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Resisténcia ao tratamento no linfoma de Burkitt: Associacdo com mutacgdes

especificas no gene TP53?

Treatment resistance in Burkitt's lymphoma: Is it associated with specific mutations of the

TP53 gene?

Eliane P. S. Magluta!
Claudete E. Klumb?

Introducéo

Inicialmente descrito na Africa, o linfoma de Burkitt

O linfoma de Burkitt (LB) surge a partir de uma célula do centro germinativo que perde
o controle da proliferagéo devido a ativagéo do gene c-myc. A resisténcia a apoptose é
uma causa importante da falha a quimioterapia na maioria dos canceres e também no
LB. A taxa alta de apoptose observada no LB em fases iniciais da génese do tumor é
seguida pelo desenvolvimento subseqiiente de inativagéo de vias que levam a apoptose
da célula. Uma importante via que se encontra alterada no LB ¢ a via mediada pela
proteina p53. Essa via é importante para o controle da proliferagéo celular em respos-
ta ao dano no DNA. Dados da literatura mostram uma correlagao entre mutagdes do
gene TP53 com resisténcia ao tratamento. No entanto, alguns estudos tém demonstra-
do que diferentes tipos de mutagdes podem conferir respostas diferentes das células a
quimioterapia. Isso tem sido observado em nossos estudos que mostram que linhagens
celulares do LB com mutagdes diferentes da p53 apresentam uma resposta diferencia-
da a apoptose induzida por drogas que atuam por essa via, como, por exemplo, a
doxorrubicina. Diferentes tipos de mutacoes conferem fendtipos funcionais distintos,
embora nem sempre ocorra uma perda da funcdo, o que pode ser um importante
componente da resisténcia a quimioterapia no LB. Nesse artigo revisamos a literatura
com relacdo a resposta ao tratamento no LB e discutimos o papel das mutagdes do gene
TP53 na resisténcia a quimioterapia nesses tumores. Rev. bras. hematol. hemoter.
2008;30(1):41-46.
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desidrogenase A, p19ARF, p53, Bax, Fas e Fasligante entre
outros.®*s
A classificagdo mais recente da Organizacdo Mundial

(LB) foi depoisidentificado em outrasregides.t O tumor tem
origem numacé uladerivadado centro germinativo (CG) que
perde aregulacéo da proliferacdo em virtude da ativacdo do
proto-oncogene c-myc? e superexpressao daproteinaC-MY C.
A perda da regulacéo dessa proteina resulta na ativagao e
repressdo de pelo menos nove genes regulados por ela, en-
tre os quais ciclina D1, p27, o gene da enzima lactato-

da Salide (OMS) paraas neoplasiaslinféidesidentificaduas
variantesmorfolégicasdo LB: o LB classicoeo LB atipicoou
Burkitt-like, uma variante cujo infiltrado tumoral apresenta
diferenciacao plasmocitoide, ou caracteristicasintermediari-
as entre o linfoma difuso de grandes células e 0 LB. Esses
tumorestém altataxade proliferacdo e expressam marcadores
tipicos de célulasdo CG, como BCL-6 e CD10.* Um padréo
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Figura 1. Padrdo de céu estrelado caracteristico do linfoma de
Burkitt. Imagem original X 40

cléssico de céu estrelado € observado nesses tumores e se
relacionaaumaaltataxade apoptose (Figural).

Neste artigo revisamos a literatura com relagdo ares-
posta ao tratamento no LB e discutimos o papel das muta-
¢Oes do gene TP53 naresisténciaaquimioterapia. Com base
em dados da literatura e em nossas observagdes, sugerimos
gue certostipos de mutagdes podem ser 0 componente prin-
cipal daresisténcia a quimioterapia nesses tumores.

