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RESUMO

RODRIGUES, Eliane Ferreira. Caracterizacdo das alteracdes cromossdmicas e moleculares
em sindrome mielodisplasica priméria na infancia no Estado do Rio de Janeiro. 2014. 172 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) priméria é rara na infancia, representando cerca
de 4% de todas as malignidades hematoldgicas da faixa pediatrica. A historia natural desta
doenca é extremamente variavel, alguns pacientes podem apresentar formas brandas, com
sobrevida alta e baixa taxa de transformacédo leucémica. No entanto, cerca de 10 a 40% dos
casos evoluem para leucemia mieldide aguda (LMA). Este trabalho apresentou como objetivo
principal analisar células de medula dssea de pacientes com SMD primaria na infancia para
suas caracteristicas citogenéticas, moleculares e clinicas, no sentido de identificar marcadores
genéticos e epigenéticos que auxiliem o diagndstico e o progndstico, além de contribuir para o
conhecimento das alteracGes que levam ao desenvolvimento da doenca e sua evolugéo para
LMA. Nossos resultados mostraram a presenca de caridtipos anormais em 56,5% (65/115)
nos pacientes pediatricos com SMD primaria. De acordo com a classificacdo para SMD da
infancia, 78 pacientes apresentaram CR, 22 AREB e 15 AREB-t. Foram incluidos em nosso
estudo 3 pacientes com sindrome de Down apresentando SMD. Nos subtipos mais avancados
da doenca a frequéncia de casos com alteracGes cromossémicas foi maior. As anomalias
cromossémicas mais frequentes foram: -7/7q e del(11qg). A analise citogenética auxiliou no
diagnostico dos casos com suspeita de SMD primaria pediatrica e foi uma importante
ferramenta para a escolha do tratamento. O estudo da presenca de metilacdo na regido
promotora dos genes p15™K* e p16™K*? revelou que 28,6% (22/77) dos pacientes
apresentaram metilacdo para o gene p15™“*" e apenas 7,8% (6/77) para o gene p16™**? sendo
as maiores frequéncias observadas nos subtipos mais avancados de SMD. A analise de
metilagdo do gene MDR-1 mostrou auséncia de metilagdo na regido estudada, tanto nas
amostras de medula dssea dos 7 individuos saudaveis (doadores de medula 6ssea) quanto nos
77 pacientes pediétricos com SMD. Metilacdo em p15™ " mostrou uma forte associacdo com
alteracdes envolvendo o cromossomo 7, sugerindo uma provavel via de evolucdo da doenca.
A mediana referente aos niveis relativos de expressdo dos genes EZH2 e MDR-1 nos
pacientes foi maior em relacdo a mediana dos doadores. Os niveis relativos de expressdo do
gene EZH2 foram maiores nos subtipos AREB/AREB-t. No entanto, 0s niveis relativos de
expressdo do gene MDR-1 foi semelhante em CR e AREB/AREB-t. Em relagdo aos
cariotipos, observamos que 0s pacientes com cariotipos anormais, apresentaram maior niveis
relativos de expressdao dos genes EZH2 e MDR-1 quando comparado com pacientes com
cariotipo normal. Nossos resultados sugerem que as alteragdes cromossomicas, -7/7Q-,
del(11)(q23) e caridtipos complexos e a presenca de metilagdo em p15™K**? estéo associadas
com mau prognastico, sendo provaveis biomarcadores de evolugéo da doenca.

Palavras-chave: Sindrome mielodisplasica primaria. Infancia. AlteracGes citogenéticas.
Alteracdes epigenéticas. Padrdo de expressdo. Genes p15™K*®, p16™<*
MDR-1 e EZH2.



ABSTRACT

RODRIGUES, Eliane Ferreira. Characterization of chromosomal and molecular alterations
in childhood primary myelodysplastic syndrome in Rio de Janeiro State. 2014. 172 f Tese
(Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The primary myelodysplastic syndrome (MDS) is rare in childhood, representing
about 4% of all pediatric hematologic malignancies. The natural history of this disease is
extremely variable, some patients may have milder forms, with high survival and low rate of
leukemic transformation. However, about 10 to 40% of cases progress to acute myeloid
leukemia (AML). This work had as principal aim analyse bone marrow cells of pediatric
patients with primary MDS for their cytogenetic, molecular and clinical features, in order to
identify genetic and epigenetic markers to aid diagnosis and prognosis, as well as to
contribute for the knowledge of alterations that lead to disease development and its evolution
to AML. Our results showed the presence of abnormal karyotypes in 56.5% (65/115) in
pediatric patients with primary MDS. According to the classification of childhood MDS, 78
patients had CR, 22 RAEB and 15 RAEB-t. It was included in our study three patients with
Down Syndrome who had MDS. In more advanced disease subtypes the frequency of cases
with chromosomal abnormalities was higher. The most frequent chromosomal abnormalities
were -7/7q and del(11q). Cytogenetic analyses aided in the diagnosis of cases with suspected
of primary pediatric MDS and it was an important tool for the treatment choice. The study of
the presence of methylation in the promoter region of p15™** and p16™K*® genes revealed
that 28.6% (22/77) showed methylation for the p15™*** gene and only 7.8% (6/77) for the
p16™ *? gene, being the higher frequencies observed in more aggressive subtypes of MDS.
The methylation analysis of the MDR- 1 gene showed that both, the bone marrow samples
from 7 health individuals (bone marrow donors) as the 77 pediatric patients, showed
unmethylation at the investigated region. Methylation at p15™<“* gene showed a strong
association with abnormalities involving chromosome 7, suggesting a possible pathway of
disease progression. The analysis of relative expression of MDR -1 and EZH2 genes showed
that both genes had high expression levels in patients with MDS compared to the health
individuals. The median of relative expression levels of EZH2 and MDR-1 genes in MDS
patients was higher than the median obtained in donors. The relative expression levels of
EZH2 gene were higher in the RAEB / RAEB-t subtypes. However, the relative expression
levels of MDR-1 gene were similar in CR and RAEB / RAEB-t. Regarding karyotypes, we
observed that abnormal karyotypes showed higher relative expression levels of EZH2 and
MDR-1 when compared with normal karyotypes. Our results suggest that the chromosomal
alterations, -7/7q-, del (11)(g23) and complex karyotype; and the presence of methylation in
p15™K%® are associated with poor prognosis and they are probably biomarkers of disease
evolution.

Keywords: Primary myelodysplastic syndrome. Childhood. Cytogenetic alterations.
Epigenetic alterations. Expression pattern. p15™<**, p16"™*2 MDR-1 and EZH2

genes.



Figural -
Figura 2 -

Figura 3 -

Figura4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

LISTA DE FIGURAS

Classificagdo da sindrome mielodisplésica na infancia.............ccccoceeevnene.
Regido de metilacdo na sequéncia do DNA e adicdo do grupamento
metila pelas enzimas DNIMTS......ccccoviiriiieiere e
Atividade transcricional do gene de acordo com o padréo de metilagéo....
Modelo para o silenciamento transcricional dependente de metilagéo.......

Genes pl1l5 e pl6, membros da familia INK4 de inibidores do ciclo

Interacdo e efeitos do gene EZH2 na regulacdo da represséo
ErANSCIICIONAL.......viieie et
Efeito do tratamento com bisulfito em uma amostra de DNA com
sequéncias ricas em dinucleotideo CpG........cccccevveviiic e e,
Gréfico de setores mostrando a frequéncia de cariétipos normais versus
cariétipos anormais em pacientes pediatricos com SMD priméria..............
Gréfico de barras mostrando a frequéncia das alteracBes cromossdmicas
clonais em SMD primaria na infAncia............cccccvevveveiie i,
Andlise por citogenética cléssica, bandeamento GTG, mostrando
alteracdo cromossomica biclonal.............c.cooiiiiiinii
Analise por citogenética molecular (FISH) utilizando as sondas dos
0ENES TPS3 € MLL...oiiiiiiiii e
Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH).
Cariotipo feminino, bandeamento GTG, mostrando a alteragéo
cromossomica del(5)(q15935). FISH utilizando a sonda de dupla
MAarcagdo do CrOMOSSOIMO 5.....ccueeiiiiiiiieiieie st
Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH).
Cariotipo feminino, bandeamento GTG, mostrando a alteragéo
cromossomica: der(17)t(1?;17)(q32?;p13). FISH utilizando a sonda do
0BNE TPO3. e i
Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH).
Caridtipo masculino mostrando alteracdo cromossémica complexa. FISH
utilizando a sonda de pintura cromossémica WCP3, WCP15 e WCP7......

37

38

39

41

43

54

64

68

70

71

72

73



Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH).
Caridtipo masculino, bandeamento GTG, mostrando a alteracao
cromossomica -7. FISH utilizando a sonda de dupla marcagdo do
COMOSSOIMO 7.ttt eeiiee ettt ettt ettt e st e e st e e e enb e e e nnn e e e anneesnreeaa
Gréficos de setores mostrando a frequéncia de pacientes pediatricos com
SMD primaria que apresentaram o padrdo metilado versus ndo metilado
para 0s genes p15™ 4 e p16™R s
Figura representativa das técnicas de MSP e sequenciamento ...................

Figura representativa da técnica COBRA para os genes p15™<* e

Figura representativa da analise do gene MDR-1 pela técnica de HRM ...
Gréafico de barras mostrando a associacdo entre a presenca de metilacao

na regido promotora dos genes p15™K*" e p16'NK4

e pl com o cariétipo em
pacientes com SMD primaria na infancia...........c.ccooveveiieniiniieeees
Analise dos niveis relativos de expressdo do gene EZH2 nos pacientes
pediatricos com SMD PriMAria..........cccvevieieiieie e
Anélise dos niveis relativos de expressdo do gene MDR-1 nos pacientes

pediatricos COmM SIMD PriMAITA.........coeerereiriieeeee e

76

82

83

85

85

87

88

92



Tabela 1 -

Tabela 2 -
Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -
Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -
Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

LISTADE TABELAS

Classificacdo da SMD segundo os critérios propostos pelo Grupo FAB
BIM 1082,
Classificacdo da SMD segundo a proposta da OMS em 2008....................
Pontuacdo segundo os parametros criticos do IPSS (1997) em SMD
PIIMAITAL ...ttt e ettt se et be st
Distribuicdo de grupos de risco citogenéticos para SMD priméria.............
Diferencas entre SMD primaria em pacientes pediatricos e adultos...........
MutacBes em genes relacionados ao progndstico desfavoravel em SMD
PIIMAITAL ...ttt ettt et be b
Genes frequentemente metilados em SMD primaria...........ccccccevevevveiveennenn,
Oligonucleotideos utilizados na técnica MSP para analise dos genes
p15INK4b 6INK4a
Oligonucleotideos utilizados na técnica de COBRA para a andlise dos
genes p15™K4 p16™MK92 @ MDR-1......oocveeeeeeeeeeeeeeee oo

epl

Oligonucleotideos utilizados para a analise de expressdo dos genes
MDR-1 e EZH2 em sindrome mielodisplésica priméria na infancia ..........
Frequéncia de casos com cari6tipos anormais em SMD primaria e
SD/SMD em pacientes PEAIALIiCOS. .......cccecveieeieeicie e
Distribuicdo do padrdo cromossdmico segundo a classificacdo da SMD
Primaria Na INFANCIA...........cccoeiiii e
Alteragbes cromossdmicas associadas com a evolugdo da doenca.............
Evolucdo cariotipica em pacientes pediatricos com SMD priméaria e
SD/SIMD ...ttt et e ereare s
Frequéncia de pacientes pediatricos com SMD nos diferentes grupos de
risco de acordo com o IPSS (1997) e evolugéo da doenga...........cccceeuveuneee.
Frequéncia de pacientes pediatricos com SMD nos diferentes grupos de
risco citogenéticos de acordo com o IPSS e evolugdo da doenga...............
Frequéncia de pacientes pediatricos com SMD nos diferentes grupos de

risco citogenéticos de acordo com o IPSS-R (2012) e evolucdo da

22
24

25

26

28

34
40

56

57

62

65

67
77

79

80

80



Tabela 18 - Analise de metilacdo dos genes p15™ *" e p16™*® em SMD primaria na
infancia pela técnica de MSP..........ccco o
Tabela 19 - Correlacéo entre o padrédo de metilacdo na regido promotora dos genes
p15™K* e p16™K* com as caracteristicas clinicas dos pacientes

pediatricos com SMD primaria



ALIP

AR
ARDM
ARDM-SA

AREB
AREB-t
ARSA
ARA-C
ASXL1
ATG
BCL2
Bmil

CDK
CDKI
CEMO
COBRA

CpG
CR
CSF-1
CSF1R

CTH
Chtb
CUX1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

adenina

localizag&o anormal de precursores imaturos (“*abnormal localization of
immature precursors")

anemia refrataria

anemia refrataria com displasias multilinhagem

anemia refrataria com displasias multilinhagem com sideroblastos em
anel

anemia refrataria com excesso de blastos

anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo

anemia refrataria com sideroblastos em anel

arabinosideo citosina

gene "aditional sex combs like 1"

globulina anti-timdcito

gene "B cell lymphoma 2"

gene "B cell specific Moloney murine leukemia virus integration site 1"
citosina

quinase dependente de ciclina

inibidor de quinase dependente de ciclina

Centro de Transplante de Medula Ossea

analise combinada de bisulfito com enzima de restri¢ao ( “‘combined
bisulfite restriction analysis”)

regido de alta densidade de dinucleotideos citosina-guanina

citopenia refrataria

gene fator estimulador de coldnia 1 (“colony stimulator factor-1”)
gene receptor do fator estimulador de colonia 1 (“colony stimulator
factor- 1 receptor”)

células tronco hematopoéticas

quebras cromatidicas

gene "cut like homeobox 1"



DAPI
DAPK
dATP
dCTP
del
dGTP
DNA
DNMT
dNTPs
dTTP
EDD
EDTA
EGR1
EPO
ER
ETV6
EZH2
FAB
FISH
FITC
FLT3

FMS

G
GCB-MDS-PED
GDP

GM-CSF

GTG

GTP

GTPase

G6PD

4,6-diamidino-2-fenilindol

gene "death-associated protein kinase 1"

2’ desoxiadenosina 5’ trifosfato

2’ desoxicitidina 5’ trifosfato

delecdo

2’ desoxiguanosina 5’ trifosfato

acido desoxirribonucleico

DNA metiltransferase

desoxirribonucleotideos trifosfatos

2’ desoxitimidina 5’ trifosfato

gene "E3 isolated by diferential display"

acido etilenodiaminotetracético

gene "early growth response 1"

eritropoetina

gene receptor de estrogénio (“estrogen receptor")

gene "E26 transformation -specific variant 6"

gene "enhancer of zeste homolog 2"

