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P53 e as hemopatias malignas

p53 and hematological malignancies
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Resumo

p53 € um gene supressor tumoral, que codifica uma fosfoproteina nuclear que desempenha
um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na inducdo da apoptose.
Em condic®es de stress, particularmente por indugdo de dano no DNA, a proteina p53 bloqueia
o ciclo celular, permitindo dessa forma o reparo do DNA ou promovendo a apoptose. Estas
fungBes sdo efetuadas pela capacidade transcricional da proteina p53 que ativa uma série de
genes envolvidos na regulagéo do ciclo celular. A forma mutada da p53 é incapaz de controlar
a proliferacdo celular, resultando em reparo ineficiente do DNA e na emergéncia de células
geneticamente instaveis. As alteragBes mais comuns nas neoplasias s&o mutagdes pontuais
dentro das sequiéncias codificantes deste gene. Nas hemopatias malignas, estas mutagdes,
freqlientemente do tipo pontuais, tém sido observadas com menor ocorréncia do que em
tumores sélidos. Nas neoplasias hematoldgicas estas alteragfes sdo mais observadas na crise
blastica da leucemia mieldide cronica, progressdo da sindrome mielodisplésica para leucemia
mieldide aguda, na transformagdo do linfoma folicular para linfoma de alto grau, na evolugéo
da leucemia linfoide crénica para sindrome de Richter e recorréncia de leucemias agudas.
Esta revisdo tem como objetivo avaliar as alteragGes do gene p53 nas hemopatias malignas e
discutir o significado clinico destas alteragfes genéticas na patogenia e progndstico nessas
neoplasias.
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Abstract

p53 is a tumor-suppressor gene encoding a nuclear phosphoprotein that plays an important role in
the control of normal cell proliferation, repair of DNA damage and apoptosis. Upon cellular stress,
particularly the one induced by DNA danage, p53 protein can arrest cell cycle progression, thus
allowing the DNA to be repaired; or it can lead to apoptosis. These functions are achieved by the
transcriptional properties of p53, which activates a group of genes involved in cell cycle regulation.
Mutant p53 is no longer able to control cell proliferation, resulting in inefficient DNA repair and
emergence the genetically unstable cells. The most common changes of p53 cancers are point muta-
tions within the coding sequences of this gene. In hematological malignancies, mutations of p53
gene or inactivation and stabilization of p53 protein are less common than in solid tumor, and
usually consist in missense mutations. In hematological malignancies, these alterations are more
observed in the evolution from the chronic phase to blast crisis of chronic mieloid leukemia, from
myelodysplastic to acute myeloid leukemia, from follicular to high-grade lymphoma, from chronic
lymphoid leukemia to high-grade Richter”s syndrome, and from relapsed of acute leukemias.

The objective of this review is to characterize the p53 abnormalities in hematological malignancies
and discuss the clinical significance of these genetic alterations in the pathogenesis and prognosis.

Key words: p53 genes; hematological malignancies; mutation.

INTRODUCAO

A carcinogénese pode ser compreendida
como um processo complexo no qual se
encontram envolvidos muitos genes,
particularmente os que regulam a estabilidade
e o reparo do DNA, crescimento celular,
imunidade e quimio-resisténcia as drogas. Um
grupo de genes envolvidos nesse processo sao
aqueles denominados genes supressores
tumorais, 0s quais parecem agir normalmente,
como reguladores da proliferagdo celular.
Fazendo parte desse grupo, destaca-se 0 gene
p53 cuja mutacdo ou inativagao estd implicada
no surgimento do cancer, por levar a um
aumento de uma populacdo celular com
maior instabilidade genética.l?