Fatores relacionados ao progndéstico e resposta
a quimioterapia no LB

A dtataxadeproliferacéo do LB (tempo de duplicacéo
celular de 25 horas) favorece aentrada das células malignas
no ciclo celular e a proliferagéo répida entre os ciclos de
quimioterapia, com posterior desenvolvimento de resistén-
cia. Regimes quimioterapicosintensivose comintervalosde
curta durag8o asseguram a manutencdo da concentragdo
séricadas drogas pel o menos por 48 a 72 horas e so a base
atual do desenho dos protocol os de tratamento do LB resul-
tando em alta eficacia. Os regimes quimioterapicos de curta
durac&o foraminicial mente empregadosem criangascom L B
e incluiam agentes com reconhecida atividade no LB tais
como ciclofosfamida, vincristina, metotrexate, doxorubicina
e citarabina. Esses protocol os de tratamento resultaram em
aumento da sobrevida livre de eventos (SLE) que atingiu
taxas de 75%-89%."1° As estratégias fundamentais do su-
cesso desses protocolos foram o uso fracionado da ciclo-
fosfamida, alternancia de agentes citotdxicos sem resistén-
ciacruzadaentre osciclosdo protocol o, reducdo da duragdo
daterapia e profilaxia do sistema nervoso central. Diversos
estudos tém demonstrado que o emprego de protocolos in-
tensivos e de curta duracdo também resultou em aumento da
taxa de SLE em pacientes adultos, a semelhanca do que é
observado em criangas; porém, os pacientes adultos apre-
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sentam um percentual maisbaixo deremissdo completaquan-
do comparados aos pacientes pediatricos.*** Umacausaim-
portante da falha a quimioterapia na maioria dos canceres e
também no LB é a resisténcia a apoptose. A taxa alta de
apoptose observada no LB em fases iniciais da génese do
tumor é seguida pelo desenvolvimento subseqliente de
inativacao de vias que levam a apoptose da célulatumoral .14
Ainda é desconhecido se estes mecani smos que surgem ain-
dadurante agénesetumoral podem se manter ativos durante
o tratamento, ou acrescidos de novas alteracfes que contri-
buem ou determinam a resisténcia desses tumores. Desta
forma, aresisténcia adquirida a drogas empregadas no tra-
tamento do cancer € aindauma questéo de el ucidagao com-
plexa, também no contexto do tratamento do LB. A perdada
regulacdo dos genes bcl-2 e TP53 s8o dois mecanismos
rel acionados aresi sténciaa quimioterapianos linfomas ndo-
Hodgkin (LNH).* Dentre os subtipos de LNH, o LB apre-
senta um percentual de mutacdes do gene TP53 de 20% a
30%.15:1617 Comrelagdo ao L B, em um estudo publicado por
Nosso grupo observamos que agumas mutagdes da p53 es-
tavam relacionadas a perda da funcgéo e associadas a ausén-
cia de resposta ao tratamento, ou recidiva da doenga.’’ Este
estudo sugeriu que o tipo de mutagéo da proteina pode estar
relacionado com a alteragéo da fung@o normal da proteina.
Este novo conceito na avaliagdo das mutagdes da p53 sera
discutido a seguir.

Gene e proteina p53

O gene supressor tumoral TP53 humano estalocaliza-
do no brago curto do cromossomo 17 (regido p13.1). Ele pos-
sui 20 kb de DNA e é composto por 11 éxons. Oséxons 2, 4,
5, 7 e 8 codificam cinco regides altamente conservadas du-
rante aevolucdo (dominios|-V) apresentando homologiaes-
trutural com diversas espécies.’® Essas regides sao conser-
vadas pelo fato de que sdo responsaveis por fungdescruciais
daproteinap53.

A proteinade 53kD codificada por esse gene, aprotei-
nap53, é um fator de transcricéo que possui quatro dominios
funcionais: (1) dominio detransativacao localizado naregido
amino-terminal, que compreende os oitenta primeiros amino-
acidos; (2) dominio deligagdo ao DNA, locaizado naporcao
central daproteing; (3) dominio de oligomerizacao e (4) domi-
nio de tetramerizagéo. Os dois Ultimos estéo localizados na
porcao carboxi-terminal daproteina.l>%

A atividade da proteina p53 selvagem é fortemente
estimulada por estresse genotoxico, como dano ao DNA, e
levaainibicdo do crescimento celular pelo blogueio do ci-
clo celular, ou pelainducéo de apoptose (morte celular pro-
gramada).*

Células normais apresentam niveis extremamente bai-
xos de proteina p53, pelo fato da proteina ser rapidamente
degradada apds a sintese. A proteina p53 é ativada quando
ocorre dano ao DNA, por sinais exdgenos e endégenos,
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queincluem, por exemplo, radiacao gama,?2% radiagdio UV 2%
e substancias quimicas.?® A p53 ativada causa entdo a
transativacdo do gene p21-wafl e ativagéo daproteinap21.
Umavez ativada, ap21 liga-se e inibe a atividade de com-
plexos ciclina-CDK, blogueando as células nafase G1 do
ciclo celular?% g, destaforma, dando tempo paraque ocor-
rao reparo do DNA. Caso o dano sgjairreparavel, aprotei-
na p53 atua causando apoptose das células.®

