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RESUMO 

 

 

LEITE, Carolina de Andrade. Mutações nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 em 
pacientes com síndrome mielodisplásica e leucemia mielóide aguda 
secundária à síndrome mielodisplásica. 2015. 79 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do 
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 
 

 

 A síndrome mielodisplásica (SMD) é um grupo bastante heterogêneo de 
doenças clonais, caracterizado por hematopoese ineficaz, apoptose e risco 
aumentado de evolução para leucemia mielóide aguda (LMA). Ao longo dos anos, 
pouco se evoluiu em relação ao manejo desta entidade. Com o desenvolvimento de 
índices prognósticos como o IPSS (International Prognostic Scoring System) em 
1997, o WPSS (World Health Organization-Prognostic Scoring System) em 2005 e, 
mais recentemente, o IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System) em 
2012, houve melhora na estratificação e na estimativa do prognóstico. O IPSS ainda 
é considerado padrão para a classificação prognóstica das SMD, entretanto, não 
raro, observamos pacientes com comportamentos clínicos distintos coexistindo no 
mesmo grupo de estratificação. Isso sugere que os escores disponíveis atualmente 
ainda são falhos e que existe necessidade de uma classificação mais refinada. Com 
o avanço no conhecimento da SMD, em muito estudos tem sido destacada a 
importância da investigação das mutações somáticas como fatores responsáveis 
pelo pior prognóstico e evolução da doença. Neste estudo, foram incluídos 50 
pacientes com diagnóstico de SMD acompanhados no Hospital Universitário Pedro 
Ernesto (HUPE) entre 2012 e 2014. Foram analisadas mutações nos genes ASXL1, 
NRAS/KRAS e TP53 por meio de extração e sequenciamento de DNA genômico. 
Dos 50 pacientes analisados, 42 deles (84%) apresentaram algum tipo de mutação. 
A mutação no gene ASXL1 foi a mais frequente, estando presente em 41 pacientes 
(82%), seguida do gene TP53, presente em 10 pacientes (20%) e NRAS encontrada 
em apenas 1 paciente (2%). No grupo LMA secundária a SMD (LMA t), 11% 
apresentaram mutação no TP53 e 78% no ASXL1, nenhuma mutação foi encontrada 
nos genes NRAS e KRAS. Neste estudo não foram observadas diferenças entre os 
grupos mutado e não mutado em relação à sobrevida global, fibrose da medula 
óssea, necessidade transfusional ou em relação ao grau de citopenias. Esperamos 
que o acompanhamento desse grupo a longo prazo permita o esclarecimento 
dessas associações de maneira mais significativa. 
 

Palavras-chave: Síndrome mielodisplásica. Mutação. ASXL1. NRAS/KRAS. TP53. 

 



 

ABSTRACT 

 

 

LEITE, Carolina de Andrade. Mutation in genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 in 
patients with myelodysplastic syndrome and acute myeloid leukemia 
secondary to myelodysplastic syndrome. 2015. 79 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do 
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 
 

 

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous group of clonal 
disorders characterized by ineffective hematopoiesis, apoptosis and increased risk of 
progression to acute myeloid leukemia (AML). Over the years, little has evolved 
regarding the handling of this entity. With the development of prognostic indicators 
such as IPSS (International Prognostic Scoring System) in 1997, WPSS (World 
Health Organization Prognostic Scoring System) in 2005 and, more recently, the 
IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System) in 2012, there was an 
improvement in the stratification and estimation of prognosis. IPSS is still considered 
the best option for MDS classification, but we often observe patients with different 
clinical behaviors coexisting in the same stratification group. It suggests that the 
currently available scores are imperfect and that there´s an urgent need for a more 
refined categorization. With the improvement in MDS studies, many researches have 
highlighted the importance of somatic mutations profiling as accountable factors for 
poor prognosis and disease progression. We studied 50 patients with MDS followed 
at the Pedro Ernesto University Hospital Hematology Service (HUPE) from 2012 to 
2014. We analyzed mutations in ASXL1, NRAS/KRAS and TP53 genes, by 
extracting genomic DNA sequencing. Of the 50 patients studied, 42 (84%) had at 
least one kind of mutation. Mutation in gene ASXL1 was the most frequent in 41 
patients (82%), followed by TP53 in 10 patients (20%) and NRAS in only one patient 
(2%). In LMA-t group, 11% had mutations in TP53 and 78% in ASXL1, and no 
mutation was found in NRAS or KRAS genes. This study showed no differences 
between the mutated and non-mutated groups with respect to overall survival, bone 
marrow fibrosis, need for transfusion or cytopenias. We expect to have more 
significant variations in this group in  a long-term monitoring becomes available. 
 
 

Keywords:  Myelodysplastic syndrome, Mutation, ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 
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13 

INTRODUÇÃO  

 

 

A síndrome mielodisplásica (SMD) é um grupo de doenças clonais bastante 

heterogêneo, caracterizado por hematopoese ineficaz, apoptose e risco aumentado 

de evolução para leucemia mielóide aguda (LMA) (Vardiman et al, 2009). Os 

primeiros relatos de SMD foram publicados há pouco mais de 40 anos (Fisher et al, 

1973, Saami & Linman, 1973), sendo descrita como anemia crônica em pacientes 

idosos, com refratariedade ao tratamento e evolução para LMA. A etiopatogenia 

permanece obscura, porém estudos recentes têm procurado uma “assinatura 

genética”, que possa explicar o passo inicial que dá origem à doença (Rocquain et 

al, 2010, Bejar et al, 2011, Cazzola et al, 2013, Bravo et al, 2014).  

A SMD pode ser classificada em primária ou de novo e secundária. A 

secundária, em geral, está relacionada ao uso prévio de quimioterápicos, em 

especial os agentes alquilantes e os inibidores de topoisomerase II. A forma primária 

não tem agente mutagênico conhecido, entretanto, é descrito que fatores 

hereditários, ambientais e o envelhecimento influenciam no desenvolvimento da 

doença. Doenças congênitas, como anemia de Fanconi, aumentam o risco de SMD, 

assim como a exposição ao benzeno (Haase et al, 2007, Strom et al, 2008) cuja 

maior fonte ambiental é encontrada no cigarro. Outros fatores ambientais 

relacionados são a exposição a pesticidas e solventes (West et al, 1995, Rigolin et 

al, 1998, Strom et al, 2005). 

Por muitos anos, a SMD foi considerada como um estado pré-leucêmico 

devido à alta taxa de progressão para LMA. Em 2000, a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) trocou o código da SMD na classificação internacional de doenças 

para oncologia de 1 (incerto se maligno ou benigno) para 3 (maligno). Desta forma, 

em 2001, a SMD foi incluída nas estatísticas de registros de câncer tornando 

possível a obtenção de dados epidemiológicos sobre a morbidade e a mortalidadeda 

doença (Ma et al, 2012). 

A SMD é uma doença predominantemente da população idosa. 

Aproximadamente 86% dos pacientes diagnosticados têm mais de 60 anos e apenas 

6% deles são diagnosticados com menos de 50 anos (Ma et al, 2007). A incidência é 

maior nos homens e a etnia branca tem uma incidência maior do que outros grupos 

populacionais (Ma et al, 2007). Com o envelhecimento da população e a melhoria no 
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reconhecimento e diagnóstico da doença, é provável que a incidência de SMD 

aumente gradativamente nos próximos anos (Ma et al, 2012). Nos Estados Unidos, a 

incidência da doença é estimada em 3,8 casos por 100.000 habitantes por ano, 

sendo menor em pacientes com menos de 40 anos (0,14 casos por 100.000 

habitantes) e aumentando de acordo com a idade, chegando a 36 casos por 100.000 

habitantes em pacientes acima de 80 anos (Sekeres et al, 2010).  

 A apresentação clínica e a história natural da doença são extremamente 

variáveis, podendo apresentar desde formas brandas, com sobrevida global alta e 

baixa taxa de transformação leucêmica até formas mais agressivas, que evoluem 

rapidamente para LMA.  

Em geral, o primeiro sinal é o aparecimento de uma ou mais citopenias – 

anemia, neutropenia, trombocitopenia - em um hemograma de rotina. A partir desse 

hemograma sugestivo, deve ser analisado criteriosamente o esfregaço de sangue 

periférico, à procura de dados que sugiram a presença de displasia. Como por 

exemplo: neutrófilos hipossegmentados (pseudo Pelger-Huet) ou hipogranulares, 

macrocitose e células imaturas de linhagem eritróide ou mielóide (Cazzolla et al, 

2013). Uma vez realizada a hematoscopia, está indicado o estudo completo da 

medula óssea (MO), englobando o mielograma com coloração para ferro medular, a 

biópsia de medula, a citogenética e a citometria de fluxo. Os achados morfológicos 

da MO incluem a hipercelularidade, a presença de alterações megaloblastóides, 

pontes internucleares, falhas de enchimento citoplasmático, sideroblastos em anel, 

micromegacariócitos ou megacariócitos hipolobulados, hipossegmentação e 

hipogranulação da série mielóide e  presença de blastos. 

O nome “Síndrome Mielodisplásica” surgiu em 1982, quando um grupo 

internacional de  hematologistas franceses, americanos e britânicos (FAB), reuniu-se 

para estudar melhor essa patologia, propondo uma classificação em 5 grupos 

distintos (Bennett et al, 1982). Os critérios utilizados foram as características 

morfológicas associadas ao percentual de blastos no sangue periférico e na medula 

óssea. Os cinco grupos foram: anemia refratária (AR), anemia refratária com 

sideroblastos em anel (ARSA), anemia refratária com excesso de blastos (AREB), 

anemia refratária com excesso de blastos em transformação (AREB-t) e leucemia 

mielomonocítica crônica (LMMC). Até então, a SMD era conhecida apenas como 

“pré-leucemia” e a introdução dessa classificação foi pioneira, servindo ao longo das 

décadas seguintes como base para outras classificações, que incorporaram estudos 
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morfológicos, clínicos e genéticos  no esclarecimento da etiologia e manejo da 

doença. (Vardiman 2012). Entretanto, na época, alguns fatores geraram 

controvérsias. De acordo com a classificação FAB, a AR e a ARSA eram 

caracterizadas por diseritropoese, menos que 5% de blastos na MO e pelas 

morfologias megacariocítica e granulocítica dentro da normalidade (Bennett et al, 

1982). Porém, alguns pacientes com SMD com menos de 5% de blastos 

apresentavam displasia multilinhagem e sobrevida inferior àqueles com 

diseritropoese apenas (Rosati et al, 1996). Outro ponto importante era que a AREB 

englobava um valor de blastos muito amplo, que variava de 5% a 20%, e alguns 

autores acreditavam que era uma faixa muito grande para definir um subgrupo com 

prognóstico relevante (Greenberg et al, 1997). Por fim, alguns estudos apontavam 

que a sobrevida mediana de pacientes com AREB-t era semelhante à da LMA, 

assim como sua resposta ao tratamento (Estey et al,1993, Bernstein et al, 1996), 

sugerindo que esses pacientes deveriam ser reclassificados como LMA. Portanto, 

era evidente que uma nova classificação fazia-se necessária. 

