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RESUMO

Alteracbes cromossémicas estruturais juntamente com mutacfes somaticas
adquiridas sao frequentemente identificadas em pacientes com leucemia mieloide
aguda (LMA), sendo utilizadas para definir subgrupos distintos de pacientes quanto
ao seu prognostico. Apesar da sua evidente importancia, a contribuicdo dos fatores
germinativos sempre foi subestimada na patogénese e evolucédo clonal da LMA.
Dentre as diferentes variantes genéticas que sdo descritas como relevantes no
cancer, merece destaque o polimorfismo presente no gene TP53 Arg72Pro (G215C),
particularmente por sua frequéncia e seu papel como um modulador da atividade
proteica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel funcional do
polimorfismo TP53 Arg72Pro em linhagem celular de LMA. Primeiro foram
construidos vetores lentivirais contendo as variantes polimérficas TP53-Arg e TP53-
Pro72. Em seguida, estes vetores foram utlizados para infectar as células
leucémicas da linhagem THP-1 (células com expressdo nula do gene TP53). Ap6s a
transfeccdo lentiviral e subsequente selecdo das células infectadas, estas células
foram utilizadas em ensaios de proliferacéo celular e apoptose. Nao foi observada
diferenca nas taxas de proliferacdo celular das células leucémicas THP-1 que
expressavam a variante Arg ou Pro72 da proteina p53. No entanto, as células
contendo a variante Arg72 foram mais sensiveis a apoptose induzida por citarabina,
um quimioterapico frequentemente utilizado da pratica clinica. Dessa forma, é

possivel que o polimorfismo TP53 Arg72Pro module a atividade da p53 na LMA.

Palavras-chave: neoplasias hematoldgicas; fatores germinativos; ensaio de MTT.



ABSTRACT

Chromosomal changes with acquired somatic mutations are frequently identified in
patients with acute myeloid leukemia (AML), and used to define different subgroups
of patients regarding their prognosis. Despite its evident importance, a contribution
from germinative factors has always been underestimated in the pathogenesis and
clonal evolution of AML. Among the different genetic variants that are relevant in
cancer, it is worth mentioning the polymorphism present in the TP53 Arg72Pro gene
(G215C), particularly for its frequency and role as a modulator of protein activity. The
present work aims to evaluate the functional role of the TP53 Arg72Pro
polymorphism in AML cell line. First, lentiviral vectors were constructed containing
polymorphic variants TP53-Arg and TP53-Pro72. These vectors were then used to
infect leukemic cells THP-1 cell line (cells with null expression of the TP53 gene).
After lentiviral transfection and subsequent selection of infected cells, these cells
were used in cell proliferation and apoptosis assays. No difference was observed in
cell proliferation rates of THP-1 leukemic cells that expressed the Arg or Pro72
variant of the p53 protein. However, cells containing the Arg72 variant were more
sensitive to cytarabine-induced apoptosis, a chemotherapy frequently used in clinical
practice. Thus, it is possible that the TP53 polymorphism act in modulation of protein
activity of the p53 in AML.

Keywords: hematologic neoplasms; germinative factors; MTT assay.
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1 INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) constitui um grupo heterogéneo de
neoplasicos malignas que afetam os progenitores hematopoiéticos da linhagem
mieloide. As células leucémicas tornam-se incapazes de responder aos estimulos
de apoptose, parada do ciclo celular e diferenciacdo, além de aumentar sua
capacidade proliferativa e, consequentemente, se acumular em diferentes tecidos.
Nas ultimas décadas, alteracdes cromossdmicas estruturais juntamente com
mutacdes somaticas foram identificadas em pacientes com LMA, sendo
atualmente utilizadas para definir subgrupos distintos de pacientes. No entanto,
apesar de sua evidente importancia, a contribuicdo de fatores germinativos
sempre foi subestimada na patogénese e evolugéo clonal desta doenca. Embora
evidéncias recentes tenham demonstrado que variantes genéticas germinativas
sao relevantes para a patogénese de neoplasias mieloides, incluindo a LMA.

Neste contexto, merece destaque o gene supressor de tumor TP53.

Alteracbes no gene TP53 (incluindo mutacdes, delecbes ou ambos) sdo
frequentemente associadas com idade avancada, alteracdes cromossdmicas
estruturais complexas e desfecho clinico adverso. Apesar de raramente mutado
em paciente adultos com LMA, varios polimorfismos foram descritos neste gene.
Dentre os quais merece destaque o polimorfismo Arg72Pro, que tem sido objeto
de estudo de diversos trabalhos, particularmente por sua frequéncia e seu papel
como um modulador da atividade apoptética da p53.

Embora a maioria dos trabalhos descrevam o alelo variante Pro72 como
um fator de mau prognostico, alguns relatos suportam a teoria de que este

polimorfismo possa levar a diferentes desfechos, a depender do tipo de cancer e
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do tratamento adotado. Embora extensivamente estudado em tumores sélidos,
pouco se sabe sobre o impacto progndéstico deste polimorfismo em neoplasias
hematolégicas. Em um dos poucos trabalhos que analisaram o papel do
polimorfismo Arg72Pro na LMA, foi relatada uma associacdo entre 0s pacientes
adultos com LMA tratados com o protocolo terapéutico e um prognéstico favoravel
para o gendtipo homozigoto variante TP53 Pro / Pro. Contudo, as razfes para
uma resposta diferenciada ao tratamento permanecem desconhecidas.

A proposta do presente trabalho €, utilizando células de linhagem de LMA,
avaliar in vitro o papel funcional do polimorfismo TP53 Arg72Pro frente as taxas
de proliferacdo e a resposta aos agentes indutores de apoptose aplicados na

pratica clinica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leucemia mieloide aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) constitui um grupo heterogéneo de
doencas neoplasicas malignas que afetam o0s progenitores hematopoiéticos
(blastos) da linhagem mieloide, sendo caracterizada pela parada do processo de
maturacdo das células, auséncia de resposta aos estimulos de parada do ciclo
celular e apoptose, além de sua expansado clonal de forma desordenada, e
consequente acumulo destas células em diferentes tecidos. Como na maioria das
neoplasias, a LMA é uma doenca complexa e dindmica, apresenta multiplas
mutacdes somaticas, clones concorrentes entre a populacdo leucémica e
evolucdo ao longo do tempo (Khwaja et al., 2016; Kouchkovsky & Abdul-Hay,
2016). No entanto, apresenta uma baixa taxa de sobrevida global (SG) em
relacdo a outros tipos de céancer e a menor taxa de sobrevivéncia entre todas as
leucemias (Shallis et al., 2019).

Os blastos leucémicos perdem a capacidade de passar pelo processo
natural de maturacéo e, por serem imaturos, nao realizam as funcdes celulares
destinadas a suas respectivas células maduras. Devido a isso, as manifestacdes
clinicas da LMA decorrem da diminuicdo de leucocitos maduros funcionais no
organismo e acumulo dos blastos leucémicos na medula éssea (MO), sangue
periférico (SP) e outros tecidos. Em geral, os pacientes apresentam leucocitose e
sinais provocados pela faléncia da MO, como anemia e trombocitopenia. Também
sdo comuns fadiga e perda de peso. Linfoadenopatia e organomegalia s&o menos
frequentes. Quando nao tratado o paciente morre, em geral, apdés alguns meses
do diagnéstico devido a infec¢cdes ou sangramentos. Mesmo para 0s pacientes

submetidos ao tratamento as taxas de mortalidade séo altas, sendo as principais
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causas de mortalidade as infec¢cOes, sangramentos e a sindrome de lise tumoral
(De Lima et al., 2016; Saultz & Garzon, 2016; Acharya et al., 2018).

Os blastos leucémicos variam de tamanho, podendo ser menores que 0s
linfécitos ou até mesmo maiores que os mondcitos. As células possuem alta
relacdo nucleo / citoplasma, com o nucleo podendo se apresentar de diferentes
formas e possuindo varios nucléolos (Figura 1). Além disso, os blastos leucémicos
expressam antigenos encontrados nas células mieloides imaturas saudaveis,
como: CD13, CD33 e CD34. Outros antigenos também séo expressos, mas estes
variam de acordo com o subtipo morfolégico do blasto e do seu estagio de

diferenciacdo (Campos et al., 1989; Wolach & Stone, 2015).
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Figura 1: Lamina de paciente com LMA observada em microscopio 6ptico. E possivel observar o
acumulo de blastos leucémicos em duas amostras de SP de pacientes com LMA. Ambas as

imagens sdo observadas em um aumento de 100X. Fonte: Préprio autor.

2.1.1 Patogénese

Apesar de ainda ndo se compreender por completo os processos que

levam ao desenvolvimento da LMA, sdo descritos diferentes fatores de risco
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genéticos, fisicos e quimicos associados a doenca. Para os fatores genéticos,
além de mutacdes presentes em genes na linhagem germinativa, sindromes
como a sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, sindrome de Patau, sindrome
de Shwachman, sindrome de Kostman e sindrome de Li-Fraumeni e doencas
como anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia e neurofibromatose estao
relacionadas a uma maior probabilidade de desenvolvimento da LMA. Além disso,
exposicao a benzeno, tratamentos com quimioterapicos, pesticidas, tabagismo,
liquidos de embalsamamento, herbicidas e exposicdo a radiacdo também estdo
relacionados a um maior risco de desenvolvimento da doenca (Deschler &
Lubbert 2006; Ismail et al., 2018; Spector et al., 2018).

Os avanc¢os nas pesquisas com células tronco e analises genbmicas em
larga escala melhoraram o entendimento sobre a biologia da doenca nas ultimas
décadas. O perfil genético da LMA possui grande heterogeneidade, com a maioria
dos casos ocorrendo devido a mutacées que surgem e se acumulam ao longo da
vida do paciente ou, em alguns casos, surgindo devido a predisposicdes
genéticas por causa da presenca de mutacdes na linhagem germinativa. Formas
herdadas de neoplasias mieloides tém sido associadas a mutacdes na linhagem
germinativa nos genes ANKRD26, CEBPA, DDX41, ETV6, GATA2, RUNX1 e
SRP72 (DoOhner et al., 2016; Godley, 2014).