Grupo Franco-Americano-Britanico

hibridizagao “in situ” por fluorescéncia

isotiocianato de fluoresceina

gene tirosino-quinase 3 relacionada a FMS ("FMS-like tyrosine kinase
3")

gene fator estimulador de mondcitos e macrofagos (“stimulating factor
1 the macrophage and monocyte")

guanina

Grupo Cooperativo Brasileiro em sindrome mielodisplasica pediatrica
guanosina 5’ difosfato

fator de estimulagéo de colbnias granulocito-macréfago
Giensa-Tripsina-Giensa

guanosina 5’ trifosfato

guanosina trifosfatase

glicose 6 fosfato desidrogenase



HDACs
HLA
HPRT
HPC
HPH
HRM
IMT
INCA
inv
IPSS

IPSS-R

ISCN

Kb
K-Ras
LA
LLA
LMA
LMC
LMMC
LMMJ
M
MDR1
MEL18/ PcGF2
mL
MLL
MO
MPBs
MSP

histonas desacetilases

antigeno de histocompatibilidade

hipoxantina fosforibosil transferase

gene "hereditary prostate cancer 1"

gene "hygromyum phosphotransferase "

dissociagao de alta resolugao (“high resolution melting”)
inibidor da metiltransferase

Instituto Nacional do Cancer

inversao

Sistema Internacional de Escala Progndstica (*International Prognostic
Scoring System")

Sistema Internacional de Escala Progndstica- Revisado (“"Revised
International Prognostic Scoring System")

Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana
("International System for Human Cytogenetic Nomenclature™)
quilobases

proto-oncogene da familia Ras ("Rat- sarcoma™)

leucemia aguda

leucemia linfoblastica aguda

leucemia mieldide aguda

leucemia mieldide cronica

leucemia mielomonacitica crénica

leucemia mielomonocitica juvenil

metilado

gene de resisténcia a maltiplas drogas 1 ("multiple drugs resistence")
gene "polycomb group ring finger 2"

mililitro

gene "mixed leukemia lineage"

medula 6ssea

proteinas ligadoras de CpGs metilados ("methyl protein binding")
reacao em cadeia da polimerase especifica para a metilacéo

("methylation specific-PCR")


https://www.google.com.br/url?q=http://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/&sa=U&ei=-2lzU7-OFoTesATWxYGoAQ&ved=0CE0QFjAL&usg=AFQjCNF4pDxoc5WyiUQs4dd9S23P5nV66A
https://www.google.com.br/url?q=http://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/&sa=U&ei=-2lzU7-OFoTesATWxYGoAQ&ved=0CE0QFjAL&usg=AFQjCNF4pDxoc5WyiUQs4dd9S23P5nV66A
https://www.google.com.br/url?q=http://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/&sa=U&ei=-2lzU7-OFoTesATWxYGoAQ&ved=0CE0QFjAL&usg=AFQjCNF4pDxoc5WyiUQs4dd9S23P5nV66A
https://www.google.com.br/url?q=http://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/&sa=U&ei=-2lzU7-OFoTesATWxYGoAQ&ved=0CE0QFjAL&usg=AFQjCNF4pDxoc5WyiUQs4dd9S23P5nV66A

NF1
NPM1
N-Ras
OMS
p

PCR
PRC1/2
PcG
Ph
pRB
PTEN

q
QMS-PCR

RBAP48
RIZ
RNA
RPL23
rpm
RPMI
RPS25
RPS4X
RT-GPCR
RUNX1
SAM

SD
SETBP1
SF3B
SMD
SMP
SOCS
SP

gene neurofibromatose do tipo 1 ("neurofibromin 1")

gene "nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23)"

gene da familia Ras ("Rat- sarcoma")

Organizacdo Mundial de Saude

brago curto do cromossomo

reacao em cadeia da polimerase

complexo de proteinas repressivo 1/2

grupo de proteinas Polycomb

cromossomo Philadelphia

proteina de retinoblastoma

gene "phosphatase and tensin homolog”

braco longo do cromossomo

quantificacdo da metilacéo através da reacdo em cadeia da polimerase
(“quantitative methylation specific - Polymerase chain reaction™)
gene "retinoblastoma associated protein 48"

gene "retinoblastoma protein interacting zing finger"

acido ribonucleico

gene "ribosomal protein L23"

rotagdes por minuto

“Roswell Park Memorial Institute” - meio de cultivo de células
gene "ribosomal protein subunits 25"

gene "ribosomal protein subunits 4, X-linked"

reacdo em cadeia da polimerase da transcri¢ao reversa em tempo real
gene "runt-related transcription factor 1"
S-adenosil-L-metionina

Sindrome de Down

gene "set binding protein 1"

gene "splicing factor 3b"

Sindrome Mielodisplasica

Sindrome Mieloproliferativa

gene "suppressor of cytokine signaling"

sangue periferico



SRSF
SUZ12

TCTCU
TCTH
TET
TGFR

TNF-a
TNFR-a

TPS3

U2AF1
WPSS

gene "serine/arginine rich splicing factor"

gene do complexo repressivo Polycomb PRC2

timina

translocacéo

transplante de células tronco de corddo umbilical

transplante de células tronco hematopoéticas

gene "ten-eleven translocation”

gene fator de crescimento transformante beta (“transforming growth
factor beta™)

gene fator de necrose tumoral- alfa (tumor necrosis factor")

gene receptor de fator de necrose tumoral- alfa (“tumor necrosis factor
receptor")

gene supressor de tumor p53

ndo metilado

gene "U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1"

sistema de escala prognostica baseado na classificagdo OMS (" WHO
classification-based Prognostic Scoring System™)



°C

LISTA DE SIMBOLOS

ganho de cromossomo
perda de cromossomo

graus Celsius



1.1
1.2

2.1

2.2

221
2.2.2
2.2.3
2.24
2.2.5

2.3

23.1
2.3.2
2.3.3

2.34
2.3.5
2.3.6
2.3.7

2.3.8

2.3.8.1
2.3.8.2
2.4
2.5

SUMARIO

INTRODUGAO . ......cooiiieieteieeteeeeeeteee e ses s sas s 20
OBUJIETIVOS ..ottt sttt sttt 48
GBIAL ...t 48
ESPECITICOS ..ttt 48
MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt 49
T =] | TSRS 49
ANALISE CITOGENETICA .....cvveveeiiecie et ste e 49
Cultura de células da Medula 0SSEa ..........ccccurvrieierereiisieneeeeie e 49
Término das culturas e preparagdo das [AmiNas .........c.ccoceverveereieieneneieneenns 50
Bandeamento GTG .....ccooiveiiiiieiie ettt aeanee s 50
ANALISE CrOMOSSOMICA ...e.vveveeveerieiesie st ie s ee ettt b b e e 51

[ 15T ) USRS 51
ANALISE MOIECUIAT ... e 52
EXErac8o de DINA .....oviiiieieieie ettt 52
Avaliacdo da integridade e quantificagdo do DNA ........cccceveveveieienesieene 53

Anélise do padréo de metilagdo da regido promotora dos genes p15™<®,

p16'™¥*? & MDR-1 em pacientes pediatricos com SMD primaria ...........oco....... 53

Reacdo em cadeia da polimerase especifica para a metilacdo: técnica MSP ... 55

“Combined bissulfite restriction analysis”: técnica COBRA .......ooovvvvvvieiineennn. 57

SOOUEBNICHAIMIEITTO .vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et s s sesesesnsnennensnnnnen 58

Métodos quantitativos para a andlise dos niveis de metilacdo na regido
promotora dos genes p15™“?. p16™K% e MDR-1 ..vvovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeer) 59

Andlise de expressdo dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes pediatricos

COM SMD PIIMAIIA ...vvevvreieeiiesieeiesie e eee e ee e te e e teeneesseesaaeseesraesaeeneens 61
Extracdo de RNA e obtengdo de CDNA ..ot 61
Reacdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa em tempo real ......... 62
ANALISE BSTALISTICA ....veveevieiieiee e 63

Fluxograma dos metodos utilizados para pesquisa de alteracdes

citogenéticas e moleculares em criangas com SMD primaria ................... 63



3.1
3.11

3.1.2
3.1.3

3.2

3.3
3.3.1

3.3.2

3.3.3
3.34

3.35

RESULTADOS ...ttt sttt sttt
Analise citogenética em sindrome mielodisplasica priméria na infancia ...

Distribuicdo do padrdo promossémico em estagio inicial (CR) e avangados
(AREB e AREB-t) da SMD priméria na infancia ..........cccceeveverererenieneieinennns

Citogenética molecular: aplicacdo do FISH em SMD primdria na infancia ......

Alteracoes cromossdmicas observadas durante a evolucdo da doenca (SMD —

Distribuicdo dos pacientes com SMD primaria na infancia segundo os
grupos de risco classificados pelo IPSS ...

ANALISE MOIECUIAT ... s
Andlise da frequéncia de metilacdo na regido promotora dos genes p15™ *",
p16INK4a

Analise de metilacdo dos genes pl

pela técnica de MSP em pacientes com SMD primaria na infancia.......

, p1

INK4b INK4
5 6

e MDR-1 pela técnica

Andlise quantitativa de metilacéo dos genes p15™*, p16™ ** e MDR-1 .........
Correlacdo entre a presenca de metilacdo na regido promotora dos genes
pl
Analise do padrdo de expressdo dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes com

5INK4b 6INK4a

epl com os cari6tipos e com as caracteristicas clinicas ...............
SMD primaria Na INFANCIA ........ooeiieiiere s
DISCUSSAO ..ottt
CONCLUSOES ...ttt
REFERENCIAS. ..ottt
APENDICE A - Tabela 1: Andlise citogenética em sindrome mielodisplésica
PriMAria Na INTANCIA ....ocvviiiiiieie e e
APENDICE B - Cytogenetic biclonality in a child with hypocellular primary
myelodysplastic syndrome (Artigo publicado) .........cccccoeeviiiiicie i
APENDICE C - Transient myelodysplasia in an infant with Down syndrome
preceding  acute = megakaryoblastic  leukemia: cytogenetic  and
immunophenotypic findings (Artigo publicado) ..........cccccvviviiiiii
APENDICE D - Tabela 2: Correlacio entre a presenca de metilagio nos genes
p15™NK4 e n16™K* com o padréo cromossémico em SMD primaria na infancia
APENDICE E - Epigenetic alterations of p15™**® and p16™“** genes in
pediatric primary myelodysplastic syndrome (Artigo publicado)..............cc........

64

65
69

77

79
81

81

84
86

87

91

94

112

113

131

144

147

150



APENDICE F - Accurate monitoring of promoter gene methylation with high-
resolution melting polymerase chain reaction using the ABCB1 gene as a model
(ArtIgo PUDHCAAD) ...c.viiiciieeeie e 161
ANEXO A - Termo de Consentimento do Comité de Etica em Pesquisa ........... 170
ANEXO B - Prémio Newton Freire-Maia de melhor trabalho na &erea de

Genética e Evolucdo Humana € GenétiCa...........ccecvevveiieseeiiesie e 172



20

INTRODUCAO

A sindrome mielodisplasica (SMD) compreende um grupo heterogéneo de doencas
hematopoéticas de natureza clonal de célula tronco pluripotente. E caracterizada por uma
hematopoese ineficaz, apoptose intramedular aumentada, presencga de displasias na medula
Ossea e citopenias em uma ou mais linhagens no sangue periférico. A SMD ocorre com maior
incidéncia em individuos acima dos 55 anos de idade, sendo considerada rara na infancia.
Cerca de 10 a 40% dos casos evoluem para leucemia mieldide aguda (LMA) e em raros casos
para leucemia linfoide aguda (LLA) ou leucemia bifenotipica (DELFORGE et al., 2003;
NISHINO & CHANG, 2005; JADERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009; GARCIA-
MANERO, 2012).

A SMD primaria, ou “de novo”, ocorre quando o paciente nao foi submetido a nenhum
tratamento prévio com medicamentos citotdxicos nem esteve em contato com agentes
mutagénicos, ndo havendo, portanto causa conhecida para o aparecimento da doenca.
Entretanto, hd um consenso de que fatores hereditarios, ambientais e a senescéncia da
hematopoese podem influenciar no surgimento da SMD (LORAND-METZE, 2005). Uma
grande variedade de agentes genotdxicos tém sido implicada na sua etiologia, sendo 0s mais
conhecidos e estudados as drogas citotoxicas utilizadas no tratamento de um cancer primario,
especialmente os agentes alquilantes e os inibidores da topoisomerase Il, nestes casos a SMD
é denominada secundaria (NISSE et al., 2001).

O diagnostico da SMD é feito inicialmente através de um hemograma (que indica a
presenca de uma ou mais citopenias no sangue periférico e auséncia de resposta para vitamina
B12 e &cido fdlico), sequido da analise de bidpsia e de mielograma de medula dssea para
identificar as displasias presentes, a possivel presencga de blastos caracterizando estagios mais
avancados da doenca e a presenga de precursores imaturos com localizagdo anormal (ALIP).
O diagnostico da SMD primaria é considerado dificil, pois existem varias manifestacdes
clinicas que podem apresentar um quadro histopatoldgico e clinico bastante semelhante ao da
SMD, como por exemplo, deficiéncias nutricionais, infecgdes e condigdes congénitas. Nestes
casos existe a necessidade do diagnostico diferencial onde a presenca de clonalidade
caracteriza a SMD. Desta forma, a andlise citogenética pode auxiliar o diagnostico
caracterizando alteragdes cromossdmicas clonais e também contribuir para o prognostico
(VALLESPI et al., 1998; NISHINO & CHANG, 2005; SOLE et al., 2005; LOPES et al.,
2006; HAASE et al., 2007; OLNEY & LE BEAU, 2007; TIU et al., 2011; GIAGOUNIDIS &
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HAASE, 2013). Outra metodologia que tem sido usada para auxiliar o diagnostico e o
prognostico em SMD primaria € a imunofenotipagem (HUANG et al., 2012; WESTERS et
al., 2012; REIS-ALVES et al., 2013).

Uma das caracteristicas da SMD é a presenca de citopenias periféricas, isoladas ou em
associacdo. As citopenias mais comuns em SMD sdo anemia, neutropenia e a
trombocitopenia. Outra caracteristica € a presenca de alteracdes morfoldgicas decorrentes de
defeitos de diferenciacdo celular chamadas de displasias. Estas alteracbes ocorrem
principalmente nas linhagens eritrdide, granulocitica e megacariocitica (OGATA et al., 2006;
GIAGOUNIDIS & HAASE, 2013).

A celularidade da medula Ossea é aumentada na maioria dos pacientes com
mielodisplasia, sendo geralmente, hipercelular ou normocelular. Em alguns casos, 0s
pacientes podem apresentar medula 6ssea hipocelular (WONG & SO, 2002; NIEMEYER &
BAUMANN, 2011). A SMD ¢ considerada hipocelular quando apresenta menos de 30% de
celularidade em individuos jovens, e menos de 20% em individuos idosos (TOMONAGA &
NAGAI, 2002; GIAGOUNIDIS & HAASE, 2013).

Como a SMD primaria € uma doenca extremamente heterogénea, o seu diagndstico e a
definicdo de fatores progndsticos muitas vezes € uma pratica clinica dificil. Desta forma, nos
ultimos anos tém sido discutidas as classificacdes e as escalas progndsticas para os pacientes
adultos e pediatricos com SMD priméria.