MutagBes do gene p53 sdo consideradas
as alteracbes genéticas mais freqlientes nos
tumores malignos humanos, ocorrendo em
cerca de 60% das neoplasias. Nas hemopatias
malignas essas altera¢des sdo observadas com
menor freqiiéncia que em tumores sélidos
estando, porém diretamente relacionadas com
aqueles casos que apresentam evolucdo clinica
desfavoravel.
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ESTRUTURA E FUNCAO DO
GENE SUPRESSOR TUMORAL
p53 E SEU PRODUTO
PROTEICO

O gene supressor tumoral p53 encontra-
se situado no brago curto do cromossomo 17
(regido p13.1), tendo como seu produto de
transcricdo uma proteina nuclear de 53
kilodaltons (kD), denominada proteina 53
(p53).28 Este gene é altamente conservado,
apresentando homologia estrutural entre as
espécies tais como o Xenopus laevis, galinha e
camundongo. No homem, o gene apresenta
peso molecular de 20 Kb, sendo constituido
por 11 exons. As regifes situadas entre 0s
exons 5 e 9 sdo denominadas de sitios quentes
de mutagdo (Figura 1).28

A proteina p53 por sua vez, é uma
fosfoproteina nuclear constituida por 375
aminodcidos. A forma funcionalmente ativa
(selvagem ou wild type), apresenta uma
estrutura molecular tetramérica, ou seja, com
quatro subunidades basicas idénticas que se
juntam, constituindo a forma funcionalmente
ativa da molécula.*" Cada unidade bésica
da proteina p53 é formada por quatro
dominios que representam unidades



funcionais distintas: a) o primeiro segmento
(regido amino terminal) é composto por 80
aminoacidos, estando relacionado com a
capacidade de transativacdo de outros genes;
b) o segundo dominio (localizado entre 0s
aminoacidos 100 e 300) representa a parte
central, sendo responsavel pela capacidade de
ligacdo com a molécula de DNA; ¢) na porcéo
carboxi-terminal, localizam-se os sitios de
dimerizagéo e, d) a regido de tetramerizacéo
das quatro unidades basicas da molécula p53
(Figura 2).5*

A proteina p53 foi descrita pela primeira
vez em 1979 como uma fosfoproteina nuclear,
formando um complexo com o antigeno T
do virus simio 40 (SV-40), sendo inicialmente
referida como proteina oncogénica e em 1989
€omo gene supressor tumoral.14°13

Quando uma célula apresenta um alelo do
gene p53 normal e outro mutado, a funcéo
da proteina p53 fica comprometida, visto que
a maioria dos tetrdmeros da molécula
apresentara pelo menos uma das subunidades
alterada, como por exemplo, a troca de um
aminodcido.? A forma ativa da proteina p53
tem vida média muito curta (em torno de 6
minutos), devido a sua rapida degradacdo, o
que torna extremamente dificil a sua detecgdo.
Ao contrério, as formas mutadas ou inativas
tendem a acumular-se no nicleo das células,
podendo ser facilmente detectadas por
métodos imunoldgicos como a imunocito-
quimica, imuno-histoquimica, Western blot
ou citometria de fluxo.31113

Figura 1. Representagdéo esquemdtica do gene p53.
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O gene p53 ¢ constituido por 11 exons. Nas regides
compreendidas entre os exons 5 e 9 situam-se 90% das mutagdes
observadas nas neoplasias.

Adaptado de: Ichikawa A et al. Blood 1992;79(10):2701-
2707.

Figura 2. Representacdo esquemdtica estrutural e
funcional da proteina p53.

a) L 0omInio ge transativacao genica (aminoaciaos L a (u);
b) a regido central, que representa os sitios de ligacdo da
proteina com o DNA (aminoécidos 91 a 301); ¢) e d) as
regides de dimerizagdo e tetramerizacdo da proteina,
respectivamente.

Adaptado de: Prokocimer M. and Rotter V. Blood 1994;84
(8):2391-2411.