Acredita-se que a LMA se desenvolve a partir de uma célula tronco
hematopoiética ou algum progenitor da linhagem mieloide que acumulou
mutacbes ao longo do tempo. As mutacdes passam a favorecer a expansao
clonal de forma desordenada dos blastos malignos imaturos, além de manter a
sua capacidade de auto-renovacao, dessa forma estas células sdo capazes de

fazer a manutencdo do clone leucémico. Além disso, através de um processo
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denominado evolucédo clonal, as células passam por outros processos de mutacao
que levam a heterogeneidade cariotipica e molecular da populacdo de células
leucémicas. O que conduz a presenca de diferentes populacdes celulares, clones
com diferentes fenotipos, cariétipos e genotipos no mesmo paciente no momento
do diagnostico (Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016; Saultz & Garzon, 2016; Thomas
& Majeti, 2017).

Alteracfes citogenéticas recorrentes ocorrem em 52% dos casos. Tais
alteracdes sdo derivadas de translocacdes balanceadas ou inversfes. S&o
descritas como precursoras da patogénese de diferentes subtipos de LMA. Por
exemplo, translocacBes balanceadas como t (8;21) e t (15;17) formam as
proteinas quiméricas oncogénicas RUNX1-RUNX1T1 e PML-RARA,
respectivamente. Tais proteinas induzem a parada da maturacéo e a proliferacdo
dos blastos e, dessa forma induzem o surgimento do fenétipo leucémico. No
entanto, aproximadamente 50% dos pacientes nao apresentam alteracdes
citogenéticas, nestes casos a LMA é classificada como LMA com cari6tipo normal
(LMA-CN) (Grimwade & Mré6zek 2011; Al-issa & Nazha 2016; Zhang et al., 2019).

Com a média de cinco mutacBes recorrentes por genoma, a LMA
apresenta um numero menor de mutacfes que a maioria dos outros tipos de
cancer. No entanto, diferentes mutacbes ocorrem de forma recorrente, tais
mutacdes interagem de diferentes formas, ocorrendo uma grande diversidade na
sobreposicao destas no mesmo clone leucémico. As diferentes mutacfes e a
diversidade de interacdes entre elas afetam o fenotipo da doenca de diversas
formas (Lindsley et al., 2015; Arber et al., 2016; Short et al. 2018). Os principais
genes encontrados mutados na LMA e suas respectivas porcentagens de

mutagdo sdo: FLT-3 (35%), NPM1 (30%), CEBPA (10%), KIT (10%), DNMT3A
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(20%), IDH1 (5-15%), IDH2 (10-20%), NRAS (15%), TET2 (5-20%), ASXL1 (5-
15%), RUNX1 (5-20%) e TP53 (5-20% ) ( Dohner et al., 2016; Gu & Wei., 2018).

A LMA também pode surgir devido ao tratamento de uma neoplasia
anterior, sendo denominada de LMA relacionada ao tratamento (t-LMA). Em torno
de 10% dos casos LMA sao classificados como t-LMA. Este tipo de LMA surge
pela exposicdo a quimioterapicos citotdxicos ou radiacdo devido ao tratamento de
outra neoplasia antecedente. Acredita-se que o0s efeitos genotoxicos da
guimioterapia sirvam como evento leucemogénico, o que leva ao desenvolvimento
da LMA. Em geral, apresenta mutacdes que levam a piores prognoésticos. Em
75% dos pacientes, a t-LMA surge ap0s 5-7 anos da exposicdo a agentes
alquilantes ou radiacdo, pode ser precedido por sindrome mielodisplasica e na
maioria dos casos apresenta alteracdes nos cromossomos 5 e/ou 7, cariétipo
complexo (presenca de 3 ou mais alteracdes citogenéticas) e mutacdo no gene
TP53 em 37% dos casos (D6hner et al,. 2017; Shallis et al. 2019; Kuykendall et
al., 2018; Lindsley et al., 2015).

2.1.2 Epidemiologia

A LMA pode surgir em pacientes de qualquer idade, representando de 15-
20% dos casos de leucemia aguda na infancia, sendo responsavel por 30% dos
Obitos por leucemia nessa faixa etaria. No entanto, € o tipo mais comum de
leucemia em adultos, sendo responsavel por 80% dos casos. Causa 62% das
mortes por leucemia e menos de 3% das mortes de todos os tipos de cancer.
Além disso, é o quinto tipo de cancer com pior taxa de SG (De Lima et al. 2016;
Shallis et al. 2019). Ocorre predominantemente em pessoas acima dos 65 anos,
grupo que ainda apresenta baixas taxas de sobrevivéncia. Em 1980 a sobrevida

global prolongada de idosos com LMA era de apenas 1-2%, e atualmente esta em
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torno de 20% (Burnett, 2012).

A incidéncia da LMA varia de acordo com diferentes fatores, como: idade,
género e etnia. De acordo com a idade, a incidéncia aumenta de 1,3 casos a cada
100.000 habitantes para pessoas abaixo de 65 anos, para 12,2 por 100.000
habitantes para pessoas acima dessa faixa etaria. Além disso, comparados aos
jovens, os pacientes idosos possuem maior numero de alteracbes citogenéticas,
menores taxas de SG e maior taxa de recidiva (Acharya et al., 2018; Lima et al.
2016). Ao se comparar 0os géneros, homens tém de 1,2-1,6 mais chances de
desenvolver LMA que mulheres. lane e colaboradores (2014) relataram que afro-
americanos possuem menor incidéncia de LMA com t (8;21), inv (16) ou t (16;16)
que caucasianos (0.07 vs. 0.12 por 100.000 habitantes, respectivamente). Além
disso, a estimativa de incidéncia de LMA para europeus e americanos é duas
vezes maior que a incidéncia estimada para japoneses e chineses (Wang et al.,
2012; Khwaja et al., 2016).

Nos Estados Unidos, estima-se uma incidéncia de 4,3 novos casos a cada
100.000 habitantes e 2,2 mortes a cada 100.000 habitantes por ano (Shallis et al.,
2019). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) agrupa os dados
referentes a neoplasias hematolégicas em uma Unica categoria denominada
leucemias. Segundo o instituto, 0 numero de novos casos de leucemia no pais
sera de 5.920 casos em homens e de 4.890 casos em mulheres, para cada ano
do triénio 2020-2022. O que corresponde a 5,67 e 4,56 casos a cada 100.000
homens e 4,56 casos para cada 100.000 mulheres, por ano. Para o estado de
Pernambuco, foi estimado 480 novos casos de leucemia para o ano de 2021
(INCA, 2020).

2.1.3 Classificacéo
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Em 1970 o consoércio Franco-Americano-Britanico propds uma
classificacdo para a LMA. Baseado em caracteristicas imunofenotipicas e
citoquimicas os pacientes com LMA eram classificados em 8 subtipos distintos
(MO a M7) (Dohner et al. 2010). No entanto, devido ao avan¢o das técnicas
expressao génica e ao sequenciamento de nova geracdo, novos conhecimentos
foram obtidos e, por isso, em 2002 a Organizacdo mundial de Saude (OMS)
propés um novo sistema de classificacdo. Baseado em caracteristicas clinicas,
morfologia, imunofenotipagem, citogenética e genética molecular para definir
subgrupos de LMA com diferentes significados clinicos. Recebendo atualizacdes
em 2008 e 2016. Nas ultimas atualizacdes, um numero crescente de subtipos de
LMA foram criadas a partir de anormalidades citogenéticas e moleculares

subjacentes as ja bem estabelecidas (Tabela 1) (Arber et al., 2016).

Tabela 1: Classificacdo da LMA de 2016 da OMS

Leucemia Mieloide Aguda e Neoplasias de Células Precursoras Relacionadas

- LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t (8;21)(g22;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;q23.3);MLLT3-KMT2A

LMA com t (6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214

LMA com inv (3)(q21.3g26.2) ou t (3;3)(q21.3;026.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) com t (1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
Entidade proviséria: LMA com BCR-ABL1

LMA com mutagdo NPM1

LMA com mutacéao bialélica de CEBPA

Entidade provisoria: LMA com mutacdo RUNX1
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- LMA com alteracdes mielodisplasicas relacionadas
- Neoplasia Mieloides relacionadas com terapia
-LMA néo classificaveis

LMA com minima diferenciacéo

LMA sem maturacao

LMA com maturacao

Leucemia Mielomonocitica Aguda

Leucemia Monoblastica e Leucemia Monocitica Aguda
Leucemia Eritroide Pura

Leucemia Megacarioblastica Aguda

Leucemia Basofilica Aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

- Sarcoma Mieloide

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

Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

- Neoplasias de células dendriticas plasmocitéides blasticas

Fonte: Adaptado de Arber et al., 2016.

Em 2012, a European LeukemiaNet (ELN) publicou recomendac¢des para o
diagnéstico e tratamento da LMA. Tais recomendacfes foram amplamente
adotadas na prética clinica, em triagens de pacientes e em agéncias regulatérias.
Dentre as recomendagfes, a ELN categorizou os pacientes em trés grupos de
risco genético dependendo da presenca de determinadas alteragbes

cromossOmicas e mutacdes somaticas (Tabela 2) (Déhner et al., 2017).