Ate 1980 as mielodisplasias incluiam uma variedade de anormalidades hematolégicas
classificadas como sindromes ou estados pré-leucémicos. Entretanto, essas denominacdes
eram insatisfatorias, ndo agrupando os pacientes que apresentavam uma hematopoese ineficaz
e nem sempre evoluiam para leucemia aguda, ocorrendo complicacGes decorrentes das
citopenias levando ao 6bito. A terminologia "pré-leucemia™ desapareceu e 0 termo sindrome
mielodisplasica tornou-se amplamente aceito, surgindo em 1982 a classificacédo FAB.

Em 1982, o grupo internacional de hematologistas franceses, americanos e britanicos
(o grupo FAB) propbs uma classificagdo para a SMD priméria em 5 subgrupos: anemia
refrataria (AR), anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refrataria com
excesso de blastos (AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo
(AREB-t) e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC). Essa classificacdo foi baseada nas
caracteristicas morfologicas e na porcentagem de blastos na medula Gssea e no sangue
periférico (Tabela 1) (BENNETT et al., 1982).
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Tabela 1 - Classificagdo da SMD segundo os critérios propostos pelo Grupo FAB em 1982
Células Blasticas (%)

Mondcitos Sideroblastos .
_ Bastdes de Auer
Subtipo  (x) Sangue em anel (%) Sangue Medula )
- ; o Medula 6ssea
Periférico Medula déssea Periférico 0ssea
AR Nao <15 <1 <5 Nao

ARSA Nao >15 <1 <5 Nao
AREB Néo Né&o <5 5-20 Néo
AREB-t Néo N&o >5 20-30 Sim ou Néo
LMMC > 1000 Nao <5 <20 Nao

Legenda: AR- anemia refrataria; ARSA- anemia refratdria com sideroblastos em anel; AREB- anemia
refratdriacom excesso de blastos; AREB-t- anemia refratdria com excesso de blastos em
transformacdo; LMMC- leucemia mielomonocitica cronica.

Fonte: Bennett et al., 1982.

Desde que foi introduzida, varios estudos comprovaram a utilidade da classificagcdo
FAB, tanto para o monitoramento de um grande nimero de pacientes com SMD, permitindo
comparagOes entre os diversos estudos, quanto para o tratamento dos pacientes. No entanto,
para a determinacdo de um prognostico preciso, esta classificacdo apresentava alguns
problemas: distinguia somente duas categorias de risco, baixo (AR e ARSA) e alto risco
(AREB, AREB-t e LMMC). Além disso, dentro de um mesmo subgrupo FAB os pacientes
mostravam grandes variagdes na evolucdo da doenca e na sobrevivéncia, especialmente
dentro dos subgrupos AR e ARSA. A denominagdo “anemia refrataria” nem sempre &
adequada, sendo a anemia apenas uma de trés possiveis citopenias em SMD. Dessa forma, a
expressdo citopenia refrataria foi sugerida por alguns autores (GARANDEAU et al., 2000;
HASLE et al.,, 2007). A LMMC apresenta em alguns casos caracteristicas de sindrome
mielodisplasica e em outros de sindrome mieloproliferativa. Desta forma, sua inclusdo na
SMD vem sendo discutida em outras classificagdes, como a classificacdo da organizagdo
mundial da satide (OMS) (HARRIS et al., 2000; MALCOVATI & NIMER, 2008).

A classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi criada em 2000. Essa
classificagdo utilizou muitos conceitos e defini¢des da classificagdo FAB e os conhecimentos
das caracteristicas citogenéticas e moleculares para melhorar a defini¢cdo dos subgrupos, assim
como a relevancia clinica, no sentido de aperfeigcoar os critérios de diagnostico e melhorar a

definicdo do prognostico (HARRIS et al.,, 2000). A maior diferenca entre as duas
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classificacOes é o desaparecimento do subgrupo AREB-t, sendo considerada a evolucdo para
LMA a partir de 20% de blastos na medula 6ssea.

No sistema de classificacdo proposta pela OMS foram considerados os seguintes
subgrupos: as anemias refratarias, com ou sem sideroblastos, divididas em AR e ARSA,
guando a medula 6ssea apresenta somente uma displasia, e em anemia refrataria com displasia
multi-linhagem (ARDM) e ARDM com sideroblastos em anel (ARDM-SA), quando a medula
Ossea apresenta varias displasias. Foram criados dois subtipos para AREB: AREB-1 (5 a 9%
de blastos na medula déssea) e AREB-2 (10 a 19% de blastos na medula dssea). A
classificagdo OMS também reconhece a “sindrome 5q- (SMD primadria associada a delecao
do braco longo do cromossomo 5) como uma entidade clinica separada. Foi criado um grupo
de SMD inclassificavel, o qual inclui os pacientes com displasia significativa de uma Unica
linhagem, mas sem outros critérios de classificacdo (OLNEY & LE BEAU, 2001; MUFTI et
al., 2008; JADERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009). Também foi criada uma
categoria separada para a LMMC, a categoria “doencas mielodisplasicas/mieloproliferativas”,
por ainda existir polémica sobre a natureza mielodisplasica ou mieloproliferativa desta doenca
(HARRIS et al., 2000; VARDIMAN et al., 2002).

Apesar de ter como objetivos melhorar o valor prognostico e clinico da classificacdo
FAB, esta classificacio também recebeu criticas (HELLSTROM-LINDBERG, 2000; HEAD
et al., 2002). As principais falhas apontadas foram a criacdo de categorias imprecisas e sem
bases bioldgicas, clinicas ou genéticas (citopenias refratarias com displasias de varias
linhagens e SMD inclassificavel) e a falta de precisdo progndstica. Nosslinger e colaboradores
(2001) aplicaram as duas classificacdes em 431 pacientes com SMD primaria e
correlacionaram com os dados clinicos, morfoldgicos e citogenéticos; concluiram que a
classificagio OMS ndo apresentava vantagens em relacdo a classificacdo FAB, que continuou
sendo a mais utilizada até 2008 (VARMA & VARMA, 2009).

Em 2008, a OMS fez uma revisdo de sua classificagdo com o objetivo de reduzir os
pacientes classificados como SMD inclassificaveis e tornar as categorias mais precisas
(Tabela 2). No novo sistema de classificacdo da OMS foram definidas trés categorias de
citopenia refrataria com displasia unilinhagem (CRDU): anemia refrataria (AR), neutropenia
refrataria (NR) e trombocitopenia refrataria (TR); e as citopenias refratarias com displasia
multilinhagem com ou sem sideroblastos em anel ndo sdo categorizadas como grupos
separados, uma vez que apresentam essencialmente o mesmo prognéstico. Nesta nova

classificagio o grupo LMMC € considerado como uma doenca mieloproliferativa
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(JADERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009). A classificacgdo OMS-2008 vem sendo
utilizada na pratica clinica, no entanto, diversos estudos continuam sendo publicados
utilizando a classificacdo FAB, por esta ser mais simples e também por apresentar o subgrupo
AREB-t que possibilita caracterizar as alteragdes citogenéticas e moleculares envolvidas no
estdgio de transformacdo de SMD para LMA (STEENSMA et al, 2009;
ECONOMOPOULOU et al., 2010; SEYMOUR et al., 2010).

Tabela 2 - Classificagcdo da SMD segundo a proposta da OMS em 2008

Subtipo Sangue Periférico Medula Ossea
- CRDU . L 1o .
_AR Unicitopenia ou bicitopenia Displasia unilinhagem; >10% das células da

linhagem afetada séo displasicas; <5% blastos;

- <19 o L .
i ¥§ Blastos raros (<1%) ou ausentes 5oy precursores eritroides sdo sideroblastos em
anel
ARSA Anemia, eritrécitos anormais Apenas displasia eritroide; <5% blastos;
Blastos ausentes >15% sideroblastos em anel

Citopenia(s) ;Blastos raros (<1%)  Displasia em >10% das células em duas ou mais
CRDM ou ausente;Mondcitos <1x10%L  linhagens mieldides; <5% de blastos; +/-15% de
Auséncia de corpos de Auer sideroblastos em anel; Auséncia de corpos de Auer

Citopenias; <5% de blastos
AREB-1 Auséncia de corpos de Auer
Monécitos <1x10°%/L

Displasia uni ou multilinhagem 5-9% blastos
Auséncia de corpos de Auer

. e 100
Citopenias ; 5-19% de blastos Displasia uni ou multilinhagem ; 10-19% de

AREB-2 Corpos de Auer +/-;
Monocitos <1x10%/L. blastos Corpos de Auer +/-
Anemia Megacari6citos normais a
. Contagem de plagquetas normal ou aumentados com ndcleo hipolobulado
Sindrome .
5q- aumentada del(5q) isolada
Blastos raros (<1%) ou ausentes <5% de blastos
Auséncia de corpos de Auer Auséncia de corpos de Auer
Citopenias Displasia em <10% das células em duas ou mais
SMD néo P linhagens celulares mieléides

Blastos raros ou ausentes (<1%)

0,
Auséncia de corpos de Auer <5% de blastos

Auséncia de corpos de Auer

classificada

Legenda: CRDU: Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem; AR: Anemia Refrataria; NR: Neutropenia
Refrataria; TR: Trombocitopenia Refrataria; ARSA: Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel;
CRDM: Citopenia Refrataria com Displasia Multi-linhagem; AREB: Anemia Refrataria com Excesso
de Blastos.

Fonte: Adaptado de JADERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009.
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Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de determinar quais os fatores que
mais influenciam a sobrevivéncia e evolucdo da SMD para LMA, de modo a permitir a
elaboracdo de escalas progndsticas auxiliando na escolha do tratamento.

A classificacdo de grupos de risco em SMD primaria mais utilizada corresponde ao
Sistema Internacional de Escala Progndstica (IPSS) desenvolvido em 1997 (GREENBERG et
al., 1997). Greenberg e colaboradores (1997) apds estudarem retrospectivamente 816
pacientes adultos com SMD, concluiram que a porcentagem de blastos na medula 6ssea, 0
namero de citopenias no sangue periférico e a citogenética sdo os fatores prognésticos de
maior importancia, tanto para o tempo de sobrevida, quanto para a taxa de transformacéo
leucémica. A maneira como a pontuacdo foi atribuida a cada parametro esta descrita na tabela
3. O IPSS dividiu, entdo, a SMD priméaria em quatro grupos: baixo, intermediario 1,
intermediario 2 e alto risco. Esse sistema apresenta uma importante aplicacdo clinica,

auxiliando na escolha do tratamento dos pacientes com SMD primaria.

Tabela 3 - Pontuacdo segundo os parametros criticos do IPSS (1997) em SMD primaria

o o Pontuacao
Variaveis Prognosticas
0 0,5 1 1,5 2,0
Blastos M.O. <5% 5-10% - 11-20% 21-30%
Progndstico Cariotipico * Bom Intermediério Mau

Citopenias 0-1 2-3

Legenda: “Pontuagdo” para os grupos de risco: Baixo risco (0 pontos); Intermedidrio 1 (0,5-1,0 pontos);
Intermediério 2 (1,5-2,0); Alto risco (> ou = 2,5). Cari6tipos*: bom prognéstico: cariétipos normais,
-Y, del(5q), del(20q), mau progndstico: cari6tipos complexos, anomalias envolvendo o0 cromossomo
7; prognostico intermediario: outras anomalias cromossomicas.

Fonte: GREENBERG et al., 1997.

Em 2007, Malcovati e colaboradores verificaram que a dependéncia de transfusdo
apresentava um efeito significativo na sobrevida dos pacientes com SMD primaria. Portanto,
pode ser visto como um indicador independente da severidade da doenca. Dessa forma, este
grupo, desenvolveu o sistema de escala prognostica baseado na classificacdo da organizacao
mundial da saude (WPSS), o qual utiliza como variaveis a classificagdo OMS, a citogenética
e a dependéncia transfusional para indicar a sobrevida e a evolucdo leucémica de pacientes
com SMD primaria (MALCOVATI et al., 2007).
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O WPSS identificou 5 grupos de risco em pacientes com SMD: muito baixo, baixo,
intermediario, alto e muito alto. A vantagem mais relevante na capacidade prognostica desta
escala foi observada entre os grupos de SMD sem excesso de blastos (MALCOVATI et al.,
2007). Poucos estudos de comparagdo entre essas duas escalas progndsticas foram realizados.
Park e colaboradores (2008), em um estudo com 190 pacientes, observaram que o WPSS
ofereceu uma estratificacdo de risco bastante acurada para os pacientes com SMD. As trés
variaveis do WPSS tiveram boa correlacdo com a sobrevida global e o tempo de evolugéo
para leucemia.

Apesar de alguns estudos procurarem introduzir novos parametros prognosticos, o IPSS
continua sendo amplamente utilizado (VARMA & VARMA, 2009; GARCIA-MANERO,
2012). No entanto, este sistema tem apresentado algumas criticas em relacdo a variacdo do
progndstico para os pacientes classificados no grupo de baixo risco e principalmente em
relacdo ao valor prognéstico de algumas alteracdes cromossomicas (GARCIA-MANERO,
2012). Recentemente foi feita uma revisdo do IPSS (IPSS-R), sendo agora reconhecidos 5
grupos de risco: muito baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto (GREENBERG et al.,
2012). Nessa nova escala prognéstica, houve a inclusdo de novas classificagcdes de risco para a
citogenética, a qual dividiu os pacientes em cinco grupos de risco: muito bom, bom,

intermediario, mau e muito mau (tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo de grupos de risco citogenéticos para SMD primaria

Subgrupos muito Bom intermediario mau muito mau
citogenéticos bom

Caridtipos -Y normal del(7q) -7 complexo:
del(11q) del(5q) +8 inv(3) > 3 anormalidades

del(12p) +19 t(3q)

del(20q) e i(17q) del(3q);
del(5q) outras e -7/ del(7q)

acompanhada  maisdeuma  acompanhadas de
de outra alteracéo outras alteracdes e
alteracéo complexo

(até 3 alteracdes)

Fonte: GARCIA-MANERO, 2012.
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Os sistemas de classificacdo tradicionais (FAB e OMS) e o sistema de escala
prognostica (IPSS) foram desenvolvidos com base nas caracteristicas morfoldgicas,
citogenéticas e clinicas de pacientes adultos. Isso porque existem véarios estudos com um
namero significativo de pacientes adultos que permitiu a utilizacdo de métodos estatisticos
validando os fatores que hoje sdo utilizados para o diagnostico e para o prognostico em SMD
primaria.

Embora a SMD priméria na infancia seja considerada uma doenga com caracteristicas
displésicas e hematopoese ineficaz, como a SMD do adulto, as caracteristicas clinicas, a
presenca de anormalidades genéticas associadas e a caracterizacdo das alteracdes
cromossémicas tém refletido uma diferente questdo biolégica da SMD durante a infancia
(POLYCHRONOPQULOU et al., 2004; HASLE & NIEMEYER, 2011; GLAUBACH et al.,
2014).

A SMD priméria € uma doenca rara na infancia representando cerca de 4% de todas as
malignidades hematoldgicas da infancia (NIEMEYER & KRATZ, 2008; HASLE &
NIEMEYER, 2011; RAU et al., 2012; CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013; GLAUBACH
et al., 2014). O termo sindrome pré-leucémica pediatrica apareceu na literatura inicialmente
em 1970 (HUMBERT et al., 1971). Em 1980, somente 11 pacientes pediatricos foram
descritos e todos eles evoluiram para LMA (KLEIHAUER, 1980). O primeiro grande estudo
em SMD na infancia foi publicado em 1987, sendo incluidos 21 pacientes, 0s quais
apresentaram um curso agressivo da doenca (CREUTZIG et al., 1987).

