podem estar envolvidas na patogénese da LMA. Por exemplo, alteracdes em
genes envolvidos em modificacbes epigenéticas foram identificados na LMA, e
através de estudos foi possivel identificar padrdes distintos de alteracbes
epigendmicas nos subtipos de LMA (Sanchez et al. 2014).

2.7 DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO DA LMA

O diagnostico da LMA deve compreender a observacdo de um quadro
clinico agudo do paciente juntamente com a realizacdo de exames
complementares essenciais para a confirmacdo da doenca. Normalmente o
paciente apresenta um quadro de fraqueza devido a anemia, infeccbes em
virtude da reducédo de leucocitos normais, sangramentos pela diminuicdo da
producéo de plaquetas (plaguetopenia) e ainda hepatomegalia, esplenomegalia,
dor Ossea devido a infiltracdo pelas células leucémicas. No hemograma é

possivel observar uma anemia normocitica/normocrémica, a contagem dos
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leucdcitos pode variar de < 1.000/ul a 200.000/ul com presenca de neutropenia
e blastos e plaquetopenia. Ainda segundo os critérios da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) ainda € necessario um contagem de pelo menos 20% de
blastos na medula 6ssea para o diagnostico (Bullinger et al. 2017, Dohner et al.
2017).

Além do hemograma e do mielograma onde é possivel observar indices
hematimétricos e a morfologia dos blastos respectivamente, outros testes
também sdo necessarios como a imunofenotipagem e citogenética que auxiliam
na classificacdo dos subtipos de LMA e no diagnostico. Por exemplo, a
imunofenotipagem é essencial para o diagnostico e diferenciacdo das LMAs MO
e M7, quanto as alteracdes citogenéticas estdo presentes em 55-75% dos
pacientes diagnosticados com LMA (Estey e Dohner et al. 2006)

A LMA apresenta como caracteristica um pleomorfismo, assim como
diferentes comportamentos biol6gicos, o que levou ao estabelecimento de uma
classificacdo (Bullinger et al. 2010). A classificacdo das LMAs é baseada em dois
principais sistemas o Franco-Americano-Britanico (FAB) e o da Organizacao
Mundial de Saude (OMS). O sistema FAB criado em 1976 prop0s a classificacao
das LMAs em seis grupos (M1 — M6) baseada em aspectos morfologicos e
citoquimicos (Figura 4). Em 1985 houve uma revisdo dessa classificagdo onde
critérios imunofenotipicos foram adotados levando a incorporacéo do subtipo M7
devido a confirmacdo de blastos plaquetarios, e do subtipo MO através de

marcadores monoclonais (Quadro 1) (Bennett et al. 1976, Bennett et al. 1985).
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Quadro 1: Classificacdo Franco-Americano-Britanico (FAB) de 1985 para as leucemias
mieldides agudas.

Tipo Definigao Caracteristicas
MO Leucemia indiferenciada MPO™ por método imunoldgico
CD13* CD33,CD11b*

M1 Leucemia mieldide sem MPO* > 3% blastos
diferenciacdo >90% das células nucleadas da M.O.
M2 Leucemia mieldide com % blastos na M.0.>20% e <90% células
diferenciacdo nucleadas da M.O., componente

monocitico <20%
M3 Leucemia promielocitica Predominio de células M3(promielécito)

M4 Leucemia mielomonocitica Similiar a M2
Componente monocitico na M.O entre
20% - 80%

M5 Leucemia monocitica Componente monocitico > 80%

M6 Eritroleucemia Eritroblastos > 50% das células
nucleadas da M.O.
Blastos > 30% das células n3o eritroides

M7 Leucemia megacariocitica Megacarioblastos > 30% das células
nucleadas na M.O.
Legenda: MPO*: mieloperoxidase positivo; M.O.: medula dssea; CD: cluster of differentiation

Figura 5. Classificagdo morfologica da FAB de 1976. Nessa classificagdo € visualizado a
estratificacdo das LMAs nos subtipos de M1 — M6. Os subtipos MO e M7 descritos na classificacéo
de 1985 ndo estdo incluidos, pois, ndo é possivel a diferenciacdo apenas com a morfologia celular
Adaptado de Bennett 1976
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O intuito principal da classificacdo FAB era oferecer um diagndstico
objetivo que facilitaria a comparacao entre os casos. No entanto, com 0 aumento
da relevancia da citogenética a classificacdo FAB tornou-se ultrapassada por
nao inserir os achados citogenéticos aos seus subtipos. Devido a essa
dificuldade em 2001 a OMS publicou uma classificacdo inserindo as
caracteristicas citogenéticas. Porém, esse sistema logo tornou-se insatisfatorio,
pois, cerca de 50% dos casos ndo € possivel identificar nenhuma anormalidade
citogenética, sendo esse grupo definido como citogeneticamente normal (LMA-
CN). Assim, em 2008 a OMS decidiu agrupar as caracteristicas citogenéticas
com achados moleculares, visto que mutacdes e alteracdes na expressao de
genes como FLT3, NPM1 e CEBPA que estdo associados com o processo de
leucemogénese e a resposta clinica ao tratamento (Walter et al. 2013, Wakita et
al. 2013). Dessa forma, criando um sistema com uma melhor caracterizacéo e
estratificacdo dos pacientes com LMA.

Nos dUltimos anos, estudos de sequenciamento demonstraram
informacBes adicionais sobre mutacdes génicas que influenciaram na
classificacdo da LMA. Dessa forma, a OMS em 2016 atualizou seu sistema com
algumas mudancgas nas categorias da LMA, porém mantendo seu foco em
achados citogenéticos e moleculares. Dentre as modificacdes realizadas a de
maior destaque foi a adicdo da categoria “neoplasmas mieldides com
predisposi¢cao de linhagem germinativa”. A inclusdo dessa categoria demonstra
0 aumento de casos de neoplasias mieldides, Sindrome Mielodisplasica (SMD)
e LMA, que surgem em associacdo com mutacdes germinativas hereditarias ou
de novo. Por exemplo mutagao germinativa no gene CEBPA s&o observadas em
pacientes com LMA com mutacdo somatica nho mesmo gene, onde a alteracdo
de origem germinativa predispdem a LMA e alteracbes soméaticas adicionais
contribuem para o desenvolvimento da doenca (Arber et al. 2016, DiNardo et al.
2016).

Outras alteracdes realizadas foram a adigéo provisoria da categoria “LMA
com BCR-ABL1” determinando que pacientes com essa alteracdo devem
receber terapia com inibidores de tirosina quinase, LMA com muta¢cdes no NPM1
e com mutagdes bialelicas no CEBPA tornaram-se entidades definitivas, por fim

uma nova categoria proviséria foi adicionada “LMA com muta¢des no RUNX1”
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gue esta associada com piores resultados (Quadro 2) (Arber et al, 2016; Dohner
et al, 2017).
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Quadro 2: Classificagdo da Organizagdo Mundial de Salde de 2016 para as leucemias
mieldides agudas

Leucemia Miel6ide Aguda e Neoplasias de Células Precursoras Relacionadas

- LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1

LMA com inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16)(p13.1,;922);CBFB-MYH11
LPA com PML-RARA

LMA com t(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A

LMA com t(6;9)(p23;g34.1);DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
Entidade proviséria: LMA com BCR-ABL1

LMA com mutagcdo NPM1

LMA com mutacao bialélica de CEBPA

Entidade proviséria: LMA com mutagdo RUNX1

- LMA com altera¢cBes mielodisplasicas relacionadas

- Neoplasia Mieléides relacionadas com terapia

- LMA nao classificaveis

LMA com minima diferenciagao

LMA sem maturacdo

LMA com maturacdo

Leucemia Mielomonocitica Aguda

Leucemia Monobléastica e Leucemia Monocitica Aguda
Leucemia Eritroide Pura

Leucemia Megacarioblastica Aguda

Leucemia Basofilica Aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

- Sarcoma Mieldide

- Proliferac8es mieloides relacionadas com sindrome de Down
Mielopoese anormal transitéria (MAT)

Leucemia miel6ide associada a sindrome de Down

- Neoplasias de células dendriticas plasmocitdides blasticas

Fonte: Adaptado de Arber et al. 2016



38

2.8 FATORES PROGNOSTICOS NA LMA

A estratificacdo de risco dos pacientes em relagdo a seu progndstico €
baseada em parte pelas caracteristicas clinicas como idade do paciente,
comorbidades e contagem de leucdcitos no SP, também envolve caracteristicas
genéticas incluindo alteracdes citogenéticas e moleculares que séo encontradas
no momento do diagndstico. Assim, as alteracdes genéticas ndo sdo apenas
marcadores para o diagnostico, mas também sdo consideradas fatores
prognoésticos capazes oferecer informacdes como resposta a quimioterapia de
inducdo, risco de recaida e sobrevida globlal (llyas et al. 2015).