Tabela 2: Estratificagéo por risco genético de pacientes com LMA da ELN 2017.
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Categoria de risco

Anormalidade genética

Favoravel

Intermediario

Adverso

t (8;21)(022;022.1); RUNX1-RUNX1T1

inv (16)(p13.1922) ou t (16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11 Mutado
NPM1 sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITDPaxt+ Mutagdo bialelica no
CEBPA

NPM1 mutado e FLT3-ITDatot

NPM1 selvagem com FLT3-ITD ou com FLT3-ITDbaxt (sem lesbes
genéticas de risco adverso)

T (9;11)(p21.3;23.3); MLLT3-KMT2A

Anormalidades citogenéticas ndo classificadas como favoraveis ou
adversas

1(6;9)(p23;034.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); rearranjo KMT2A

1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv (3)(g21.3026.2) ou t (3;3)(q21.3;026.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-5 ou del (5q); -7; -17/abn(17p)

Cariotipo complexo, cariétipo monossomal ||

NPM1 selvagem e FLT3-ITDa}

RUNX1 mutado

ASXL1 mutado

TP53 mutado

Adaptado de: D6hner et al., 2017.

2.1.4 Diagnastico e prognostico

O diagndstico é realizado através do exame do esfregaco do SP e da MO

para se avaliar o acumulo de blastos leucémicos nestes tecidos. Além disso,

imunofenotipagem por citometria de fluxo ou citoquimica, biopsia da MO, e

andlises fenotipicas e genéticas (cariotipo e mutacdes soméaticas) sao utilizadas
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para se distinguir a LMA de outras leucemias, diagndstico, classificacdo e
estratificacdo de risco dos pacientes com suspeita de LMA (Khwaja et al. 2016).

Para ser diagnosticado com LMA o paciente deve apresentar 20% ou mais
de blastos mieloides na MO ou SP. Recomenda-se a contagem de pelo menos
200 leucocitos em esfregacos de sangue e 500 células nucleadas em esfregacos
de medula, com os ultimos contendo espiculas para avaliacdo da celularidade da
MO. Além disso, a andlise citogenética de pacientes com suspeita de LMA é
obrigatéria, onde sdo analisadas no minimo 20 células em metafase. O
diagnoéstico também pode ser realizado a partir da identificacdo das alteracfes
citogenéticas t (8; 21), inv (16) ou t (15; 17). Nestes casos o diagndéstico &
realizado independente da presenca de 20% de blastos na MO, pois a presenca
de tais alteracdes sao critérios suficientes para se determinar o diagndstico
(Dohner et al. 2010; Abdul- Kouchkovsky & Hay 2016; Acharya et al. 2018).

A avaliacdo prognostica é essencial para o tratamento da LMA, pois orienta
a escolha do tratamento, entre uma terapia de inducdo padrdo ou alternativa, na
guimioterapia de consolidacdo ou no transplante de células tronco ou até mesmo
na indicacdo do paciente para tratamentos que estdo em estagio de investigacao
clinica. O prognoéstico é feito a partir de fatores relacionados ao paciente (que
prediz a mortalidade relacionada ao tratamento) e a fatores especificos do clone
leucémico (que prediz a resisténcia ao tratamento) e determinam o manejo do
paciente (Othus et al., 2014).

Os fatores relacionados ao paciente dizem respeito a capacidade que o
mesmo tem em receber a terapia citotoxica adequada, porém essa capacidade
pode ser afetada por diferentes causas, como: a idade do paciente, baixo status

de desempenho e a presenca de comorbidades. Para os fatores relacionados a
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doenca, alteracBes citogenéticas e moleculares especificas séo classificadas
como fatores de bom ou ruim prognéstico a depender dos tipos de mutacdes
presentes no clone leucémico. Alteracdes citogenéticas como t (8; 21) (q22; q22),
t (15; 17) (g22; g12) e inv (16) (p13.1; g22) apresentam melhor prognostico,
enquanto alteracbes nos cromossomos 5, 7 e cariotipo complexo estdo
relacionadas a piores prognésticos. Além disso, alta porcentagem de globulos
brancos no sangue, existéncia de sindrome mielodisplasica prévia e a utilizacao
de terapia citotoxica como tratamento para outra doenca anterior também sédo
critérios de pior prognéstico (Déhner et al., 2016; Wolach., 2015).

Embora tenham ocorrido avancos nos resultados de pacientes jovens o
prognéstico para idosos permanece substancialmente insatisfatério. Pois, mesmo
com as atualizac6es e melhorias nos tratamentos de suporte, 70% dos pacientes
acima de 65 anos morrem dentro de um ano apos o diagndstico. Pacientes abaixo
dos 40 anos tem uma estimativa de SG de 5 anos de 58,2%, diminuindo
consideravelmente a cada década a mais de vida, chegando a apenas 0,4% em
pacientes acima de 85 anos (Shallis et al. 2019).

2.1.5 Tratamento

Até o final da primeira metade do século XX a LMA era uma doenca
incuravel. As primeiras tentativas de tratamento para o cancer com
guimioterapicos foram realizadas em pacientes com leucemia, isso ocorreu devido
a caracteristica liquida do tecido sanguineo, pois era menos invasivo a coleta do
sangue do paciente em relacdo a coleta de um tecido sélido, além disso, é de facil
mensuracdo a contagem do numero de globulos brancos (Farber 1948; Miller
2006). No entanto, apesar da abrangente literatura cientifica produzida ao longo

de décadas de pesquisa, a base do tratamento da LMA permanece a mesma
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desde 1970 e os resultados permanecem insatisfatorios, com a maioria dos
pacientes entrando em recaida e morrendo. Com a utilizacdo da quimioterapia
padrdo, a sobrevida prolongada dos pacientes é alcancada em 35-45% das
pessoas com menos de 60 anos e em 10-15% dos pacientes acima desta faixa
etaria (Dohner et al. 2017).

Como muitos pacientes ndo toleram altas doses de quimioterapicos,
primeiro € avaliado se o paciente € considerado apto para receber a quimioterapia
de inducao intensiva. Por isso, sdo utilizados diferentes sistemas de pontuacao
gue avaliam os fatores relacionados ao paciente e a doenca para se determinar
se 0 paciente serda submetido ao tratamento intensivo ou a um tratamento
alternativo. Ao ser considerado apto, o paciente € submetido a um tratamento
intensivo realizado em duas etapas chamadas de terapia de inducdo e a terapia
de consolidacao (Webster et al. 2017).

A terapia de inducdo objetiva alcancar a remissdo completa (RC) e a
terapia de consolidacao objetiva matar os clones leucémicos restantes (chamada
de LMA refratéria) para evitar a recidiva da doenca (Webster et al. 2017; Estey
2018). A obtencdo da RC ocorre pela avaliacdo da MO que deve apresentar
menos 5% de blastos, auséncia de blastos circulantes e / ou com bastdes de
Auer, com a recuperacdo em quantidades adequadas dos componentes do
sangue (neutrofilos > 1000 / yL e plaquetas > 100 000 / pL), além de nenhuma
evidéncia da doenca em outros tecidos (Short et al., 2018).

Chamada de regime 7+3, na terapia de inducdo o paciente recebe a
administracdo de antraciclina durante 3 dias seguida da administracdo de
citarabina (Ara-C) por 7 dias. A dose e esquema tipicos incluem daunorrubicina

(60 ou 90 mg / m? nos dias 1, 2 e 3) ou idarubicina (10-12 mg/ m? nos dias 1, 2 e
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3) administrados com sete dias de infusdo continua de Ara-C (100 mg / m?)
diariamente por uma semana (dias 1 a 7). 65-73% dos pacientes jovens com LMA
de novo obtém RC, enquanto apenas 38-62% dos pacientes idosos alcangcam
este resultado (Cheson et al., 2003; Webster et al. 2017).

Mesmo apos a obtencdo da RC, a doenca residual minima persiste, o que
levara a uma recaida do paciente caso o tratamento seja interrompido. Por isso, a
terapia de inducdo deve ser seguida pela terapia de consolidacdo. A terapia de
consolidacédo varia entre os grupos de risco e a idade dos pacientes, sendo
realizada com altas doses de Ara-C ou com a administracdo em conjunto de
diferentes agentes quimioterapicos seguido do transplante autdlogo ou alogénico
de células tronco hematopoiéticas. A escolha da estratégia da terapia de
consolidacédo dependendo de diferentes fatores, como: o tipo de leucemia, aptidao
do paciente e disponibilidade de doador de células tronco (Saultz & Garzon 2016).

Para os pacientes que nédo toleram a quimioterapia intensiva faltam opcdes
de tratamento eficazes, com o tratamento se limitando a cuidados de suporte,
tratamento de baixa intensidade ou utilizacdo de medicamentos que estdo em
fase de investigacéo clinica. O tratamento de baixa intensidade é realizado com a
administracdo com baixas concentracbes de Ara-C ou com agentes
hipometilantes. Em geral, é tolerada e produz 15-25% de RC. No entanto, a média
de sobrevida € de apenas 5-6 meses. Azacitabina e decitabina induzem taxas de
RC 16-21% e sobrevida de 6-9 meses em pacientes idosos com recidiva. Existem
diferentes opc¢des de tratamento para pacientes com segunda ou terceira recidiva,
estes apresentam taxas de RC em torno de 20% e sobrevida média de 3 meses.
Em adultos com a faixa etaria entre 16 e 49 anos que ndo tenham recebido

transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas, uma segunda remissao
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€ obtida em aproximadamente 55% dos casos (Roboz et al. 2014; Déhner et al.,
2017; Webster et al., 2017; Acharya et al., 2018).

2.1.6 Variantes genéticas e a LMA

Nas ultimas décadas, alteragBes cromossOmicas estruturais juntamente
com mutagBes somaticas adquiridas foram identificadas em pacientes com LMA e
atualmente séo utilizadas como critério de classificagdo para se definir subgrupos
distintos de pacientes (Arber et al.,, 2016). No entanto, apesar de sua evidente
importéncia, a contribuicdo de fatores germinativos sempre foi subestimada na
patogénese e evolucado clonal desta doenca. Embora evidéncias recentes tenham
demonstrado que variantes genéticas hereditarias sejam relevantes para a
patogénese de neoplasias mieloides, incluindo a LMA (Tapper et al., 2015;
Drokow et al., 2020; Gunaratna et al., 2019).