Em geral, o progndstico da SMD primaria na infancia é considerado desfavoravel, a
maioria dos pacientes evolui a 6bito. De acordo com dados do Grupo Cooperativo Brasileiro
de Sindrome Mielodisplasica em Pediatria (GCB-SMD-PED), a sobrevida para as criancas
que ndo possuem um doador de medula 6ssea compativel para o transplante de células tronco
hematopoéticas alogénico € de apenas 20-25% em 5 anos nos subgrupos mais agressivos
(LOPES & LATORRE., 2003). Essa baixa taxa de sobrevida se deve, principalmente, em
decorréncia da transformacéo leucémica ou por complicag@es, como infec¢fes e hemorragias.
Em criancas a transformacao leucémica € mais rapida e pode ser observada em 15 a 70% dos
pacientes, dependendo do tipo de SMD (JAKAB et al., 1999; LOPES et al., 2002; WOODS et
al., 2002).

Estudos tém mostrado algumas diferencas entre a SMD priméria na infancia e no
adulto como: a incidéncia extremamente rara do subtipo ARSA em pacientes pediatricos, ao

passo que em pacientes adultos consiste em cerca de 25% dos casos; a monossomia do 7 é a
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alteracdo cromossdmica mais frequente na infancia e nos adultos ¢é a delecdo do braco longo
do cromossomo 5; as possibilidades terapéuticas em pacientes adultos com SMD sdo
limitadas devido a idade avancada, sendo indicado geralmente uma terapia paliativa,
enquanto que nas criangas com SMD a principal terapia é a curativa, através do transplante de
células tronco hematopoéticas alogénico (HASLE & NIEMEYER, 2003; HASLE &
NIEMEYER, 2011). Na tabela 5 podemos observar as principais diferencas entre a SMD

primaria em pacientes pediatricos e adultos.

Tabela 5 - Diferencas entre SMD priméaria em pacientes pediatricos e adultos

Parametros Criancas Adultos
e Incidéncia/milhdo 3.6 >35
e ARSA <2% 25%
e AlteracOes Citogenéticas 60% 40%
e -7/70- 30% 10%
e -5/5¢- 1-2% 20%
e Anormalidades clinicas associadas 30% <5%
e Objetivo principal do tratamento Curativo Paliativo

Fonte: HASLE & NIEMEYER, 2003.

A SMD primaria na infancia pode ocorrer em pacientes com alteracdes genéticas
congénitas como: anemia de Fanconi, disqueratose congénita, neutropenia congénita severa,
sindrome de Shwachman-Diamond, anemia aplastica adquirida ou SMD familiar. No entanto,
até 0 momento, ndo existem estudos que realmente comprovem que a SMD pediatrica que
ocorre em pacientes com anormalidades constitucionais difere daquela sem estas
anormalidades (HASLE & NIEMEYER, 2011).

A utilizacdo dos sistemas de classificagdo tradicionais como: FAB (BENNETT et al.,
1982) e OMS (HARRIS et al., 2000), baseados em SMD do adulto, foi tema de muita
discussdao em SMD na infancia. Isso porque a SMD na infancia apresenta caracteristicas
especificas que dificultam a sua inclusdo nestes sistemas de classificacdo. Hasle e
colaboradores em 2003 sugeriram novos critérios para classificacdo da SMD da infancia,
sendo 0s critérios minimos: citopenias sem uma causa esclarecida (anemia, neutropenia e
trombocitopenia), pelo menos duas linhagens apresentando displasias, alteracdo citogenética
clonal adquirida e nimero de blastos igual ou maior que 5% na medula dssea. A classificagcdo

da SMD na infancia reconhece o0s seguintes subgrupos: o subgrupo da SMD primaria
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propriamente dita, o qual foi subdividido em citopenia refrataria (< 2 % de blastos no S.P. e <
5% na M.O.), anemia refrataria com excesso de blastos (2 — 19% de blastos no S.P e 5-19%
na M.O.) e anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo (20 -29% de blastos
no S.P e 20-29% na M.O.); o subgrupo dos pacientes com Sindrome de Down que
apresentam SMD e o subgrupo das doengas mielodisplésicas /mieloproliferativas (SMP)

representado pela leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) (Figura 1).

Figura 1 - Classificacdo da sindrome mielodisplasica na infancia

Classificagdo da SMD pediéatrica

Sindrome Mielodisplésica Sindrome de Down/ Doencas
Mieloproliferativas /
Células bléasticas (%) Sindrome Mielodisplésica
Mielodispléasicas
S.P. M.O.
LMMJ
CR <2% <5%

AREB 2-19%  5-19%

AREB-t 20-29% 20-29%

Legenda: CR: Citopenia Refrataria; AREB: Anemia Refrataria com Excesso de Blastos; AREB-t: Anemia
Refrataria com Excesso de Blastos em transformacdo; LMMJ: Leucemia Mielomonocitica Juvenil;
SP: Sangue Periférico; MO: Medula Ossea.

Fonte: adaptada de HASLE et al., 2003.

A LMMJ ocorre principalmente em meninos com menos de 2 anos de idade. Esses
pacientes apresentam em geral hepato-esplenomegalia, febre, infeccdo, sangramento, alta
contagem leucocitaria com uma monocitose absoluta, anemia, trombocitopenia e hemoglobina
fetal aumentada. Citogeneticamente, a LMMJ é caracterizada em 25-30% dos casos pela
monossomia do cromossomo 7. Cerca de 10% dos pacientes apresentam outras alteracdes
cromossémicas e em cerca de 60% dos casos 0s cariotipos sdo normais. Molecularmente, a
LMMJ é frequentemente caracterizada por mutacdes nos genes NF1, N-ras e PTPN11,
apresentando a via de sinalizacdo para proliferacdo celular ativada (CHAN et al., 2009).
Devido a LMMJ apresentar caracteristicas clinicas e biologicas definidas, atualmente este
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subgrupo foi retirado da classificacio da SMD, sendo considerada uma doenca
mieloproliferativa (CHAN et al., 2009).

Como podemos notar, a classificagdo da SMD pediatrica retirou o subgrupo anemia
refrataria com sideroblastos em anel (ARSA) devido a sua frequéncia ser muito baixa na
infancia, aproximadamente 2% dos casos (CHAN et al., 1997; HASLE et al., 2003).

Outra caracteristica desta classificacdo é o fato do paciente apresentar uma alteracédo
citogenética, isso tem gerado uma discussdo, uma vez que, muitos pacientes com SMD
primaria na infancia apresentam cariétipos normais (POLYCHRONOPOULOU et al., 2004).

Em relacdo a distribuicdo de casos segundo o subtipo da SMD, a CR tem sido
apontada por alguns estudos como relativamente comum, acometendo em torno de 40-60%
dos pacientes pediatricos (POLYCHRONOPOULOU et al., 2004). Enquanto os subtipos
AREB e AREB-t aparecem em cerca de 15-20% da SMD na infancia (WEBB et al, 2002;
PASSMORE et al, 2003).

O diagnostico da SMD primaria em pediatria € considerado em muitos pacientes uma
pratica dificil. Estudos de biopsia de medula 6ssea revelaram a presenca de hipocelularidade
nos pacientes do subtipo CR em cerca de 60% dos casos. Nestes casos existe a dificuldade de
diagnostico entre SMD hipocelular e anemia aplastica (POLYCHRONOPOULOU et al.,
2004). Baumann e colaboradores (2012) mostraram a importancia de uma boa avaliacdo
morfoldgica para diferenciar a citopenia refratéria hipocelular na infancia da anemia aplastica,
sendo essencial para a escolha da estratégia terapéutica. Além disso, quadros de infeccdo,
desnutricdo e doencas congenitas podem dificultar o diagnoéstico de SMD.

Em relacdo a escala progndstica, tem sido utilizado o IPSS, uma vez que 0s
parametros considerados mais importantes para predizer evolucdo da doenca e tempo de
sobrevivéncia sdo: % de blastos na medula 0ssea, citogenética e citopenias. Entretanto, alguns
estudos sugerem que a utilizacdo do IPSS para SMD pediatrica apresenta limitacfes. Uma
dessas limitagBes estd associada ao parametro da citogenética, pois como existem poucos
estudos abordando o padrdo cromossémico em SMD priméria pediatrica na literatura, muitas
alteracdes cromossdmicas ndo apresentam seu valor prognéstico definido (HASLE et al.,
2004; SASAKI et al., 2001; PASSMORE et al., 2003).

As alteracBes citogenéticas clonais podem ser detectadas em 30-50% dos pacientes
adultos com SMD priméaria (PANANI & ROUSSOS, 2005; BACHER et al., 2009; WANG et
al., 2010). Na infancia existem poucos estudos com um grande nimero de pacientes devido a

sua raridade. No entanto, tem sido observado alta incidéncia de alteracbes cromossémicas, em
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torno de 50-70% dos casos (WEBB et al., 2002; KARDOS et al , 2003; YUSUF et al., 2004;
GOHRING et al., 2010). Essas alteracbes variam de uma simples mudanca estrutural ou
numérica até complexas lesGes gendmicas envolvendo trés ou mais cromossomos distintos.
AlteracGes citogenéticas simples ocorrem frequentemente nos estagios iniciais da doenca.
Entretanto, em estagios de transformacdo leucémica e/ou durante a evolucdo da doenca é
comum mudancas citogenéticas mais complexas (FERNANDEZ et al., 2000, WANG et al.,
2010).

Os estudos citogenéticos mostraram um papel fundamental no diagnéstico dos casos
de SMD, principalmente nas criangas, sendo utilizado para a confirmacdo de clonalidade
(SASAKI et al., 2001; PASSMORE et al., 2003, HAASE, 2008). A monossomia do 7 é a
alteracdo cromossdmica mais frequente em pacientes com SMD primaria da infancia, sendo
encontrada em aproximadamente 25% dos casos (HASLE & NIEMEYER, 2011). Esta
alteracdo esta associada com mau prognéstico e uma rapida progressao para LMA (SASAKI
et al., 2001; PASSMORE et al, 2003; AKTAS et al, 2006). A delecdo 7q é também
frequentemente encontrada em SMD, sendo geralmente acompanhada de outras alteragdes
cromossdmicas e associada com mau prognéstico (MHAWECH & SALEEM, 2001). Em
SMD de adultos esta alteracdo é mais observada nos casos de mielodisplasia secundaria
(KWONG, 2010).

A trissomia do cromossomo 8 é a segunda alteracdo numerica mais comum em
pacientes pediatricos com SMD (RAU et al, 2012; HASLE & NIEMEYER, 2011). A
incidéncia do ganho do cromossomo 8 em SMD primaria é de aproximadamente 10%, sendo
observada em todos os subgrupos (PANANI & ROUSSOS, 2005). Tanto o IPSS quanto
IPSS-R classificam esta alteracdo como de risco intermediario. Entretanto, alguns estudos
apontam que pacientes com esta alteragdo tém um risco aumentado de transformacéo
leucémica (SOLE et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2000).

Outras alteragbes aparecem com menor frequéncia em SMD na infancia, sendo
observada com maior incidéncia em adultos como: dele¢do do brago longo dos cromossomos
5 (del 5q) e 20 (del 20q), a delecdo do braco curto dos cromossomos 17 (del 17p) e 12 (del
12p) e a inversdo do cromossomo 3 (inv 3). Translocagdes reciprocas sdo raras e incluem
t(1,7)(q10;p10), (1;3)(p36;921), 1(3;3)(a21;926); t(6;9)(p23;934), 1(5;12)(q33;p13), e
t(5;7)(q33;p11) (DELFORGE et al., 2003; PANANI & ROUSSSOS, 2005, BORGONOVO et
al., 2005; HAASE et al., 2008; BELLI et al., 2011).
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Alteracdes citogenéticas envolvendo o cromossomo 5 incluem a del(5q), -5 e as
translocacfes ndo balanceadas. A delecdo do braco longo do cromossomo 5 pode ser terminal
ou na maioria dos casos intersticial, com o ponto de quebra na regido 5913933 ou 5¢031q33.
Neste caso, ndo se observa uma frequéncia aumentada de evolucdo para leucemia, a menos
que exista uma combinacdo com outros defeitos cromossémicos (PANANI & ROUSSOS,
2005). A del(5q) é considerada a alteracdo cromossdmica mais frequente em adultos com

SMD priméria. Esta alteracdo quando se manifesta isoladamente pode ser reconhecida como

sindrome 5q-. Esta sindrome é associada geralmente com pacientes do sexo feminino e idades
avancadas. O quadro clinico caracteristico € composto por anemia macrocitica, hiperplasia
eritréide na medula 6ssea, megacaridcitos pequenos e hipolobulados, trombocitose, menos de
5% de blastos na medula 6ssea e diagnostico de AR (HARRIS et al., 2000; HAASE, et al.,
2007). Esta alteracdo cromossémica € rara na infancia e, quando observada geralmente ocorre
em um contexto de cariétipo complexo (NIEMEYER & KRATZ, 2008).

Alteragcbes do bragco longo do cromossomo 11 sdo comuns em malignidades
mieloides, sendo encontradas em 5% dos casos de SMD primaria. Geralmente esta alteracéo
estd acompanhada de cariotipos complexos e tem um prognostico ndo favoravel (PANANI &
ROUSSOS, 2005). No entanto, o IPSS-R considera esta alteragdo cromossdmica associada
com bom prognéstico.

A delecdo do braco curto do cromossomo 17 (17p-) tem sido descrita em 4% dos
pacientes com SMD, estando frequentemente associada com altera¢des adicionais envolvendo
principalmente os cromossomos 5 e 7. Pacientes com esta alteracdo geralmente apresentam as
seguintes caracteristicas morfoldgicas: disgranulopoese com hipolobulacdo pseudo-Pelger-
Huet, hipo-granulacdo e vacuolos observados em pequenos neutréfilos (VALLESPI et al.,
1998). Clinicamente a doencga € agressiva com resisténcia ao tratamento e sobrevida mais
curta. O gene TP53 localizado na regido 17pl13 é tipicamente perdido nestes casos e a
inativacdo do segundo alelo no cromossomo homologo ocorre em aproximadamente 70% dos
casos (LAI et al., 1995; SAITO et al, 2011). No entanto, em malignidades hematoldgicas
pediatricas, existem controvérsias em relacdo a frequéncia de alteracBes cromossémicas e
moleculares envolvendo o gene TP53 (FELIX et al, 1996; SAITO et al, 2011).

Delecdo do brago longo do cromossomo 20, como anomalia Gnica ou em associagéo
com outras alteragdes, ocorre com uma incidéncia de aproximadamente 5%. A delecdo 20q ¢
usualmente intersticial, afetando em geral a regido 20911 e 20q13 (PANANI & ROUSSOS,

2005). Inicialmente alguns estudos mostraramm que esta anomalia estava associada com um
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pior prognostico (CAMPBELL & GARSON, 1994). Entretanto, estudos mais recentes e 0
IPSS sugerem que pacientes que apresentam esta alteracdo de forma isolada apresentam um
progndstico favordvel (GREENBERG et al., 1997; LIU et al., 2006; GREENBERG et al.,
2012; BACHER et al., 2014).