A analise citogenética forneceu o primeiro esquema de prognostico
genético para LMA e continua sendo utilizado como esqueleto para a
estratificacdo atual, classificando os pacientes com base em seu cari6tipo antes
do tratamento. De acordo com a citogenética os pacientes sédo divididos em trés
grupos progndsticos: favoravel, intermediario e adverso. O grupo favoravel inclui
a 1(8;21)(922;922), inv (16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922) ou t(15;17)(q22;921), o
intermediario inclui pacientes sem alteracdes citogenéticas (LMA-CN) e os
pacientes com LMA portando alguma anormalidade citogenética que nao seja
considerada no grupo de risco favoravel ou desfavoravel e o grupo adverso que
possui inv(3)(q21;926)/1(3;3)(g21;926), translocacdes balanceadas envolvendo
11923, 1(6;9)(p23;934), t(1;22)(p13;q13) e caridtipo complexo. No entanto, cerca
de 50% dos pacientes com LMA apresentam cariétipo normal resultando em uma
heterogeneidade no progndéstico devido a alteracdes moleculares e a reposta ao
tratamento (Al-Issa et al. 2016, Di Nardo et al. 2016).

Com o sequenciamento foi possivel categorizar mutacdes recorrentes na
LMA e ainda constatou-se que 95% dos casos possuem pelo menos uma
mutacao somatica. Dessa forma, com o impacto que as alteracdes moleculares
exercem no prognostico dos pacientes foi criado em 2010 o sistema European
LeukemiaNet para estratificacdo de risco levando em consideracéo alteracées
citogenéticas e moleculares. Esse sistema foi atualizado e simplificado em 2017,
onde atualmente é utilizado um sistema de classificacdo com trés grupos
(favoravel, intermediario e adverso) no lugar de quatro grupos (favoravel,
intermediario |, intermediario 1l e adverso) utilizados na publicacdo de 2010
(Mendinger et al. 2017).
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Outras modificacdes também foram realizadas, pois, verificou-se que LMA
com mutacdes no NPM1 ou CEBPA, a presenca de alteragcdes cromossoémicas
coexistem parecem ndo modificar o efeito prognéstico das mutacdes. Vale
ressaltar que as mutacbes FLT3-ITD antes consideradas de progndstico
intermediario agora podem ser classificadas como prognostico favoravel
dependendo da taxa alélica. Foi demonstrado que pacientes com NMP1 mutado
e pacientes com FLT3-ITD com uma taxa alélica baixa (<0.5) (FLT3-ITD'*Y)
apresentaram um desfecho semelhante sendo considerados atualmente de
prognéstico favoravel. Ja mutacdes em RUNX1, ASXL1, TP53 e um cari6tipo
monossomal definido pela presenca de uma Unica monossomia foram
associados ao grupo de prognostico adverso (Quadro 3). Assim, com esse
sistema de estratificacdo € determinado o protocolo terapéutico a ser utilizado
apos a primeira remissédo dependendo do grupo em que o paciente € classificado
(Pasquini et al. 2016, Dohner et al. 2017).
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Quadro 3: Estratificacao de risco proposta pelo grupo European LeukemiaNet para subtipos
de LMA, segundo critérios citogenéticos e moleculares.

Grupo Genético

Favoravel

Intermediario

Adverso

Subtipo

1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1 Inv(16)(p13.1922)

ou t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
NMP1 mutado sem FLT3-ITD ou
com FLT3-ITD"" (taxa alélica <0.5) CEBPA bialélico

mutado

NPM1 mutado e FLT3-ITD"9" (taxa alélica 20.5)
NPM1 selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD"%
(sem alteracdes genéticas de risco adverso)
t(9;11)(p21.3;g23.3); MLLT3-KMT2A

Alteracdes citogenéticas ndo classificadas como

favoravel ou adversa

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearranged t(9;22)(q34.1;911.2);
BCR-ABL1

inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,
MECOM (EVI1)

-5 or del (5q); -7; -17/abn(17p) Cariétipo complexo
cariétipo monossomal

NPM1 selvagem and FLT3-ITD""

RUNX1 mutado

ASXL1 mutado

TP53 mutado

Fonte: Adaptado de Dohner et al. 2017

Com base na heterogeneidade clinica e biolégica apresentada pelos

pacientes e visto que a maioria deles apresentam cariotipo normal, é necessario

0 estudo de marcadores moleculares para determinar o desfecho dos mesmos.

Ademais, estudos mostram que mutacdes em genes especificos sdo importantes

nao apenas para o desfecho clinico dos pacientes, mas também desempenham

um importante papel no estabelecimento e desenvolvimento do clone leucémico.
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O Cancer Genome Atlas Research Network identificou nove categorias de genes
relevantes para a patogénese da LMA, das quais se destacam alteracbes em
genes supressores de tumor, onde o TP53 representa o principal gene da
categoria (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2013).
Esses achados sugerem que alteracdes genéticas no TP53 possam vir a estar
ligadas a evolucdo clinica da doenca e, possivelmente com resisténcia a
quimioterapia durante o tratamento. Dessa forma, numa tentativa de associar
esses resultados e uma vez que variantes genéticas no TP53, até entdo, ainda
nao haviam sido estudadas em Pernambuco em pacientes adultos com LMA de
novo justifica-se a necessidade do estudo de variantes no TP53 em pacientes

de Pernambuco.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar pacientes adultos com leucemia mieldide aguda de novo de
acordo com variantes genéticas no gene TP53, e associar estes achados com o

desfecho clinico e com caracteristicas clinicas e laboratoriais desses pacientes.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a frequéncia de variantes genéticas no gene TP53 em
pacientes adultos com LMA de novo;

2. Predizer as possiveis consequéncias moleculares das variantes no gene
TP53;

3. Associar a presenca de variantes genéticas no gene TP53 com
caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com LMA de novo;

4. Determinar o impacto clinico de variantes genéticas no gene TP53 nos
principais desfechos clinicos da doenca (remissdo completa, sobrevida

global e sobrevida livre de doenca).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho € parte de um projeto maior, que objetiva a
caracterizagdo de alteragbes moleculares em LMA, e foi submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP/CCS/UFPE) (anexo A).
ApoOs a aprovacao, foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios
éticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(CNS). Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a proposta do
projeto e assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (anexo B).

4.2 CASUISTICA

O estudo é do tipo coorte com comparacao de grupos internos, realizado
pelo Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial do Laboratério Central do
Centro de Biociéncias (NHCL LabCen/CB/UFPE). Foram incluidos no presente
estudo 61 pacientes diagnosticados com LMA e tratados no Hospital de
Hematologia da Fundacdo HEMOPE, Recife-PE, no periodo de marco de 2010
a novembro de 2018.

Os critérios de exclusdo empregados foram: pacientes pediétricos,
auséncia de dados para diagnostico de LMA (segundo critérios preconizados
pela OMS apresentados previamente durante a revisdo bibliografica), casos de
outras neoplasias hematolégicas, casos de LMA secundaria a neoplasia
mieloproliferativa/mielodisplasica, ou ainda indisponibilidade ao acesso dos
prontuarios dos pacientes para uma caracterizacdo clinica e laboratorial da
doenca. Por ser considerada uma entidade com caracteristicas e tratamento
préprio, pacientes com Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) também foram

excluidos das analises.