Zhu e colaboradores (2018) identificaram que que SNPs presentes nos
genes NME2, E2F1 e RRM2 estdo associados ao aumento a resisténcia a
quimioterapia em pacientes com LMA. Além disso, também foi observado que a
combinacéo entre SNPs presentes nos genes E2F1 e RRM2 diminuiram a taxas
de RC dos pacientes. Também foi analisado o impacto dos polimorfismos CYBA,
CA2 e NCF4 presentes no NADPH oxidase em pacientes adultos com LMA. Foi
observado uma associagao entre os alelos variantes NCF4 e RAC2 com maiores
taxas de RC, enquanto a variante CYBA apresentou, no modelo recessivo, menor
taxa de sobrevida global (Vericat et al., 2018).

Embora o gene TP53 seja encontrado mutado em mais de 50% dos
tumores sélidos, a taxa de mutacéo deste gene é baixa em leucemias, ficando em
torno de 15%. No entanto, polimorfismos neste gene podem alterar a sua

funcionalidade e impactar a patologia de diferentes neoplasias (Whibley et al.,
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2019). Drokow e colaboradores (2020) identificaram que o polimorfismo Arg72Pro
(rs1042522) presente no gene TP53 esta associado com o risco de diferentes
leucemias, incluindo a LMA, podendo influenciar seu desenvolvimento em

diferentes populacdes.

2.2 O gene TP53

Codificada pelo gene TP53, a proteina p53 foi primeiro descrita como uma
oncoproteina superexpressa no cancer por ser encontrada associada ao antigeno
T do simian virus 40 em células transformadas (Lane & Crawford, 1979). No
entanto, estudos posteriores identificaram a proteina como uma supressora
tumoral por inibir o crescimento e a transformacdo oncogénica de células em
cultura (Finlay et al., 1989). Sendo atualmente reconhecida como o principal
agente da fisiologia celular que previne o desenvolvimento de neoplasias, também

chamado de “"guardia do genoma™ (Joerger & Fersht, 2016).

Desde a sua descoberta em 1979 (Lane & Crawford, 1979), a p53 tem sido
o objeto central de estudo de diferentes areas do campo biolégico, especialmente
na area oncoldgica, devido a gama de funcdes celulares da qual a proteina
participa (Soussi & Wilman, 2015). O que resultou em uma bibliografia extensa
sobre a p53. No banco de dados PubMed, a busca com a palavra-chave p53 gera
mais de 104.913 resultados (NCBI, 2021). No entanto, apesar da abrangente
literatura existente, o entendimento da extensao da sua participagéo nas funcgoes
celulares e como ela induz tais respostas ndo estd completamente esclarecido
(Drokow et al., 2020).

Representada por 3 genes (TP53, TP63 e TP73), a familia p53 é

encontrada em diferentes grupos do reino animal (Joerger & Fersht, 2016). Além
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disso, algumas espécies aumentaram a dosagem génica da TP53 por meio de
retrogenes. Por exemplo, os elefantes possuem até 20 retrogenes da TP53, o que
pode ser uma das explicacbes para um animal de grande porte que possui uma
longevidade consideravel ndo estar sujeito ao alto risco de desenvolvimento de
cancer (Abegglen et al., 2015).

2.2.1 Estrutura

O gene TP53 humano esté localizado no brago curto do cromossomo 17
(17p13.1). Possui 13 éxons, sendo o primeiro ndo codificador e 12 introns. Além
disso, os genes Hp53Intl e WRAP53 se encontram no exon-1 / intron-1 (Figura 2
A). A p53 humana possui 393 aminoacidos, sendo ativa na forma de um
homotetramero (Figura 2 B). Apresenta 3 regifes distintas que sdo constituidas
por 6 dominios. A regido N-terminal € formada por 2 dominios de transativagédo
intrinsecamente desordenados e 1 dominio rico em prolina. A regido central da
sequéncia de aminoacidos da proteina forma o dominio de ligacdo ao DNA e a
regido C-terminal possui os dominios de oligomerizacéo e de regulagdo negativa

(Joruiz & Bourdon, 2016; Lamb & Crawford, 1986).
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Figura 2: Estrutura da p53. A — Estrutura linear do gene (superior) e proteica (inferior) da p53. B —
Modelo 3d de um homotetramero formado por proteinas p53 ligadas a duplas fita de DNA. Fonte:

Joroiz & Bourden., 2015; Joerger & Fersht., 2016.

2.2.2 Fungéao

Em condicdes fisiologicas homeostaticas, a p53 é mantida em baixas
concentragcbes celulares. Porém, em condicdes de estresse (dano ao DNA,
ativacdo oncogénica, estresse ribossomal e hipdxia) a p53 é estabilizada por meio
de modificagbes pos-traducionais, aumentando sua concentracdo e
consequentemente ativando diferentes fungbes celulares, como: reparo do DNA,
parada do ciclo celular, senescéncia, apoptose e repressdo da angiogénese. Além
disso, a p53 participa de outras funcdes celulares denominadas "“funcées néo
canbnicas’”, como: autofagia, regulador do metabolismo, repressor da
pluripoténcia e plasticidade celular, ferroptose, entre muitas outras (Figura 3)

(Kastenhuber & Lowe, 2017).
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Figura 3: Fungdes celulares que a p53 participa. E observada a gama de fungdes ~“candnicas™ e
“’ndo candnicas™" das quais a proteina p53 participa. Cada circulo representa um gene ao qual a

p53 interage. Fonte: Kasenhuber & Lowe., 2017.

Para induzir tais respostas a proteina atua como fator de transcri¢cdo
induzindo a transcricdo de subconjuntos de genes especificos ou por meio de
interacdes proteina-proteina no citoplasma. Por exemplo, ao ocorrer dano ao
DNA, cinases responsivas ao dano no DNA fosforilam a p53 que, entéo, induz a
expressao de genes que fazem parte dos componentes da maquinaria de reparo
ao DNA, parada do ciclo celular, senescéncia e/ou apoptose. Dessa forma, se
reduz o risco de propagacdo da mutacdo para as ceélulas filhas apés a divisdo

celular (Joerger & Fersht, 2016; Fischer, 2017).
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Das diferentes funcdes celulares das quais a p53 participa, a maior parte
sdo dependentes da sua funcdo como fator de transcricdo. A proteina se liga a
regides especificas do genoma chamadas de elementos responsivos a p53, tais
regides sao sequéncias consenso que possuem duas sequéncias de 10 pb
RRRCWWGYYY (R=A/G,W=A/T,Y =C/T)separadas por DNA espacador
de 0 a 13 pb. Estes elementos responsivos ao DNA sdo encontrados
principalmente na regido promotora dos genes, porém também sdo encontradas
nas regides intrébnicas e mais raramente em éxons (Wei et al., 2006; El-Deiry et
al., 1992).

As respostas celulares induzidas pela p53 sdo notavelmente flexiveis,
diferente do estado ligado ou desligado, a intensidade da resposta se altera a
partir de uma série de variaveis, tais como: o tipo de celular, seu estado de
diferenciacdo, modificacbes poés-traducionais, condicdes de estresse, sinais
ambientais colaborativos e polimorfismos (Kastenhuber & Lowe 2017; Joerger &
Fersht, 2016).

2.2.3 Regulacéo

As concentragcbes celulares da p53 estdo sob o controle de dois
reguladores negativos, MDM2 e MDMX (também chamada de MDM4). Por meio
de um mecanismo de feedback negativo a p53 induz a expressao gene MDM2
como fator de transcricdo. Ao ser transcrito, a proteina MDM2 atua como uma
ubiquitina ligase E3 da p53, o que a conduz para a sua degradagdo no
proteossoma 26S. Enquanto a MDMX modula a atividade da MDM2 por meio da
formacdo de heterodimeros que inibem a sua autoubiquitinacdo. Além disso,

outras proteinas também foram identificadas como ubiquitinas ligases E3 que tem
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a p53 como alvo: Trim24, Pirh2, Topors, Carps e Msl2. (Tail & Benchomol, 2009;
Allton et al., 2009).

Existem mais de 50 modificacBes pos tradicionais que a p53 pode sofrer.
ModificacBes, como: fosforilacdo, acetilacdo, mono- e di-metilagédo, glicosilacéo,
ubiquitinacdo, sumoilacao e poli-ribosilacdo podem ocorrer em diferentes regides
e combinacdes ao longo da proteina. Tais modificacdes alteram a estabilidade da
proteina, além da sua afinidade por interacdes proteina-proteina no citoplasma e
por genes alvos especificos. Por exemplo, a fosforilacdo de uma serina localizada
no aminoacido numero 46 estimula apoptose. Além disso, um tipo de modificacdo
pode aumentar a afinidade da proteina para receber outros tipos de modificacdes,
0 gque ocasiona niveis a mais de regulacdo (Meek & Anderson, 2009; Kumari et
al., 2014).

2.2.4 |Isoformas

Em humanos séo descritos nove RNAm transcritos a partir do gene TP53
que codificam doze isoformas da proteina p53. Estas isoformas sdo formadas a
partir de inicios alternativos de transcricdo e de traducdo, além de splicing
alternativo. A primeira isoforma descoberta possui 393 aminoacidos, sendo
chamada de p53a, FLp53, p53 candnico e TAp53a (a partir de agora chamada de
p53). Além disso, ainda existem as isoformas p53b (ou p53i9), p53g, D40p53a (ou
DNp53, p44 ou p47), D40p53b, D40p53g, D133p53a, D133p53b, D133p53g,
D160p53a, D160p53b e D160p53g (Joruiz & Bourdon, 2016). Alguns trabalhos
tém identificado alteracfes na expressdo da isoformas da p53 entre individuos
saudaveis e pacientes oncologicos. O que indica um nivel a mais de
complexidade da participacdo do gene TP53 na patogénese de neoplasias

(Bischof et al., 2019; Bischof et al., 2018; Kiejda et al., 2014).
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2.2.5 Mutacoes

Reconhecido como o principal supressor tumoral, o TP53 € 0 gene com
maior frequéncia mutacional no céncer, com aproximadamente metade dos
tumores apresentando ao menos uma mutacdo no gene. A inativacdo da p53
ocorre por diferentes tipos de mutacdes ou por alteragcbes em uma de suas vias
regulatérias (Joerger & Fersht, 2016). A frequéncia e distribuicdo das mutacfes
no gene TP53 variam significativamente entre os tipos de cancer, porém na maior
parte das neoplasias mutacdes sem sentido apresentam maior frequéncia
(Kastenhuber & Lowe 2017). Além disso, algumas mutacfes alteram a p53 de
forma que esta passa a atuar como uma oncoproteina a partir de mutacdes com
ganho de funcado (Soussi & Wilman, 2015; Bykov et al., 2017).