Mutacdes no gene TP53 e status funcional da
proteina

Mutacdo do gene TP53 é alesdo genéticamais comum
em muitas formas de neopl asias humanas herdadas e adqui-
ridas. Essas mutagdes foram encontradas em cénceres de
mama, célon, bexiga, pancreas e pulmao, assim como tumo-
res do cérebro, leucemias, linfomas, carcinomas gastricos,
hepatocarcinomas e osteosarcomas. As mutagdes da p53
geramente sdo encontradas nas regides conservadas da pro-
teina,* e cerca de 74% dessas mutagdes sao missense (troca
deum nuclectideo). Essafragdo de mutagdesmissense € muito
maior do que em outros genes supressores de tumor, e isso
sugere que proteinas p53 mutadas conferem alguma vanta-
gem seletiva na carcinogénese, talvez por uma funcéo anti-
apoptotica. Formas mutantes da p53 tém a capacidade de
interferir com a apoptose dependente de p53 e com a
apoptose independente da p53, mecanismo este ainda des-
conhecido, mas que pode envolver transativacao.®

Estudos que analisaram o significado de mutagdes pon-
tuais do gene TP53 em relagdo ao tipo de tumor®?*® mostra-
ram que mais de 90% dessas mutagdes estavam agrupadas
naparte central dap53 e af etavam aminoécidos conservados
em todas as espécies da proteina.

Muitos agentes fisicos e quimicos usados rotineira-
mente naterapiado cancer, cujaacao é ainducdo do dano ao
DNA, so potentes ativadores da p53, embora a influéncia
da p53 na sensibilidade da célula a estes agentes ainda sgja
controversa. Resultados conflitantes correlacionando o
status da p53 a sensibilidade ou resisténcia aos quimio-
terépicostém sido atribuidos a diferencas tecido-especificas
naresposta aos quimioterapicos mediada pelap53.3* Em al-
guns sistemas, a inativaco da p53 resulta em aumento da
resisténcia, sugerindo que algumas vias que levam a morte
celular sdo dependentes de p53.* No entanto, em outros
sistemas, a inativagdo de p53 selvagem tem sido corre-
lacionada ao aumento dasensibilidade aradiacéo ionizante.*®
Essadiferencanaresisténciapode ser causada pelo fato de
gue uma mutacdo do gene TP53 ndo leva necessariamente
auma perda de funcéo da proteina. Alguns tipos de muta-
¢Oes, chamadas de mutantes de ganho de funcéo, exercem
efeitos que a proteina p53 selvagem nado exerce, como, por
exemplo, in vitro, proliferacdo aumentada, atividade anti-
apoptotica, resisténciaaumentadaaquimioterapiae, in vivo,
génese e invasividade do tumor.*” A mudangade conforma-
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¢cao da proteina ndo € um pré-requisito absoluto para
inativac8o e dessaformando deve ser usada para estabel e-
cer o status da proteina, como mostrado pelo fato de que
vérias mutantes inativas da p53 possuem conformagao sel-
vagem da proteina.®

O comportamento diferencial dap53 comrelagdo are-
sisténcia a agentes quimiotergpicos depende do tipo de mu-
tacdo edo tipo e concentragéo do farmaco, como demonstra-
do em um estudo com umalinhagem celular transfectadacom
diferentes mutantes de p53, que apresentaram diferentesres-
postas que variaram com o tipo de mutacgéo e o farmaco utili-
zado. Neste estudo, como exemplo, no caso do etoposideo,
asmutagBes His175 e His179, que alteram aconformacéo da
proteinap53, foram mais potentes do que mutacdes Trp248 e
His273, que ndo alteram a conformagéo da proteina, que-
brando apenas ligactes p53-DNA especificas.®

Em um estudo em curso, nosso grupo avaliou arespos-
taaquimioterapiaem linhagens celulares do LB com muta
¢Oes em diferentes codons do gene TP53. Por meio de um
ensaio de viabilidade celular, observou-se que a linhagem
Daudi, derivada de um paciente com LB (apresentando uma
mutacdo nonsense no codon 213) foi mais resistente a
farmacos como doxorrubicina, etoposideo e cisplatina, quan-
do comparada com outras linhagens do mesmo linfoma, com
mutacOes missense nos codons 234 (Raji), 248 (Namalwa) e
254 (Ramos). Neste estudo, a concentracdo desses quimio-
terdpicos necessaria parainviabilizar 50% das células dali-
nhagem Daudi foi consideravelmente maior que nas outras
linhagens, que apresentaram o mesmo percentual de invia-
bilidade celular com concentragdes menores de farmaco, su-
gerindo que algumas mutagdes do gene TP53 no LB podem
contribuir paraumafuncéo alterada da proteina, tendo como
resultado umarespostaainducéo de morte viap53 diferente
(Figuras 2 e 3, resultados dos autores).