4.3 ANALISE HEMATOLOGICA E CLINICA

4.3.1 Coleta de dados e das amostras
O material utilizado na pesquisa foi 0 mesmo encaminhado aos

laboratérios de rotina para fins diagnésticos, e ndo foi feita nenhuma coleta
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adicional nos pacientes. Foi dada preferéncia a utilizacdo do material
proveniente do aspirado de medula 6ssea (MO), entretanto, quando este ndo
estava disponivel, foi utilizado sangue periférico (SP) anticoagulado em EDTA.
Parte dos dados clinicos dos pacientes foram obtidos por meio da analise de

prontuario, sempre levando em consideracéo os resultados do diagndstico.

4.3.2 Diagnoéstico de LMA

O diagnéstico da doenca realizado pela Fundacdo HEMOPE foi
estabelecido com base em achados clinicos e laboratoriais de acordo com
critérios estipulados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Arber et al.
2016). De acordo com a OMS, para que seja fechado o diagnéstico de uma
leucemia aguda, é necessaria contagem de blastos na medula 6ssea e/ou
sangue periférico igual ou superior a 20%. Assim, 0s pacientes foram
diagnosticados com base em critérios morfolégicos, citoquimicos,
imunofenotipicos e achados citogenéticos e/ou deteccdo dos rearranjos
moleculares PML/RARA, CBFB/MYH11l e AML1/ETO. Salientando que na
presenca dos rearranjos génicos supracitados a contagem igual ou superior a
20% de blastos na medula 6ssea e/ou sangue periférico ndo € necessaria para

o diagnostico.

4.3.3 Desfecho clinico

Os pacientes vivos foram censurados na data préxima a conclusédo da
pesquisa e, os demais que tiveram seguimento perdido e/ou sejam submetidos
a transplante de medula Ossea, foram censurados na Ultima data em que
sabidamente estavam vivos ou na data do transplante. Taxa de remisséo
completa (RC) corresponde ao percentual de pacientes que entraram em
remissao apos um ou dois ciclos de quimioterapia de inducéo. Esta remisséao foi
atestada com aspirados de medula 6ssea “normocelulares”, ou seja, aqueles que
se apresentaram com menos de 5% de blastos na medula 6ssea e com
evidéncias de maturacdo normal dos outros elementos apds trés semanas do
final da inducédo. Sobrevida global (SG) refere-se ao tempo compreendido entre
o diagndstico e o 6bito/censura. Sobrevida livre de doenca (SLD) é o tempo entre

a remissdo completa e o primeiro evento (recaida ou 0bito) ou censura.
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4.3.4 Critérios de incluséo e excluséo para analise de sobrevida

Foram incluidos na analise de sobrevida os pacientes que receberam
terapia de indugdo segundo protocolo padrdo preconizado tanto pelo Ministério
da Saude (portaria n°® 705, de 12 de agosto de 2014) quanto pela OMS. Este
protocolo é conhecido como “3+7” e consiste na administracdo de antraciclina
(daunorrubicina ou idarrubinia ou mitoxantrona) durante trés dias, seguidos de
administracdo de citosina arabinosidio durante sete dias. Foram excluidos
dessas analises pacientes que receberam outro tipo de tratamento (tratamento

paliativo) ou que foram tratados e acompanhados em outros hospitais.

4.4 ANALISE MOLECULAR

4.4.1 Extracdo do DNA gendmico

Para o estudo das mutacdes no gene TP53, foi realizada a extracdo do
DNA gendmico a partir do material excedente de sangue periférico ou médula
0ssea proveniente do diagnostico do paciente seguindo a técnica de extracéo

com base no fenol-cloroférmio modificado (Davis et al 1986).

4.4.2 Analise de variantes no TP53 por sequenciamento de Sanger

A pesquisa das variantes do gene TP53 foram realizadas através da
amplificacdo do DNA por PCR e subsequente sequenciamento do tipo Sanger.
Os primers utilizados na pesquisa foram desenhados utilizando o software CLC
MainWorkBench® 6.9.1 (Tabela 1). E importante ressaltar que todos os éxons
do gene TP53 foram sequenciados. Assim, foi necessario amplificar segmentos
sobrepostos permitindo a utilizacdo do sequenciamento capilar. Desse modo, as
variantes no gene TP53 foram analisadas por meio de amplicons com
aproximadamente 700pb. Abaixo estéo listados os oligonucleotideos utilizados
com os tamanhos esperados de amplificagéo.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para pesquisa de variantes
genéticas no gene TP53.

Primer Forward (5’2>3’) Reverse (5°2>3’) Produto (pb)
P53 _P1 CCAGGGTTGGAAGTGTCTC GCATTGAAGTCTCATGGAAG 719
(éxons 2 e 3)

TP53_P2 CATGGTGGTGCACACCTA GCCACTGACAACCACCCT 749
(éxons 4 e 5)

TP53_P3 AAGGCCTCCCCTGCTTG TGGTCTCCTCCACCGCT 698
(éxons 6e7)

TP53_P4 GTGGAGGAGACCAAGGGT AACCCAGAAGGCGGAGG 633
(éxons 8 e 9)

TP53_P5

oo 10) GCCAGGTGTGGTAGCACAC ACCATGAAGGCAGGATGA 517
TP53_P6

o 11) CCCTCTCACTCATGTGATG TCTACCTAACCAGCTGCC 711

As reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas utilizando a
Platinum Tagq DNA Polymerase High Fidelity (Initrogen®, ThermoFischer
Company, EUA). Antes de submeter os produtos de PCR a reacdo de
sequenciamento, estes foram purificados utilizando o mix de enzimas Exo-Sap
IT® (USB Laboratories, EUA) composto por Exonuclease | e SAP (Shrimp
Alkalyne Phosphatase). No sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Cycle
Sequencing® (Applied BioSystems, EUA), usando a proporcdo de reagentes

listada na tabela 2.

Tabela 2. Proporcdes de reagentes utilizados para os
sequenciamentos.

Reagente Volume (uL)
Produto de PCR purificado 50
Tampao de sequenciamento (5x) 2,0
BigDye Premix® 0,5
Primer (5pmol) 1,0
Agua ultrapura 1,5

A precipitagéo da placa utilizou o protocolo EDTA-acetato de sodio-etanol,
em que, sumariamente, os produtos provenientes da reagao de sequenciamento
sdo precipitados utilizando 2uL de acetato de sodio 3M pH5,2, 2uL de EDTA
125mM e 50uL de etanol 100% gelado e centrifugados a 22509 por 30 minutos.

Apbs centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado com spin da placa invertida
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a 180g por 1 minuto. Os produtos foram lavados com etanol 70% gelado e
centrifugados novamente a 2250g por 15 minutos, com posterior descarte do
sobrenadante. Em seguida, os produtos foram ressuspendidos em Hi-Di®
Formamide (Applied BioSystems, EUA) no momento da injecao.

O sistema automatico utilizado foi o 3500 XL Genetic Analyzer® (Applied
BioSystems, EUA) disponivel pelo Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (NPT-CPgQAM/FIOCRUZ) e pela
plataforma biotecnolégica do Centro de Ciéncia Bioldgicas. Ao menos duas
sequéncias de cada conjunto de primers para cada paciente foram produzidas,

obtendo deste modo as sequéncias referentes as fitas molde e complementar.

4.5 BIOINFORMATICA

4.5.1 Montagem, avaliagdo dos contigs e classificagdo das variantes
geneéticas

Apos confirmacédo da qualidade das sequéncias, estas foram comparadas
com a sequéncia de referéncia (NC_000017.11) referendada pelo NCBI (do
inglés, National Centre for Biotecnological Information). As sequéncias (contigs)
foram montadas e avaliadas utilizando o Software CLC MainWorkBench® 6.9.1.

Apos identificacdo das alteracdes, estas foram classificadas nos
seguintes tipos: silenciosas (sem alteracdo na sequéncia de aminoacidos),
missense (com substituicAo de aminoacidos), nonsense (com insercdo de
cédons de parada prematuros) e frameshift (em que ha alteracdo na matriz de
leitura proveniente de insercdes e/ou delecbes). Em seguida, utilizamos o
software PolyPhen-2 para predizer o grau de comprometimento funcional
ocasionado pelas variantes encontradas. Este software classifica as alteracdes
encontradas de acordo com a sua repercussao na atividade proteica, separando
em trés tipos: provavelmente prejudicial, possivelmente prejudicial, ou benigna.
O escore gerado é a probabilidade da substituicdo de aminoacidos ser prejudicial
e a confianca da previsao € dada pela sensibilidade e especificidade.