2.2.6 Polimorfismos

Enquanto mutacdes causam alteracdes significativas nas funcdes da p53,
apenas uma pequena parte dos polimorfismos existentes no gene modulam a sua
atividade. No entanto, por ser um supressor tumoral, polimorfismos que modulam
a atividade da p53 podem afetar o risco ao desenvolvimento de cancer. Mais de
90% dos polimorfismos presentes no gene estdo em sequéncias nao codificantes
e dos 19 polimorfismos presentes em éxons, 8 determinam cédons sindnimos.
Destes, apenas as variantes p53 Pro47Ser (rs1800371) e Arg72Pro
demonstraram ser moduladores da atividade da p53 (Whibley et al., 2009).

O Pro47Ser é relatado apenas em populacbes africanas com uma
frequéncia de 5% (Bosco et al., 1993). Esta variante diminui a fosforilagdo do
residuo adjacentes de serina (S46), que é um importante sitio de interacdo com

proteinas pro-apoptoticas p38 e HIPK2, o que diminui as taxas de ativacdo de

apoptose e, dessa forma aumentam o risco de cancer. Enquanto o polimorfismo
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Arg72Pro é a variante mais estudada, com uma bibliografia extensa e, por muitas
vezes, contraditéria (Whibley et al., 2009; Kodal et al., 2017; Drokow et al., 2020).

2.2.7 O polimorfismo Arg72Pro

O polimorfismo TP53 Arg72Pro (G215C) ocorre pela presenca de uma
arginina ou de uma prolina no aminoacido de numero 72 da proteina, formando as
variantes p53-Arg72 e p53-Pro72 que sdo amplamente distribuidas na populacéo.
Este polimorfismo se encontra no dominio rico em prolina da proteina, regido que
€ descrita como participante da ativagcdo da funcdo apoptética da p53. O
polimorfismo Arg72Pro ganhou destaque na literatura cientifica a partir da
descoberta que a oncoproteina E6 do papilomavirus humano (HPV) induzia a
degradacdo da p53 de forma mais intensa na proteina com a variante Arg72 e
que pacientes homozigotos para esta variante eram até sete vezes mais
susceptiveis a tumorigénese associada ao HPV que pacientes heterozigotos
(Storey et al., 1998). A partir destas observacées um grande namero de estudos
foi realizado para se analisar a associacdo deste polimorfismo com o céncer
(Whibley et al., 2009).

O SNP Arg72Pro, demonstra ter passado pelo processo de selecéo
natural. O que indica que a p53 possui fungcbes conservadas, além da supressao
tumoral (Zhao et al.,2018). Diferentes trabalhos analisaram este polimorfismo e
demonstraram diferencas bioguimicas e funcionais na proteina p53 dependendo
da forma polimérfica encontrada no cédon 72, como: variagdo na migracéo no gel
de SDS-page, estabilidade proteica e diferenca na intensidade da interacdo com
fatores de transcricdo. Tais diferencas modulam os niveis de expressdo dos
genes regulados pela p53 e, consequentemente, alteram a intensidade da

resposta celular induzida pela proteina (Matlashewski et al., 1987; Thomas et al.,
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1999; Wibley et al., 2009). (Dumont et al., 2003; Pim & Banks, 2004; Jeong et al.,
2010). Além disso, é hipotetizado que o polimorfismo Arg72Pro module o balanco
entre a inducdo da morte celular através da vigilancia tumoral e a regulacédo das
células tronco, que séo importantes modulares para a longevidade (Zhao et al.,
2018).

Heemst e colaboradores (2005), em um estudo com pessoas acima dos
85 anos, relataram que individuos homozigotos para a variante Pro72 tiveram
maior sobrevida, embora a mortalidade por cancer fosse 2,3 vezes maior. Da
mesma forma, um estudo realizado com uma coorte dinamarquesa observou uma
mortalidade menor para individuos Pro / Pro e Pro / Arg versus Arg / Arg. Este
estudo também encontrou uma associa¢ao entre o aumento da sobrevida apds o
diagnéstico de qualquer cancer em individuos Pro / Pro em relagédo a individuos
Arg / Arg (Orsted et al., 2007).

As variantes presentes no cbédon 72 podem causar mudancas
conformacionais na proteina, resultando em um recrutamento diferencial de
outras proteinas que participam do complexo transcricional e, dessa forma,
alteram a intensidade das respostas celulares das quais a p53 participa. Por
exemplo, a variante Pro72 tem maior interacdo com os fatores de transcricao
TAFII32 e TAFII70 do que a variante Arg72 (Jeong et al., 2010; Thomas et al.,
1999).

A importancia deste polimorfismo esta associada, em especial, a funcéo
moduladora de apoptose da proteina, com o alelo Arg72 possuindo maior
atividade apoptética em relacdo ao alelo Pro72 (Dumont et al., 2003; Pim &
Banks, 2004). Corroborando esta hipotese, varios trabalhos indicam a associacao

do polimorfismo Arg72Pro com o risco de desenvolvimento de céancer, incluindo
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cancer colorretal, bexiga, pulméao, estomago, pancreatico, entre outros (Lima et a.,
2006; Jiang et al.,2010; Qiao & Hu, 2013l). No entanto, pouco se sabe sobre o
impacto destas variantes polimorficas em neoplasias hematopoiéticas,
especialmente em pacientes com LMA (Bezerra et al., 2017).

Embora a maioria dos trabalhos descrevam o alelo Pro72 como um fator de
mau prognostico, esta variante € mais eficiente na ativacdo dos genes de reparo e
parada do ciclo celular (Pim & banks, 2004; Siddique & Sabapathy, 2006).
Guanaratna e colaboradores (2019) relataram que animais homozigotos para p53-
Arg72 tiveram significativamente maior incidéncia de tumores mamarios induzidos
em dois diferentes modelos animais em relacdo a p53-Pro72. Além disso, as
analises também demonstraram que as glandulas maméarias dos animais p53-
Arg72 tiveram maior desenvolvimento de fendtipo secretor associado a
senescéncia com influxo de macréfagos pré-inflamatérios, resultando em
inflamacdo protumorigénica cronica. Com isso, 0s autores concluiram que a
variante p53-Arg72 aumentou a suscetibilidade a tumorigénese mamaria por meio
da inflamacéao cronica.

O estudo realizado por Ellis e colaboradores (2018) sugere que a interacéo
entre o polimorfismo TP53 Arg72Pro e a variante MDM2 SNP309 pode modular a
resposta a terapia genotdxica e aumentar o risco de t-LMA Também foi relatado
que individuos que possuem o alelo Pro2 apresentam menor frequéncia de
mutacdes no TP53 em diferentes tipos de tumores ndo hematolégicos humanos
(Lind et al. 2007). Além disso, Bezerra e colaboradores (2017) relataram que o
gendtipo TP53 Pro / Pro foi associado com maior risco leucemogénico e desfecho

favoravel em pacientes com LMA tratados com terapia convencional,
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particularmente aqueles designados para 0 grupo de risco citogenético
intermediario.

Embora alguns trabalhos tenham descrito uma associacao existente entre
o polimorfismo Arg72Pro e a LMA (Drokow et al., 2020; Bezerra el al., 2016), n&o
existem analises funcionais sobre o impacto deste polimorfismo com a doenca.
Por isso, se torna importante analisar o papel funcional do polimorfismo Arg72Pro

na LMA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto do polimorfismo TP53 Arg72Pro em linhagem celular de
LMA frente as taxas de proliferagédo e susceptibilidade a apoptose induzida por
drogas.

3.2 Objetivos especificos

1. Analisar as taxas de proliferacdo celular entre os grupos de células
expressando as variantes polimérficas Arg e Pro 72 da proteina p53.

2. Analisar a sensibilidade aos quimioterapicos citarabina e trioxido de
arsénio entre os grupos de células expressando as variantes polimorficas

Arg e Pro 72 da proteina p53.
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4 Material e Métodos

4.1 Subclonagem

Diferentes plasmideos GFP-p53 (addgene) contendo o cDNA do gene
TP53 com as variantes Arg72 ou Pro72 foram gentilmente doados pelo professor,
Doutor Luiz Gonzaga Tone (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP).
Tais plasmideos foram submetidos a digestdo enzimética com as enzimas de
restricdo Nhel e BamHI. Em seguida, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose a 1% com o produto da digestdo, onde foi observado o fragmento
correspondente ao cDNA do gene TP53 de tamanho esperado de 1242 pares de
base (pb). O fragmento de DNA foi purificado utilizando o kit EasyPure® Quick
Gel Extraction Kit (TransGen Biotech Co) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O DNA obtido apés a purificacdo foi utilizado para se realizar a
subclonagem no vetor de expressao.