Como pode ser observado naFigura 2, umadiferente
resposta ao quimioterapico doxorrubicina (Doxo) em 24 ho-
rasfoi detectada nalinhagem Daudi, que apresentou maior
resisténcia, necessitando de uma concentracéo de 2,5uM
parainviabilizar aproximadamente 20% das cél ulas, enquanto
as outras linhagens, com a mesma concentracdo, apresen-
tavam mais de 35% de inviabilidade celular. Esse ensaio
baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase mito-
condrial, em célulasviéveis, clivar os anéistetrazolium do
MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolium)] formando cristais de formazana azul escuro,
que sdo impermeavei s as membranas celulares, e, dessafor-
ma, acumulam-se dentro das células vidveis. Com a solu-
bilizagdo desses cristais por um solvente, no caso dimetil
sulfoxido (DM SO), pode-se quantificar o nimero de células
viaveis por um simples ensaio colorimétrico. O nimero de
célulasviaveis é diretamente proporcional aquantidade de
cristaisformados.*

NaFigura 3, aapoptoseinduzida pelo mesmo quimio-
terépico foi avaliada. Com a utilizagdo de concentragdes de
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Figura 2. Percentual de viabilidade celular em 24 horas analisado através do método de
MTT em linhagens celulares com diferentes mutacdes do gene TP53 expostas a diferentes
concentragdes do quimioterapico doxorrubicina. Em uma visualizagéo grafica observa-se
que foi necesséario uma concentragdo maior do farmaco para inviabilizar 20% das células
da linhagem Daudi quando comparada as outras linhagens expostas as mesmas concen-
tracbes
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Figura 3. Analise de apoptose utilizando o ensaio de citometria de fluxo com Anexina V
que se liga a fosfatidilserina das células em apoptose determinando sua marcagdo. As
células em necrose séo identificadas pelo uso de iodeto de propidio. Nesse ensaio reali-
zado com as linhagens Raji (mis234) e Daudi (stop213) com a utiliza¢@o de doxorrubicina
(doxo) e sem a droga (controle), o percentual de apoptose espontanea, controle, para
essas linhagens foi de 5,23% e 4,07%, respectivamente (painéis A e C), e o percentual de
apoptose induzida (descontado o percentual de apoptose da amostra controle) pela doxo
na concentracdo de 0,2 uM para a linhagem Raji e 2,5 puM para Daudi, em 24 horas, foi de
5,23% e 0,89%, (painéis B e D).

0,2uM e 2,5 M de doxo (que mos-
traram no ensaio de viabilidade ce-
lular capacidade deinviabilizar cer-
cade 20% das células das linhagens
Raji e Daudi respectivamente) obser-
VOU-Se uma porcentagem maior de
apoptoseinduzidapor doxo nalinha-
gem Raji (5,23%) quando compara-
daaDaudi (0,89%) mesmo com uma
concentracdo muito mais baixa de
doxo, 0 que mostraumamaior resis-
ténciadalinhagem Daudi aessadro-
ga. Isso pode ser devido a natureza
da mutacdo do gene TP53 nessas
linhagens.

Conclusdes edirecdes
futuras

O LB éumtumor com atataxa
de resposta ao tratamento e € uma
doencacuravel namaioriados casos.
Entretanto, no caso de recidiva ou
refratariedade ao tratamento, nenhu-
maabordagem terapéuticaé eficaz.*
A quest&o daresisténciaao tratamen-
tono LB aindaéum desafio eacom-
preensdo dos mecanismos envolvi-
dos é fundamental na busca de no-
vas abordagens terapéuticas.

As linhagens celulares de LB
analisadas em nosso estudo n&o apre-
sentam perfil deresisténciamediado
por bombas de extrusdo de drogas
(Multidrug Resistance, MDR) como
observado em um estudo prévio rea-
lizado por nosso grupo, que mostrou,
através do ensaio de efluxo de roda-
mina, que as bombas de efluxo ndo
sdo funcionais nessas linhagens (co-
municagdo pessoal).