E importante destacar, que a ferramenta Poly-Phen-2 sugere o impacto
molecular de mutacdes levando em consideracdo as caracteristicas quimicas

dos aminoacidos envolvidos na substituicdo, e se os locais em que ha a troca
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sao estruturalmente importantes para a funcéo efetora da proteina, ndo havendo

com isso, comprovacéao conclusiva sobre o efeito das mutacgdes.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os pacientes foram classificados de acordo com o genotipo para variante
analisada. As varidveis continuas foram comparadas utilizando os testes de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, enquanto que para variaveis categoricas foi

utilizado o teste do Chi-quadrado ou teste exato de Fisher.

Sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD) foram calculados
usando o método Kaplan-Meier. Quando definido o perfil dos pacientes o teste
log-rank sera utilizado para comparagdes das curvas de Kaplan-Meier. Para a
analise multivariada, um modelo de risco proporcional de Cox foi utilizado para
a SG e SLD. Todos os valores de p foram two-tailed. Assim como anteriormente,
as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS Statistics
19.0 (IBM Corporation, Somers, NY, EUA). Valores de P < 0,05 foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAQAO E ANALISE DE SOBREVIDA DOS PACIENTES COM
LMA DE NOVO

Nessa secdo esta incluido o resultado da caracterizacdo 61 pacientes
com LMA de novo. A tabela 3 apresenta as principais caracteristicas clinico-
laboratoriais dos pacientes observadas ao diagndstico. A mediana de idade dos
pacientes foi de 49,5 anos (variando de 18 a 76,7) e a prevaléncia em relacao
ao género foi de 30/31 (feminino/masculino). A frequéncia dos subtipos FAB foi
analisado em 60 pacientes, visto que 1 paciente ndo possuia a classificacdo no
momento da analise. O subtipo mais frequente foi 0 M2 24/60 (39,4%) seguido
do M4 15/60 (24,6%), ndo sendo diagnosticado nenhum caso de M6 e M7. A
LPA classificada como o subtipo M3 pela FAB apresenta caracteristicas préoprias
e tratamento diferenciado dos demais subtipos de leucemia, por isso essa
classificacdo ndo é analisada junto com os outros casos de LMA.

A andlise citogenética realizada nos pacientes demonstrou que 22
(36,1%) apresentaram cariotipo normal, 32 (52,5%) cari6tipo alterado e 7
(11,4%) tiveram resultado inconclusivo devido ao pequeno nimero ou auséncia
de metéfases. Dos pacientes com cari6tipo alterado, seis tiveram cari6tipo
complexo; dez apresentaram a t(8;21)(q22;922); oito apresentaram a inv(16); um
apresentou del(11g23); um apresentou a inv(9)(p129gl3); um apresentou a

t(5;11)(q35;p13) e seis apresentaram outras alteracdes numeéricas.
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Tabela 3: Caracteristicas clinico-laboratoriais dos 61 pacientes com leucemia miel6ide aguda
observadas ao diagnéstico

- Pacientes
Caracteristicas (n = 61)
N %
Sexo
Masculino 31 50.8
Feminino 30 49.2
Idade (anos), mediana 49.5
Intervalo 18-76.7
Idade
18-39 anos 24 39.3
40-59 anos 20 32.8
>60 anos 17 27.9
Classificacdo FAB
MO 7 13,1
M1 10 16.4
M2 24 39.4
M4 15 24.6
M5 4 6.5
M6 0 0
M7 0 0
Auséncia de dados 1
Citogenética
Cariotipo Normal 22 40.7
t(8;21)(q22;922) 10 18.5
inv(16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922) 8 14.8
Trissomia 8 3 5.6
Cariotipo Complexo 6 11.2
del(11g23) 1 1.8
Outros 4 74
Auséncia de dados? 7 -
Estratificacdo de risco citogenético?
Favoravel 18 33.3
Intermediario 29 53.7
Adverso 7 13.0
Auséncia de dados 7 -
FLT3-ITD
Mutado 15 24.6
N&o-mutado 46 75.4
NPM1
Mutado 11 18.0
N&o-mutado 50 82.0
Grupo de risco molecular®
Grupo de baixo risco 7 115
Grupo de alto risco 54 88.5
Blastos na médula 6ssea (%), mediana 63
Intervalo 20-97
WBC (x 10%L), mediana 39.7
Intervalo 0.6 —3125
Hemoglobina (g/dL), mediana 8.1
Intervalo 4.3-135

Plaquetas (x 10%L), mediana 42.5
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Intervalo 6 — 404
Siglas: FAB, French-American-British; WBC, white blood cells; FLT3-ITD, internal tandem
duplication no gene FLT3; NPM1, nucleophosmin.

Observac0es:

1. Material ndo disponivel ou metafases ndo encontradas.

2. Os grupos de risco citogenético foram definidos de acordo com o critério estabelecido pelo
Medical Research Council (MRC).

3. O grupo molecular de alto risco foi definido como NPM1"éo-mutado/ | T3.|TDregative. NP\ ee-
mutado /FLT3_|TDpositive ou NpM1mutad0/FLT3_|TDpositive.

O grupo de baixo risco molecular foi definido pela presenga de mutagdes no NPM1 e auséncia
de mutagbes FLT3-ITD.

Na analise de sobrevida, foram incluidos 57 dos 61 pacientes desse
estudo, seguindo os critérios citados previamente no item material e métodos
4.3.4. A mediana da sobrevida global da coorte foi de 109 dias (IC 95%:50 - 167
dias), com sobrevida global estimada em dois anos de 13,8%. Um total de 52
(86,7%) pacientes evoluiram para o 0bito dos quais 13 (21,6%) faleceram antes
do 30° dia ap6s o diagnodstico (Figura 6a). A sobrevida global livre de doenca
teve uma mediana de 355 dias (IC 95%:90 — 619 dias). A SLD estimada de dois
anos foi de 20,6% (Figura 6b). A taxa de remissdo completa (CR) da coorte foi
de 41,6% (25/60).
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Grafico 1. (a) Sobrevida global de pacientes com leucemia mieldide aguda de novo néo
promielocitica. (b) Sobrevida livre de doenca de pacientes com Leucemia Mieldide Aguda de
novo ndo-promielocitica.

5.2 DESCRI(;AO DAS VARIANTES GENETICAS ENCONTRADAS NO TP53
EM PACIENTES COM LMA DE NOVO
A pesquisa de alteracdes genéticas em toda extensdo do gene TP53 foi

realizada em 61 pacientes com LMA de novo. Durante o estudo ndo foram



52
encontradas variantes mutacionais no TP53, contudo foram identificadas
variantes polimoérficas tanto de troca de nucleotideos quanto de insercdo de
nucleotideos.

As variantes polimérficas encontradas estdo distribuidas em toda
extensdo do gene. No intron 2 do TP53 foi observado a presenca do SNP rs
1642785 (C>G; MAF 0,42) com uma frequéncia de 89,6% (53/61) em nossa
coorte, dos quais 57,4% (37/61) sao heterozigotos e 29,5 (18/61) sé&o
homozigotos variantes. No intron 3 foi encontrado dois polimorfismos, o primeiro
€ 01517883323 (C>A, MAF 0,08) que esta presente em 8,2% (5/61) sendo todos
0S pacientes heterozigotos para esse SNP. Outra variagdo encontrada nessa
regido foi 0 rs17878362 caracterizado por uma insercdo de 16 nucleotideos que
foi constatado em 27,9% (17/61) dos pacientes.

Apesar do éxon 4 ser considerado uma regido de hotspot para variantes
mutacionais, foi encontrado apenas polimorfismos assim como as outras
regides. O rs1800370 (G>A; MAF 0,01) localizado no éxon 4 foi observado em
4,9% (3/61) dos pacientes, dos quais 3,3% (2/61) sdo heterozigotos e 1,6%
(1/61) é homozigoto variante. Outro SNP encontrado foi 0 R72P (rs1042522,
C>G; MAF 0,46) que ja é bem descrito na literatura, esse esta presente 78,7%
(48/61) da coorte, onde o0s pacientes heterozigotos apresentaram uma
frequéncia de 54,1% (33/61) e os homozigotos variantes de 24,6% (15/61). No
intron 4 foi encontrado o rs2909430 (G>A; MAF 0,16) com uma taxa de 90,2%
(55/61) em nossa coorte dos quais 23% (14/61) sao heterozigotos e 67,2%
(41/61) sdo homozigotos variantes.