O vetor de expressao utilizado neste trabalho foi o lentivetor alto inativante
pCDH1-MCS1-EF1-GFP-Puro (pMEG) (CD713B-1; System Biosciences) (Figura
4). O pMEG foi submetido a digestdo enziméatica com as enzimas Nhel e BamHI
e, em seguida foi realizada a subclonagem do inserto a jusante do promotor
MSCV no vetor de expressao. Para se realizar a subclonagem foi utilizado o
fragmento de cDNA da p53-Arg72 ou Pro72 purificado e o vetor linearizado pMEG
na proporcao 7:3 inserto / vetor utilizando a enzima T4 ligase.

Em seguida, foi realizada a transformacédo de bactérias competentes DH5aq,
através de choque térmico, com o produto da subclonagem. Ao final da
transformacao as bactérias foram plaqueadas em placas de petri contendo meio
Luria Bertani, agar e o antibiético ampicilina e deixadas na estufa a 37° C over-

nigth (Sambrook., 1989). Apdés isso, foram selecionadas 10 colbnias que foram



42

utilizadas para se realizar uma miniprep utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) de acordo com as recomendacbes do fabricante. Em seguida, foi
realizada a digestdo enzimatica do produto da miniprep para confirmar a

subclonagem do gene TP53 no vetor de expressédo pMEG.
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Figura 4: Estrutura do plasmideo de expressédo pMEG.

4.2 Sequenciamento

Os plasmideos pMEG p53-Arg 72 (pMEG-Arg 72) e pMEG p53-Pro 72
(PMEG-Pro 72) foram sequenciados para se confirmar a presenca do
polimorfismo Arg72Pro. Foi realizado um sequenciamento de Sanger em um
sequenciador genético modelo 3500 XL Genetic Analyzer (Applied BioSystems)
disponivel no Nucleo de Plataformas Tecnolégicas do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (NPT-CPgAM / FIOCRUZ).

Os reagentes utilizados para se realizar a reacdo de sequenciamento estéao
listados na tabela 3. A reacdo ocorreu a um volume final de 10 pl, onde cada

plasmideo foi sequenciado em ambas as direcdes se obtendo as sequencias
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referentes a fita molde e complementar. Os primers utilizados foram o TP53 cDNA
Foward (ATGGAGGAGCCGCAGTCAG) e reverse
(AGACCATCGCTATCTGAGCAGC) que geraram um produto de sequenciamento
do tamanho de 542pb. A andlise do sequenciamento foi realizada através do

software ApE (A plamid Editor).

Tabela 3: Concentracdes dos reagentes utilizados em cada reacdo de sequenciamento.

Reagente Volume (pl)
Plasmideo (100-300 ng) 50
Tampdo de sequenciamento 5x 2,0
BigDye premix 0,5
Primer (3,2 pmol) 1,0
Agua ultrapura 1,5

4.3 Cultivo celular

Para analisar o papel do polimorfismo Arg72Pro na LMA foram utilizadas as
células de LMA da linhagem monocitica THP-1 (células com expresséo nula para
o gene TP53; TP53 *). E para a producdo das particulas lentivirais foram
utilizadas as células empacotadoras virais HEK 293T. As células THP-1 foram
cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina / estreptomicina (chamado a partir de agora de meio completo) e
utilizadas até a passagem 30. Enquanto as células HEK 293T foram cultivadas
em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina /
estreptomicina. Durante todos os experimentos as células foram alocadas em

estufas a 37 °C e 5% COa..

4.4 Producao lentiviral
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Para a producéo dos lentivirus pMEG, pMEG p53-Arg 72 e pMEG p53-Pro
72 foi realizada a transfeccdo do vetor de expressao vazio ou contendo uma das
variantes do cDNA do gene TP53 Arg72 ou TP53 Pro72 (10 pg / garrafa), em
conjunto com os plasmideos contendo o0s elementos constitutivos virais
pCMVARS8.74 expressando os genes do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
gag / pol, Rev e tat (5 ug / garrafa) e o vetor pMD2G expressando o gene do
envelope VSV-G (2 ug / garrafa) em células empacotadoras virais HEK 293T.

As células foram cultivadas em garrafas de polietileno de 25cm? com tampa
com filtro (Corning Costar) e ao atingirem uma confluéncia de aproximadamente
60% os plasmideos foram transfectados nas células utilizando Lipofectamina
2000 (Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Brevemente, o
meio das células foi retirado e substituido por 3 ml do meio reduzido Opti-MEN
contendo os plasmideos. Em seguida, as células foram incubadas durante 4
horas. Apés esse periodo, foi adicionado mais 6 ml de meio Opti-MEN,
completando um volume final de 10 ml. Apds isso, as células foram incubadas
over-nigth e em seguida o meio foi substituido por meio completo. Apds 48 horas,
as particulas lentivirais do sobrenadante foram recolhidas e filtradas em filtros de
0,22-uym e armazenadas a -80° C.

4.5 infeccdo lentiviral e selegdo

As células da linhagem celular THP-1 TP53 foram utilizadas como alvo dos
vetores lentivirais produzidos. Para isso, 5 X 10° células foram distribuidas em
tubos falcon de 15 ml, em cada falcon foi adicionado as células, meio completo, 8
ug de polibreno e um dos 3 lentivirus produzidos (pMEG, pMEG-Arg72 e pMEG-
Pro 72) tendo um volume final de 2ml. O polibreno foi utilizado para aumentar a

taxa de infeccdo lentiviral, pois atua neutralizando as cargas repulsivas entre a
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superficie dos lentivirus e das células. Em seguida, foi realizada a spinoculacéo a
300g durante 2 horas a 32° C. Apés isso, as células foram mantidas na estufa a
37° C over-nigth. Em seguida, o meio de cultura foi substituido por meio completo.
Apoés 72 horas, as células passaram a ser tratadas com purominina (0,5 uM) por
duas semanas para garantir a sobrevivéncia apenas das células devidamente
infectadas pelos lentivirus.

O vetor lentiviral pMEG possui 0 gene da proteina verde fluorescente
(GFP) que é utilizado como gene repdrter. Apds o tratamento com puromicina, as
células foram analisadas quanto a porcentagem de células positivas para GFP em
Citbmetro de Fluxo e Sorting - FACSARIA Il disponivel no NPT-
CPgAM/FIOCRUZ. Os resultados na citometria foram analisados através do
software Flow Jo X. Além disso, as células foram observadas em microscoépio de
imunoflorescéncia para se avaliar a expressao da GFP.

4.6 Confirmacéo da insercao do inserto por PCR

Para confirmar a presenca do cDNA do gene TP53 nas células infectadas
foi realizada uma PCR com o DNA genbmico das células infectadas com os 3
diferentes lentivirus. Primeiro, o DNA gendmico das células THP-1 foi extraido
utilizando o Kit AxyPrep™ Multisource Genomic DNA Minuprep Kit (Axygen) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, esse material foi
utilizado para se realizar uma reagdo de PCR com o PCR Master Mix (Promega) e
os primers TP53 Foward e Reserve descritos na sessao 4.2, formando um
produto de PCR de tamanho esperado de 542pb correspondente a uma parte
especifica do gene. A reacdo ocorreu a um volume final de 20 ul. As temperaturas
e tempos de ciclagem foram os seguintes: 1 ciclo de 5 min a 95° C, 35 ciclos de 1

minuto a 95° C, 1 minuto a 60° C, 1 minuto a 72° C, seguido por 1 ciclo de 72° C
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de 5 min. Em seguida, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1%
com o produto da PCR.

4.7 Ensaios in vitro
4.7.1 Analise da proliferagao celular

Para analisar a taxa de proliferacdo celular dos diferentes grupo foi
realizada a contagem das células em associacdo com o ensaio de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Para a contagem, um total
de 5x10* células de cada grupo foram distribuidas em triplicata, em 2 placas de 6
pocos para cultura de células (Corning Costar) contendo um volume final de 5 ml
de meio completo. Durante 10 dias, o conteudo de cada placa foi homogeneizado
e 50 pl da suspenséo celular foi retirado e contado em camara de Neubauer. As
amostras foram identificadas de forma numeérica por um investigador a parte do
estudo e as contagens foram realizadas de maneira “cega” por trés investigadores
distintos.

As taxas de aumento da proliferacdo celular também foram avaliadas
através do ensaio de MTT. Este ensaio se baseia na reducdo do MTT na
mitocdndria pelas enzimas oxidorredutases NADH e NADPH. A reacdo converte
0s sais amarelos de MTT em cristais de formazan de coloragdo roxa. Dessa
forma, o nimero de células e a viabilidade pode ser mensurada de forma indireta,
através da analise de absorbéncia dos cristais solubilizados em solventes
organicos em um espectrofotdmetro (Supino, 1995). Para realizar a analise de
proliferacdo por meio do ensaio de MTT, 50 pl da suspenséo celular foram
retirados de cada triplicada nos dias 0, 4, 6, 8 e 10 do experimento. As células
foram distribuidas em placas de 96 pocos, onde foi adicionado 100ul / poco da

solucdo de MTT a uma concentracdo de 0,5mg / ml. Em seguida, a placa foi
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incubada durante 3 horas a 37 °C e 5% CO2. ApoOs esse periodo, as placas foram
centrifugadas a 300 g durante 5 min e, em seguida, o sobrenadante foi removido
e substituido por 100 pl / poco de DMSO para solubilizacdo os cristais de
formazan. A leitura das placas foi realizada a uma absorbancia de 570 nm em um
leitor de microplacas de absorvancia (xMark).

4.7.2 Ensaio de MTT com quimioterapicos

O ensaio de MTT também foi empregado para avaliar a sensibilidade das
células aos quimioterapicos Ara-C e ATO. Para isso, foram cultivadas 2x10%
células / poco em triplicata em 100 pl de meio completo em placa de 96 pocos.
Neste ensaio foram utilizados os quimioterdpicos Ara-C e tribxido de arsénio
(ATO). Para analisar a sensibilidade das células a Ara-C, o quimioterapico foi
adicionado ao meio nas seguintes concentragcbes: 0 (controle da reacéo), 100,
250, 500, 1000, 1500 e 2000 nM. No ensaio utilizando ATO, o NaOH foi utilizado
como veiculo do quimioterapico, que foi adicionado ao meio nas concentracdes
de: apenas NaOH (controle da reacdo), 1,5, 3, 5, 7 e 10 mM. As células foram
incubadas durante 72 horas a 37 °C e 5% CO2. Ap6s esse periodo, 0 ensaio de
MTT foi realizada como descrito no item 4.7.1.