Em um percentual variando de
2% a44% dos casos de linfomas ndo
associados ao virus HIV foi detecta-
da aexpressdo do gene mdr-1 ao di-
agnostico; entretanto, em alguns ca-
sos h&d um aumento da expressdo de
MDR-1 em pacientes que foram ex-
postos a quimioterapia e, ainda, ob-
Servou-se que expresséo esté
associadacom umarespostadiminu-
idaaquimioterapia.®? Emboraas pro-
teinas M RP e PgP possam estar rela-
cionadas aresisténcia ao tratamento
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noslinfomas, em geral esse mecanismo provavelmentenao é
responsavel pelaresisténciaao tratamento no LB. Um poten-
cial mecanismo deresisténciano LB poderiaestar relaciona-
do ao status funcional da proteina p53.

Em nossos estudos, umalinhagem com umamutac&o
gue resultaem uma proteinacom um cédon de parada apre-
sentou-se mais resistente ao tratamento com quimio-
tergpicos que induzem morte viap53, como doxorrubicina,
etoposideo e cisplatina, quando comparadaalinhagens com
outras mutacdes (missense), que provavelmente ndo alte-
ram estruturalmente a proteina, permitindo que, embora
mutada, elaaindasejafuncional. Martin et al. mostram que
muitas mutactes do gene TP53 n&o podem ser explicadas
usando-se apenas critérios de avaliagdo estrutural, e que o
efeito biol 6gico de uma substitui¢cdo ndo é necessariamen-
te proporcional a extensdo de perturbacéo estrutural pre-
vista. Dessa forma, a andlise das propriedades biol 6gicas
das mutacGes é importante para revelar as fungdes exatas
dessas mutantes.®

Além da mutagdo da p53, outras vias de inducdo de
apoptose podem estar comprometidasno LB. A resposta aos
sinais de morte celular € modulada pelo balango da expres-
sdo de proteinas pro e antiapoptéticas. A resisténcia a
apoptose pode resultar da perda da funcédo de proteinas pro-
apoptoticas ou ganho de fungdo de proteinas antiapop-
téticas. Gutierrez et al. demonstraram que o gene Bax (pré-
apoptotico), com freqiiéncia apresenta-se mutado no LB re-
sultando em resisténcia a apoptose.* Um estudo recente em
linhagens celulares derivadas do LB mostrou alteracfes de
outras proteinas relacionadas a apoptose como proteinas
inibidoras da apoptose denominadas |APs (inhibitors of
apoptosis protein) e proteinas dafamiliaMAP-kinasestam-
bém envolvidas em sinais que resultam em apoptose inde-
pendente da via p53.°

Neste artigo nés discutimos alguns conceitos impor-
tantes sobre o tratamento do L B e, com base em algunsresul -
tados preliminares, propomos uma hip6tese de como atera
¢Bes do gene supressor tumoral TP53 poderiam atuar confe-
rindo resisténcia ao tratamento no LB. No entanto, embora
sgjareconhecido que a via dependente de p53 esta compro-
metidano LB, mais estudos so necessarios paraelucidar os
mecanismos de desenvolvimento de resisténciaao tratamen-
tono LB. A ateracdo de outras vias rel acionadas a apoptose
em linhagens do LB sugere que, além da via mediada pela
p53, outros mecanismos podem ser operantes.®® Esta infor-
macdo aumentao valor dautilizagdo delinhagensdo LB como
ferramentas de identificacéo na selegcdo de novas moléculas
e drogas indutoras de apoptose.*

Abstract

Burkitt's lymphoma (BL) originates from a germinative centre cell
that loses proliferation control due to activation of the c-myc gene.
Apoptosis resistance is a major cause of chemotherapy failure in

most kinds of cancers, including BL. The high rate of apoptosis seen
in the early steps of genesis of BL is followed by a subsequent
development of inactivation of pathways leading to cell death by
apoptosis. A major pathway known to be altered in BL is the one
mediated by the p53 protein. This pathway is important to control
cell proliferation in response to DNA damage. Data from the literature
show a correlation between TP53 gene mutations and treatment
resistance. However, some studies have demonstrated that distinct
types of mutations have the ability to confer different cell responses
to chemotherapy. We found that BL cell lines bearing distinct mutations
of p53 also present different responses to drug-induced apoptosis,
when using drugs that act through this pathway, such as doxorubicin.
Different types of mutations might confer distinct functional
phenotypes. Loss of function does not always occur which may be
considered an important component of chemotherapy resistance in
BL. In this article we review publications regarding the response to
treatment in BL while we discuss the role of TP53 gene mutations in
chemotherapy resistance of these tumors. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2008;30(1):41-46.

Key words: Burkitt's lymphoma; TP53 gene; mutation; resistance;
treatment.
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