Em 2001 (Jaffe et al, 2001), a OMS propôs uma nova classificação para a 

SMD, modificando conceitos e aumentando o valor da citogenética. A LMMC foi 

retirada da classificação e criou-se um grupo novo baseado na alteração 

citogenética que recebeu o nome de “Síndrome 5q-“. O percentual de blastos na 

medula óssea para o diagnóstico de LMA foi reduzido, então o subtipo AREB-t da 

classificação FAB (21 a 30% de blastos na MO) passou a ser considerado como 

LMA pelo novo critério da OMS. A AREB foi dividida em duas categorias, baseadas 

no percentual de blastos na medula óssea: AREB-1 (blastos 5% - 10%) e AREB-2 

(blastos 11% - 20%). A anemia refratária e a anemia refratária com sideroblastos em 

anel foram mantidas. Outras categorias foram acrescentadas: citopenia refratária 

com displasia de multilinhagens (CRDM) e citopenia refratária com displasia de 

multilinhagens e sideroblastos em anel (CRDM-SA) e a SMD não classificada (Harris 

et al, 1999, Vardiman et al, 2002). Este último grupo compreendia casos de citopenia 

unilinhagem que não a anemia.  

A síndrome 5q- corresponde a um tipo específico de SMD caracterizada por 

anemia com ou sem outras citopenias, apresentando menos que 5% de blastos na 

MO e menos que 1% no sangue periférico e podendo estar associada a 

trombocitose (Boultwood et al, 1994). Os megacariócitos apresentam-se em número 

aumentado e com discreta redução no tamanho, com núcleo não lobulado ou 
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hipolobulado. Citogeneticamente, é caracterizada pela deleção isolada do 5q e, 

clinicamente, pelo curso indolente com predominância no sexo feminino, faixa etária 

acima de 50 anos e associada à anemia macrocítica e trombocitose. Em geral, 

apresenta desfecho favorável e baixa incidência de transformação para LMA 

(Brunning et al, 2008). O prognóstico favorável é modificado negativamente caso 

outras alterações citogenéticas surjam com a evolução da doença, mas o impacto 

prognóstico de cada alteração distinta ainda permanece não elucidado (Giagounidis 

et al, 2006). 

A revisão mais atual da OMS é do ano de 2008 (Tabela 1). Na classificação 

OMS 2008 (Vardiman et al, 2009) foram redivididos os grupos de SMD, com retirada 

da CRDM-SA da classificação e acréscimo da Citopenia Refratária com Displasia 

Unilinhagem (CRDU) como subgrupo, tornando mais abrangente a classificação dos 

pacientes que apresentam displasia em um só setor. Dentro da CRDU pode-se 

incluir a anemia refratária, neutropenia refratária e trombocitopenia refratária. A SMD 

não classificada que, anteriormente, reunia os pacientes com displasias unilinhagem 

que não a anemia, passou a agrupar pacientes com displasia em menos de 10% das 

células avaliadas, porém acompanhadas de alterações citogenéticas sugestivas de 

SMD. Os grupos citopenia refratária com displasia de multilinhagens (CRDM), 

AREB-1 (blastos 5% - 10%), AREB-2 (blastos 11% - 20%) foram mantidos. A 

Síndrome 5q- recebeu uma nova designação como SMD associada com del5q- 

isolada.  

Ainda nessa época, foi criada uma outra designação para aqueles casos de 

citopenias persistentes, porém sem displasia ou alterações citogenéticas 

associadas. Esse gupo de pacientes recebeu o diagnóstico de Citopenia Idiopática 

de Significado Indeterminado (ICUS) devendo os pacientes terem seu histórico 

hematológico e citogenético acompanhados amiúde (Winmazal et al, 2007) até que 

apresentem critérios diagnósticos para SMD. 
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Tabela 1 - Classificação das síndromes mielodisplásicas OMS 2008 

 

Fonte: World Health Organization Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues. 
4th. Lyon: IARC Press, 2008; 89 

 

 

Alterações citogenéticas clonais podem ser detectadas em 30-50% dos 

pacientes adultos com SMD primária, no entanto, ainda não foi definida nenhuma 

alteração que seja específica da SMD (Panani et al, 2005). Tais alterações variam 

de uma simples mudança estrutural ou numérica até lesões genômicas complexas, 

envolvendo três ou mais cromossomos distintos. Aberrações citogenéticas simples 

ocorrem frequentemente nas fases iniciais da doença, entretanto, em estágios de 

transformação leucêmica e durante a progressão da doença é comum ocorrerem 

mudanças genômicas mais complexas (Fernandez et al, 2000). Uma ampla gama de 

alterações é descrita na SMD, como perda ou multiplicação de material genético e 

alterações estruturais. Entretanto, apenas em cerca de 50% dos casos, a 

citogenética convencional consegue detectar tais alterações (Haase et al, 2007). 

A alteração cromossômica mais comum na SMD é a deleção intersticial do 

braço longo do cromossomo 5 (5q-), seguida pela deleção ou monossomia do 
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cromossomo 7, deleção do braço longo do cromossomo 20 (20q-) e trissomia do 

cromossomo 8 (Bejar & Ebert 2010). Também ocorrem translocações recorrentes e 

inversões envolvendo o cromossomo 3, entre outras, que têm relevância prognóstica 

(Tothova et al, 2013). Entretanto, ainda não existe uma alteração citogenética que 

seja característica da SMD e quanto maior o número de alterações adquiridas ao 

longo da evolução de doença pior o prognóstico (mais de três alterações conferem 

ao cariótipo a designação de complexo). 

A ocorrência destas alterações citogenéticas pode refletir uma instabilidade 

genômica clonal, levando à predisposição para aquisições adicionais de lesões 

genéticas. Em estudos citogenéticos de acompanhamento da evolução de SMD para 

LMA tem sido demonstrado que anomalias cromossômicas simples, ocorrendo em 

subtipos de SMD, são acrescidas de outras anomalias durante a progressão da 

doença, estando envolvidas alterações em oncogenes e genes supressores de 

tumor (Fernandez et al, 2000). 

Na classificação OMS 2008, a citogenética teve o sua importância ampliada 

no diagnóstico da SMD. Pacientes com citopenias porém, sem características 

morfológicas conclusivas, podem ser diagnosticados como SMD inclassificável 

desde que apresentem alterações citogenéticas sugestivas de SMD. Tais alterações 

são apresentadas na Tabela 2 (Brunning et al, 2008) 
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Tabela 2 - Alterações citogenéticas que permitem um diagnóstico presuntivo de 

SMD em pacientes com critérios clínicos e hematológicos de SMD, 

porém com morfologia inconclusiva 

 

Legenda: del: deleção; t: translocação; inv: inversão; i: isocromossomo; idic: isocromossomo 
dicêntrico 

Fonte: World Health Organization Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues. 
4th. Lyon: IARC Press, 2008; 88-93. 

 

 

O espectro de alterações genéticas que pode ocasionar SMD inclui 

amplificações genéticas ou deleções, mutações que alteram a sequência ou a 

expressão de determinados genes e anormalidades epigenéticas (Espigado et al, 

2005). 

A biologia molecular sempre representou passo importante no entendimento 

das doenças hematológicas malignas. Entretanto, até recentemente, com exceção 

de exemplos específicos como o BCR-ABL na leucemia mieloide crônica (LMC) e as 

mutações do NPM1 e FLT3 na LMA de novo, os dados moleculares ainda não 

estavam incorporados amplamente na prática clínica para decisões terapêuticas 

(Murati et al, 2012). Isso vem mudando conforme novos conhecimentos estão sendo 

gerados. O descobrimento da mutação JAK2V617F nas neoplasias 

mieloproliferativas levou ao desenvolvimento de uma terapia-alvo efetiva, os 

inibidores de JAK2. Isso evidencia quanto progresso pode ser feito com a 

identificação de um único evento molecular em relação ao melhor conhecimento e 

definição da doença, classificação e estratificação de risco, além da monitorização 

da evolução clínica e do tratamento. A partir daí, vários genes mutados têm sido 

identificados. Eles afetam processos celulares como sinalização, regulação da 

transcrição gênica e epigenética, entre outros (Murati et al, 2012).  
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As alterações moleculares que levam à leucemogênese incluem 

predominantemente cinco classes de genes: componentes de vias sinalizadoras 

como FLT3, JAK2, KIT, MPL, PDGFRs e RAS; fatores transcritores como CEBPA, 

ETV6, GATA2 e RUNX1; reguladores epigenéticos como ASXL1, DNMT3A, EZH2, 

MLL e TET2; supressores tumorais como CDKN2A e TP53; e componentes do 

spliceossom (Muratti et al, 2012). 

Cerca de 70% dos pacientes com SMD apresentam mutações somáticas ou 

anormalidades citogenéticas clonais. As mutações somáticas no SF3B1, TP53, 

TET2 e ASXL1 estão entre as mais comumente identificadas, enquanto que aquelas 

no TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 e ASXL1 são consideradas como preditoras de 

prognóstico independente de outras variáveis como o IPSS (Tothova et al, 2013). 

Diversos estudos apontam para a importância da avaliação de alterações 

moleculares na patogenia das SMD (Odenike et al, 2011, Haferlach et al, 2011) uma 

vez que pacientes com citogenética normal podem apresentar mutações pontuais 

que parecem ter impacto prognóstico. Tais mutações levando à ativação dos genes 

RAS ou inativação do RUNX1 ou TP53 são bem descritas em casos de SMD com 

citogenética normal ou alterada. Conforme as pesquisas avançam, a lista de genes 

mutados na SMD aumenta. Porém, as consequências clínicas e biológicas destas 

mutações ainda não estão completamente elucidadas e, portanto, ainda não são 

consideradas na prática clínica. 