A incidéncia das alteracdes citogenéticas pode refletir em uma instabilidade genémica
clonal, levando a uma pré-disposicdo para a aquisicdo de lesbes genéticas adicionais. Estudos
citogenéticos de acompanhamento de evolugdo da SMD para LMA demonstraram que
alteracdes cromossomicas simples ocorrendo em subtipos de SMD sé&o acrescidas de outras
alteracdes durante a progressdo da doenca (FERNANDEZ et al., 2000; WANG et al., 2010),
estando envolvidas alteracbes em oncogenes e genes supressores de tumor (MORI et al.,
2000; MHAWECH & SALEEM, 2001; JADERSTEN& HELLSTROM-LINDBEERG,
2010).

A progressdo histopatologica do tecido normal para o cancer € um processo que ocorre
em mdltiplas etapas, no qual o somatério de varias lesGes genéticas culmina na transformacao
maligna. O desenvolvimento e a evolu¢do da SMD primaria a partir de estagios precoces até
estagios mais avancados da doenca e sua eventual transformacéo para leucemia parecem estar
de acordo com este conceito (STEENSMA & TEFFERI, 2003). Por isso, a SMD ¢
considerada um modelo ideal para estudo da leucemogénese.

Embora muitas alteracdes cromossdmicas tenham sido identificadas em SMD
primaria, alteracGes moleculares responsaveis pelo inicio e evolucdo desta doenca ainda séo
pouco conhecidas nos pacientes adultos e principalmente nos pacientes pediatricos
(QUESNEL et al., 1998; TIEN et al., 2001, LOOK., 2005). No entanto, recentes descobertas
moleculares tém proporcionado novos conhecimentos identificando alteracbes genéticas e
epigenéticas especificas relacionadas com os programas de proliferacdo, diferenciacdo e
morte celular (apoptose), alterando processos de sinalizagdo molecular. Muitos desses genes
mutados tém sido indicados como importantes fatores progndsticos, sendo criticos para o
desenvolvimento da doenca e sua evolucdo para LMA (tabela 6) (GREENBERG, 2013).
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Tabela 6 - Mutac6es em genes relacionados ao progndstico desfavoravel em SMD priméria

Genes Funcéo

RUNX1, N-Ras , ETV6, FMS, FLT3, SETBP1 | Sinalizagdo /diferenciacéo celular
TP53, NPM1 Regulagéo do ciclo celular

BCL2 Apoptose

RPS1, RPL23, RPS4X, RPS25, RPS19
SF3B, SRSF, SETBP1, CUX1, U2AF1
ASXL1, EZH2, TET, DNMT3A

Transcrigéo
Reguladores transcricional
Reguladores epigenéticos

Fonte: GREENBERG, 2013.

As alteracbes moleculares envolvidas com o desenvolvimento da SMD e sua evolucao
para LMA levam a ativacdo de oncogenes e inativacdo de genes supressores de tumor. Entre
0s oncogenes envolvidos na leucemogénese destaca-se 0 N-ras. Mutacdo no proto-oncogene
N-ras sinaliza de forma constitutiva para a proliferacdo celular. Estudos demonstraram
mutacao pontual no oncogene N-ras em 10% a 40% dos casos de SMD primaria em pacientes
adultos, sendo esta alteracdo associada com diminuicdo na sobrevida e alta incidéncia de
progressao leucémica (NIIMI, 2006). Entretanto, alguns estudos sugerem que a mutacdo N-
ras ocorre em estagios iniciais da SMD, uma vez que pacientes com cari6tipos normais dos
subtipos menos agressivos da doenca AR e ARSA podem apresentar N-ras mutado
(FERNANDEZ et al., 1998). Os achados de mutacdo N-ras em SMD primaria ainda sao
controversos. Tem sido sugerido que a mutacdo no oncogene N-ras pode ocorrer em estagios
inicias ou avancados da doenca, podendo contribuir para a patogénese da SMD por estimular
inicialmente a expansdo clonal ou tardiamente a transformacéo leucémica (NISHINO et al.,
2005). Em SMD da infancia, a presenca de muta¢6es nos onocogenes N-ras e K-ras ocorrem
em uma frequéncia muito baixa. Jekic e colaboradores (2004) estudaram 35 pacientes
pediatricos com SMD primaria e verificaram a presenca de mutacdo no gene ras em apenas
trés pacientes, estando esse grupo associado com cariétipos normais.

Outro gene alterado descrito em pacientes com SMD € o c-fms. O gene c-fms codifica
o receptor do fator estimulador de coldnia CSF-1 ou CSF de macro6fagos, sendo sua atividade
dependente da ligacdo a tirosina quinase. CSF-1 quando ativo promove a proliferacdo e
diferenciacdo de células hematopoeéticas da serie mondcito-macrofago. MutacGes no gene c-
fms resulta em uma proteina com alteracbes conformacionais, levando a expressdo
constitutiva do receptor. Mapeado na regido q33 do cromossomo 5, o gene c-fms tem sido
implicado na patogénese de doencas hematoldgicas da linhagem mieldide. Mutacdo pontual

no cédon 969, deste gene ocorre com maior incidéncia em subtipos mais avancados de SMD
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(NISHINO et al., 2005). Além disso, alguns estudos indicam que genes supressores de tumor
criticos para o desenvolvimento dos subtipos mais agressivos da SMD e da LMA estdo
localizados na regido 5031 (ROYER-POKORA, 2006). Estudos de haploinsuficiéncia
sugerem genes como EGR1 (“Early Growth Response 17), CSF1R (“Colony stimulating
factor 1 receptor”), ¢ RPS14 (“Ribosomal protein S14”) possam contribuir para a
transformacdo maligna (DE SOUZA et al., 2010; BAJAJ et al., 2011). Recentemente, o0 gene
EGRL1 tem sido demonstrado como um regulador direto dos genes supressores de tumor TP53,
CDKN1A/p21, TGFB e PTEN, e a perda de fungdo destes genes supressores esta
correlacionada com a imortalidade celular e a “fuga” do programa de apoptose (BARON et
al., 2006). Estes estudos foram realizados em pacientes adultos.

O gene MLL, localizado na regido g23 do cromossomo 11, encontra-se rearranjado em
70% dos casos das leucemias agudas da infancia e 10% dos casos das leucemias agudas de
adultos (KRIVTSOV & ARMSTRONG, 2007; MEYER et al., 2009; LIM et al., 2014). O
gene MLL codifica uma proteina com maltiplos dominios, pertencente ao grupo de proteinas
Trithorax (TrxG), sendo expressa tanto em células hematopoéticas pluripotentes quanto na
populacdo de células progenitoras. Membros da familia Trithorax estdo associados com a
regulacdo positiva de expressdo de genes-alvo. A proteina MLL é processada pos-traducao
por clivagem proteolitica, gerando os fragmentos N-terminal e C-terminal. Os dominios
associados a porcdo C-terminal auxiliam na preparacdo da cromatina para a transcricdo
eficiente e, os dominios associados a por¢do N-terminal contém caracteristicas essenciais para
0 correto direcionamento do complexo MLL. Desta forma, o complexo MLL coordena trés
principais mecanismos de modificacdo da cromatina: metilacdo, acetilacdo e remodelamento
nucleossdmico (KRIVTSOV & ARMSTRONG, 2007; JOBE et al., 2012). Em pacientes
adultos com SMD, este gene foi descrito estando associado com a transformacdo para LMA
(IBRAHIM et al., 2000). No entanto, existem poucos estudos mostrando o envolvimento do
gene MLL em SMD primaéria pediatrica (RODRIGUES et al., 2007).

Interessantemente, muitos dos genes, frequentemente mutados em SMD primaria
codificam proteinas envolvidas na maquinaria epigenética da célula, sugerindo uma ligacao
entre 0s mecanismos genéticos e epigenéticos na patogénese desta doenca.

O termo epigenética refere-se a modificagGes covalentes reversiveis e herdadas da molécula
de DNA, sem que haja alteracdo na sequéncia de bases (GALM et al., 2006). Mecanismos
epigenéticos desempenham um papel essencial no silenciamento transcricional em muitos

processos, tais como a inativagdo do cromossomo X, o “imprinting"”, o controle da expresséo
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génica tecido-especifica e a manutencdo da integridade cromossémica, agindo também na
defesa do genoma contra elementos genéticos moéveis (LAIRD & JAENISCH, 1996;
BARROS & OFFENBACHER, 2009). Existem dois mecanismos principais evolvidos na
epigenética: a metilacdo do DNA e a modificagdo de histonas.

A metilacdo do DNA é um processo epigenético natural que constitui na modificacao
enddgena mais comum no genoma de mamiferos, sendo essencial para o desenvolvimento do
organismo (GALM et al, 2006). A metilacdo ocorre somente nas bases citosina que estdo
localizadas proximas das bases guanina de um dinucleotideo simétrico, CpG (Figura 2A).
Citosinas metiladas representam 0,75-1% do total de bases do DNA (WORN & GULDBERG,
2002).

As ilhas CpGs s@o encontradas em pequenas regides de 1-2 Kb, representando,
aproximadamente, 2% do genoma, e possuem propriedades distintas quando comparadas com
o restante do DNA gendmico. Com relacdo a sua distribuicdo, as ilhas CpGs sdo comumente
encontradas dentro ou proximas a promotores de genes de manutencdo (RAKYAN et al.,
2001). Aproximadamente 70% dos dinucleotideos CpGs estdo metilados, no entanto, muitas
ilhas CpGs apresentam-se livres de metilagdo, estando associadas com a atividade
transcricional do gene. O padrdo de metilacdo da célula é precisamente reproduzido apos a
sintese do DNA e estavelmente transmitido para as células filhas. A adi¢do de um grupamento
metila (CH3) na posicdo 5 da citosina é um evento catalisado por um grupo de enzimas
chamadas DNA metiltransferases (DNMT). A DNMT3A e DNMT3B estdo envolvidas na
metilacdo "de novo" e DNMT1 promove a manutencdo do DNA semi-metilado durante a
replicacdo. A S-adenosil-metionina (SAM) serve como doadora de radicais metila nas reagdes
de transmetilacdo (Figura 2B) (WORM & GULDBERG, 2002).
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Figura 2 - Regido de metilacdo na sequéncia do DNA e adicdo do grupamento metila pelas
enzimas DNMTs
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Legenda: A - O genoma humano apresenta grupos metil, os quais ocorrem exclusivamente em residuos de
citosina dentro de um dinucleotideo simétrico CpG; B - A adicdo do grupo metil a citosina é catalizada
pela DNA metiltransferase (DNMT), usando a S-adenosil-L-metionina (SAM) como um substrato.

Fonte: WORN & GULDBERG, 2002.

A metilacdo do DNA promove mudangas na estrutura da cromatina, modificando as
interacdes entre 0 DNA e os fatores de transcricdo. Tais mudancgas podem regular, reversivel
ou irreversivelmente, as fungbes do genoma atuando na repressdo transcricional e na
organizacgdo da cromatina. Genes que sdo ativamente transcritos tendem a ter baixos niveis de
metilacdo das suas regiGes promotoras, enquanto que genes silenciosos, isto é, que ndo se
expressam em determinados tecidos ou circunstancias, tém sua regido promotora altamente
metilada (Figura 3) (WORM & GULDBERG, 2002).
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Figura 3 - Atividade transcricional do gene de acordo com o padrdo de metilagdo

A

llha CpG

Promoter Exon 1

Legenda: Citosinas ndo metiladas sdo amplamente encontradas em ilhas CpGs, as quais usualmente estdo
localizadas no promotor e nas regides do primeiro éxon de genes “housekeeping”. A - O estado
completamente desmetilado de uma ilha CpG na regido promotora esta relacionado com a atividade
transcricional, entretanto; B - metilacdo completa, causa o silenciamento transcricional.

Fonte: WORN & GULDBERG, 2002.

Estudos iniciais sobre o mecanismo do efeito inibitdrio da metilacdo sugeriram uma
interferéncia direta dos grupamentos metila na ligacdo de fatores de transcricdo a seus sitios
de reconhecimento na cromatina. Sendo assim, os fatores de transcricdo que se associam a
sequéncias que contém dinucleotideos CpG ndo conseguem se ligar a essas sequéncias
quando os residuos CpG estdo metilados. No entanto, modelos alternativos referem-se a
mudancgas na arquitetura nucleossomal como um elemento de repressédo. Este modelo foi
reforcado pela identificacdo de uma familia de proteinas que preferencialmente ligam-se a
CpGs metilados (MBPs - proteinas ligadoras de CpG metilados) (WADE, 2001). Algumas
destas proteinas tém sido diretamente implicadas no silenciamento de genes metilacdo-
dependentes, por recrutar histonas desacetilases (HDACSs) para o local da metilagdo. HDACs
catalizam a remocdo dos grupos acetil dos nucleossomos, convertendo a estrutura da
cromatina aberta para transcricdo para uma estrutura fechada, a qual se torna inacessivel a
maquinaria transcricional basal (Figura 4) (WORN & GULDBERG, 2002; GALM et
al.,2006).
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Figura 4 - Modelo para o silenciamento transcricional dependente de metilagéo
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Legenda: Citosinas metiladas sdo reconhecidas por proteinas ligadoras de metil CpG (MBPs), as quais recrutam
histonas desacetilases (HDACs) para o local da metilagdo, convertendo a cromatina em uma estrutura
fechada, que se torna inacessivel a maquinaria de transcricao.

Fonte: WORN & GULDBERG, 2002.

No céancer a hipermetilacdo de regides promotoras de genes supressores de tumor é
uma importante alteracdo epigenética que esta despertando um grande interesse no estudo de
desenvolvimento de novas terapias. Estudos em malignidades hematoldgicas tém mostrado
uma forte relagéo entre metilagdo e fendtipo neoplasico.

Em SMD, numerosos estudos de metilagdo do DNA tém revelado a complexidade da
doenca a nivel epigenético. Uma recente revisdo em metilacdo do DNA em SMD priméria
descreve os diversos genes frequentemente metilados (tabela 7). Estes genes estdo envolvidos
em diversas fungdes como: reparo do DNA, apoptose, proliferacdo e regulacdo do ciclo
celular (KHAN et al., 2013; SANTINI et al., 2013).
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Tabela 7 - Genes frequentemente metilados em SMD primaria

Genes Funcéo

p15MKe® p1eNKaa regulacdo do ciclo celular
Calcitonina metabolismo do célcio e fosforo
DAPK-1 Apoptose

E-caderina (CDH1) Adesdo celular

ER receptor de hormonio

SOCS-1 supressor de citocinas

RIZ1 regulacdo do ciclo celular

Fonte: SANTINI et al., 2013

Diversos genes envolvidos no controle do ciclo celular encontram-se alterados por
metilacdo nas doencgas hematoldgicas, principalmente os membros da familia Ink4, p15 e p16
(LEHMANN, 2004, CANDILORO et al., 2008).