Outras variantes polimorficas encontradas estéo localizadas no intron 7 e
no intron 9. Os SNPs rs12947788 (C>T; MAF 0,17) e 0 rs12951053 (T>G; MAF
0,17) ambos localizados no intron 7 apresentaram a mesma frequéncia
genotipica em nossa coorte sugerindo um possivel desequilibrio de ligacao.
Essas variantes apresentaram uma frequéncia de 29,5% (18/61) para
heterozigotos, ndo sendo encontrado homozigotos variantes. Por fim, a ultima
variante encontrada esta localizada no intron 9 que foi a rs12949655 (T>C; MAF
0,17) dos quais 5% (3/61) dos pacientes sdo heterozigotos e 5% (3/61) séo

homozigotos variantes (Tabela 4).
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Tabela 4. Descricao da localizagdo e da frequéncia genotipica das variantes polimorficas
encontrados na analise do gene TP53.

Polimorfismo Localizacéo Genotipo N %
CcC 8 131
rs1642785 intron 2 CG 35 57,4
GG 18 29,5
CcC 56 91,8
rs17883323 intron 3 CA 5 8,2
AA 0 0
Nolns/Nolns 44 72,1
rs17878362 intron 3 Nolns/Ins 17 27,9
Ins/Ins 0 0
GG 58 95,1
rs1800370 Exon 4 GA 2 3,3
AA 1 1,6
GG (néo Pro-Pro) 13 21,3
2317%‘;,2)522 Exon 4 GC (n&o Pro-Pro) 33 54,1
CC (Pro/Pro) 15 24,6
GG 6 9,8
rs2909430 intron 4 GA 14 23
AA 41 67,2
CcC 43 70,5
rs12947788 intron 7 CT 18 29,5
TT 0 0
TT 43 70,5
rs12951053 intron 7 TG 18 29,5
GG 0 0
TT 55 90
rs12949655 intron 9 TC 3 5
CcC 3 5

Siglas: Nolns/Nolns: homozigotos selvagens; Nolns/Ins: heterozigotos; Ins/Ins: homozigotos

variantes; Pro: prolina
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5.3 IMPACTO DA VARIANTE R72P NOS PACIENTES COM LMA DE NOVO

Como descrito anteriormente, variantes mutacionais n&o foram
encontradas em nossa coorte. No entanto, algumas das variantes polimorficas
identificadas no presente trabalho ja foram descritas em estudos anteriores.
Dentre elas, se destaca a variante R72P (rs1042522), principalmente pelo seu
impacto funcional na proteina p53.

Na andlise por meio do software Polyphen-2 mostrou que a variante a
R72P possivelmente ndo esta relacionada com provaveis danos a estrutura da

proteina.

R72P

T 6Cc T CCcCC-CcCGTGGGCCCC

Score:0,083
| - Sensibilidade 0,93;
especificidade 0.85

T T T
B.68 8.2 B.48 8,68 a.88 1.88

Figura 6. Exposicdo esquematica da variante R72P. E destacado a substituicdo no
eletroferograma, onde vemos a variante R72P. O gréfico proveniente da analise no Poly-Phen-
2 estd localizado abaixo do respectivo eletroferograma evidenciando a probabilidade de dano
molecular predita.

A tabela 5 resume as principais caracteristicas clinico laboratoriais que
foram analisadas usando o modelo recessivo de acordo com a presenca da
Prolina variante (Pro), assim formando os grupos nao Pro/Pro (n=46) e o Pro/Pro
(n=15). Notamos que os pacientes nédo Pro/Pro sdo mais velhos que o grupo
Pro/Pro, embora essa diferenca nao seja significativa (P= 0,262). Nao houve
diferenca entre os grupos com relagdo ao sexo (P= 0,384), nem com a
classificacdo da FAB (P= 0,565).

Dos 61 pacientes diagnosticados com LMA de novo, 7 ndo possuiam
analise citogenética. Dentro do grupo néo Pro/Pro foi observado uma maior
frequéncia de anormalidades citogenéticas como: t(8;21)(922922) (21,9%),
inv(16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922) (9,8%), caridtipo complexo (9,8%), seguidas
de outras alteracdes em menor frequéncia. Com base nos resultados obtidos da

citigenética, os pacientes foram estratificados em grupos de risco, seguindo 0s
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critérios estabelecidos pelo UK Medical Research Council (MRC) (Grimwade et
al. 2010). Assim, pudemos verificar uma maior frequéncia dos pacientes
distribuidas nos grupos de risco citogenéticos que pertencem a classe nao
Pro/Pro (P=0,821).

Baseados na presenca de mutacbes nos genes FLT3 e NPM1, os
pacientes foram segregados quanto ao risco molecular: o grupo molecular de
alto risco foi definido como NPMZ1ndo-mutado/p| T3-|TDregativo NP\ 1 néo-mutado/F| T3-
ITDPositvo gy NPM1Mutado/E T3-|TDPosve e o grupo de baixo risco foi definido pela
presenca de mutacdo no NPM1 com comitante auséncia de mutagdes FLT3-ITD.
Dentro dos grupos avaliados, a maioria dos pacientes nao Pro/Pro e os Pro/Pro
pertencem ao grupo de alto risco molecular, entretanto o primeiro grupo
apresentou uma maior frequéncia 43/46 (93%) em relacdo ao segundo 11/15
(73%) (P=0,034).

Apesar das medianas de hemoglobina (P=0,476) e plaquetas (P=0,808)
ndo apresentarem diferenca estatistica entre os grupos, a mediana do numero
de leucocitos demonstrou significancia estatistica (P=0,028) em que o grupo nao

Pro/Pro possui uma mediana inferior em comparagcdo com o grupo Pro/Pro.

5.4 INFLUENCIA DA VARIANTE R72P NA SOBREVIDA DOS PACIENTES
COM LMA DE NOVO

Para analise de sobrevida levando em consideracdo a variante R72P
foram incluidos 57 pacientes. A mediana da SG dos pacientes Pro/Pro foi menor
em comparacdo com os pacientes ndo Pro/Pro, sendo estas 81 dias (IC95%: 1
— 163 dias) e 119 dias (IC95%: 18 — 219 dias) respectivamente, embora essa
diferenca néo tenha sido significativa (P = 0,384). A SG estimada em dois anos
do grupo Pro/Pro foi de 9,5%, enquanto que para o grupo nao Pro/Pro foi de
16,7% (Figura 8a). Na andlise de sobrevida livre doenga houve diferenca
estatistica entre os grupos Pro/Pro e nao Pro/Pro, apresentando a mediana da
SLD de 139 dias (IC95%: 15 — 262 dias) e 468 dias (IC95%: 304 — 631)
respectivamente (P= 0,033) (Figura 8b).
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com Leucemia Mieldide Aguda
de novo categorizados de acordo com o status da variante R72P do gene TP53

Caracteristicas nao Pro - Pro Pro — Pro P-
(n = 46) (n=15) valor
No. % No. %

Sexo 0,384
Mulher 21 46 9 60
Homem 25 54 6 40

Idade 0,369
18 - 40 16 35 8 53
40 - 60 17 37 3 20
>60 13 28 4 27

FAB 0,565
MO 5 11,1 2 13,3
M1 8 17,9 2 13,3
M2 20 44.4 4 26,7
M4 10 22,2 5 33,4
M5 2 4.4 2 13,3
Auséncia de dados 1 - - -

Citogenética 0,734
Cariotipo normal 17 41,6 5 38,5
t (5;11) 1 2,4 0 -

t (8;21) 9 21,9 1 7,7
t(1;12) 1 2,4 0 -
Trissomia +4 1 2.4 0 -
Trissomia +8 2 49 1 7.7
Cariétipo complexo 4 9,8 2 15,4
del (11g23) 1 2,4 0 -
inv (16) 4 9,8 4 30,7
inv (9) 1 2,4 0 -
Auséncia de dados? 5 - 2 -