Em estudo publicado em 2011, Bejar et al avaliaram a prevalência das 

mutações genéticas nas SMD, sendo as mais comuns: TET2 (20%, de prognóstico 

ainda incerto), RUNX1 (15 – 20%, risco aumentado de progressão para LMA), TP53 

(5 – 10%, prognóstico ruim), ASXL1 (10 – 15%, de prognóstico ainda incerto), 

NRAS/KRAS (10%, risco aumentado de progressão para LMA).  Em outro estudo 

publicado no mesmo ano, Odenike e Le Beau evidenciaram que as mutações nos 

genes RUNX1 (runt-related transcription factor 1), TP53 (tumor protein p53), NRAS 

(neuroblastoma RAS viral onco-gene-homologue) estavam associados a 

trombocitopenia grave e aumento no percentual de blastos. Em análise multivariada, 

mutações em 5 genes (TP53, Enhancer of Zeste Homolog 2 [EZH2], ETV6, RUNX1 

e Aditional Sex Combs-Like 1[ASXL1]), que ocorreram em cerca de 1/3 dos 

pacientes, apresentaram significado prognóstico independente, sendo associados a  

menor sobrevida global. As mutações nestes genes permitiriam a estratificação nos 

subgrupos - de acordo com o IPSS - baixo, intermediário-1 e intermediário-2 e a 
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identificação, nestes grupos, dos pacientes com prognóstico mais reservado e que 

poderiam necessitar de uma terapia mais intensa. Entretanto, as alterações 

moleculares que levam à hematopoese clonal nas SMD ainda permanecem pouco 

compreendidas. 

Em estudos mais recentes tem sido mostrado que o ASXL1 (additional sex 

combs-like 1) localizado na região cromossômica 20q11, é o gene mutado mais 

frequente na SMD avançada (Boultwood et al, 2010, Rocquain et al, 2010). O ASXL1 

interage com o polycomb-group repressive complex 1 e 2 (PRC1 e PRC2) e está 

envolvido nos processos de regulação epigenética e modificação da cromatina. Em 

modelos animais e celulares as mutações no ASXL1 promoveram transformação 

mielóide através da perda da repressão genética mediada pelo PRC2 (Abdel-Wahab 

et al, 2012). As mutações do ASXL1 são comuns não só na SMD, mas também na 

LMA, leucemia mielomonocítica crônica e neoplasias mieloproliferativas e está 

geralmente relacionada com desfecho clinico desfavorável em todas essas doenças 

(Itzykson et al, 2013, Gelsi-Boyer et al, 2009). A mutação do ASXL1 foi 

recentemente incorporada em um escore prognóstico para LMMC como fator 

prognóstico negativo (Itzykson et al, 2013). Em coorte de 193 pacientes com SMD 

(Thol et al, 2011) estudados para avaliar a incidência e o impacto prognóstico desta 

mutação, foi evidenciado que a mutação do ASXL1 ocorreu em 20,7% dos pacientes 

e pode predizer um desfecho desfavorável. Em estudo realizado em 2010 

(Boultwood et al, 2010), as mutações no ASXL1 foram encontradas em 7% dos 

pacientes com SMD sem excesso de blastos, 11%-17% dos pacientes com SMD 

com sideroblastos em anel, 31% dos pacientes com SMD com excesso de blastos, 

23% dos pacientes com LMA secundária a SMD, 33% dos pacientes com LMMC e 

30% dos pacientes com LMA. As mutações no gene ASXL1 parecem ser mais 

comuns nos pacientes com cariótipo normal e alterações no cromossomo 7 

(monossomia ou deleção do braço longo) e infrequentes na presença da 

monossomia do cromossomo 5 ou del5q (Carbuccia et al, 2010).  

Mutações pontuais no gene NRAS (neuroblastoma RAS viral onco-gene-

homologue) são identificadas em cerca de 8 a 35% dos pacientes com SMD e foram 

associadas com pior prognóstico e  maior taxa de transformação leucêmica 

(Paquette et al, 1993, Horiike et al, 1994). A família RAS inclui pequenas proteínas 

ligadoras de GTP envolvidas na transdução intracelular de sinais. Diversos genes 

dessa família podem estar mutados em pacientes com SMD, incluindo NRAS, 
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KRAS, NF1, PTPN11 e CBL. Mutações somáticas da via RAS podem estar 

presentes em cerca de 90% dos pacientes com LMMC juvenil e SMD/NMP nos quais 

a mutação secundária do SETBP1 e JAK3 podem causar progressão da doença 

(Malcovatti et al, 2013). As mutações no RAS promovem proliferação celular e estão 

associadas a alto risco de progressão para LMA e prognóstico reservado. O NRAS 

está mutado em cerca de 10% dos pacientes com LMA, enquanto o KRAS aparece 

mutado em cerca de 5% dos casos e o HRAS é raramente mutado (Al-Kali et al, 

2013). Em estudo realizado por Horiike et al em 2003, a mutação no gene NRAS foi 

identificada em 8% dos pacientes com SMD primária, e estes apresentavam tempo 

de transformação para LMA menor do que o grupo sem mutação.  

As mutações no gene TP53 (tumor protein p53), localizado na região 

cromossômica 17p13, estão entre as mais comuns já descritas nas doenças 

neoplásicas, uma vez que o referido gene tem papel importante na integridade do 

genoma. A proteína p53 tem como função interromper o ciclo celular após o dano do 

DNA, permitindo que haja tempo suficiente para seu reparo. Na SMD, tais mutações 

ocorrem em cerca de 10 a 15% dos casos, mas essa frequência pode ser maior 

naqueles pacientes expostos a agentes alquilantes ou à radiação (Christiansen et al, 

2001). As mutações que inativam o gene TP53 estão associadas a anormalidades 

do cromossomo 17 ou deleções dos cromossomos 5 e 7 (Bejar et al, 2011), doença 

avançada, cariótipo complexo e resistência ao tratamento, todas levando a um 

prognóstico mais reservado (Kaneko et al, 1995, Lai et al, 1995). Alguns trabalhos 

sugerem que podem ser um fator de risco independente. Pacientes com SMD que 

apresentam mutações no TP53 têm uma apresentação clínica desfavorável com alto 

risco de transformação leucêmica (Bejar et al, 2011, Papaemmanuil et al, 2013). Em 

particular, subclones mutados do TP53 podem ocorrer em estágios iniciais de SMD 

com del(5q) e estão associados com baixa resposta ao uso de lenalidomida e risco 

aumentado de progressão para LMA (Jadersten et al, 2011).    

  Wattel et al, em estudo publicado em 1994, já sugeriam que a mutação do 

gene TP53 estaria relacionada à resistência à quimioterapia e sobrevida mais curta 

nos pacientes com SMD. Horike et al, da Universidade de Kioto, em estudo de 2003 

sugeriram o acréscimo da análise da mutação do gene TP53 ao IPSS, como forma 

de refinar o escore prognóstico uma vez que em seu grupo de pacientes, tal 

mutação foi detectada nos estágios iniciais da doença e conferia um caráter mais 

agressivo à apresentação clínica. 
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O diagnóstico ainda é baseado em dados morfológicos (citopenias ao 

hemograma associadas ao grau de displasia e percentual de blastos no mielograma) 

e achados citogenéticos (Fenaux et al, 2014). Tais critérios diagnósticos, em 

conjunto, permitem a estratificação dos pacientes em grupos de risco de acordo com 

o IPSS (International Prognostic Scoring System) (Greenberg et al, 1997). O IPSS 

(Tabela 3), desenvolvido em 1997, classifica os pacientes em grupos de risco baixo, 

intermediário-1, intermediário-2 e alto, de acordo com o número de citopenias, o 

percentual de blastos e as alterações citogenéticas. Durante anos, foi utilizado como 

única ferramenta para a classificação e acompanhamento dos pacientes com SMD. 

De acordo com o IPSS, a deleção do 5q faz parte do grupo de alterações de bom 

prognóstico, em conjunto com cariótipo normal, 20q- e perda do Y. As alterações de 

mau prognóstico são representadas por aquelas do cromossomo 7 e cariótipo 

complexo (três ou mais alterações citogenéticas). Aquelas que não correspondem a 

nenhum destes grupos são classificadas como intermediárias, a despeito de ainda 

não se saber a sua real relevância prognóstica (Haase et al, 2007). Em alguns 

estudos, alterações cromossômicas caracterizadas como prognóstico intermediário 

pelo IPSS - trissomia do cromossomo 8 e a del(11)(q23) - estão frequentemente 

associadas com a evolução da doença (Sole et al, 2000). Portanto, a aplicação do 

IPSS tem gerado discussão em relação aos grupos separados por cariótipo, sendo 

necessária uma análise mais refinada em relação a estratificação de risco. Uma das 

grandes deficiências do IPSS é não considerar a gravidade das citopenias, de forma 

que pacientes dependentes de suporte transfusional são incluídos no mesmo grupo 

que os independentes transfusionais, quando se sabe que são indivíduos com 

apresentações clínicas bem distintas. 

Conforme o conhecimento sobre esta doença foi sendo ampliado, surgiram 

outros escores como o WPSS (Tabela 4) (World Health Organization Prognostic 

Scoring System) em 2005 (Malcovati et al, 2005) que somava a necessidade 

transfusional aos critérios já estabelecidos pelo IPSS. E, mais recentemente, em 

2012, a MDS Foundation reuniu dados de múltiplas instituições em 11 países - 

incluindo o Brasil - para revisar e aprimorar o IPSS, criando o IPSS-R (Tabela 5) 

(International Prognostic Scoring System Revised). Neste foram acrescentadas 

variáveis como LDH, ferritina, beta2 microglobulina, comorbidades dos pacientes e 

performance status (Greenberg et al, 2012) aos critérios já avaliados anteriormente, 

estratificando os pacientes em cinco grupos distintos. 
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Porém, mesmo após a introdução de novos parâmetros, fica evidente que 

pacientes com comportamentos clínicos distintos coexistem no mesmo grupo do 

IPSS e IPSS-R, sugerindo que há necessidade de um escore prognóstico mais 

refinado, com dados mais robustos que permitam alocar os pacientes em grupos 

afins. 