Os genes p15™K* ¢ p16™*® estdo localizados na regido p21 do cromossomo 9. As
proteinas codificadas por esses genes induzem a parada do ciclo celular na fase G1-S através
da inibicdo da atividade do complexo ciclina D e CDK4 e CDKG6. A transicéo da fase G1 para
S representa um ponto extremamente importante no relégio do ciclo celular (figura 5).

5INKab 6™ induzem a repressdo

Metilacdo em regiGes promotoras dos genes pl e pl
transcricional desses dois genes, contribuindo para a passagem direta da célula para a fase S.
Dessa forma, a inibicdo da expressdo desses genes esta associada com alta taxa de

proliferacdo celular (LEES, 1995; COTRAN et al., 2000).
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Figura 5 - Genes p15 e p16, membros da familia INK4 de inibidores do ciclo celular
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Legenda: O ciclo celular é dividido em quatro fases — G1, S, G2 e M. Estdo representados os periodos de
atividade dos complexos ciclina-Cdks durante a progressdo do ciclo. Varias proteinas inibidoras
podem parar o avango deste ciclo em fases especificas G1— S e G2— M. Por exemplo, 0s membros
da familia de inibidores INK4 p15 e pl16, atuam blogueando a atividade do complexo ciclina D e
CDK4 e CDK®, impedindo o avanco do ciclo da fase G1 para S.

Fonte: COTRAN et al., 2000.

INK4 INK4
5!NK4b p'NK4a

Em neoplasias hematoldgicas, tem sido verificado que o0s genes pl e pl
estdo frequentemente deletados em leucemia linféide aguda em criangas e adultos
(STREFFORD, 2007; IACOBUCCI et al., 2011). No entanto, em SMD primaria, estes dois
genes sdo raramente mutados ou deletados (NAKAMAKI et al, 1997; MARISAVLIJEVIC et

5NK4atua como um importante regulador da

al., 2013). Estudos mostraram que pl
proliferacdo e diferenciagdo das linhagens mieldides, monocitica e megacariocitica, inibindo
esses processos (TEOFILI et al, 2001). Posteriormente, foi demonstrado, que o silenciamento
transcricional dos genes p15™* e p16™K*2 via metilacdo aberrante é um evento critico na

5'NK4b tem sido observada em

leucemogénese. A metilagdo na regido promotora do gene pl
SMD e leucemias agudas, tanto linféide quanto mieléide (HERMAN et al., 1996a, AU et al.,
2003; GARCIA-MANERO et al., 2002; KIM et al., 2010).

No sentido de verificar o papel desses dois genes no processo de desenvolvimento e

evolugcdo da SMD para LMA foram realizados alguns estudos correlacionando alteracGes
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nesses genes com o0s subtipos da doenca segundo a classificagio FAB. Alguns grupos

5'NK4b 5corre com maior incidéncia nos casos

demonstraram que a metilacdo aberrante de pl
de expansdo blastica como AREB, AREB-t e LMA resultante de transformacdo de SMD e
mais raramente nos subtipos iniciais da doenca (UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al.,
1998). No entanto, outros estudos mostraram que alteracbes nos padrGes de metilacdo em
p15™%* hodem ocorrer em todos os subtipos da doenca (TIEN et al., 2001; AGGERHOLM et
al., 2006; HOFMANN et al., 2006). Dessa forma, ndo é claro se esta alteragdo epigenética
ocorre em fases iniciais do diagnostico ou se € um evento associado a transformacao
leucémica e qual o seu verdadeiro impacto progndstico.

A maioria desses trabalhos foi realizada em pacientes adultos com SMD priméria,
existindo poucos estudos de investigacdo da incidéncia e do papel da metilagdo dos genes
p15™K%® e p16™K4 em SMD priméria na infancia (HASEGAWA et al., 2005, VIDAL et al.,
2007; KIM et al., 2013).

Um grupo de genes que possuem um papel central em eventos de re-programagado
epigenética € o grupo da familia Polycomb (PcG). Os genes Polycomb codificam as proteinas
(PcG) que possuem um papel importante no controle da expressao génica. Essas proteinas
associam-se a cromatina de genes-alvo e atuam como uma plataforma de recrutamento para as
enzimas metiltransferases, promovendo o silenciamento do gene (TAKIHARA, 2008; HOCK,
2012). As proteinas PcG compreendem dois complexos repressivos: PRC1, formado pelos
genes MEL-18, RING1, PC, PH e Bmi-1, e PRC2, do qual fazem parte os genes EED, SUZ12,
RBP48 e EZH2. O complexo PRC2 exerce uma atividade metiltransferase levando a
metilacdo da histona H3 na lisina 27 (H3K27me) via dominio SET de EZH2. H3K27me
recruta o complexo PRC1, o qual ubiquitina a histona H2AK119, DNA metiltransferases e
histonas desacetilases, levando a compactagdo da cromatina e a repressao transcricional
(figura 6) (LUND et al., 2014). A expresséo alterada de proteinas da familia Polycomb tem
sido relacionada com a desregulacéo da proliferacdo celular e o desenvolvimento do cancer,
entre elas destaca-se EZH2 (TAKIHARA, 2008; CHASE & CROSS, 2011).
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Figura 6 - Interag&o e efeitos do gene EZH2 na regulagdo da represséo transcricional
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Legenda: O complexo repressivo Polycomb 2 (PRC2) exerce uma atividade metiltrasnferase atuando na histona
H3K27 via dominio SET da subunidade EZH2 no gene-alvo. A metilagdo H3K27 leva ao recrutamento
do complexo PRC1, o qual ubiquitina a histona H2AK119, das DNAs metiltransferases e das histonas
desacetilases, levando a compactacdo da cromatina e a repressao transcricional.

Fonte: LUND et al., 2014.

O gene EZH2 codifica a proteina histona metil-transferase. Esta proteina é altamente
conservada e, apresenta um papel critico na renovacdo de células tronco, na manutencdo e
diferenciacdo de linhagens celulares especificas, incluindo a miogénese, adipogénese,
osteogénese, neurogénese, hematopoese, diferenciacdo epidermal e hepatogénese (CHEN et
al., 2012). EZH2 também interage e modula as DNAs metiltransferases, tendo um papel
importante no remodelamento da cromatina. Este gene esta localizado na regido 7g36.1, uma
regido frequentemente deletada em neoplasias mieldides, principalmente na SMD priméria da
infancia (CARDOSO et al., 2000; FISKUS et al., 2006; GRUBACH et al., 2008). Alguns
estudos mostraram a presenca de mutacdo pontual do gene EZH2 em 2%- 6% dos pacientes
com SMD primaria, estando a mutacdo em sua maioria em homozigose ou bi-alélica
(NIKOLOSKI et al., 2010; MAKISHIMA et al., 2010; ERNST et al., 2010). Experimentos in
vitro sugerem que muta¢des em EZH2 encontradas em pacientes com SMD estdo associadas
com um pior prognoéstico e menor sobrevida (ERNST et al., 2010).

Alguns estudos tém mostrado super-expressdao de EZH2 em diversas malignidades
hematoldgicas e em tumores solidos, estando associada a um pior prognéstico (TSANG &

CHENG, 2011). Em SMD primaria, foi observada a existéncia de correlacdo entre metilacdo
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do DNA e um aumento de expressdo de EZH2, sugerindo uma possivel participacdo deste
gene no processo de regulacao epigenética (XU et al., 2011). No entanto, até 0 momento nédo
existem estudos com o gene EZH2 em pacientes pediatricos com SMD primaria.

AlteracBes no padrdo de metilacdo e regulacdo epigenética tém sido observadas em
linhagens celulares que adquirem resisténcia apds o tratamento com drogas (VIDAL et al.,
2007). Apesar de, nos ultimos anos, varios estudos terem mostrado a incidéncia e o impacto
clinico de multiplas lesdes genéticas em SMD, os mecanismos envolvidos na resisténcia a
terapia de pacientes que nao sdo submetidos ao transplante de células tronco hematopoéticas
continuam obscuros.

O fracasso da quimioterapia no tratamento do cancer pode ocorrer através do efluxo
aumentado de agentes quimioterapicos, levando a reducdo intracelular do nivel da droga e
consequente auséncia de resposta ao tratamento. Uma das causas da resisténcia a multiplas
drogas esta relacionada com o aumento de expressdo de membros da super-familia de genes
da cascata de transportadores ligados a ATP (ABC). Transportadores ABC pertencem a uma
grande familia de proteinas transmembrana, com sete sub-familias que séo designadas de A a
G. Dentre os transportadores de resisténcia a multiplas drogas destaca-se o gene ABCBL,
também conhecido como MDR-1, o qual codifica a glicoproteina-P (P-gp) que é
universalmente descrita como um biomarcador de resisténcia a maltiplas drogas. A P-gp €
uma proteina trans-membrana, a qual realiza atividade de efluxo de xenobiéticos e drogas nas
células, protegendo o organismo da acdo de determinados farmacos. A funcdo da P-gp é
impedir a entrada de farmacos na célula ou promover a eliminacdo dos mesmos, dependendo
de sua localizacdo. A super-expressdo de MDR-1 esta associada com o fracasso do tratamento
em muitos tipos de cancer, tanto em tumores solidos (rins, figado, intestino), quanto em
neoplasias hematologicas (linfomas e leucemias) (AMBUDKAR et al., 2003; FLETCHER et
al., 2010). A descoberta de MDR-1 possibilitou um avango no entendimento do mecanismo de
resisténcia a multiplas drogas e levou a identificacdo de numerosas proteinas com estrutura
relacionada e similar capacidade de transporte. Diversos quimioterapicos ja foram descritos
como substratos para a P-gp, dentre eles podemos citar: colchicina, antraciclinas,
epipodofilotoxinas, taxanes, camptotecinas, imatinib, mitoxantrone e metotrexate
(FLETCHER et al., 2010).

Estudos de expressdo do gene MDR-1 tém sido realizados em pacientes adultos com
SMD primaria. Estes estudos tém mostrado um aumento de expressdo deste gene e, uma

associacdo com a evolucéo para LMA e a diminuicdo de sobrevida dos pacientes (LIST et al.,
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1991; LEPELLEY et al., 1994; ZOCHBAUER et al., 1994; KURATA et al., 2006). Uma
revisao da literatura mostrou que, até o0 momento, nenhum estudo foi realizado em pacientes
pediatricos com SMD priméria.

O preciso mecanismo de regulacdo do gene MDR-1 ainda é desconhecido. Alguns
estudos em cancer tém demonstrado que a hipometilacéo da regido promotora do gene MDR-1
estd associada com um aumento de expressdao da glicoproteina P e a refratariedade ao
tratamento (SHARMA et al, 2010). Em LMA, a metilagio do gene MDR-1 foi observada com
baixa frequéncia (TOYOTA et al., 2001). Em SMD priméria ndo existem estudos mostrando
alteracdes epigenéticas no gene MDR-1.

Vaérios tratamentos vém sendo utilizados em pacientes adultos e pediatricos com
SMD priméria, com o objetivo de eliminar as citopenias, assim como de recuperar a
hematopoese. Uma das terapias utilizadas € a de suporte que envolve as transfusdes
sanguineas e antibidticos; fatores de crescimento isolados ou em combinacao, ciclosporina ou
globulina anti-timocito (ATG) sdo também utilizadas em pacientes que apresentam medula
6ssea hipocelular. Nos subtipos mais avancados da SMD (AREB, AREB-t, LMMC) é
utilizada a quimioterapia com agente Unico: hidroxiurea, etoposideo, mercaptopurina, baixa
dose de arabinosideo citosina (ARA-C). Em alguns casos €é utilizada a quimioterapia intensiva
similar aguela dada a pacientes com LMA, como a combinacédo de fludarabina e alta dose de
ARA-C, induzindo inicialmente, a remissdo nesses doentes (HELLSTROM-LINDBERG,
2000).

O transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) alogénico é, atualmente, a
Unica opcdo terapéutica curativa para os pacientes com SMD priméaria. No entanto, o seu uso
é limitado para pacientes até 55 anos de idade e que possuam doadores histocompativeis
(GIRALT et al., 2005; WONG et al., 2005; KINDWALL-KELLER, 2009). Para pacientes
jovens (< 40 anos) com SMD ou LMA secundéria a SMD, o TCTH alogénico ¢ apontado
como a melhor opcdo de tratamento (YUSUF et al., 2004; ESPIGADO et al., 2005; SMITH et
al., 2013). Inicialmente, a medula 6ssea era a Unica fonte de células-tronco hematopoéticas
para o0 TCTH alogénico, no entanto atualmente o sangue de corddo umbilical tem sido
utilizado como uma satisfatoria fonte de celulas tronco para diversos grupos de pacientes
adultos e pediatricos. Estudos demonstraram que ap0s o transplante de sangue de corddo
umbilical a taxa de recaida, de sobrevida livre da doenca e a sobrevida total dos pacientes com
malignidades mieldides é similar a de outras fontes de células tronco hematopoéticas
(BALLEN et al., 2006; BRUNSTEIN et al., 2007). Desta forma, o sangue de cordao
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umbilical é uma fonte alternativa de células tronco hematopoéticas para pacientes que
necessitam de um transplante alogénico, mas ndo apresentam doadores histocompativeis. Em
pacientes pediatricos, estudos sugerem que o TCTH deve ser indicado no inicio do curso da
doenca, principalmente para aqueles pacientes que apresentam anormalidades citogenéticas de
mau prognostico (CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013; SMITH et al., 2013). No grupo de
criancas com AREB e AREB-t estudos mostram que o TCTH pode melhorar a sobrevida,
embora a importancia da terapia com citoredutores antes do TCTH permaneca controversa.
No entanto, devido a presenca de complicacfes clinicas no p6s-TCTH, como a doenca
enxerto versus hospedeiro, possiveis recaidas da doenca que podem levar a morte dos
pacientes, novas formas de tratamento vem sendo avaliadas (KIKUCHI et al., 2012;
CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013).

Com o delineamento das caracteristicas bioldgicas que norteiam o fenétipo da SMD
primaria, novas drogas introduzidas no tratamento desta doenca tém mostrado um grande
potencial terapéutico. Como por exemplo, agentes imunossupressores, anti-angiogénicos
(principalmente a talidommida e lenalidomida) (MUSTO et al., 2004; SYED & SCOTT,
2013), citoprotetores (amifostina), inibidores do receptor da tirosina quinase (mesilato de
imatinibe) (GILES et al., 2003), inibidor de farnesil transferase (inibidor da via Ras)
(KURZROCK et al., 2004). Além disso, uma nova classe terapéutica chamada inibidores da
metiltransferase (IMT) vem sendo utilizada no tratamento da SMD. Os representantes desta
classe incluem a azacitidina (5-azacitidina) e decitabina (5-aza 2’ deoxicitidina). Ambos sdo
agentes hipometilantes que se incorporam no DNA e, entdo irreversivelmente ligam-se e
inibem a acdo da DNA metiltransferase. Esta interacdo resulta inicialmente em um DNA
semi-metilado. Apds outros ciclos celulares, este, torna-se totalmente ndo metilado. A acdo
destes farmacos leva a reativacdo de genes epigeneticamente reprimidos, como genes
supressores de tumor. Agentes desmetilantes tém sido utilizados no tratamento da SMD
priméaria em pacientes adultos de alto risco e, tem sido observado um aumento no tempo de
progressdo da SMD para LMA. Estudos com azacitidina mostraram um aumento significativo
na sobrevida e melhora na qualidade de vida desses pacientes quando comparado com a
quimioterapia (SILVERMAN & MUFTI, 2005; ATALLAH et al., 2007, FENAUX et al.,
2009; SCOOT et al., 2010). Para o grupo de SMD de baixo risco, azacitidina e decitabina séo
indicados para pacientes que séo altamente dependentes de transfusao, que ndo respondem ou

ndo sdo candidatos ao uso de fator de crescimento ou a lenalidomida (GARCIA-MANERO,
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2011). Estes estudos sdo baseados em pacientes adultos. O impacto destes medicamentos na
SMD primaria na infancia ainda é desconhecido.

