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INTRODUCAO

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de
desordens hematopoiéticas clonais, caracterizadas por hematopoiese ineficaz, medula
Ossea hipercelular e presenca de citopenias no sangue periférico (anemia, neutropenia e
plaquetopenia) e risco de evolucao para leucemia mieloide aguda. A fisiopatogenia desta
doenca ainda ndo esta elucidada. Anormalidades cromossdmicas sao comuns em SMD,
e a presenca de mutacoes em genes supressores de tumor e proto-oncogenes tem sido
Investigada, dentre estes, os genes P53 e PTPN11. O PTPN11 € responsavel pela
codificacao da SHP-2, fosfatase que regula a ativacao da p21 RAS por fatores de
crescimento ativados. Assim, alteracOoes neste gene podem levar a perda dos
mecanismos de controle da proliferacao celular. A proteina P53 atua como supressor de
tumores, pois participa na interrupcao do ciclo celular, quando ha algum dano no DNAe na
apoptose. E descrito que mutacdes neste gene sdo freqlientes em leucemias e que
ocorrem em 10% dos pacientes com SMD. As mutacdes descritas no P53 ocorrem
geralmente nos exons 5, 6, 7 e 8. Dessa forma, torna-se interessante o rastreamento de
mutacoes no PTPN11 e no P53 em pacientes com SMD na tentativa de elucidar a
fisiopatogenia da doenca e se a presenca de mutagdes nesses genes podem contribuir
para asua evolucao.

METODOLOGIA

O presente estudo analisou amostras de 40 pacientes com diagnostico de SMD
atendidos no ambulatério de Hematologia do Hemocentro Unicamp. Amostras de DNA
foram obtidas de sangue total de medula 6ssea. A classificacao dos pacientes foi
realizada de acordo com os criterios do grupo cooperativo Franco-Americano-Inglés
(FAB).

A pesquisa de mutacao para os dois genes foi feita atraves de rastreamento de
mutacdoes em exons especificos de cada gene, utilizando métodos de amplificacao do
DNA por PCR para os exons 5, 6, 7 e 8 do gene P53 e para o exon 3 PTPN11. Os
amplificadores especificos para cada exon estao descritos na Tabela 1. Realizaram-se
reacoes de dHPLC e posterior sequenciamento de DNA, para todas aquelas amostras
que apresentarama formacao de picos indicativos de mutacoes.

Tabela1: Amplificadores utilizados.

Gene Sequéncias de amplificadores

P53 Exon 5 S:5- CTCTTCCTACAGTACTCCCCTGC- 3
AS:5-GCCCCAGCTGCTCACCATCGCTA-3

P53 Exon 6 S:5-GATTGCTCTTAGGTCT GGCCCCTC-3
AS:5-GGCCACTGACAACCACCCTTAACC-3

P53 Exon 7 S: 5-GTGTTATCTCCTAGGTTGGCTCTG -3’
AS:5-CAAGTGGCTCCTGACCTGGAGTC-3

P53 Exon 8 S:5-ACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGC-3'

AS:5'-GTCCTGCTTGCTTACCTCGCTTAGT -3

PTPN11 Exon 3 S: 5-CGACGTGGAAGATGAGATCTGA-3

AS: 5'- CAGTCACAAGCCTTTGGAGTCAG -3

RESULTADOS

As mutacoes identificadas e os dados clinicos dos pacientes estao descritos na Tabela 2.

Mutacao no gene P53 foi encontrada em 5 pacientes, sendo que 1 paciente apresentou
mutacao em 2 exons. Os perfis cromatograficos de dHPLC de 5 pacientes e 4 controles sao
visualizados na Figura 1. O cromatograma de sequenciamento de 1 paciente com mutacao
no gene P53 esta exemplificado na Figura 2.

Mutacao no gene PTPN11 fol encontrada em apenas 1 paciente. O produto da
amplificacao por PCR do exon 3, de 7 pacientes, esta demonstrado na Figura 3.

Tabela 2: Descricao dos pacientes com presenca de mutacoes P53e PTPN11.

Pacientes FAB Gene Mutacao
1 AREBt P53 Exon 5 codon 152 Substituicao C >T (Pro > Val )
2 AREBt P53 Exon 5 codon 152 Substituicao C > T (Pro > Val)
3 AR P53 Exon 6 codon 291 Substituicao C > T (Arg > Cys )
4 AREBt P53 Exon 7 codon 178 Substituicao G > C (Lis > Asn )
) AREBt P53 Exon 8 coédon 272 Substituicao G > C ( Val > Lis )
6 AR PTPN11 Exon 3 codon 287 Insercao C (Lis > Pro)
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Figura 1: Comatograma dHPLC para o exon 5 P53. Note que os perfis cromatograficos dos pacientes estao
deslocados em relacao aos perfis dos controles, indicando a presenca de mutacao.
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Figura 2: Cromatograma de Sequenciamento do exon 8 P53 codon 272 . A seta indica a presenca da
substituicio nucleotidica G por C.
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Figura 3: Gel de Agarose 2% representativo de PCR para o éxon 3 PTPN11 (384bp). M: marcador de peso
molecular Ladder 100bp.

CONCLUSAO

Em conclusao, nossos resultados preliminares indicam maior frequéncia de mutacoes em
P53 em pacientes com AREB! . Este fato, somado a presenca de mutacao no PTPN711 num
paciente com AR corrobora a hipotese de que alteracoes no gene P33 estariam _
relacionadas a uma progressao leucémica das mielodisplasias enquanto que |r __“
modificacdes no gene PTPN11 estariam associadas aos estagios iniciais da doenca.