 

 

Tabela 3 - Sistema Internacional de Escore de Prognóstico (IPSS)1 

 

Legenda: 1IPSS: International Prognostic Scoring System. Grupos de Riscos IPSS: Baixo, valor da 
soma dos escores= 0; Intermediário-1, valor da soma dos escores= 0,5-1; Intermediário-2, 
valor da soma dos escores = 1,5 – 2,0; Alto, valor da soma dos escores >2,0 aCariótipo: 
Bom, del(5q), del(20q), -Y; Ruim, Anormalidades envolvendo o cromossomo 7 e/ou >3 
anormalidades; Intermediário, outras. bCitopenia: hemoglobina <10 g/dL; contagem 
absoluta de neutrófilos <1.5 x 109/L; plaquetas <100 x 109/L.  

Fonte: Greenberg et al, 1997 
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Tabela 4 - Classificação proposta pela OMS – Baseada no Sistema de Escore 

Prognóstico (WPSS)2 

 

Legenda: 2WPSS:World Health Organization-Pronostic Scoring System. Grupos de Riscos WPSS: Muito baixo, 

valor da soma dos escores=0; Baixo, valor da soma dos escores=1; Intermediário, valor da soma 
dos escores=2; Alto, valor da soma dos escores=3-4; Muito alto, valor da soma dos escores=5-6. 
aCariótipo: Bom, del(5q), del(20q), -Y; Ruim, Anormalidades envolvendo o cromossomo 7 e/ou >3 
anormalidades; Intermediário, outras. bCitopenia: hemoglobina <10 g/dL; contagem absoluta de 
neutrófilos <1.5 x 109/L; plaquetas <100 x 109/L. c Dependência Transfusional: ≥ 1unidade de 

concentrado de hemácias cada 8 semanas durante 4 meses.  
Fonte: Greenberg et al, 1997 
 

 

Tabela 5 - IPSS-R3 

 

Legenda: 3IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System.*Classificação de citogenética: 
Muito boa = -Y, del(11q); Boa = Normal, del(5q), del(12p), del(20q); Intermediária = del(7q), 
+8, +19, i(17q); Alto = -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), complexo: 3 anormalidades; Muito alto= mais 
de 3 anormalidades; Categoria de risco: muito baixo <=1,5;, baixo >1,5-3;, intermediário >3-
4,5; alto >4, 5-6; muito alto >6  

Fonte: Greenberg et al, 2012 
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O tratamento da SMD evoluiu bastante nos últimos anos, porém ainda 

representa um desafio. A estratégia atual é baseada na estratificação de risco pelo 

IPSS. Nos pacientes considerados de baixo risco – IPSS baixo e intermediário 1 – a 

sobrevida costuma ser longa e o risco de transformação para LMA, baixo. Nesse 

caso, a estratégia terapêutica é focada na correção das citopenias e melhoria da 

qualidade de vida. A anemia costuma ser a citopenia mais significativa nos pacientes 

com SMD de baixo risco (Fenaux 2014) e as transfusões repetidas levam à 

sobrecarga de ferro, deletéria em diferentes órgãos. Nesses casos, está indicado o 

uso de fatores de crescimento, como a eritropoietina, e a quelação de ferro. A 

resposta à eritropoietina varia de 30% a 60% dependendo do estudo (Moyo et al, 

2008). Nos pacientes com Síndrome 5q-, a lenalidomida mostrou excelentes 

resultados, inclusive com independência transfusional e com resposta citogenética 

em 50 a 70% dos pacientes (List et al, 2006, Fenaux et al, 2008). Nos pacientes com 

trombocitopenia, o uso dos agonistas do receptor de trombopoietina está em 

avaliação em estudos fase II, com boa resposta, reduzindo a necessidade 

transfusional e o risco de sangramento espontâneo (Olivia et al, 2013, Giagounidis et 

al 2014). Nos neutropênicos, o uso de fator estimulador de crescimento de colônias 

granulocíticas (G-CSF) costuma melhorar a neutropenia em 60% a 75% dos casos, 

porém seu uso não está relacionado ao aumento de sobrevida (Fenaux et al, 2014). 

Os agentes hipometilantes – decitabina e azacitidina – podem ser utilizados nos 

pacientes de baixo risco que são dependentes transfusionais e que falharam ou não 

são candidatos ao uso de lenalidomida ou fatores de crescimento (Garcia-Manero, 

2014). Nos pacientes com SMD de alto risco – IPSS alto e intermediário 2 – o 

tratamento é focado na modificação da história natural da doença, devido ao alto 

risco de progressão para LMA e à sobrevida reduzida. As opções terapêuticas 

incluem hipometilantes, esquemas de quimioterapia direcionados para LMA e 

transplante alogênico de células tronco hematopoéticas, sendo esta a única opção 

terapêutica curativa. O transplante alogênico é reservado aos pacientes com idade 

menor que 65 anos e com doador HLA compatível.   

Nos últimos 4 anos, o foco das publicações internacionais (Bejar et al, 2011, 

Bejar et al, 2012, Pellagatti et al, 2013) tem sido a busca de mutações somáticas 

que possam ser incorporadas aos escores prognósticos já disponíveis e, desta 

forma, melhorar a estratificação de risco e a estimativa do prognóstico. Em estudo 

de 2013, Cazzolla et al citam que já está em curso pela MDS Foundation um estudo 
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para elaborar o IPSS-Mol, que incluiria parâmetros clínicos, hematológicos e 

moleculares. 

Decifrar e entender a complexidade genética da síndrome mielodisplásica 

torna-se primordial na elucidação da patogênese da doença, facilitando o 

diagnóstico, refinando os escores prognósticos e identificando novos alvos 

terapêuticos. O estudo criterioso de tais alterações pode, no futuro, favorecer o 

diagnóstico precoce e o tratamento da mielodisplasia, seguindo modelos já 

sedimentados de terapia alvo como é o caso da leucemia mieloide crônica – com o 

gene de fusão BCR-ABL – e a leucemia mieloide aguda M3 – com o gene quimera 

PML-RARα. 
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1 OBJETIVOS 

 

1.1  Objetivo geral  

 

 Avaliar a presença de mutações nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53, nos 

pacientes com SMD e LMA secundária à SMD. 

 

 

1.2  Objetivos específicos 

 

 

a) Padronizar protocolos de detecção de mutações nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, 

TP53. 

b) Verificar o impacto individual destas mutações sobre o perfil de prognóstico da 

doença. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Caracterização dos pacientes estudados 

 

 

 Foram incluídos no estudo 50 pacientes com diagnóstico de SMD e LMA 

secundária à SMD, assistidos no Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE), no 

período de 2012 a 2014. Todos os pacientes realizaram exames concomitantes da 

medula óssea para análises morfológica, citogenética e molecular. Foram excluídos 

pacientes portadores de HIV ou outro tipo de imunodeficiência e aqueles que não 

quiseram participar ou continuar na pesquisa. O presente estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Pedro Ernesto (CAAE  

08084712.4.0000.5259). 

 

 

2.2 Desenho do estudo 

 

 

  Trata-se de estudo descritivo, observacional, prospectivo, no qual foram 

selecionados pacientes com diagnóstico de SMD e LMA secundária à SMD, no 

período de 2012 a 2014. Todas as informações consideradas relevantes foram 

obtidas por revisão realizada nos prontuários do HUPE. Com base nessas 

informações, todos os pacientes foram classificados utilizando a classificação da 

OMS de 2008 (Brunning et al, 2008).  

As amostras de MO foram coletadas ao diagnóstico e durante a evolução da 

doença, por indicação do corpo clínico do serviço de hematologia e processadas de 

acordo com o protocolo da instituição.  
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2.3 Procedimentos analíticos 

 

 

 A análise do mielograma, biópsia de medula óssea, exames bioquímicos, 

hematológicos e citogenéticos, foram realizados utilizando os protocolos 

estabelecidos no Serviço de Hematologia do HUPE. Nos itens a seguir essas 

técnicas serão descritas em detalhe. 

 

 

2.3.1  Mielograma 

 

A coleta do aspirado e biópsia de medula óssea foi realizado na crista ilíaca 

póstero-superior após assepsia local com álcool 70% e anestesia com xylocaína 2% 

sem vasoconstrictor. A agulha própria para mielograma foi fixada no periósteo e o 

material foi aspirado com uma seringa de 20ml. Deste material, parte foi utilizado 

para confecção de lâminas e o restante foi colocado em tubo heparinizado para 

realização da citogenética e biologia molecular. Logo após, a agulha foi retirada e 

descartada. Em seguida, foi introduzida a agulha própria para a realização da 

biópsia de medula óssea. Após a fixação no periósteo, a agulha foi introduzida cerca 

de 2,0cm e rodada em seu próprio eixo para fragmentar o cilindro ósseo. Então foi 

retirada e o material foi colocado em frasco com formol e encaminhado ao serviço de 

anatomia patológica. 

           Após a confecção das lâminas, o material foi corado com May Grünwald e 

Giemsa. As lâminas foram cobertas com May Grünwald por 2min. Logo após, foi 

adicionada água ao May Grünwald, aguardando a fixação por 5min. Então, as 

lâminas foram lavadas em água corrente e cobertas com Giemsa por 15min. 

Decorrido esse tempo, foram novamente lavadas em água corrente e colocadas 

para secar. 

 A análise citomorfológica foi realizada de acordo com as recomendações da 

OMS para SMD (Brunning et al, 2008), considerando celularidade, número de 

células contadas e análise do percentual de displasias celulares. A celularidade da 

medula óssea foi definida como normo, hiper ou hipocelular de acordo com a 

quantidade de células presente nas lâminas. Foram contadas ao menos 500 células 

nucleadas com a determinação percentual das linhagens celulares (eritróide, 
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mielóide, linfóide e megacariocítica) e do número de blastos. O valor considerado 

normal é de amplo domínio entre os hematologistas clínicos (Perkins, 2004). Em 

relação à avaliação das displasias celulares, foram seguidas as recomendações da 

OMS 2008 (Brunning et al, 2008) onde é considerada significativa a presença de 

alterações displásicas em 10% ou mais das células nucleadas nas linhagens 

eritróide e granulocítica e, para linhagem megacariocítica, analisados ao menos 30 

megacariócitos e descrito o percentual de displasia, sendo significativo o valor a 

partir de 15%. 