4.8 Andlise estatistica

A analise da contagem de células e das taxas de absorbancia realizadas
durante o ensaio de proliferacéo foram avaliadas pelo teste one way ANOVA em
conjunto com a analise de Tukey. Enquanto os resultados de ensaio de MTT com
quimioterapicos foram analisados atraves de regressao nao linear, a partir do qual
também foi determinada a IC50. Neste ensaio, os dados foram normalizados a
partir da condicdo controle. Todos os testes foram realizados utilizando o

programa GraphPad Prism 9.0.0 e os valores considerados significativos quando



P foi igual ou menor que 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Subclonagem

Para se produzir os vetores lentivirais, o0 gene TP53 com as variantes Arg e
Pro72 foi subclonado no vetor de expressdao pMEG. Para isso, o gene TP53 foi
retirado do plasmideo GFP-p53 através de digestdo enzimatica (Figura 5 A) e
subclonado a jusante do promotor do virus de células tronco murinas (MSCV)
para garantir sua expressao constitutiva na linhagem mieloide THP-1. Além disso,
a digestdo do pMEG apoés a subclonagem também foi realizada para confirmar a
presenca do inserto no vetor de expressao, onde foi possivel observar uma banda

de tamanho esperado para o gene TP53 no gel de agarose (Figura 5 B).

1240pb  1500pb

1240,
1000pb o

Figura 5: Digestdo enzimatica dos plasmideos com as enzimas Nhel e Bam HI onde é possivel
observar a banda de 1240 pb esperada para o0 gene p53. O marcador de 1 Kb pode ser observado
na primeira coluna do lado esquerdo de ambas as imagens com setas vermelhas indicando as
bandas de 1500 e 1000 pb. A — Digestdo enzimatica dos plasmideos GFP-p53 para se retirar o
cDNA do gene TP53 e posteriormente purifica-lo. Na parte superior da imagem é possivel
observar o vetor GFP-p53 linearizado e a banda de tamanho correspondente a p53 abaixo
indicada pela seta vemelha B — Digestdo do plasmideo pMEG ap6s a ligacdo com o inserto
contendo o cDNA do gene TP53 para confirmar a subclonagem. E observado o vetor pMEG

linearizado e a banda de tamanho correspondente a p53 a baixo indicada pela seta vermelha.

5.2 Sequenciamento
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Os plasmideos pMEG-Arg72 e pMEG-Pro72 foram sequenciados para
confirma a presenca dos codons determinantes dos aminoacidos arginina e
prolina no cédon 72 do cDNA do gene TP53 presente nos plasmideos. Na figura 7
€ possivel observar o cédon determinante para 0 aminoacido arginina presente no

plasmideo pMEG-Arg72 e prolina no plasmideo pMEG-Pro72.
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Figura 6: Eletroferograma do sequenciamento dos plasmideos contendo o gene TP53. A — E

observado o cédon que determina o aminoéacido arginina destacado. B - E observado o codon que

determina o aminoacido prolina destacado.
5.3 Infeccdo das células-alvo

Para obter as células da linhagem THP-1 expressando a p53, as mesmas
foram submetidas a infecgdo com vetores lentivirais contendo as variantes Arg72,
Pro72 ou vetor vazio, através da adicdo dos virus mais polibreno as células,
seguido por spinoculacdo. Em seguida, as células foram tratadas durante duas
semanas com puromicina. O Vetor de expressdao pMEG possui um gene que
confere resisténcia a puromicina. Dessa forma, apenas as células infectadas com

os lentivirus resistem a presenca desse antibidtico no meio cultura. Apds o
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tratamento, as células foram observadas em microscopio de imunofluorescéncia

para se analisar a expressao da GFP (Figura 7).
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Figura 7: Células observadas através de microscopia Optica e de imunofluorescéncia. Nas

imagens A, B e C sdo observadas através de microscopia éptica as células dos grupos pMEG,

PMEG-Arg 72 e pMEG-Pro72, respectivamente. Nas imagens D, E e F sédo observadas através

de microscopia de imunofluorescéncia as células dos grupos pMEG, pMEG-Arg 72 e pMEG-

Pro72, respectivamente.

Além disso, as células foram analisadas por citometria de fluxo quanto a

expressdo da GFP. Foi observada uma taxa de células GFP positivas de 98,8%,

83,3% e 98,3% para as células infectadas com os vetores lentivirais pMEG,

PMEG-Arg 72 e pMEG—-Pro72, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8: Analise realizada em citometro de fluxo quanto a expressdo da GFP nas células
infectadas com os plasmideos pMEG, pMEG-Arg e pMEG-Pro. A — células infectadas com os
vetores lentivirais que continham o plasmideo pMEG, onde é observado uma taxa de células GFP
positivas de 98,8%. B — Células infectadas com o vetor lentiviral pMEG-Arg72, com 83,3% de
células GFP positivas. C — Células infectadas com os vetores lentiviral pMEG-Pro72, com 98,4%

de células GFP positivas.
5.4 Confirmacdo do inserto no genoma das células

Foi realizada uma reacdo de PCR com o DNA gendmico das células para
se confirmar a presenca do cDNA do gene TP53 nos trés grupos de células
(PMEG, pMEG-Arg72 e pMEG-Pro72). Foi feita uma corrida em gel de

eletroforese a 1% com o produto da PCR, onde foi observada uma banda de
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tamanho esperado para os primers utilizados de 542 pb nos grupos pMEG-Arg72

e pPMEG-Pro72 e auséncia de qualquer banda no grupo pMEG (Figura 9).

500 pb =+ b

Figura 9: Eletroforese com o produto da PCR utilizando primers para o cDNA da p53. E observado
bandas produzidas do tamanho esperado do produto da PCR de 542pb (indicada pela seta
vermelha a direita). E observado o marcador de 500 pb do lado esquerdo da imagem, com a

banda de 500 pb indicada por uma seta vermelha.
5.5 Ensaio de proliferagéo celular

Para se analisar o impacto do polimorfismo Arg72Pro nas taxas de
crescimento celular foi realizado o ensaio de proliferacdo celular. Até o segundo
dia de experimento ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos. No
entanto, no terceiro dia o grupo pMEG diferiu dos grupos pMEG-Arg72 e pMEG-
Pro72, com uma maior taxa proliferativa. Essa diferenca permaneceu a mesma

durante todo o experimento. Sendo observado no décimo dia 0 namero total de
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células para o grupo pMEG de 1,252 x 10° de 0,95 X 108 para o grupo pMEG-
Arg72 e de 0,8 x 108 para o grupo pMEG-Pro72. Dessa forma, néo foi observado

impacto do polimorfismo Arg72Pro nas taxas de proliferacdo celular entre os

grupos.
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Figura 10: Taxas de crescimento celular ao longo de dez dias dos grupos pMEG, Arg72 e Pro72.
Os grupos pMEG-ARG e pMEG-PRO72 apresentam diferenca significativa em relacdo ao grupo
PMEG a partir do dia 4. Esta diferenca permaneceu a mesma nos demais dias de experimento. *P

< 0.05; *P < 0.01; **P < 0.001; ****P < 0.0001.

Em associacdo com a contagem das células foi realizado o ensaio de MTT.
Este ensaio mensura de forma indireta a quantidade de células viaveis a partir da
presenca de cristais de formazan no meio, que foram produzidos a partir da
conversdo do MTT nestes cristais por enzimas mitocondriais. Utilizando este
ensaio, nos dias 4, 6, 8 e 10 do experimento de proliferacdo celular foi retirado um
volume de 50 pl de cada triplicada para analisar a taxa metabolica de cada grupo.
Com isso, os grupos nao diferiram entre si na andlise realizada no dia 4. No
entanto, nos dias 6, 8 e 10 o grupo pMEG apresentou maior taxa metabolica que

os demais grupos. Nao foi observada diferenca estatistica nas taxas de
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absorbancia entre os grupos pMEG-Arg72 e pMEG-Pro72 durante todo o

experimento (Figura 11).
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Figura 11: Taxas de absorbancia dos diferentes grupos observadas apés o ensaio de MTT. O
grupo pMEG apresenta maior taxa proliferativa que os demais grupos a partir a partir do dia 6.

Esta diferenca também é observada nos dias 8 e 10. *P < 0.05; **P < 0.01.

5.6 Ensaio de MTT com quimioterapicos

Para a analisar a sensibilidade das variantes Arg e Pro72 aos
guimioterapicos Ara-C e ATO foi realizado o ensaio de MTT. No ensaio realizado
com o Ara-C, o quimioterapico foi adicionado em diferentes concentracdes (100,
250, 500, 1000, 1500 e 2000nM) nas células como estimulo apoptético. Até a
concentracdo de 250 nM néo foi observada diferenga estatistica ha diminuicdo da
viabilidade entre os grupos. A partir da concentragcdo de 500 nM o grupo pMEG-
Arg72 diferiu dos demais, sendo a viabilidade deste grupo para o tratamento com
esta concentracédo de 48,31% * 4,35, e o dos grupos pMEG e pMEG-Pro72 de
65,50% * 4,87 e 63,33 = 3,68, respectivamente. Para as demais concentragdes

(1000, 1500 e 2000 nM) as células do grupo pMEG-Arg72 apresentaram menor
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viabilidade significativamente quando comparado aos outros dois grupos (pPMEG-

Pro72 e pMEG) que nao tiveram diferenca estatistica entre si (Figura 12).
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Figura 12: Taxas de viabilidade celular dos grupos tratados diferentes concentracées de Ara-C. E
observada maior sensibilidade do grupo de células que continham a proteina p53 com a variante
arginina no c6don 72. Com as células apresentando maior sensibilidade que os grupos pMEG e

PMEG-Pro 72 a partir da concentragcdo de 500nm. *P < 0.05; **P < 0.01.