Risco citogenético? 0,821
Favoravel 13 31,7 5 38,5
Intermediario 23 56,1 6 46,1
Adverso 5 12,2 2 15,4
Auséncia de dados 5 - 2 -

Cariétipo Complexo 0,623
CcC 37 90,2 11 84,6
Nao CC 4 9,8 2 15,4
Auséncia de dados 5 - 2 -

Risco molecular? 0,034
Baixo risco 3 6,5 4 26,7
Alto risco 43 93,5 11 73,3

Idade (anos), mediana 32,5 26,5 0,262

Intervalo 18-76 18 — 69

Leucdcitos (x109L), mediana 28,1 39,7 0,028

Intervalo 600 — 312.500 16.500 — 192.950

Hemoglobina (g/dL), mediana 31,9 28,1 0,476

Intervalo 43-135 53-11

Plaquetas (x10%L), mediana 30,6 31,9 0,808

Intervalo 6000 — 404.000 20.000 — 215.000

Nota: 1. Material ndo analisado ou sem metafases

2. Os grupos de risco citogenéticos foram definidos de acordo com os critérios do Medical
Research Council (MRC).

3. O grupo molecular de alto risco foi definido como NPM1n&o-mutado/FLT3-
ITDnegativo, NPM1n&o-mutado/FLT3-ITDpositivo, ou NPM1lmutado/FLT3-ITDpositivo. O
grupo molecular de baixo risco foi definido pela presenca que qualquer mutagdo no NPM1 e
auséncia de muta¢bes FLT3-ITD.
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Grafico 2. (a) Sobrevida global de pacientes com leucemia miel6ide aguda de novo n&o
promielocitica frente a variante R72P. (b) Sobrevida livre de doenca de pacientes com

leucemia mieldide aguda de novo ndo promielocitica frente a variante R72P.
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6 DISCUSSAO

A literatura descreve que variantes mutacionais do TP53 em pacientes
com neoplasias hematologicas sdo encontradas em uma frequéncia
significativamente menor do que em tumores sélidos (Kastenhuber et al. 2017).
No entanto, THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK (2013)
observou que a frequéncia de mutac¢des no gene TP53 aumenta em 75% quando
sdo analisadas isoladamente em pacientes que apresentem cariétipo complexo
(ou seja, aquele com 3 ou mais alteragdes estruturais no mesmo clone) ao
diagnostico (Kadia et al. 2016). Além disso, esses achados sdo fortemente
associados com um pior desfecho clinico (Stengel et al. 2017).

E importante salientar que em nossas analises foi sequenciado toda a
extensdo do gene TP53. Enquanto, que a literatura apresenta estudos em que
apenas as regides de hotspots, as quais compreendem do éxon 5 ao éxon 8 séo
sequenciadas apresentando uma taxa inferior a 10% de variantes mutacionais
nos pacientes com LMA de novo (Kadia et al. 2016, Yanada et al. 2016, Hou et
al. 2015). Entdo, em nosso trabalho mesmo sequenciando todas as regides do
gene nao foram encontradas variantes mutacionais confirmando a baixa
frequéncia das mutacdes descrita na literatura. Apesar de ndo encontrarmos
variantes mutacionais, nossas analises evidenciaram varias alteracdes
polimdrficas no TP53, em sua maioria em regides intrénicas, corroborando com
outros estudos que descrevem o TP53 como um gene altamente polimorfico
(Olivier et al 2010, Kastenhuber et al. 2017).

Dentre as variantes encontradas foi destacada a rs1042522 (R72P)
responsavel por ser um potencial “modificador’ da atividade apoptética da
proteina p53 (McGraw et al 2015). Apesar da literatura descrever a variante
R72P como um marcador de mau prognostico para o cancer de pulméo, mama,
carcinoma hepatocelular e outros (Neumann et al. 2017, Yadav et al. 2015,
Rebbani et al. 2015), segundo a ferramenta Polyphen-2, a R72P apresentou uma
baixa probabilidade de dano molecular a funcdo da proteina. Ademais, existem
evidéncias de que o alelo Pro72 é mais eficiente em ativar genes de reparo ao
DNA (Yaghmaei et al. 2015) e de induzir a parada do ciclo celular (Pim et al.

2004). Com relagao as neoplasias mielbides, a variante Pro72 do TP53 exerce
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um efeito protetor contra a LMA relacionada a terapia em individuos com niveis
mais baixos da proteina MDM2 (Ellis et al 2008).

Em um trabalho anterior do nosso grupo foi avaliada a frequéncia desta
variante polimérfica em uma coorte de individuos saudaveis (224 voluntarios) e
pacientes adultos com LMA (205 pacientes) diagnosticados e tratados em 2
centros de referéncia no pais (Recife e Ribeirdo Preto). O estudo mostrou que a
variante Pro72 foi mais frequente em pacientes com LMA. Além disso, pacientes
com LMA gue foram homozigotos para a mesma variante (ou seja, aqueles com
0 genotipo Pro/Pro) apresentaram uma sobrevida global significativamente maior
que pacientes nao-Pro/Pro, particularmente aqueles designados para o grupo
intermediario de risco citogenético (Bezerra et al. 2017).

De acordo com o estudo citado acima 0s paciente com genotipo Pro/Pro
tiveram uma mediana da sobrevida global de 264 dias (1C95%:201 — 657 dias),
enquanto os pacientes com genoétipo nao-Pro/Pro apresentaram uma mediana
de 114 dias (IC95%: 70 — 158 dias) (P=0,031). Quando comparado esses dados
com as analises de sobrevida realizadas nesse estudo foi observado que em
nossa coorte 0s pacientes Pro/Pro tiveram uma SG inferior em comparacao com
0s pacientes nao-Pro/Pro, sendo estas 81 dias (IC95%: 1 — 163 dias) e 119 dias
(1C95%: 18 — 219 dias) respectivamente, porém esse dado nao foi significativo
(P= 0,384). A diferenca dos dados de SG entre os genétipos do nosso estudo
comparados com de Bezerra et al. pode ser devido ao numero limitado de
pacientes da nossa coorte, assim podendo nédo ter demonstrado o efeito dos
genodtipos frente ao desfecho dos pacientes.

Dentre os fatores progndésticos relacionados as condi¢cdes de saude e
caracteristicas do paciente estdo idade e contagem de leucécitos, sendo a idade
avancada e os quadros de leucocitose indicativos de progndstico adverso
(Vardiman et al. 2009). A variante R72P foi associada com a contagem
leucocitaria em que o grupo Pro/Pro apresentou uma mediana superior ao grupo
nao-Pro/Pro (P= 0,028), mas néo foi encontrado associacdo com a idade (P=
0,369). Ademais, em nossos resultados foi encontrado associagédo com 0 risco
molecular (P=0,034), onde o grupo nao-Pro/Pro demonstrou uma maior
frequéncia para classificacdo de alto risco em relagcédo ao Pro/Pro sugerindo que
a Pro72 nos pacientes homozigotos variantes pode apresentar um melhor

desfecho clinico.
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Dessa maneira, nossas analises sugerem que a variante Pro72 pode ter
diferentes comportamentos, a literatura ainda tem investigado a relacao entre
Arg72Pro e o risco de leucemia, porém o impacto dessa variante na
predisposicao para leucemia ainda € controverso. Tian et al realizou uma meta
analise e observou que essa variante estava associada com risco de leucemia
linfoide aguda (LLA), mas ndo encontrou resultados significativos com a LMA.
No entanto, Bezerra e colaboradores demostraram que o genoétipo TP53 Pro/Pro
foi associado com maior risco de leucemia e desfecho favoravel em pacientes
com LMA tratados com terapia convencional (Tian et al. 2016, Bezerra et al.
2017). E importante destacar que a meta analise conduzida por Tian et al. foi
realizada com 14 estudos do tipo caso-controle com populacdo asiatica e
caucasiana, entdo seus resultados podem nao corroborar com o estudo
brasileiro devido ao background genético apresentado pela populagéo brasileira.