 

 

2.3.2  Coloração de Perls 

 

 

Os casos foram revisados para a pesquisa de sideroblastos em anel. A 

análise seguiu a orientação da OMS, sendo avaliados 100 eritroblastos e, desses, 

observada a porcentagem de sideroblastos em anel (com ≥ 5 siderossomos ou 1/3 

da circunferência nuclear). 

 

 

2.3.3 Biópsia de medula óssea (BMO) 

 

 

As informações concernentes à BMO foram obtidas nos prontuários médicos 

ou no arquivo do Serviço de Anatomia Patológica do HUPE. Em especial,  a 

presença de fibrose reticulínica foi avaliada como um dos fatores de mau 

prognóstico. 

 

 

2.3.4 Técnica da citogenética 

 

 

A análise cromossômica foi feita pela técnica de bandeamento G (Seabright et 

al, 1971), no laboratório de citogenética do Serviço de Hematologia do HUPE, 

analisando no mínimo 20 metáfases por paciente. Um caso foi considerado 
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citogeneticamente anormal, quando 3 ou mais metáfases apresentaram a mesma 

anormalidade cariotípica, tanto estrutural como numérica.  A informação sobre o 

resultado foi coletada dos prontuários dos pacientes. 

Foram utilizadas as normas preconizadas pelo Sistema Internacional de 

Nomenclatura de Citogenética Humana (Shaffer et al, 2013).  

 

 

2.3.5 Extração de DNA genômico 

 

 

 Posteriormente à aquisição das amostras de medula óssea, essas foram 

submetidas à centrifugação a uma velocidade correspondente a 5000 rpm por 10 

minutos para remoção do plasma (centrífuga Sorvall RC5B rotor SM-24). Em 

seguida, um volume de 1 ml foi transferido para um tubo de centrífuga de 15 ml, 

sendo adicionados 7 ml de tampão de lise de hemácias (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 

mM e EDTA 1 mM) a 4°C (Miller et al, 1988, Karavitaki et al, 2005). A mistura 

resultante foi homogeneizada por meio de agitação manual suave e incubada a 4°C 

por 30 minutos, repetindo-se periodicamente a cada 10 minutos à temperatura 

ambiente para a sedimentação dos leucócitos. Estes procedimentos de 

homogeneização das amostras com tampão de lise de hemácias, incubação a 4°C e 

centrifugação são repetidos até que se verifique a sua lise total e o surgimento do 

precipitado de células brancas, sendo que, ao término de cada centrifugação, o 

sobrenadante composto principalmente de hemácias lisadas é descartado. 

 Uma vez obtidos os leucócitos, estes foram ressuspensos em 600 µl de 

tampão de lise de núcleo (Tris 10 mM pH 8,0; NaCl 400 mM e EDTA 2 mM) a 4°C, 

sendo adicionados ainda 15 µl de SDS 20% e 1,5 µl de proteinase K (20 mg/ml). A 

mistura resultante foi incubada a 37°C por uma noite e, posteriormente, transferida 

para um tubo de centrífuga de 1,5 ml.  

 O isolamento do DNA propriamente foi realizado com a adição da mistura de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico na proporção de 25:24:1 com posterior agitação 

manual. Em seguida, a amostra foi centrifugada (14000 rpm/10min/4°C, centrífuga 

Sorvall RC5B rotor F-28 micro). A fase superior gerada por este processo foi 

recuperada e transferida para um novo tubo de centrífuga para posterior adição de 2 

volumes de etanol absoluto gelado e incubação da amostra a -20°C. 
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 Após a extração, a presença e a integridade do DNA foram confirmadas por 

meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo (0,5 

µg/µl). A corrida eletroforética é realizada com o tampão TAE 1X a 100 V durante 45 

minutos.  Foi aplicada no gel uma mistura de 2 µL de DNA e 5 µL de tampão de 

carregamento 1X.  Após a corrida, o gel foi fotografado e arquivado com a sua 

devida identificação. 

 Após a extração do DNA foi realizada a quantificação das amostras para 

avaliar a pureza das mesmas. Utilizamos a absorvância de 260 nm (para detectar 

ácidos nucleicos) e de 280 nm (para detectar proteínas).  A razão entre as duas 

absorvâncias, A260 e A280, deve ser igual ou maior a 1,8 para que o material seja 

considerado puro (Sambrook et al, 1989). As amostras de DNA (independente da 

origem) foram quantificadas através do espectrofotômetro Beckhan Nanodrop (DU 

640), com leitura a 260 e a 280 nm. 

 

 

2.3.6 Técnica da Reação em cadeia da polimerase (PCR)   

 

 

2.3.6.1 Amplificação de sequência genômica - Gene TP53 

 

 

         Para amplificar os éxons 4 ao 8 do gene TP53 foram utilizadas na solução   

base: 35 μL de água ultra-pura e estéril, 5 μL de tampão STR 10X (Invitrogen, 

Carlsbad, EUA); 2 μL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 3 μL de MgCl2 

(50 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 3 μL do par de iniciadores para cada região a 

ser amplificada (Tabela 1 – Suplementar) concentrados a 10 pmol/μL, 0,5 μL da 

enzima DNA polimerase (1 U/μL) (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 50- 100 ng/μL de 

DNA genômico. Sendo o volume final de 50 μL. Os iniciadores foram desenhados a 

partir da ferramenta do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Primer-BLAST, 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), com base na referência de acesso 

NC_000017-9 do GenBank.  

No termociclador Axygen-100, a amplificação dos fragmentos foi iniciada com 

uma pré-desnaturação com duração de 2 minutos a 94ºC, seguida por 35 ciclos de 

desnaturação a 94ºC por 30 segundos, pareamento dos iniciadores (temperatura de 
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anelamento) a 60ºC por 30 segundos e extensão do fragmento com 72ºC por 30 

segundos; e finalizada com uma etapa de extensão a 72ºC por 10 minutos.  

 Para a amplificação do éxon 8 foram utilizadas a mesma reação e ciclagem, 

tendo por única diferença a temperatura de anelamento que passou a ser 55°C. 

 

 

Tabela 6 - Sequências dos iniciadores dos éxons do gene TP53 

 

Legenda: T, timina; G, guanina; C, citosina; A, adenina 
Fonte: A Autora, 2015 
 

 

2.3.6.2 Gene ASXL1 

 

 

 Para amplificação do exon 12 do gene ASXL1 foram utilizadas na solução 

base: 36,5 μL de água ultra-pura e estéril; 5 μL de tampão STR 10X (Invitrogen, 

Carlsbad, EUA); 2 μL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 2,5 μL de 

MgCl2 (50 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 2,5 μL do conjunto de iniciadores 

concentrados a 10 pmol/μL; 0,5 μL da enzima Taq DNA Polymerase (1 U/μL) 

(Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 50 – 100 ng/ μL de DNA genômico. Sendo o volume 

final de 50 μL. Os iniciadores foram previamente descritos por Rocquain et al, 2010. 

No termociclador Axygen-1000, as amplificações dos fragmentos foram iniciadas 

com uma pré-desnaturação com duração de 5 minutos a 94ºC, seguida por 35 ciclos 

de desnaturação a 94ºC por 45 segundos, pareamento dos iniciadores (temperatura 

de anelamento) a 58ºC por 40 segundos e extensão do fragmento com 72ºC por 45 
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segundos; e finalizada com uma etapa de extensão a 72ºC por 10 minutos. Para as 

amplificações dos fragmentos 4, 5 e 6 foram utilizadas as mesma reações e 

ciclagens, tendo como diferenças o uso da enzima Platinum Taq DNA Polymerase  

(Invitrogen, Carlsbad, USA) e a temperatura de anelamento que passou a ser 61°C. 

 

 

2.3.6.3 Gene NRAS∕KRAS 

 

 

Para amplificação das regiões codificantes dos genes NRAS∕KRAS foram 

utilizadas na solução base: 34 μL de água ultra-pura e estéril; 5 μL de tampão STR 

10X (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 2 μL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen, Carlsbad, 

EUA); 3 μL de MgCl2 (50 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 3,5 μL do conjunto de 

iniciadores concentrados a 10 pmol/μL; 0,5 μL da enzima Platinum Taq DNA 

Polymerase (1 U/μL) (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 50 – 100 ng/ μL de DNA 

genômico. Sendo o volume final de 50 μL. Os iniciadores foram previamente 

descritos por Rocquain et al, 2010. 

No termociclador Axygen-1000, as amplificações das regiões codificantes 

foram iniciadas com uma pré-desnaturação com duração de 5 minutos a 94ºC, 

seguida por 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, pareamento dos 

iniciadores (temperatura de anelamento) a 60ºC por 30 segundos e extensão do 

fragmento com 72ºC por 30 segundos; e finalizada com uma etapa de extensão a 

72ºC por 10 minutos. Para as amplificações dos fragmentos 1 do gene KRAS e 

fragmento 2 do gene NRAS foram utilizadas as mesma reações e ciclagens, tendo 

como diferença a temperatura de anelamento, que passou a ser de 55°C. 

 

 

2.3.7 Eletroforese em Gel de Agarose 1,5%  

 

 

Após o término da reação de PCR, verificamos a sua eficiência através da 

realização de eletroforese dos produtos de PCR. Estes foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TAE 1X e corados com brometo 

de etídeo (0,5 μg/μl). Foram aplicados 5,0 μl do material amplificado juntamente com 
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5,0 μL de tampão de carregamento 1X. Utilizamos, como referência de tamanho, o 

marcador de peso molecular composto por múltiplos de 50 pares de base 

(Invitrogen).  A eletroforese foi realizada a 100 V por 45 min.  

 

 

2.3.8 Purificação do produto de PCR  

 

 

Após a verificação da integridade dos produtos da PCR, o passo seguinte foi 

o sequenciamento dos fragmentos amplificados. Para tal, os produtos de PCR foram 

purificados com o kit GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE), conforme 

a reação a seguir.   