O termo "guardia do genoma" atribuido a
proteina p53 € decorrente da sua funcdo como
"policial molecular”, monitorando a integridade
do genoma e impedindo a proliferagdo de
células com DNA mutado.’*®* No caso de
lesdo no DNA por agentes fisicos tais como
radiagdo ultravioleta, raios gama ou ainda,
por produtos quimicos mutagénicos, o gene
p53 é ativado, levando a transcricdo da
proteina p53. O acumulo dessa proteina no
nucleo da célula inibe o ciclo mitético no
inicio da fase G1 e ativa a transcri¢do de
genes de reparo do DNA, impedindo desta
forma a propagacdo do erro genético para as
células filhas. No entanto, se o reparo do
DNA néo for efetuado de forma satisfatoria,
a proteina p53 dispara 0 mecanismo de
morte celular programada denominado
apoptose.121316-20 A capacidade regulatdria da
transcricdo de genes envolvidos na apoptose
pode resultar na ativacdo do gene bax cujo
produto de transcricdo, a proteina bax, ird
inibir a acdo antiapoptotica do gene bcl-
2.1,4,5,9,10,16—21

No inicio do ciclo mitético, o gene p53
ativa transcricionalmente o gene p21,
induzindo a sintese da proteina 21 (p21), cuja
funcdo é inibir a agdo das quinases
dependentes de ciclina (CDKs), fazendo com
que as células parem na fase G1 do ciclo
celular, até que se complete o reparo do
DNA. Para tanto, a proteina p53 ativa o gene
Growth Arrest DNA Damage Inducille
(GADD-45) que atua corrigindo a lesdo no
DNA. Quando o reparo do DNA ¢
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finalizado, a proteina p53 é entdo degradada
pela acdo da proteina MDM-2, produto do
gene mouse double minute 2 (mdm-2) (Figura
3).1621 Nas células que apresentam o gene p53
mutado e inativacdo da proteina p53, nédo
ocorre a parada do ciclo celular necessaria
para o reparo do DNA. Essas células,
geneticamente instaveis, tendem a acumular
mutacbes e rearranjos cromossémicos
adicionais, levando a uma rapida proliferagéo
de clones de células com DNA mutado e
transformacdo neoplésica (Figura 4).20-2

A perda da fungdo da proteina p53 pode
ocorrer nas seguintes situagdes: a) por alteragéo
genética; b) interacdo da proteina p53 com
proteinas virais, ¢) interacdo da proteina p53
com outras proteinas regulatorias do ciclo
celular, como a proteina MDM-2.521-24
As alteragBes genéticas podem ser: mutagéo
pontual (missense), delecdo génica (non sense)
de um ou dois alelos do gene p53 e inser¢éo
de nucleotideos na sequéncia de DNA.%
Mutacdo pontual é a troca de um nucleotideo
e é 0 tipo de mutacdo do gene p53 mais
freqlientemente encontrado nas neoplasias.
Essas mutages ocorrem principalmente en-
tre os codons 120 e 290, situados entre 0s
exons 5 e 9 e resulta com frequéncia na
transcricdo de uma proteina ndo funcional.
A mutagdo do tipo non sense, por sua vez,
pode levar a transcri¢do de uma proteina
truncada e também néo funcional.?* Dentre
0s métodos de deteccdo dessas alteragdes, o
mais utilizado é a analise do polimorfismo de
conformacdo de fita simples ou single-stranded
conformacional polymorphism analysis
(SSCP).3,4,8,15,16

Uma mutacdo no gene p53 seja pontual
ou ndo, altera de forma significativa a
proteina p53, 0 que resulta na incapacidade
de efetuar a parada do ciclo celular ou disparar
0 mecanismo de apoptose. As formas mutadas
da proteina apresentam ainda a capacidade
de interagir com a proteina selvagem,
impedindo a supressdo tumoral, sendo este
fendmeno conhecido como “efeito dominante
negativo”, visto que a mutagdo de um dos
alelos do gene p53 produz o que parece ser
um efeito dominante sobre o alelo normal
restante.'32°

O antigeno SV-40, a proteina E1B do
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adenovirus, a proteina TAX do virus
linfotropico de células T humano do tipo 1
(HTLV-I) e EBNA5 do virus Epstein Barr
(EBV) quando interagem com a proteina p53
levam a inativacdo ou estabilizacdo, ao passo
que a interacdo do antigeno E6 do virus HPV
degrada a proteina p53. Esses mecanismos
estdo provavelmente relacionados a
patogénese dessas neoplasias.>?!-2430

Figura 3. Acdo da proteina p53 na supressdo tumoral.
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Mediante uma situacdo de stress que determine lesdo no DNA,
ocorre a superexpressdo da proteina p53 selvagem que atua
em alvos especificos e por mecanismos de transativacdo génica
ativa outros genes determinando a parada do ciclo celular no
inicio da fase G1 e o reparo do DNA. Caso a lesdo no DNA
seja extensa, a p53 ativa genes envolvidos no mecanismo de
apoptose, suprimindo a acdo de genes com agdo anti apoptética.
No final do processo, a proteina p53 é degradada pela agdo da
proteina MDM-2.