Devido a raridade da SMD primaria na infancia, poucos estudos sobre o seu
desenvolvimento e a sua evolucdo para LMA foram realizados. Dessa forma, torna-se
fundamental a caracterizacdo de marcadores citogenéticos e moleculares que auxiliem o
diagnostico e a definicdo de fatores prognosticos. Estes esclarecimentos sdo importantes para
auxiliar na escolha de protocolos de tratamentos, além de adicionar novos conhecimentos

associados ao desenvolvimento desta neoplasia hematoldgica.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Este trabalho apresenta como objetivo geral identificar biomarcadores de diagndstico e

de progndstico em SMD primaria na infancia que contribuam no conhecimento das alteraces

que levam ao desenvolvimento desta doenca e sua evolucao para LMA.

1.2 Especificos

a) Realizar uma analise citogenética retrospectiva e prospectiva (1991-2013) em pacientes

com SMD priméaria na infancia e acompanhar citogeneticamente e clinicamente estes

pacientes para observar as principais alteragdes numeéricas e estruturais envolvidas no

processo de transformacao leucémica.

b)
c)

d)

f)

9)

Caracterizar o padrdo cromossdmico de pacientes com SMD primaria na infancia.

Aplicar a técnica de FISH para confirmar as alteracbes cromossémicas nos seguintes
casos: quando 0s cromossomos apresentarem baixa resolucdo pela técnica de
bandeamento G, quando o nimero de metafases analisadas para caracterizar um clone
for pequeno e para 0 monitoramento do tratamento quando a preparacao citogenética for

sem mitose.

INK4| INK4
gINKab —h1pINKéa

Analisar o padrdo de metilagdo dos genes pl e MDR-1 em células de

, p1
medula Ossea de pacientes com SMD primaria na infancia e comparar com o padrédo
obtido em doadores para 0 TMO e linhagens celulares especificas.

Analisar o padrdo de expressdo dos genes MDR-1 e EZH2 em células de medula 6ssea
de pacientes com SMD priméaria da infancia e comparar com o padrdo obtido em
doadores para 0 TMO.

Correlacionar os dados moleculares com os subtipos da classificacdo da SMD primaria
da infancia e com os cariétipos dos pacientes.

Identificar marcadores citogenéticos e moleculares envolvidos no desenvolvimento e na
evolugdo da SMD primaria da infancia para LMA, na tentativa de sugerir vias de

evolucéo da doenca.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Pacientes

Foi realizado um estudo, retrospectivo e prospectivo, no periodo de 1991 a 2013 em
115 amostras de medula Ossea de pacientes pediatricos com sindrome mielodisplésica
primaria. Esses pacientes foram provenientes das seguintes Instituicdes: Centro de
Transplante de Medula Ossea- Instituto Nacional do Céancer (CEMO-INCA), Servico de
Hematologia (INCA), Instituto Estadual de Hematologia Arthur Siqueira Cavalcanti
(HEMORIO), Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) e Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG -UFRJ). A média de idade dos pacientes foi 8,5 anos
(variando de 3 meses a 18 anos, desvio padrao: 5,44), sendo 66 pacientes do sexo masculino e
49 do sexo feminino. Os estudos hematoldgicos e clinicos foram realizados pelos proprios
hematologistas nas instituicdes de origem, como parte da investigacdo de rotina, e 0S
diagndsticos seguiram os critérios propostos pela classificacdo de SMD da infancia segundo
Hasle e colaboradores (2003). Foram incluidos em nosso estudo 3 pacientes com sindrome de
Down apresentando SMD primaria. Foram excluidos deste estudo os pacientes acima de 18
anos, apresentando SMD secundéria e, classificados com leucemia mielomonocitica juvenil
(LMMJ). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Instituto Nacional
do Céncer (Cep n° 62/10, Anexo A). Todos os procedimentos realizados seguiram as normas

de bioética segundo a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

2.2 Analise citogenética

2.2.1 Cultura de células de medula Ossea

Para este procedimento, utilizamos a técnica de Testa e colaboradores (1985) com
algumas modificacdes. As células da medula 6ssea foram lavadas com meio RPMI 1640 (Life
Technologies, USA), em seguida, foi feita uma diluicdo de 1:20 da suspensdo celular em
liquido de Thomas (1mL de acido acético glacial, uma gota de violeta genciana, 100mL de
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agua destilada) e as celulas foram contadas na cadmara de Newbauer em microscopio 6tico
contraste de fase (Olympus, USA). Foram incubadas de 5 x 10° a 10 x 10° células/mL em
80% de RPMI e 20% de soro fetal bovino (Life Technologies, USA) a 37°C, numa atmosfera
de 5% de CO, por 24 horas. Duas horas antes do término da cultura, foram adicionados
0,05ug/mL de colchicina e a cultura foi incubada novamente por mais 1 hora nas mesmas

condicdes.

2.2.2 Término das culturas e preparacdo das laminas

Neste procedimento o método utilizado foi o de Hungerford (1965) com modificacoes.
Ao final da incubagdo, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R, Thermo
Scientific, USA) por 6 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso
em 5mL de uma solugdo hipotonica (KCI 0,075M). O material foi incubado a 37°C por 15
minutos, sendo em seguida centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R, Thermo Scientific, USA)
por 6 minutos. Foi feita a fixacdo do material com Solucdo Carnoy 3:1 (metanol : &cido
acetico), sendo na primeira fixacdo adicionado lentamente um volume de 5mL. Apds 20
minutos a temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R,
Thermo Scientific, USA) durante 6 minutos e o sobrenadante desprezado. O procedimento foi
repetido mais 2 vezes e o precipitado da ultima fixacdo foi ressuspenso em um pequeno
volume de fixador, que variou de acordo com a quantidade de material. As laminas foram
preparadas pingando-se uma gota de suspensdo celular em uma lamina limpa e umedecida e o
material foi fixado sobre a ldmina na chama. A primeira lamina obtida foi corada com corante
Giemsa 2% em tampéo fosfato (0,102M NaH,PQO,; 0,098M Na,HPO,, pH 6.8) e observada no
microscopio 6tico para verificar o indice mitético e a qualidade das metafases. As demais
laminas foram envelhecidas de 1 dia a 1 semana a temperatura ambiente para o bandeamento
GTG.
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2.2.3 Bandeamento GTG

Para obtencdo de padrdes de bandeamento GTG foi utilizada a técnica de Seabright
(1971) com o seguinte procedimento: as ldminas foram incubadas em uma solucéo de tripsina
0,1% em solucdo Dulbeco (0,137M NaCl; 0,0027M KCI; 0,0015M KH,PO4; 0,011M
NaH,PO,; pH 7.8), em tempos que variaram de 1 segundo a 1 minuto. Em seguida, as laminas
foram lavadas com solucédo de soro fisiologico (NaCl 9%) e coradas em uma solucdo de

Giemsa (Merck, Alemanha) a 2% em tampéo fosfato durante 15 minutos.

2.2.4 Andlise cromossdmica

Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o Sistema
Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana de 2013 (Shaffer et al., 2013). A
analise cromossémica foi realizada em microscopia 6ética utilizando no minimo 20 metafases
por paciente. Um caso foi considerado anormal quando trés ou mais células apresentaram a
mesma anomalia cromossémica estrutural e/ou numérica. As imagens dos cari6tipos anormais
dos pacientes analisados foram adquiridas pelo sistema de Cariotipagem lIkaros -MetaSystems

(Zeiss, Alemanha).

2.2.5 Citogenética molecular: Andlise por Hibridizacio “in situ” por Fluorescéncia (FISH)

Para a tecnica de FISH foi utilizado o material da preparacéo citogenética (metafases e
nucleos interfasicos em fixador). Foram utilizadas as sondas para a investigacdo dos
cromossomos: 5, regides 33-g34 (LSI CSFIR “spectrum orange”/LSID5S23:D5S721
“spectrum green”), 7 (LSI D7S48650 SO/CEP 7 SG), 11, regido 23 gene MLL (LSI MLL
“dual color break apart bearrangement probe”) e 17, regido pl3 gene TP53 (LSI p53,
spectrum orange). Todas as sondas utilizadas foram da Vysis, Abbott Laboratories, USA.

As laminas foram preparadas em lencol d’4gua e envelhecidas durante 24 horas. Apos

este periodo, as ldminas foram colocadas em uma solucdo 2x SSC (a partir de uma diluigdo de
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uma solucdo 20x SSC: 3,0M NaCl e 0,3M Citrato de Sodio pH 7.0) a 37° C por 30 minutos;
desidratadas em série com etanol 70%, 80% e 95% a temperatura ambiente por 2 minutos. Em
sequida, o material foi desnaturado em uma solucéo de 70% formamida (Life Technologies,
USA)/ 2x SSC, a 73° C por 5 minutos. Foi dimensionado 10ul de sonda previamente
desnaturada a uma temperatura de 73°C por 5 minutos, em uma area de 25mm X 25mm e
aplicada laminula de vidro. As laminas foram seladas com cola de isopor e incubadas por 16
horas em camara Umida a 37°C. Apds o periodo de hibridizacdo, as laminas foram
transferidas para solugdo de 0,4x SSC e 0,3% IGEPAL (Sigma, USA) a 73°C durante 2
minutos. Os cromossomos e 0s nucleos interfasicos foram corados em uma solucdo de
DAPI/Antiphade (125 ng/ml) e a area foi coberta com uma laminula de vidro e selada com
esmalte incolor. A andlise foi realizada em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX51,
USA) com filtros apropriados e o resultado obtido foi adquirido pelo Sistema de captura ISIS

MetaSystems (Zeiss, Alemanha).

2.3 Analise molecular

2.3.1 Extracdo de DNA

O DNA das células de medula déssea de 77 amostras de pacientes pediatricos com
SMD priméaria com idade média de 8,36 anos (devio padrdo: 5,51), 7 doadores de medula
Ossea (idade média de 11,42 anos e desvio padrdo: 5,16), e das linhagens K562 (estabelecida a
partir de células de paciente com leucemia mieldide crénica em crise blastica), DLD-1
(estabelecida a partir de adenocarcinoma coloretal), Raji (estabelecida a partir de linfoma de
Burkitt) e MCF-7 (estabelecidas a partir de cancer de mama) foi extraido pelo método de
Dnazol (Life Technologies, USA), segundo o protocolo do fabricante. Inicialmente foi
adicionada na amostra de medula dssea, uma solucdo de lise de hemacias RCBL (Sacarose
1,6M, Triton X-100 5%, MgCl, 25mM e Tris-HCL 60mM pH 7.5). Apos a lise, o material foi
centrifugado a 1500 rpm por 6 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA). Em
seguida, foi adicionado uma solucdo de soro fisioldgico (9% NaCl) e novamente centrifugado
a 1500 rpm por 6 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA). Posteriormente, foi
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adicionado 1mL do reagente Dnazol (Life Technologies, USA) e o material foi
homogeneizado lentamente. Para a precipitacio do DNA foi adicionado 2 mL de etanol
100%. Ao DNA precipitado foi adicionado 1mL de etanol 75%. A amostra de DNA foi
centrifugada (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA), retirado o etanol, acrescentado uma
solucédo de TE (10mM Tris e ImM EDTA; pH 7.4). As amostras de DNA foram armazenadas

a uma temperatura de aproximadamente 15°C.

2.3.2 Avaliacdo da integridade e guantificacdo do DNA

Para avaliar a integridade das amostras de DNA, estas foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 0,8% (Life Technologies, USA) diluida em tampdo TBE 1X (Tris 89mM,
acido bérico 89mM, EDTA 2mM). Ao gel de agarose foi adicionado 1ulL de brometo de
etidio a 10ug/uL. No preparo das amostras foi utilizado 1uL de DNA, 1uL de corante (azul
de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30%) e a 8uL de agua deionizada
(MiliQ).

A eletroforese foi realizada a 60V por 1 hora em cuba horizontal (Loccus
biotecnologia -LCH -12X14), utilizando como tampéo de corrida TBE 1X. Em seguida, o gel
foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta (fotodocumentador - BioRad,
USA). A integridade do DNA e a presenca de RNA foram avaliadas através do gel de agarose
utilizando como padrdo de peso molecular os ladders de DNA de 100pb e de 50pb
(Invitrogen).

A concentracdo das amostras de DNA foi estimada através de espectrometria em um
biofotdmetro (Nanodrop- ND1000). Para isto, inicialmente 1uL de solugdo de TE (10mM
Tris e ImM EDTA, pH 7.4) foi utilizada como branco na calibragdo do equipamento. Apés a
calibracdo, 1uL de aliquota de DNA foi colocada no aparelho para leitura. A estimativa da
concentracdo da amostra de DNA, assim como, 0 seu grau de pureza, foi calculada pelo

equipamento.
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2.3.3 Andlise do padrio de metilacio da regisio promotora dos genes p15'™N%* p16"™K42 ¢

MDR-1 em pacientes pediatricos com SMD primaria

Para a analise de metilacdo, todas as amostras de DNA dos pacientes pediatricos com
SMD primaria, dos doadores de medula dssea (controles negativos) e das linhagens celulares
(controles positivos), foram inicialmente submetidas ao tratamento por bisulfito de sodio,
independente da metodologia utilizada para verificacdo da metilagcdo. O tratamento com
bisulfito induz a desaminacdo das bases citosinas ndo metiladas, convertendo-as em uracil, as
quais apos a reacdo de PCR sdo amplificadas como timina. No entanto, as citosinas metiladas

permanecem inalteradas (Figura 7).

Figura 7 - Efeito do tratamento com bisulfito em uma amostra de DNA com sequéncias ricas

MNio-Metilada Metilada
AGCGCCGCCCTCEGAG‘I‘I’GTCCEGCCG AGCGCCGLCCTCCGGAGTTGTCCGGLCG
tratamento
l com l

bisulfito . = = - =
AG%U%UUUTUEGAGWGTU%GU% AGCGUCGULUTUCGGAGTTGTUCGGLCG

em dinucleotideo CpG

Legenda: Todas as citosinas fora do dinucleotideo CpG sdo desaminadas e convertidas em uracil. As citosinas
ndo metiladas que se encontram dentro do dinucleotideo CpG sofrem a agdo do bisulfito e sdo
convertidas em uracil, no entanto, as citosinas metiladas permanecem inalteradas (*).