Foram adicionados 500 µL de tampão de captura junto à mistura do produto 

de PCR. A mistura foi agitada no vortex, sendo transferida para um tubo com uma 

coluna de aderência a DNA e centrifugada a 16.000 x g por 30 segundos. O 

excedente foi descartado e 500 μL da solução de lavagem com etanol absoluto (na 

proporção de 1:4) foram adicionados na coluna, que novamente foi levada a idêntica 

centrifugação. O excedente foi novamente descartado e para remover o excesso de 

etanol, outra centrifugação (13.000 x g por 1 minuto) foi realizada. A coluna foi 

transferida para um tubo de 1,5 mL, no qual se adicionou 30 μL de tampão de 

eluição na coluna e foi incubado por 1 minuto em temperatura ambiente. Após o 

período de incubação, o tubo foi centrifugado a 16.000 x g por 1 minuto. O produto 

purificado foi armazenado em congelador a -20°C.  

 

 

2.3.9 Sequenciamento Nucleotídico Automático 

 

 

 Após a purificação, os produtos da PCR foram preparados para o 

sequenciamento de DNA conforme o método adaptado do dideoxinucleotídio 

(Sanger 1977). 

 Na reação de sequenciamento de fragmentos foram utilizados 6,5 μL (10-20 

ng) de produto de PCR, água ultra pura deionizada e 1,0 μL do iniciador específico 

(3,2 pmol/μL), perfazendo um volume final de 7,5 µL em placa de 96 poços. Depois, 
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foram adicionados 1,5 μL de tampão 5x (fornecido em conjunto com o “Big Dye”) e 1 

μL de “Big Dye” (Applied Biosystems).  

 Esta reação foi realizada em termociclador com 40 ciclos de 94ºC por 10 

segundos, 50 ºC por 5 segundos e 60 ºC por 4 minutos. 

 Após a PCR, foi feita a precipitação iniciando com o acréscimo de 30 μL de 

isopropanol a 75% em cada poço da placa. A solução foi agitada no vortex por 10 

segundos e incubada em temperatura ambiente por 15 minutos, sob abrigo da luz. 

Após esse período, a solução foi centrifugada a 4.000 g por 45 minutos, com 

posterior descarte do sobrenadante. Foram adicionados 50 µL de etanol a 75% e 

mais uma vez foi levada à centrifugação a 4.000 por 15 minutos. Posteriormente, o 

excesso de sobrenadante foi retirado e o conteúdo da placa foi seco em bloco 

aquecido a 60°C por 10 minutos, no escuro. 

A última etapa da preparação do produto a ser sequenciado foi a 

desnaturação. Esse processo inicia-se com a adição de 10 µL de formamida Hi-di 

em cada poço. A placa foi levada a bloco aquecido com temperatura de 95°C por 3 

minutos e logo após foi colocada em recipiente com gelo permanecendo por 10 

minutos. Para finalizar, a placa foi levemente centrifugada e levada para o 

sequenciador 3130 Genetic Analyzer da Applied Biosystems. As reações de 

sequenciamento foram executadas na Plataforma de análise de fragmentos e 

seqüenciamento – IOC – Instituto Oswaldo Cruz, localizado na Fiocruz. 

Foram feitas comparações entre as sequências referências dos genes TP53, 

ASXL1 e NRAS∕KRAS (NC_000017-9, NC_000001405.26 e 

NG_007572.1∕NG_007524.1, respectivamente) com as sequências das amostras 

obtidas pelo sequenciamento. Essa comparação foi feita com o programa 

Sequencher Version 5.1 da Gene Codes. 
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3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Foram utilizadas tabelas de contingência para associar as variáveis fibrose na 

medula óssea, sexo, trombocitopenia, anemia, neutropenia e óbito com os genes 

TP53 e ASXL1. O teste qui-quadrado de Fisher foi adotado para testar a 

significância estatística da associação entre tais variáveis.  

Para avaliação do diagnóstico entre os pacientes com mutação nos genes 

TP53 e ASXL1 foi utilizado o teste qui-quadrado de aderência para uma única 

variável. 

As análises de sobrevida foram realizadas pelo método de Kaplan-Meyer. O 

tempo de sobrevida global foi calculado a partir da data do diagnóstico até a data de 

ocorrência de óbito ou a data da última informação. Tal análise foi comparada entre 

os grupos de pacientes com e sem mutação nos genes TP53 e ASXL1, utilizando-se 

o teste de log-rank. 

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatístico R, versão 

2.15.1. Em todos os testes estatísticos utilizados, foi considerado um nível de 

significância de 5%. Dessa forma, foram consideradas associações estatisticamente 

significativas aquelas cujo valor de p foi inferior a 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

 Dos pacientes incluídos, 36% (18) eram homens e 64% (32) eram mulheres. 

A média de idade foi de 57 anos (19-90anos) com mediana de 61 anos e desvio 

padrão de 15 anos (Tabela 7).  

 Em relação à classificação OMS (Organização Mundial de Saúde) 2008, 

foram diagnosticados 18% LMA, 6% AREB-2, 2% AREB-1, 32% CRDM e 42% 

CRDU, sendo a anemia refratária o subtipo mais comum dentre o subgrupo de 

displasia de unilinhagem (Tabela 8). 

 

 

Tabela 7 – Características dos pacientes com SMD 
 

 
 
Legenda: CRDU = Citopenia Refratária com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refratária 

com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 1; 
AREB2 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Mielóide Aguda; 
IPSS = International Prognosis Score System. 

Fonte: A Autora, 2015. 
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Tabela 8 - Distribuição dos pacientes segundo a Classificação OMS 2008 para SMD 

 

Legenda: CRDU = Citopenia Refratária com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refratária 
com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 1; 
AREB2 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Mielóide Aguda; 
IPSS = International Prognosis Score System 

Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 Dos 50 pacientes analisados, 42 deles (84%) apresentaram algum tipo de 

mutação. Na Tabela 9 é mostrada a presença destas mutações associadas à 

classificação OMS e ao IPSS, e na tabela 10 a associação entre as mutações e as 

características laboratoriais.  

 A mutação no gene ASXL1 foi a mais frequente, encontrada em 41 pacientes 

(82%), seguida do gene TP53 em 10 pacientes (20%) e NRAS em apenas 1 

paciente (2%). No grupo LMA t, 11% apresentaram mutação no TP53 e 78% no 

ASXL1, nenhuma mutação foi encontrada nos genes NRAS e KRAS. 
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Tabela 9 - Associação entre as mutações nos genes TP53, ASXL1, NRAS e  e 

KRAS e o IPSS e classificação OMS 
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Legenda: CRDU = Citopenia Refratária com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refratária 

com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 1; 
AREB2 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Mielóide Aguda; 
AR = Anemia Refratária; NR = Neutropenia Refratária; TR = Trombocitopenia Refratária; 
IPSS = International Prognosis Score System. 

Fonte: A Autora, 2015 
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Tabela 10 - Comparativo de características clínicas e biológicas dos pacientes 

mutados e não-mutados 

 

Legenda: CRDU = Citopenia Refratária com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refratária 
com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 1; 
AREB2 = Anemia Refratária com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Mielóide Aguda; 
F= feminino; M= Masculino; N = Não; S = Sim; IPSS = International Prognosis Score 
System .   

Fonte: A Autora, 2015 
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Ainda que alguns diagnósticos apresentem percentual alto (CRDM), o teste 

de aderência não identificou diferença estatística entre os percentuais de diagnóstico 

no gene TP53 dos pacientes com mutação, tabela 11. 

 

 

Tabela 11 - Teste de aderência Qui-quadrado do Diagnóstico (uma variável) nos 

pacientes com mutação no TP53   

 
 

DIAGNÓSTICO 
TP53 

P-valor 
mutado 

AREB1 n 1      0,125 

% 10%  
AREB2 n 1  

% 10%  
LMA n 1  

% 10%  
RCMD n 4  

% 40%  
RCUD (AR) n 1  

% 10%  
RCUD (NR) n 0  

% ,0%  
RCUD (TR) n 2  

% 20%   

Total n 10  

  % 100,0%   
 
Nota: Teste estatístico se refere ao qui-quadrado para uma única variável 
Fonte: A Autora, 2015 

 
 

Segundo os dados da tabela 12, os diagnósticos CRDM (29,3%), CRDU (AR) 

(19,5%) e LMA (19,5%) foram os mais freqüentes para os pacientes com mutação 

ASXL1, representando 80%, p<0,05. 
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Tabela 12 - Teste de aderência Qui-quadrado do Diagnóstico (uma variável) nos 

pacientes com mutação no ASXL1  

 
 

DIAGNÓSTICO 
ASXL1 

P-valor 
mutado 

AREB1 n 1 0,022* 

% 2,4%  
AREB2 n 3  

% 7,3%  
LMA n 8  

% 19,5%  
RCMD n 12  

% 29,3%  
RCUD (AR) n 8  

% 19,5%  
RCUD (NR) n 3  

% 7,3%  
RCUD (TR) n 6  

% 14,6%   

Total n 41  

  % 100,0%   

 
Nota: Teste estatístico se refere ao qui-quadrado para uma única variável 
Fonte: A Autora, 2015 
 

 

Ao analisar a associação entre fibrose medular e a presença de mutação nos 

genes TP53 e ASXL1, observamos que estas variáveis foram independentes entre 

si, ou seja, não estão associadas, pois p-valor foi superior a 0,05. (Tabela 13).  
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Tabela 13 -  Teste qui-quadrado da associação entre fibrose  e os genes TP53 e 
ASXL1  

 

Gene 
fibrose MO 

P-valor não sim 

TP53 
mutado 

n 10 0 0,317 

% 100,0% ,0%  

não mutado 
n 33 6  
% 84,6% 15,4%  

ASXL1 
mutado 

n 35 6 0,576 

% 85,4% 14,6%  

não mutado 
n 9 0  
% 100,0% ,0%  

     
         Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher  
         Fonte: A Autora, 2015 

 
 

A análise bivariada mostrou que não foi encontrada associação 

estatisticamente significante entre a presença de mutação nos genes TP53 e ASXL1 

e o sexo do paciente (p>0,05). (Tabela 14).  