A ICso para o grupo pMEG-Arg72 foi obtida na concentracdo de 409,57 +
47,47 nM de Ara-C, diferindo significativamente da concentracdo necessaria para
atingir a 1Cso no grupo pMEG-Pro72, que foi alcangada apenas na concentracao
de 1054,57 = 138,63 e que nao diferiu significativamente do grupo pMEG 1058,76
+ 112,13 (Figura 13). Tais resultados demonstram uma maior sensibilidade da
variante polimorfica Arg72 a um dos principais quimioterapicos utilizados na

pratica clinica no tratamento de pacientes com LMA.
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Figura 13: ICso dos grupos pMeg, pMeg Arg72 e pMeg Pro72. A ICso das células que expressavam
a proteina p53 com a variante arginina no cédon 72 diferiu dos demais grupos, sendo alcan¢ada
na concentracdo de 409,57nm, enquanto que para os grupos pMEG e pMEG-Pro 72 a ICso foi

obtida apenas a partir da concentracéo de 1058,76 e 1054,57, respectivamente. ** P < 0.01.

No ensaio realizado com ATO, foi observado que a concentracao de 1 uM
de ATO causou uma leve reducdo na viabilidade celular, sendo observada a
viabilidade para os grupos pMEG, pMEG-Arg72 e pMEG-Pro72 de 94,61 % +
5,10, 84,65 = 3,65 e 86,46, = 4,29, respectivamente. No entanto, nado foi
observada diferenca significativa entre os grupos. Também néo foram observadas
diferencas estatisticas nas concentracbes de 1,5 e 3 pM. No entanto, na
concentracédo de 5 pM os grupos pMEG-Arg72 (43,94 + 9,25) e pMEG-Pro72
(47,02 £ 5,1) apresentaram menor viabilidade significativa que o grupo pMEG
(67,13 £ 5,45), porém nao diferiram entre si. A diferenca permaneceu a mesma na
concentracdo de 5 pM. E na concentragdo de 10 pM n&o houve diferenca
estatistica entre nenhum grupo, o grupo pMEG apresentou viabilidade de 47,5 %
*+ 6,11, o grupo pMEG-Arg72 36,56% + 7,25 e o grupo pMEG-Pro 41,1% * 7,91

(Figura 14). Dessa forma, nao foi observada diferencas na sensibilidade ao ATO
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pelas variantes Arg e Pro 72.
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Figura 14: Taxas de viabilidade celular dos grupos tratados diferentes concentracfes de ATO. N&o
€ observada diferenca nas taxas de inibicdo em todos os grupos até a concentracdo de 3 uM de
ATO. No entanto, nas concentracfes de 5 e 7 pM o grupo pMEG diferiu dos demais com uma

maior viabilidade. Na concentracdo de 10 pM néo houve diferenca na viabilidade entre nenhum

dos grupos. *P < 0.05

Ao analisar a ICsp para 0 quimioterapico ATO foi observado que o grupo
pMeg-Arg72 teve a viabilidade diminuida em 50% a partir da concentracdo de
4,12 + 0,7, enquanto o grupo pMEG-Pro 72 teve sua viabilidade reduzida com 4,6
+ 0,5 uM de ATO. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica na ICso para
esses dois grupos. Para o grupo controle pMEG a ICso alcangada na concentragéo

de 9,3 £ 0,8 uM (Figura 15).
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Figura 15: ICso dos grupos pMEG, pMEG-Arg72 e pMEG-Pro72 para o quimioterapico ATO. E
observado que os grupos pMEG-Arg72 e pMEG-Pro72 foram mais sensiveis a presen¢ca no
guimioterapico ATO no meio, com a ICso destes grupos sendo alcancada nas concentragfes de
4,12 e 4,6 uM, respectivamente. Enquanto que a ICso para o grupo pMEG foi obtida apenas na

concentracdo de 9,3 uM. *P <0.05.
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6. DISCUSSAO

Para avaliar o papel do polimorfismo Arg72Pro na LMA, foram produzidas
células da linhagem monocitica THP-1 expressando de forma constitutiva as
variantes Arg ou Pro 72 da proteina 53. Os resultados obtidos demonstraram que
polimorfismo Arg72Pro pode ou ndo modular a atividade da p53 dependendo da
funcdo que esta sendo exercida pela proteina.

Como foi observado no ensaio de proliferacdo, tanto na contagem das
células, bem como no ensaio de MTT, ndo houve diferenca nas taxas
proliferativas entre as células dos grupos que expressavam as variantes Arg e
Pro72. Estes resultados diferem dos encontrados por Zhao e colaboradores
(2018) que avaliaram as taxas proliferativas de células epiteliais de camundongos
e observaram que 0s animais homozigotos para a variante Arg72 tiveram
menores taxas de crescimento celular. Também foi demonstrado que, em células
de linhagem celular de sarcoma Saos-2, a variante Pro 72 induziu a parada do
crescimento celular de forma mais intensa que a variante Arg72, especialmente
na fase G1 do ciclo celular (Pim & Banks, 2004). Com isso, é possivel que a
forma como os polimorfismos presentes do cédon 72 da proteina p53 afetem a
sua atividade biolégica de forma contexto dependendo, com o impacto dos alelos
variando de acordo com o tipo celular, estagio da doenca e tratamento adotado
(Bezerra et al., 2017). No entanto, sédo necessarios mais estudos para confirmar o
papel do polimorfismo Arg72Pro nas taxas de crescimento celular na LMA.

O ensaio de MTT também foi utilizado para avaliar a sensibilidade das
células aos quimioterapicos Ara-C e ATO. Embora ndo tenha sido observada
diferenca na sensibilidade dos grupos Arg e Pro72 para o quimioterapico ATO, as

células expressando p53-Arg72 tiveram uma maior sensibilidade para Ara-C, com
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uma ICso de 409,57 = 47,47 nM, e o grupo Pro72 com uma ICso de 1054,57 +
138,63 nM. O que sugere que este polimorfismo pode influenciar no tratamento da
LMA. No entanto, Bezerra e colaboradores (2017) relataram que, embora
pacientes com o genétipo TP53 Pro/Pro estivessem associados a um maior risco
leucemogénico, apresentaram resultados favoraveis, especialmente para o0s
individuos classificados para o grupo de risco citogenético intermediario.

Embora néo tenha sido observada diferenca nas células tratadas com ATO,
a maior sensibilidade das células expressando a variante Arg 72 corrobora com
os achados de diferentes trabalhos que indicam este alelo como mais eficiente na
inducao da atividade apoptética. Dumont e colaboradores (2003) observaram que
a variante Arg72 induzia a apoptose até cinco vezes mais do que a variante
Pro72. Os autores associaram essa diferenca na inducdo de apoptose devido a
maior concentracdo da p53-Arg72 na mitocéndria que induz apoptose através da
liberacdo do citocromo ¢ no citoplasma. Além disso, Boyd e colaboradores (2000)
relatam que a maior capacidade de inducdo apoptética da p53-Arg72 ocorre
devido a uma maior interacdo dessa variante com a proteina MDM2, promovendo
a exportacao celular. Embora a variante Arg 72 seja mais eficiente na inducéo da
apoptose, € hipotetizado que esta variante aumente a predisposicdo ao
desenvolvimento neoplasico por ser menos eficiente na ativacdo dos genes de
reparo de DNA (Siddique & Sabapathy, 2006).

O Ara-C inibe a duplicacdo da molécula de DNA durante a fase S do ciclo
celular ao ser incorporada a fita que esta sendo produzida, atuando como um
analogo de desoxicitidina (Momparler, 2013). Enquanto o ATO promove a
fragmentacdo do DNA e a degradacdo de diferentes enzimas intracelulares.

Jeong e colaboradores (2010) demonstraram que subconjuntos de genes



62

aumentam ou diminuem sua expressado dependo de qual alelo variante, Arg ou
Pro 72, esteja sendo expresso na célula (Davison et al., 2010). Dessa forma,
utilizando diferentes linhagens isogénicas humanas, os autores observaram que
células expressando a variante Arg 72 tiveram maior expressao dos genes PERP,
DR-4, NOXA, PUMA e PIG-3./, que s@o genes apoptoéticos. Por isso, € possivel
que os resultados observados para os diferentes quimioterapicos sejam devido
aos diferentes mecanismos de acdo e expressdo de subconjuntos de genes
especificos, frente aos diferentes mecanismos de acéo dos farmacos ATO e Ara-
C.

Apesar de mutacdes no gene TP53 serem as principais causas de
inativacdo e alteracdo da atividade da proteina, e serem fortemente associadas
como um fator de risco oncogénico, € sugerido que polimorfismos, incluindo o
Arg72Pro, aumentem o risco de desenvolvimento neoplasico. Dessa forma, é
possivel que o polimorfismo TP53 Arg72Pro module a atividade da proteina p53
na LMA, podendo servir como um possivel alvo terapéutico na doenca. No
entanto, sdo necessarios mais ensaios para melhor caracterizar o papel deste

polimorfismo na LMA.
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7 CONCLUSOES

Através das analises realizadas foi avaliado o papel modulador nas
respostas celulares das quais a p53 participa nos grupos de células contendo as
variantes Arg e Pro72. Nao foi observada diferenca nas taxas de proliferacédo
celular das células leucémicas THP-1 que expressavam a variante Arg ou Pro72
da proteina p53. No entanto, a variante Arg72 demonstrou maior sensibilidade ao
quimioterapico Ara-C, um dos principais quimioterapicos utilizados no tratamento
da LMA. Dessa forma, € possivel que o polimorfismo TP53 Arg72Pro module a

atividade da proteina p53 na LMA.
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