Adaptado de: Bullock AN, and Feisht AR. Nature Rev Can-
cer 2001;1:68-75.

/

Figura 4. Modelo sugerido para a perda da atividade
da proteina p53 culminando com o surgimento de

células com instabilidade genética.
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Com a perda da atividade da proteina p53, ocorre a
incapacidade das células de efetuar a parada do ciclo celular
necessaria ao reparo de DNA e a indugdo da apoptose nas
células geneticamente instaveis. Ocorre entdo a proliferacéo
de clones de células com instabilidade genética e transformagéo
neoplésica.

Adaptado de: EI-Deiry WS. Am Soc Clin Oncol (ASCO) /
32° ND annual meeting, may 18-21, 1996;112-118.



p53 E AS HEMOPATIAS
MALIGNAS

As mutacgdes do gene p53 sdo consideradas
as alteracOes genéticas mais freqlientes nos
tumores malignos humanos, ocorrendo em
cerca de 60% das neoplasias.t'26-28 Nas
hemopatias malignas, mutagfes do gene p53
sdo observadas com menor frequéncia que
em outras neoplasias, predominando em
doencas com o curso clinico desfavoravel
(Tabela 1, Figura 5).253! Nessas doengas, tem
sido observada em muitos casos a associagao
entre a mutacdo do gene p53 e a
superexpressdo da proteina p53 no nucleo das
células.®-¢ Também tém sido detectadas
alteragGes cromossémicas tais como
translocacoes, delegdes e inversdes envolvendo
principalmente o cromossomo 17, além de
poliploidias, aneuploidias, e a superexpressao
de proteinas de outros oncogenes como c-
myc e bcl-2.27-3

Na rara Sindrome de Li Fraumeni, existe
uma predisposicdo hereditaria ao céncer,
incluindo varios tipos de neoplasias malignas,
tais como leucemias agudas, sarcomas em
criangas e adultos jovens e cancer de mama
em mulheres jovens. Nos individuos
acometidos por esta sindrome, foi
demonstrado que 0s pais possuiam em suas
células germinativas o gene p53 mutado. Os
pacientes afetados apresentam mutacéo do
gene p53 em um dos alelos demonstrando
desta forma a acdo desse gene na patogenese
desta sindrome.2-3!

Tabela I. Mutagdo do gene p53 e caracteristicas das
hemopatias malignas.

-Buolugio da forma cronica para cree blistca ma
leucamia mieldide cknica.

-Buaalugao da sindrome mielbdisplisica para kwoemia
migkhide aguda.
-Baolugio de linfornas de bakio gRu pam alo grau
de maligndade.

‘Beolugio da lkeucemia linfiéide crinica pam sind mme
de Fichter.

-Fmogessdo pam fase refatdria de mielbma milktipk.

-Fecorencia da kwsemia linfdide aguda de linhagem
BouT.

-Feoorencia da kuwoemia miekhide aguda.

fumenta do Bndmeno de esEtEncia 3 mikipbs
dmgas.

Adaptado de: Imamura J et al. Blood 1994:;84(8):2412-
2421.

p53 e as hemopatias malignas

Em pacientes com leucemia mieldide
cronica (LMC), mutacdes do gene p53 sdo
observadas com frequéncia elevada na fase de
transformacdo para a crise bléstica, em
comparacdo com a fase cronica, onde apenas
5% dos casos apresentam o0 gene p53
mutado.?-%! [sto sugere a possibilidade da
mutacdo surgir como evento secundario ao
longo da evolugdo da doenca.?-313% Essas
mutacdes sdo observadas com maior
freqliéncia em pacientes que desenvolveram
crise blastica mieldide quando comparados
com individuos portadores de LMC em crise
bléstica linfdide.2%-3135