 

 

Tabela 14 - Teste qui-quadrado da associação entre sexo  e os genes TP53 e 
ASXL1 

 

Gene 
SEXO 

P-valor Feminino Masculino 

TP53 
mutado 

N 5 5 0,462 

% 50% 50%  
não 
mutado 

N 27 13  
% 67,5% 32,5%  

ASXL 
mutado 

N 26 15 1,000 

% 63,4% 36,6%  
não 
mutado 

N 6 3  
% 66,7% 33,3%  

Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

Quanto às plaquetas, os pacientes com  menos de 100.000/mm3 plaquetas 

não  apresentaram diferença entre os pacientes com mais de 100.000/mm3 

plaquetas em relação à mutação de genes TP53 e ASXL1 (Tabela 15). 
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Tabela 15 - Teste qui-quadrado da associação entre plaquetas  e os genes TP53 e 
ASXL1  

 

Gene 
PLAQUETAS 

P-valor Normal < 100.000 

TP53 
mutado 

N 2 8 0,091 

% 20,0% 80,0%  
não 
mutado 

N 24 16  
% 60,0% 40,0%  

ASXL1 
mutado 

N 20 21 0,467 

% 48,8% 51,2%  
não 
mutado 

N 6 3  
% 66,7% 33,3%  

Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

Na análise bivariada, não foi observada associação entre anemia (Hb< 10g/dL) e a 

presença de mutação nos genes TP53 e ASXL1 (p>0,05). (Tabela 16). 

 

 

Tabela 16 - Teste qui-quadrado da associação entre hemoglobina e os genes TP53 
e ASXL1  

 

Gene 
Hb 

P-valor Baixa Normal 

TP53 
Mutado 

N 7 3  0,7301 

% 70,0% 30,0%  

não mutado 
N 25 15  
% 62,5% 37,5%  

ASXL1 
Mutado 

N 25 16 0,459 

% 61,0% 39,0%  

não mutado 
N 7 2  
% 77,8% 22,2%  

Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

Em relação à taxa de neutrófilos, não foi encontrada associação com 

presença de mutação nos genes TP53 e ASXL1 (p>0,05). (Tabela 17).  
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Tabela 17 - Teste qui-quadrado da associação entre Neutrófilos  e os genes TP53, 
ASXL1   

 
 

Gene 
Neutrófilos 

P-valor Baixo Normal 

TP53 
mutado 

N 3 7 0,479 

% 30,0%   70,0%  

não mutado 
N 19 21  
% 47,5% 52,5%  

ASXL1 
mutado 

N 19 22 0,713 

% 46,3% 53,7%  

não mutado 
N 3 6  
% 33,3% 66,7%  

Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher  
Fonte: A Autora, 2015 

 
 

Também não foi observada associação entre o óbito e a presença de 

mutação nos genes TP53 e ASXL1 (p>0,05). (Tabela 18).  

 

 

Tabela 18 - Teste qui-quadrado da associação entre óbito  e os genes TP53 e 
ASXL1    

 

Gene 
Óbito 

P-valor Vivo Óbito 

TP53 
mutado 

N 6 4 0,717 

% 60,0% 40,0%  

não mutado 
N 27 13  
% 67,5% 32,5%  

ASXL1 
mutado 

n 26 15 0,699 

% 63,4% 36,6%  

não mutado 
n 7 2  
% 77,8% 22,2%  

Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher  
Fonte: A Autora, 2015 

 
 

Ao analisar a necessidade transfusional e a presença de mutação nos genes 

nos gens TP53 e ASXL1, não foi observada associação estatisticamente 

significativa. (p> 0,05) (Tabela 19).  
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Tabela 19 - Teste qui-quadrado da associação entre necessidade transfusional  e os 
genes TP53 e ASXL1    
 

Gene 

Necessidade 
Transfusional 

P-valor não sim 

TP53 

mutado 
n 5 5 1,000 

% 50,00% 50,00%  

não 
mutado 

n 19 21  

% 47,50% 52,50%  

ASXL1 

mutado 
n 19 22 0,463 

% 46,3% 53,7%  

não 
mutado 

n 6 3  

% 66,7% 33,3%   
Nota: Teste estatístico se refere ao teste exato de Fisher 
Fonte: A Autora, 2015 

 
 

Entre as avaliações moleculares, o gene TP53 apresentou alterações em 10 

(20%) pacientes. Entre as mutações detectadas, dez foram trocas de base única e 

duas foram inserções. No códon 204 houve inserção de uma timidina, resultando na 

modificação da conformação final da proteína (Glu68Val). No códon 216 houve 

inserção de uma guanina, resultando na modificação da conformação final da 

proteína (Pro72Ala).  

Dos dez pacientes com mutação no gene TP53, um (paciente 24) teve 

diagnóstico de AREB2, recebeu tratamento com agente hipometilante e foi 

encaminhado para realização de transplante alogênico. Está internado nesse 

momento com doença enxerto x hospedeiro. Outro (paciente 25) teve diagnóstico de 

AREB1, recebeu terapia com agente hipometilante e evoluiu para óbito em 

decorrência de sepse. Os pacientes números 28, 29, 33 e 38 apresentam CRDU e 

estão em acompanhamento com conduta expectante. O paciente 49 teve 

diagnóstico de CRDM e também está em observação. Os outros dois faleceram de 

complicações decorrentes da doença hematológica, sendo um em progressão 

(paciente 40) – LMA refratária aos esquemas quimioterápicos -  e o outro, com 

diagnóstico prévio de CRDM, por sepse (paciente 37).  

  As descrições e os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento podem 

ser verificados na Tabela 20 e Figuras 1-3. 
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Figura 1 - TP53 exon 7 - c. 711 T>A Met237Li 

 

Legenda: sequenciamento do exon 7, gen TP53 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura 2 - TP53 exon 6 – c.669 C>T, Pro223L 

 

Legenda: sequenciamento do exon 6, gen TP53 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura 3 - TP53 exon 4 - c.216InsG 216, Pro72Ala 

 

 

Legenda: sequenciamento do exon 4, gen TP53 
Fonte: A Autora, 2015 
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 Tabela  20 - Mutações encontradas no gene TP53 (exon 4 a 9) 

 

Fonte: A Autora, 2015 

 

 

Para o gene ASXL1 foram encontradas somente mutações de troca de base 

única. As descrições dessas mutações estão detalhadas na Tabela 21 e Figuras 4-

13.   
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Tabela 21 - Mutações encontradas no gene ASXL1 (exon 12) 
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Fonte: A Autora, 2015 
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Figura  4 - ASXL1 - c. 1924 G>A Gli642Arg 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura  5 - ASXL1 - c. 1960 G>C Ala653Pro 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura 6 - ASXL1 - c. 1963 A>C Tre654Pro 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 



55 

 

Figura  7 - ASXL1 - c. 2021 A>C His673Pro 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura 8 - ASXL1 - c. 2032 A>G Arg677Gli 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura  9 - ASXL1 - c. 2047 A>C Tre682Pro 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 
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Figura 10 - ASXL1 - c. 2110 G>T Gli703Trp 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura 11 - ASXL1 - c. 3029 C>T Thr1010Met 

   

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Figura 12 - ASXL1 - c. 3306 G>T Glu1102Asp 

   

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 
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Figura  13 - ASXL1 - c. 3973 C>T Leu1325Phe 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

Para os genes NRAS∕KRAS foi encontrada somente uma mutação para o 

gene NRAS, do tipo inserção. No códon 279 houve inserção de uma citosina, 

resultando na modificação da conformação final da proteína (Arg97The). O paciente 

com mutação no NRAS teve diagnóstico de CRDU e apresenta-se clinicamente 

estável, sem necessidade transfusional e sem uso de terapia específica. 

 

 

Figura 14 - NRAS – c.Ins279C Arg97The 

 

Legenda: sequenciamento do  gen  ASXL1 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

A estimativa de sobrevida global para os pacientes do grupo com mutação no 

gen ASXL1, em 2 anos, foi de 66,4% enquanto que para os pacientes do grupo sem 

mutação foi de 77,8%. Em 5 anos, a estimativa de sobrevida global para os 

pacientes do grupo com mutação no gene ASXL1 foi de 55,3% ao passo que para 

os pacientes sem mutação foi de 77,8%, conforme mostrado no Gráfico 1. Do ponto 

de vista estatístico, não foi observada diferença significativa nas probabilidades de 

sobrevida global em relação aos grupos estudados (Tabela 22). 
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Tabela 22 - Análise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para 

os pacientes com e sem mutação no gen ASXL1. 

 

ASXL1 
Sobrevida Global 

N 2 anos (%) 5 anos (%) P-valor 

Grupo     
        Com 
Mutação 41 66,4% 55,3% 0,373 

        Sem 
Mutação 9 77,8% 77,8%  

     
 

Nota: p-valor: nível descritivo do teste log rank. 
Fonte: A Autora, 2015 

 

 

Gráfico 1 - Análise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para os 

pacientes com e sem mutação no gene ASXL1. 

 
Fonte: A Autora, 2015 
 

 

A estimativa de sobrevida global para os pacientes do grupo com mutação no 

gene TP53, em 2 anos, foi de 63,6% e para os pacientes do grupo sem mutação foi 

de 70%. Em 5 anos,  a estimativa de sobrevida global para os pacientes do grupo 

com mutação no gene TP53 foi de 63,6% e para os pacientes do grupo sem 

mutação foi de 52,5%, conforme mostrado no Gráfico 2. Do ponto de vista 

estatístico, não foi observada diferença significativa nas probabilidades de sobrevida 

global em relação aos grupos estudados (Tabela 23). 
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Tabela 23 - Análise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para 

os pacientes com e sem mutação no gene TP53. 

 

TP53 
Sobrevida Global 

N 2 anos (%) 5 anos (%) P-valor 

Grupo     
        Com 
Mutação 10 63,6% 63,6% 0,931 

        Sem 
Mutação 40 70,0% 52,5%  

     
              Nota: p-valor: nível descritivo do teste log rank. 

Fonte: A Autora, 2015 

 

 

 

Gráfico 2 - Análise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para os 

pacientes com e sem mutação no gene TP53. 

 
Fonte: A Autora, 2015 
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5 DISCUSSÃO 

 

  

 Publicações recentes apontam para a importância da pesquisa de mutações 

genéticas em neoplasias hematológicas (Bejar et al, 2011, Thol et al, 2011, Murati et 

al, 2012, Papaemmanuil et al,  2013). Nas SMDs, a proliferação clonal de células 

hematopoéticas, que perdem a sua capacidade de diferenciar, pode ter como gatilho 

um evento molecular ainda não elucidado. Tal gatilho desencadearia alterações nos 

mecanismos de sinalização e proliferação celular, propiciando a leucemogênese. 