Portanto, parece que a variante TP53 Arg72Pro pode ter diferentes
funcBes especificas de tecido e contexto, e a importancia prognostica de cada
alelo pode depender do tipo de cancer e do tratamento adotado. Como ainda
nao foi totalmente esclarecido o impacto biolégico desta variante polimoérfica na
leucemogénese, seria interessante realizar estudos funcionais que relacionem
dados apoptéticos com o perfil polimérfico dos pacientes com LMA, a fim de

esclarecer os efeitos dessa variante.
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7 CONCLUSAO

A auséncia de variantes mutacionais em nossa coorte com LMA de novo
demonstrou que o TP53 possui uma frequéncia reduzida de variantes
mutacionais em comparagdo com outros tumores;

O TP53 demonstrou-se um gene polimérfico, assim como descrito pela
literatura;

O genodtipo ndo Pro-Pro da variante R72P apresentou um melhor
desfecho clinico em nossa coorte.
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Guilhermy Victor Sousa de Araujo (81-996569414), Elaine Cristina Fontinele Martins (81-99179-
8040) e Fabio Rodrigo Barbosa Dutra Nascimento (81-988612131).

Caso este Termo de Consentimento contenha informag¢des que ndao lhe sejam
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que estd lhe entrevistando e apenas
ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realizacdo do
estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas
vias, uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Caso ndo concorde, ndo haverd penalizacdo, bem como serd possivel retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Essa pesquisa tem como objetivo “avaliar o panorama genético de pacientes adultos com
leucemia mieloide aguda (LMA), bem como seu impacto progndstico nos principais desfechos
clinicos da doenca (remissao, recaida e morte)”. Serdo incluidos na pesquisa pacientes adultos
(acima de 18 anos) com diagndstico de LMA, atendidos e acompanhados no Hospital Hemope,
no Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP) e no Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP). O material a ser analisado na pesquisa sera de medula dssea (tutano)
e/ou sangue periférico. Essas amostras sdo coletadas de rotina no momento do diagndstico e sé
utilizaremos na pesquisa o material que sobrar dessas analises, ndo sendo necessaria nenhuma
coleta adicional, evitando transtornos ao paciente. A pesquisa ndo pretende modificar o
tratamento ou acompanhamento ja preconizado para o paciente.

Essa pesquisa ndo traz riscos adicionais para o paciente, além dos riscos que sdo intrinsecos
aos procedimentos que ja seriam realizados na rotina de diagndstico, pois o seu material
bioldgico serd o mesmo utilizado na rotina laboratorial do HCP, IMIP e Hospital Hemope e sera
encaminhado para a pesquisa somente apds seu uso na rotina, sendo utilizado apenas o material
que sobrar. Em nenhuma ocasido sera coletado material excedente para uso da pesquisa.

Com essa pesquisa pretendemos, futuramente, melhorar o entendimento sobre o
desenvolvimento da LMA e o refinamento da analise de progndstico (classificacdo de risco) e,
assim, poderda haver uma maior adequacdo do protocolo de tratamento a ser seguido para cada
paciente, podendo aumentar as chances de cura.

Apesar de a pesquisa de algumas destas mutacdes serem preconizadas pela Organizagao
Mundial da Saude, o alto custo destes exames muitas vezes ndo permite sua realizagdo nas
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instituicdes publicas ou por custeio proprio do paciente. Nesse contexto, esse projeto se propoe
a realizar os testes em questdo e fornecer os resultados a equipe dos hospitais envolvidos e aos
pacientes.

Todas as informacGes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados de
prontuario coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados em computador pessoal, sob a
responsabilidade do pesquisador principal, no endereco acima informado, pelo periodo minimo
de 5 anos.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao
é voluntdria, mas fica também garantida a indeniza¢do em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacgao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego:
(Avenida da Engenharia s/n — 12 Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-
600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Prof. Dr. Ant6nio Roberto Lucena de Araujo

Pesquisador responsavel
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGCAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado,
apods a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsdavel, concordo em
participar do estudo “Impacto prognostico de alteracdes moleculares em pacientes com
leucemia mieloide aguda do adulto”, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido
gue posso retirar o meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Impressao
digital

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicita¢dao de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do
voluntdrio em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C - CURRICULO VITAE (LATTES)

Curriculum Vitae

Dados pessoais

Nome Marianny Fernanda Teixeira Pacheco
Filiacdo Mario Pacheco e Edvane de Fatima Teixeira Pacheco
Nascimento 03/08/1993

Formagédo académicaltitulagcao

2017 Mestrado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Avaliacdo de mutacdes no gene TP53 e seu impacto no progndstico
da leucemia miel6ide aguda
Orientador: Antonio Roberto Lucena de Araujo
Co-orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico

2011 - 2016 Graduacdo em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2013 - 2014 Graduacgéo em Science - Biological Science.
University of Alberta, UALBERTA, Edmonton, Canada

Formacao complementar

2016 - 2016 Tecnologias de Cultivo de Células Animais. . (Carga horaria: 80h).
Fundacao Hemocentro de Ribeirdo Preto, FUNDHERP, Ribeirao Preto, Brasil

2016 - 2016 | Curso de Inverno em Genética Humana. . (Carga horéria: 30h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2016 - 2016 Extens&o universitaria em Curso 1000 Laminas "Citologia Hematoldgica".
(Carga horaria: 45h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2016 - 2016 EAD - Doencga Falciforme. . (Carga horaria: 30h).
Universidade Federal de Santa Catarina, UFSC, Florianopolis, Brasil

2015 - 2015 Il Curso de Interpretacdo do Hemograma. . (Carga horaria: 60h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2015 - 2015 Avaliacao Clinica e Laboratorial da Hemostasia. . (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2015 - 2015 Técnicas Avancadas de Biologia Molecular. . (Carga horaria: 12h).
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdaes, CPQAM/FIOCRUZ, Brasil

2012 - 2012 IX Curso de Sensibilizagdo em Biosegurancga. . (Carga horaria: 18h).
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdaes, CPQAM/FIOCRUZ, Brasil
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2011 - 2011 Producédo de Anticorpos. . (Carga horaria: 40h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Atuacao profissional

1. Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes - CPQAM/FIOCRUZ
Vinculo institucional

2015 - 2015 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Iniciacdo Cientifica
- PIBIC , Carga horéria: 20, Regime: Parcial

Outras informagdes:

Aluna de iniciacdo cientifica com o projeto "ANALISE DA PARTICIPACAO DE CELULAS NK
CITOTOXICAS E REGULATORIAS NA INFECCAO PELO VIRUS
LINFOTROPICO DA CELULA T HUMANA"

2012 - 2013 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Iniciagédo Cientifica
- PIBIC, Regime: Parcial

Outras informagdes:

Atua na producgdo de antigenos recombinantes do virus HIV-1 e na validagdo dos mesmos através de
ensaios de microarranjos liquidos, visando o desenvolvimento de um kit
diagnéstico.

2. Ceapro - CEAPRO
Vinculo institucional

2014 - 2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagiaria,

Regime: Dedicacao exclusiva
Outras informagoes:

Estagio de verdo no departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da Ceapro qualificando certos
polifendis presentes em gréos de aveia e contribuindo para a producéo do artigo
de revis&o sobre "Avenanthramides".

3. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Vinculo institucional

2016 - 2016 Vinculo: Monitor , Enquadramento funcional: Monitor , Carga
horaria: 45, Regime: Integral
Outras informagdes:

Monitora do IV Curso de Interpretacdo do Hemograma da UFPE.

2015 - 2016 Vinculo: Monitor , Enquadramento funcional: Monitor da
disciplina de Exames Hematologicos , Carga horaria: 12,
Regime: Parcial
Outras informagdes:

Monitora vinculado a PROACAD/UFPE da disciplina Exames Hematoldgicos (Departamento de Biofisica
e Radiobiologia - UFPE), ministrada ao curso de Biomedicina; sob orienta¢éo do
Professor Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra.

4, Faculdades Integradas de Patos - FIP

Vinculo institucional

2015 - 2015 Vinculo: Monitora , Enquadramento funcional: Monitora de Pds

Graduacéo , Carga horéria: 20, Regime: Parcial
Outras informag0es:
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Monitora do médulo de Série Eritrocitéria |l da pos graduagdo em hematologia e hemoterapia da FIP.