A frequéncia de mutagdo do gene p53 é
baixa em pacientes com leucemia linfoblastica
aguda (LLA) em comparagdo com individuos
portadores de leucemia miel6ide aguda (LMA)
representando, respectivamente, 3% e 15%.
Esse percentual aumenta nas recaidas, e em
pacientes resistentes ao tratamento.?-32

Figura 5. Representacdo grdfica da freqiéncia de mutagdes do gene p53 nas

hemopatias malignas.
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LLC: leucemia linfdide cronica; LLC/SR: leucemia linfdide cronica em transformagéo
para sindrome de Richter; LLC-T: leucemia linféide cronica de células T; LMC-FC:
leucemia mieldide cronica / fase cronica; LMC-CB: leucemia mieldide cronica / crise
blastica; LNH: linfoma ndo Hogdkin; HCL: hairy cell leukemia; LLA: leucemia linféide
aguda; LMA: leucemia mieléide aguda; MM: mieloma maltiplo; LTA: leucemia de
células T do adulto; SMD: sindrome mielodisplasica; L. Hodgkin: linfoma de Hodgkin; LT
cutaneo: linfoma T cutaneo.

Adaptado de: Imamura J et al. Blood 1994;84(8):2412-2421.

Na LLA do tipo L3 da classificacdo FAB
a freqiiéncia de mutacOes desse gene é alta,
estando presente em cerca de 50% dos
€as0s.2¢32 Nas sindromes mielodisplasicas
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(SMD), sdo observadas em cerca de 5% dos
casos, predominando nas formas mais graves
como a anemia refrataria com excesso de
blastos e nos casos que evoluem para LMA,
apresentando em muitos casos, monossomia
do cromossomo 17 assim como delecéo na
regido 13p do cromossomo 17.%-31.37-38

Nos  pacientes com  doencgas
linfoproliferativas cronicas (DLC), as
mutacdes do gene p53 também tém se
correlacionado com as formas clinicas mais
graves. Desta forma, nos pacientes com leu-
cemia linfocitica crénica do tipo B (LLC-B)
na sua forma classica, essas mutacfes tém
sido detectadas em cerca de 10% dos casos,
percentual que aumenta na transformacéo
para sindrome de Richter ou leucemia
prolinfocitica de células B (LPL-B). Na leu-
cemia linfocitica cronica de células T (LLC-
T) essas alteragOes sdo raras.?-31:3941

Kdning et al,*? através das técnicas SSCP
e seqiienciamento automatico de DNA
analisaram amostras de 61 pacientes com
Hairy cell leukemia (HCL) e observaram
mutacdes do gene p53 em 17 casos (28%),
contrastando este estudo com outros autores
que relatam baixa frequéncia de mutacdo do
gene p53 na HCL.2**

Em pacientes acometidos com leucemia
de células T do adulto (LTA) séo observadas
mutacOes do gene p53 em cerca de 40% das
formas agudas, sendo raramente observadas
na forma cronica, smoldering e em portadores
assintomaticos do HTLV-1.2°2! Semelhante ao
que ocorre com a LTA, mutacdes do gene
p53 também tém sido observadas nos linfomas
relacionados ao EBV. Tanto o HTLV como o
EBV, apresentam capacidade de imortalizar
linfocitos in vitro e foi demonstrado que a
interagdo entre o antigegno EBNA5 do EBV
com a proteina p53 pode levar a sua
inativagao.>+26.29-31

Recentemente, foi demonstrado que
células infectadas pelo virus HTLV-1/ 11 tém
alto nivel da proteina p53 estabilizada por
mecanismo ndo relacionado a mutagéo.
Estudos da funcionalidade dessa proteina
nessas células mostraram auséncia de
atividade. Como a seqliéncia da proteina
correspondia a forma selvagem, diversos
outros estudos investigaram um possivel
mecanismo de inativa¢do, demonstrando que
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a expressdo da proteina TAX estd
correlacionada com a inibigdo da funcéo da
proteina p53.314345