Neste estudo foram avaliados os genes ASXL1, NRAS/KRAS e TP53 por 

apresentarem diversidade nas funções das proteínas codificadas, sendo o TP53 um 

gene supressor tumoral, o NRAS um oncogene e o ASXL1 um gene envolvido na 

regulação da metilação. Além disso, estes são alguns dos genes mais estudados e 

com maior frequência de mutações descritas recentemente (Rocquain et al, 2009, 

Bejar et al, 2011, Cazzola et al, 2013, Bravo et al, 2014).  

 Dos pacientes analisados, 84% (42 pacientes) deles apresentaram algum tipo 

de mutação, sendo a mutação no ASXL1 a mais frequente (82%), seguida pelo 

TP53 (20%) e NRAS (2%).  

 A frequência de mutação do ASXL1 varia entre 10 a 20% (Itzykson et al, 

2013, Cazzola et al, 2013, Fenaux et al, 2014) e tal mutação está associada com 

pior prognóstico. Thol et al, em 2011, estudaram 193 pacientes com diagnóstico de 

SMD e concluiram que a presença de mutação no gene ASXL1 estava associada a 

maior risco de progressão para LMA e sobrevida global reduzida. No presente 

estudo encontramos uma frequência maior de mutação no ASXL1 (82%). Boultwood 

et al (2010) apontaram que havia associação entre a gravidade da doença e a 

frequência da mutação do ASXL1. Os autores encontraram 6% de casos mutados 

no grupo de anemia refratária, 31% no grupo de anemia refratária com excesso de 

blastos 1 e 2, e 23% no grupo de LMA secundária à SMD. No presente estudo, não 

observamos associação entre o aumento na frequência da mutação e a piora nos 

subgrupos da classificação WHO. Em relação à sobrevida global, não encontramos 

associação entre a presença de mutação no gene ASXL1 e sobrevida reduzida. O 

grupo com mutação no ASXL1 apresentou sobrevida global de 66,4% comparado ao 

grupo não mutado que foi de 77,8%. Nosso dado foi concordante com Wang et al 

(2013) que avaliaram 153 pacientes chineses com SMD para mutação no AXSL1 e 
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não encontraram diferença entre os grupos mutado e não mutado no que diz 

respeito a citopenias, percentual de blastos na medula óssea, dependência 

transfusional, progressão para LMA e sobrevida global. 

  Bejar et al (2011) avaliaram 439 pacientes com SMD e identificaram mutações 

somáticas em 18 genes. As mutações nos genes TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 e 

ASXL1 seriam preditoras de menor sobrevida global, independente de fatores de 

risco já estabelecidos. Ainda nesse estudo, as mutações no TP53 foram associadas 

com pior desfecho (sobrevida reduzida), trombocitopenia mais grave e aumento no 

percentual de blastos medulares. Na populaçãodo presente estudo, foram 

encontrados 20% de pacientes com mutação no TP53 que apresenta concordância 

com os estudos recentes, onde a frequência varia de 5% a 10% (Itzykson et al, 

2013, Cazzola et al, 2013, Fenaux et al, 2014). Entretanto, alguns autores apontam 

maior frequência de mutação no TP53 quando estratificam grupos de alto risco 

(IPSS intermediário 2 e alto) ou com citogenética de mau prognóstico. Bally et al 

(2014) avaliaram 62 pacientes com SMD de alto  risco e LMA e encontraram 37% de 

casos mutados para TP53. Já em estudo publicado em 2013, Kulasekararaj et al, 

mostraram que o aumento da frequência de mutação do TP53 estava relacionada à 

citogenética de mau prognóstico, ao IPSS, maior proporção de blastos e progressão 

leucêmica. Foram encontrados 9,4% de casos mutados no grupo estudado, porém 

quando foi isolado o grupo com citogenética de mau prognóstico esse valor chegou 

a 72%. Em nosso grupo, não encontramos relação entre o estado mutacional do 

TP53 e a estratificação entre os grupos de IPSS, possivelmente porque tivemos um 

baixo índice de metáfases na análise citogenética, o que prejudicou a estratificação 

de risco pelo IPSS em 42% dos casos.  

 Vários estudos (Wattel et al, 1994, Kaneko et al, 1995, Odenike et al, 2011, 

Kulasekararaj et al, 2013) apontam para uma progressão mais rápida de doença 

associada com a mutação no TP53, assim como pior sobrevida global e citopenias 

mais intensas.  No presente estudo não encontramos diferença entre o grau das 

citopenias quando comparados os grupos mutado e não mutado. Em relação à 

sobrevida global também não encontramos relação entre a presença de mutação, 

sendo o grupo mutado com 63,6% e o não mutado com 70%. 

 A fibrose de medula óssea é descrita como fator de mau prognóstico em 

algumas publicações (Buesche et al, 2008, Della Porta et al, 2009). No presente 
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trabalho, não houve associação entre a presença de fibrose de medula e o status 

mutacional. 

A dependência transfusional tem-se mostrado um fator prognóstico 

independente em pacientes com SMD, podendo ser considerado como um índice 

confiável da gravidade da doença (Malcovati et al, 2005, Malcovati et al, 2007). 

Malcovati et al (2005) estudaram 467 pacientes, entre 1992 e 2002, e evidenciaram 

que os pacientes que eram dependentes transfusionais tinham uma sobrevida global 

inferior àqueles independentes de transfusão. A sobrevida global dos pacientes 

dependentes transfusionais foi significativamente menor que a dos pacientes 

independentes transfusionais (OR = 2,16; p< 0,001). E a sobrevida livre de 

progressão para LMA também foi significativamente pior nos pacientes dependentes 

transfusionais (OR= 2,02; p< 0,001). Entretanto, neste estudo não observamos 

associação entre a necessidade transfusional e o status mutacional (Tabela 19). 

  Revisões recentes apontam que a mutação no NRAS/KRAS pode ser 

encontrada em 5% a 10% dos pacientes com SMD (Cazzola et al, 2013, Itzykson et 

al, 2013, Fenaux et al, 2014). Neste estudo, houve apenas um caso com mutação no 

NRAS, e nenhuma no KRAS. O paciente com mutação no NRAS teve diagnóstico de 

CRDU e apresenta-se clinicamente estável, sem necessidade transfusional e sem 

uso de terapia específica. Nosso dado foi concordante com Al-Kali et al (2013), onde 

o impacto prognóstico da mutação do RAS foi estudado retrospectivamente em 1067 

pacientes com SMD. Nesse trabalho foi evidenciado que a mutação do RAS era 

evento pouco frequente na SMD (<4%) e que não havia associação entre a 

presença da mutação e a sobrevida global ou resposta a tratamento.  Entretanto, em 

estudos conduzidos por Bejar (Bejar et al, 2011, Bejar et al, 2011) os pacientes com 

mutação no NRAS apresentaram pior prognóstico, particularmente nos grupos de 

baixo risco. Nestes últimos, a presença da mutação levou a uma sobrevida global 

reduzida à despeito da estratificação do IPSS, sugerindo que o estado mutacional do 

NRAS possa ser um fator de risco isolado. 

  Em relação ao tratamento, 18% (9 pacientes) dos pacientes receberam 

quimioterapia com esquemas direcionados à LMA, sendo que destes, 3 pacientes 

foram submetidos à transplante alogênico de medula óssea. Dois deles estão vivos 

e em remissão de doença. Um faleceu em decorrência de complicações inerentes 

ao transplante. Dos seis pacientes restantes com diagnóstico inicial de LMA, cinco 

faleceram e um encontra-se em remissão de doença após quimioterapia 



63 

 

convencional. Dos outros 41 pacientes, cinco receberam tratamento com agentes 

hipometilantes. Desses, apenas 1 paciente foi encaminhado à transplante alogênico 

de medula óssea e, atualmente, está internado com doença enxerto x hospedeiro. 

Os outros quatro pacientes faleceram, sendo 3 por sepse e um por progressão de 

doença. Do restante, 10 pacientes encontram-se em suporte transfusional, um em 

uso de eritropoietina e 25 pacientes estão sem terapia específica, com conduta 

expectante. 

  A despeito dos diversos estudos e das mutações já descritas em associação 

com citopenias e sobrevida reduzida, ainda não foi encontrada uma mutação que 

esteja implicada diretamente na patogenia das síndromes mielodisplásicas. O 

presente estudo não encontrou diferenças significativas entre os grupos mutado e 

não mutado no que diz respeito à necessidade transfusional, fibrose medular, 

presença de citopenias, sexo e sobrevida global. Possivelmente devido ao tempo 

reduzido de acompanhamento que abrangeu a presente pesquisa. Como próximo 

passo deste trabalho, seguiremos a pesquisa molecular de forma mais detalhada 

com o intuito de definir se as mutações encontradas representam polimorfismos ou 

mutações somáticas. O grupo de pesquisadores seguirá o acompanhamento desses 

pacientes e, em futuro próximo, deverá aumentar a lista de genes estudados, além 

de recrutar mais pacientes e voluntários para um estudo caso-controle. 

  Como potenciais fatores complicadores dos resultados do nosso estudo, 

apontamos que cerca de 42% dos pacientes não apresentaram metáfase na 

citogenética, prejudicando o cálculo do IPSS e a estratificação de risco. Além da 

falta de alguns exames que não são realizado rotineiramente no HUPE e que 

inviabilizaram o cálculo do IPSS-R (beta2-microglobulina e ferritina). O tempo 

reduzido de acompanhamento dos pacientes – apenas 2 anos -  também pode ter 

contribuído para alguns resultados conflitantes com a literatura. Temos o 

planejamento de seguir esse acompanhamento a longo prazo, recrutando mais 

pacientes e aumentando a lista de genes estudados para uma análise futura mais 

robusta. 
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 CONCLUSÃO 

 

 

 A heterogeneidade nos achados clínicos e morfológicos das SMD reflete a 

diversidade e a complexidade das alterações genéticas subjacentes à doença. A 

avaliação das alterações moleculares tem sido alvo de diversos estudos na busca de 

uma nova ferramenta prognóstica. Neste estudo foram observadas diferenças entre 

os grupos mutado e não mutado no que diz respeito à necessidade transfusional, 

fibrose medular, presença de citopenias, sexo e sobrevida global. Esperamos que o 

acompanhamento desse grupo a longo prazo mostre tais alterações de maneira 

mais significativa. 
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