Projetos
Projetos de pesquisa

2017 — Atual PESQUISA DE VARIANTES GENETICAS NO GENE TP53 E AVALIACAO DO
SEU IMPACTO NO PROGNOSTICO DA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA DE
NOVO.

Situagcdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (1);

Integrantes: Marianny Fernanda Teixeira Pacheco; Antbnio Roberto Lucena de Araujo

(Responsavel)

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq

2016 - 2016 AVALIACAO MOLECULAR DO NUMERO DE COPIAS DE DNA
MITOCONDRIAL (MTDNA) EM PACIENTES COM NEOPLASIAS
MIELOPROLIFERATIVAS

Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (1);

Integrantes: Marianny Fernanda Teixeira Pacheco; Antbnio Roberto Lucena de Araujo

(Responsavel)

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq

2015 - 2016 INVESTIGAGAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DO GENE DNMT3A EM
PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Situacéo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (1);

Integrantes: Marianny Fernanda Teixeira Pacheco; Antdnio Roberto Lucena de Araujo

(Responsavel)

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-CNPq

2015 - 2015 ANALISE DA PARTICIPAGAO DE CELULAS NK CITOTOXICAS E
REGULATORIAS NA INFECCAO PELO VIRUS LINFOTROPICO DA
CELULA T HUMANA

Descricéo:

Situacéo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Marianny Fernanda Teixeira Pacheco; Heytor Victor Pereira da Costa Neco; Clarice

Neuenschwander Lins de Morais (Responséavel)

2012 - 2013 PRODUGCAO E VALIDACAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES DO
VIRUS HIV-1 PARA O DESENVOLVIMENTO DE KITS DE DIAGNOSTICO
ATRAVES DA TECNOLOGIA DE MICROARRANJOS LiQUIDOS

Situacéo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Marianny Fernanda Teixeira Pacheco; Bruna Varginha Ramos Caiado; Rafael

Dhalia (Responsavel)

Projeto de extenséo

2015 - 2015 Curso de P6s-Graduacéo Lato Sensu em Hematologia Clinica e Laboratorial
Descrigdo: Monitora do Curso de Pds-Graduacao que visa expor conhecimentos da hematologia
laboratorial a profissionais da area de saude.

Situagcdo: Em andamento Natureza: Projeto de extenséo

Integrantes: Marianny Fernanda Teixeira Pacheco; Marcos André Cavalcanti Bezerra; Antdnio
Roberto Lucena de Araujo (Responséavel); Pedro Luiz de Franca Neto; Rodrigo Marcionilo de
Santana; Alexsandro Marques da Costa; Thais Helena Chaves Batista
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Areas de atuacio

1. Biologia Molecular

2. Genética

3 Virologia

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Bem , Escreve Bem, Lé Bem
Portugués Compreende Bem, Fala Bem , Escreve Bem , L& Bem
Producéo

Producéao bibliografica
Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. LIMA, A. S. M.; BEZERRA, M. F.; PACHECO, M. F. T.; ARAUJO, A. S.; BEZERRA, M. A. C;
Araujo, A.R.L.
AVALIACAO CLINICA DO POLIMORFISMO WT1 RS16754 NO DESFECHO DE PACIENTES
ADULTOS COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2018, Sao Paulo.

HEMATOLOGY, TRANSFUSION AND CELL THERAPY., 2018.

2. PACHECO, M. F. T.; LIMA, A. S. M.; BEZERRA, M. F.; FRANCA-NETO, P. L.; COELHO-
SILVA, J. L.; BEZERRA, M. A. C.; Araujo, A.R.L.
SCREENING OF TP53 MUTATIONS IN BRAZILIAN PATIENTS WITH ACUTE MYELOID
LEUKEMIA: A SINGLE REFERENCE CENTER STUDY In: Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2018, Sao Paulo.

HEMATOLOGY, TRANSFUSION AND CELL THERAPY. , 2018. v.40.

3. PACHECO, M. F. T.; ALBUQUERQUE, F.P.; BATISTA, T. H. C.; RIBEIRO, M.F.; Aratjo, A.R.L.
FREQUENCIA E IMPACTO CLINICO DA MUTAGCAO JAK2V617F EM PACIENTES COM
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS In: 50° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica /
Medicina Laboratorial, 2016, Rio de Janeiro.

Anais do 50° Congresso da SBPC/ML. 2016.

4. BATISTA, T. H. C.; PACHECO, M. F. T.; ALBUQUERQUE, F.P.; ARCANJO, G.S.; BEZERRA,
M. A. C.
INFLUENCIA DO GENOTIPO DO GENE UGT1Al NA INCIDENCIA DE COLELITIASE EM
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME In: 50° Congresso Brasileiro de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial, 2016, Rio de Janeiro.

Anais do 50° Congresso da SBPC/ML. 2016.

5. RIBEIRO, M.F.; MARTINS, D.A.P.; BATISTA, T. H. C.; PACHECO, M. F. T.; BEZERRA, M. A.
C.
LACK OF ASSOCIATION BETWEEN NOS3 T786C POLYMORPHISM AND ACUTE CHEST
SYNDROME DEVELOPMENT IN PATIENTS WITH SICKLE CELL ANEMIA In: 50° Congresso
Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial, 2016, Rio de Janeiro.

Anais do 50° Congresso da SBPC/ML. 2016.

6. CAIADO, B. V. R.; SENA, J.; PACHECO, M. F. T.; MARQUES, E. T. A.; DHALIA, R.
Characterization of Recombinant Hepatitis A Virus-Like Particles for Diagnosis Kit Development
In: XXIV Brazilian Congress of Virology & Mercosur Meeting of Virology, 2013, Porto Seguro.
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VIRUS Reviews and Research. Novo Hamburgo: Sociedade Brasileira de Virologia, 2013.
v.18. p.1- 63
7. CAIADO, B. V. R.; PACHECO, M. F. T.; DHALIA, R.; LINS, R. D.
COMPUTATIONAL DESIGN OF TOP7-BASED MULTI-HCV EPITOPE SCAFFOLDS FOR
DIFFERENTIAL HEPATITIS C DIAGNOSIS. In: Il USP Conference on Nanotechnology, 2012,
Itirapina.

Abstract Book. , 2012. p.1 - 136
8. CAIADO, B. V. R.; SOUSA, R. C. V.; PACHECO, M. F. T.; SANTOS, W. S.; MARQUES, E. T.
A.; DHALIA, R.
Recombinant Baculovirus system designed to produce Hepatitis A virus-like particles for
diagnosis kit development In: XI Reunido Regional Nordeste da SBBq, 2012, Recife.

Xl Reunido Regional Nordeste da SBBq,. , 2012.

Apresentagdo de trabalho e palestra
1. PACHECO, M. F. T.; NECO, H. V. P. C.; LORENA, V. M. B.; MORAIS, C. N. L.
ANALISI§ DA PARTICIPACAO DE CELULAS NK CITOTOXICAS E REGULATORIAS NA
INFECCAO PELO VIRUS LINFOTROPICO DA CELULA T HUMANA., 2015.
(Outra,Apresentacéo de Trabalho)
2. PACHENCO, M. F. T, CA~IADO, B. V.’R.; DHALIA, R. )
PRODUCAO E VALIDACAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES DO VIRUS HIV-1 PARA O

DESENVOLVIMENTQ DE KITS DE DIAGNOSTICO ATRAVES DA TECNOLOGIA DE
MICROARRANJOS LIQUIDOS., 2012. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

Eventos

Eventos
Participac&o em eventos

1. Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2017. (Congresso)
2. Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2016. (Congresso)
3. Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2015. (Congresso)
4. Reunido Anual de Iniciacdo Cientifica - RAIC, 2015. (Outra)

5. Purificacdo e AplicagBes Biotecnolégicas de Proteinas, 2012. (Simpdsio)

é. Reunido anual de iniciagdo cientifica - RAIC, 2012. (Outra)

.7. Reunido regional de bioquimica e biologia molecular - Sbbq, 2012. (Outra)

8. XVIIl Semana de Biomedicina, 2011. (Congresso)

Bancas

Bancas
Participacdo em banca de comissdes julgadoras

Outra

1. Avaliador Categoria Pdster no IV Congresso Internacional Multiprofissional em Saude,
2017, Universidade Federal de Pernambuco