Nos linfomas ndo Hodgkin (LNH),
mutacBes do gene p53 foram detectadas em
cerca de 30% dos linfomas de origem B de
alto grau. Este achado genético tem sido
raramente observado nos linfomas de grau
intermediario ou de baixo grau de
malignidade.'22%3! Em pacientes com linfomas
associados a infeccdo pelo HIV (em geral
linfomas de alto grau), a freqténcia de
mutacdo do gene p53 oscila em torno de 45%
dos cas0s.3031

No linfoma de Hodgkin, por sua vez, a
superexpressdo da proteina p53 é facilmente
detectada pela imuno-histoquimica nas células
de Reed-Sternberg, sendo, porém negativa nos
eosinéfilos e macrofagos presentes no
infiltrado tumoral 23! No entanto, estudos
moleculares realizados em material de
bidpsia, ndo demonstraram correlagdo entre
a superexpressdo da proteina p53 e mutacédo
do gene p53.464” Em contraste, outros estudos
demonstraram uma freqiiéncia de 75% ou
mais de mutacdes do gene p53 em preparados
celulares com alta concentracdo de células de
Reed-Sternberg, ficando claro o papel
relevante da mutacdo do gene ou inativacio
da proteina p53 na fisiopatologia do linfoma
de Hodgkin.%3

No mieloma multiplo (MM), a ocorréncia
de mutacdes do gene p53 é rara, e quando
presentes, as mutacOes se correlacionam com
as formas mais graves da doenca, geralmente
refratarias ao tratamento.

Estudos recentes demonstraram a
superexpresssao da proteina MDM-2 nas
células neoplasicas de pacientes com LNH,
LLC em estagio avancado, MM, LLA, SMD
em franca transformacdo para LMA e
neoplasias ndo hematoldgicas. Este achado
sugere que a acdo da MDM-2 na inativagéo
da proteina p53 pode ser um dos possiveis
mecanismos moleculares envolvidos na
carcinogénese. 853

Em ultima andlise, a mutacdo ou
inativacdo do gene p53 pode ocorrer
moderadamente nas hemopatias malignas.
Este achado genético tem sido particularmente
observado na transformacdo blastica do tipo
mieldide da LMC, LMA p6s SMD, recaidas



das leucemias agudas, LNH de alto grau e
nas formas clinicas mais graves das DLC.2%3%

PERSPECTIVAS E QUESTOES
PARA O FUTURO

p53 é 0 gene mais extensivamente
estudado nas neoplasias e pacientes com
mutacdo tém um pior progndstico.
Entretanto, inconsisténcias na analise dessas
alteragGes impedem a utilizacdo desse
conhecimento na pratica clinica. A relacdo
entre o tipo de mutacio e a evolugdo clinica
deve ser melhor investigada pois
possivelmente nem todas as mutagdes resultam
no mesmo efeito. Além disso, algumas
mutacgBes podem ser tecido-especificas.> A
observacdo que determinadas mutacdes
podem afetar tratamentos especificos podera
auxiliar o clinico na escolha do tratamento.®

Nos ltimos anos numerosas pesquisas em
terapia génica vém sendo desenvolvidas e
representam uma promissora esperanca. No
campo da farmacologia molecular, progressos
na compreensdo dos mecanismos
bioquimicos de acdo da p53 permitirdo
identificar os alvos moleculares para sintese
de novas drogas. Também o desenvolvimento
de drogas que possam resgatar a funcdo da
proteina mutante, como peptideos que
restaurem a conformagdo selvagem ou
interajam com o dominio de ligagdo ao DNA,
ativando formas mutantes, sdo estratégias que
estdo em curso.1%%4%% A jnativacdo da p53
parece ser um passo essencial em muitas
neoplasias, e drogas que possam restaurar esta
funcgéo terdo potencial aplicacdo.

Estd claro que muitas questdes sobre a
funcdo da p53, as proteinas e sinais
envolvidos nesta via ainda ndo estdo
respondidas, mas a continuidade das
pesquisas podera levar ao sucesso de algumas
dessas estratégias resultando em beneficio
para milhares de pacientes.
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