Fonte: GALM, 2006.

Utilizamos inicialmente, o método descrito por Herman (1996b) com algumas
modificacfes. Amostras de DNA (2ug) em 50uL de &gua destilada foram previamente
desnaturadas em uma solucdo de NaOH 0.2mol/L por 10 minutos a 37°C. Apo0s este periodo
foram adicionados 30uL de 10mM hidroquinona (Sigma, USA) e 520uL de 3M bisulfito de
sodio hidrogenado, pH 5.0 (Sigma, USA). Foi adicionado 6leo mineral sobre as amostras,
sendo estas, entdo, mantidas em banho-maria a 50°C durante 16 horas. O DNA foi purificado
utilizando o kit Wizard DNA Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA), segundo a
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recomendacdo do fabricante. O dleo mineral foi retirado das amostras e 1mL de resina foi
adicionado. O material foi homogeneizado lentamente e filtrado em uma coluna. As colunas
foram lavadas utilizando 2mL de isopropanol 80%. Para eluir o DNA da coluna foram
utilizados 50uL de agua MILIQ a 70°C. A modificacdo do DNA foi finalizada com o
tratamento em uma solucdo de NaOH 0,3mol/L por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, para a precipitacdo do DNA foram adicionados 5,5uL de acetato de sodio (3M pH
5.2) e 200uL etanol 100%. As amostras foram mantidas a uma temperatura de 3°C durante 16
horas. Apés este periodo, as amostras foram centrifugadas a 7000 rpm por 30 minutos
(Centrifuge 5415C - Eppendorf, USA) e desprezado o sobrenadante. O DNA foi lavado em
etanol 70%, seco a temperatura ambiente, ressuspendido em 20uL de &gua destilada e
armazenado a uma temperatura 2-8°C.

Foi utilizado também para a conversao do DNA (pacientes e controles) o “kit Epitect
Bisulfite” (Qiagen, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Em 2ug de DNA foram
adicionados 85uL de Mix Bisulfito e 35uL de tampéo de “DNA protect” em um volume final
de 140uL. Para a conversdo do DNA, a reacdo foi realizada utilizando o termociclador (TC-
512, Techne, USA), nas seguintes condi¢bes: 5min a 95°C, 25 min a 60°C, 5 min a 95°C,
85min a 60°C, 5min a 95°C, 175 min a 60°C e 20°C para a finalizacdo da reacdo.

Apos a conversdao, o material foi centrifugado (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific,
USA) a 12000rpm por 1minuto. Em seguida, foram adicionados 560uL de tampéo de ligacéo
contendo 10uL/mL de RNA carreador. A mistura foi homogeneizada em vortex e transferida
para a coluna EpiTec spin (Qiagen, USA). As amostras foram centrifugadas (ST16R, Thermo
Scientific, USA) a 12000rpm por 1 minuto e o filtrado foi descartado. Foram adicionados
500uL do tampdo de desulfonacéo, seguido de incubacdo por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apoés a centrifugacdo e descarte do filtrado, foram adicionados 500uL do tampé&o
de lavagem a coluna e o material foi novamente centrifugado por 1 minuto. Este
procedimento foi repetido duas vezes. ApOs esta etapa, o material foi eluido da coluna
utilizando 20uL de tampéo EB e estocado a uma temperatura de 2-8°C.

Ap6s a modificdo do DNA com bisulfito de sddio, utilizamos para a anélise do padréo
de metilacdo dos genes p15™K* p16™ *® ¢ MDR-1 as metodologias qualitativas: a reacéo
em cadeia da polimerase especifica para a metilagio (MSP) e sequenciamento; semi-
quantitativa: andlise combinada de bisulfito com enzima de restricdo (COBRA) e
quantitativas: quantificagdo da metilacdo atraves reacdo em cadeia da polimerase (QMS-PCR)

e dissociacdo de alta resolucdo (HRM).
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2.3.4 Reacdo em cadeia da polimerase especifica para a metilacdo: técnica MSP

Para verificar a presenca de metilacdo na regido promotora dos genes p15™K* e
p16™K4® utilizamos a técnica MSP (polimerase especifica para a metilagdo). Nesta analise,

usamos os oligonucleotideos descritos na tabela 8, segundo Herman (1996b).

Tabela 8 - Oligonucleotideos utilizados na técnica MSP para analise dos genes p15™¢* e

p16/NKda
Genes Sequencia dos Oligonucleotideos (5" — 3°)
pl5-Mf GCGTTCGTATTTTGCGGTT

p15-Mr CGTACAATAACCGAACGACCGA
pl5-Uf TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT
p15-Ur CCATACAATAACCAAACAACCAA
pl6-Mf TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC
pl6-Mr GACCCCGAACCGCGACCGTAA
pl6-Uf TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT
p16-Ur CAACCCCAAACCACAACCATAA

Legenda: M- oligonucleotideo especifico para o alelo metilado; U- oligonucleotideo especifico para alelo ndo
metilado; f- “forward” = senso; r- “reverse” = anti-Senso.
Fonte: HERMAN et al.,1996.

As condig0es finais, nas quais as reacdes de PCR foram conduzidas, consistiram de
3uL do DNA modificado por bisulfito, 6,7mM de MgClI, (Life Technologies, USA), 5uL de
tampéo de reacdo (Life Technologies, USA), 1,25mM dATP, 1,25mM dTTP, 1,25mM dCTP
e 1,25mM dGTP (Life Technologies, USA), 1nmol de cada oligonucleotideo e 1U de Taq
polimerase (Life Technologies, USA) para um volume final de 50puL.

A reacdo foi realizada utilizando o termociclador PTC-150 (MJ Research) e as
condicBes de ciclagem para ambos os genes incluiram: desnaturacdo inicial a 95°C por 10
minutos, “hot-started” a 72°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1 minuto,
pareamento a 60°C por 30 segundos, extensdo por 30 segundos e extensdo final a 72°C por 10
minutos. Apds a amplificacdo, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 5% (Amersham Biosciences, USA).

O preparo do gel foi realizado com 1,5mL de solugdo de acrilamida (Amersham
Biosciences, USA): bis-acrilamida (Amersham Biosciences, USA) 20% (19:1), 0,3 mL de
tampdo TBE 10X [tris 0,89M (Amersham Biosciences, USA); acido bérico 0,89M (Isofar);
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EDTA 0,02M (Amersham Biosciences, USA)], 42uL de persulfato de amoénio 10%
(Amersham Biosciences, USA), 6uL. de TEMED (Life Technologies, USA) e agua destilada
para volume final de 6mL. Em um volume de SuL do produto de PCR foram acrescentados
2uLl do corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (Amersham Biosciences, USA); xileno
cianol 0,25% (Amersham Biosciences, USA); glicerol 30% (lIsofar, Brasil)]. A eletroforese foi
realizada em cuba vertical (Cuba Mini-Protean — BioRad, USA) a 110V por 50 minutos, e 0
TBE 0,5X (diluido a partir do TBE 10X) foi utilizado como tampao de corrida. Em seguida, o
gel foi corado com nitrato de prata (Merck, Alemanha). Para fins comparativos, foi utilizado o

padrdo de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Life Technologies, USA).

2.3.5 “Combined bissulfite restriction analysis”: técnica COBRA

A analise semi-quantitativa de metilacdo dos genes p15™*" | p16™*® ¢ MDR-1 foi
realizada pela técnica COBRA (“COmbined Bisulfite Restriction Analysis”) (Xiong and
Laird, 1997). As condi¢des finais, nas quais as reacdes de PCR foram conduzidas, consistiram
de 3uL do DNA modificado por bisulfito, 6,7mM de MgCl; (Life Technologies, USA), 5uL
de tampéo de reacdo (Life Technologies, USA), 1,25mM de cada dNTPs (Life Technologies,
USA), 1nmol de cada oligonucleotideo e 1U de Taq polimerase (Life Technologies, USA)
para um volume final de 50uL. Antes da adi¢do da enzima Taq polimerase a rea¢do, o DNA
foi desnaturado a 95°C por 10 minutos. A reacdo foi realizada utilizando o termociclador
PTC-150 (MJ Research, USA). As condi¢bes de ciclagem e os oligonucleotideos utilizados
estdo na tabela 9. Apos a amplificacdo, os produtos foram visualizados em gel de
poliacrilamida 5% corado com nitrato de prata.

Tabela 9 - Oligonucleotideos utilizados na técnica de COBRA para a analise dos genes

) ) ) Temperatura de  pareamento
Gene Oligonucleotideos (senso/ anti-senso) . ]
(ndmero de ciclos), tempo

niap | O GGAGTTTAAGGGGGTGGG 3
p15 50°C (35), 30 segundos
5> CCTAAATTACTTCTAAAAAAAAAC S’

p16™% | 5 GGTTTTGGYGAGGGTTGTTT3’ 58°C(5) 56°C(5) 54°C(5) 52 °C (26),
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5 ACCCTATCCCTCAAATCCTCTAAAA 3" | 30 segundos

5 GTTATAGGAAGTTTGAGTTT 3’ 54 °C (3) 51 °C (4) 48 °C (5) 45 °C
5> AAAAACTATCCCATAATAAC 3’ (26), 30 segundos

MDR-1

Fonte: Adaptado de TOYOTA et al., 2001

Subsequentemente, 20uL. das amostras amplificadas foram submetidas a reagdo de
corte com 2U/uL de enzima de restrigio Taql (MDR-1 e p16™*?) e Nrul (p15'NK4b) (Life
Technologies, USA). Apds a digestdo, os produtos foram visualizados em gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. A quantificacgio do DNA em gel de

poliacrilamida foi realizada por densitometria.

2.3.6 Sequenciamento

Realizamos 0 sequenciamento automatico das amostras estudadas como uma
metodologia adicional confirmatoria do padrdo de metilacdo na regido promotora dos genes
p15™NK* p16'™NK*a ¢ MDR-1. As amostras derivadas do produto de PCR foram purificadas
utilizando o kit GFX™ PCR (DNA and Gel Band purification Kit- Amersham Biosciences,
USA), segundo recomendac@es do fabricante. Um volume de 30uL do produto de PCR foram
acrescentados em 500puL de tampao de captura e colocadas em um tubo contendo uma coluna.
A amostra foi centrifugada a 6000 rpm por 30 segundos (5415C, Eppendorf) e o precipitado
descartado. Foram adicionados 500ulL de tampdo de lavagem (10mM TE; etanol 80%) na
coluna e centrifugado novamente a 6000 rpm por 30 segundos. A coluna foi lavada com 20uL.
de &gua destilada e centrifugada a 6000 rpm por 1 minuto (5415C, Eppendorf) para eluir o
DNA. O DNA purificado foi quantificado atraves de espectometria em um biofotdmetro
(Nanodrop- ND-1000).

O sequenciamento foi realizado utilizando a Plataforma ABI PRISM 3130xI Genetic
Analyser (Life Technologies, USA). Para cada amostra de produto de PCR foram realizados
dois sequenciamentos, um utilizando oligonucleotideos senso (f) e outro oligonucleotideos
anti-senso (r). Para os genes p15™“" e p16™ %@ foram utilizados os oligonucleotideos da
descritos na tabela 8 e para o gene MDR-1 os oligonucleotideos descritos na tabela 9. Para a
reacdo de sequenciamento foram utilizados 100ng do DNA purificado, 3,2pmol do
oligonucleotideo (tabela 7), 1 uL de tampao 5x ( 400 mM tris HCI, 10 mM MgCl,, pH 9.0,
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Life Technologies, USA) e IuL do “Mix Big Dye” (Taq + fluoréforos + MgCl,, Life
Technologies, USA) em um volume final de rea¢do de 10 uL. As condi¢des de ciclagem
foram 25 ciclos de desnaturacéo a 96°C por 10 segundos, pareamento a 50°C por 5 segundos e
extensdo a 60°C por 4 minutos.

Apods a PCR, o material foi precipitado com 40uL de isopropanol 75%, deixado a
temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugado a 4000 rpm por 45 minutos (5804R,
Eppendorf). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com 50uL de etanol 70% e
centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm (5804R, Eppendorf). Apds 15 minutos a 37°C foi
acrescentado 10uL de formamida ultrapura (Merck, Alemanha). O material foi entdo
desnaturado por 10 min a 96°C utilizando o termociclador (TC-512, Techne, USA) e mantido
no gelo. A placa foi entdo colocada na Plataforma 3130 para a leitura da sequéncia. A anélise
do resultado do sequenciamento foi feito através do programa “BioEdit Sequence Alignment

Editor” (v.7.0.9, Tom Hall, Ibis Biosciences, CA).

2.3.7 Métodos guantitativos para a analise dos niveis de metilacdo na reqido promotora dos
genes p15™%*  p16'N%42 ¢ MDR-1

A metodologia de PCR em tempo real especifica para metilacdo (QMS-PCR) foi
utilizada para andlise dos niveis de metilacdo da regido promotora dos genes p15™K%
p16INK4a

pacientes foi tratado com bisulfito de sddio como descrito anteriormente. Foi utlizado como

e

nos pacientes positivos para a metilacdo. O DNA das células de medula 6ssea dos

controle positivo, o DNA de referéncia totalmente metilado (EpiTect Control DNA
methylated, Qiagen, USA), o DNA da linhagem Raji (p15™*") e da linhagem DLD-1
(p16™ *?) e como controle negativo, 0 DNA de referéncia totalmente ndo metilado (EpiTect
Control DNA unmethylated, Qiagen, USA) e DNA de doadores de medula dssea. As reacbes
foram feitas utilizando os seguintes oligonucleotideos: p15™** Mf 5’GCGTT
CGTATTTTGCGGTT3’/ Mr: 5’°CGTACAATAACCGAACGACCGA3’; p16™“**Mf: 5°TTA
TTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’/ 5’MR: GACCCCGAACCGCGACCGTAA3’. Foi
utlizado como controle interno o0 gene de B-actina (ACTNB): 5’-
CGCCAACACAGTGCTGTCT-3’/ 5’-CACGGAGTACTTGCGCTCAG-3’. Com base na

curva padrdo, obtida por uma sequéncia de diluicdo combinada entre DNA metilado e néo
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metilado (100%, 50%, 10% e 0% de metilacdo), a andlise da porcentagem de metilacdo de
cada amostra metilada foi realizada. Todas as amostras foram feitas em duplicatas. A média
do valor de Ct foi usada para quantificagédo. Cada reacdo de PCR apresentou: 500nM de cada
oligonucleotideo, 100 ng of DNA and 1X da solugdo "Fast EvaGreen qgPCR Master Mix"
(Biotium, Inc., USA). As reacdes foram feitas usando o Corbett Research, Rotor-Gene 6000
software 1.7 (Qiagen, USA) com as seguintes condi¢cfes de ciclagem: 95°C por 5 minutos e
45 ciclos: 95°C por 20 segundos e 60°C por 1 minuto.

Foi utilizada para anélise dos niveis de metilacdo da regido promotora do gene MDR-1
a metodologia HRM. Esta técnica é uma recente ferramenta de biologia molecular que
permite identificar e quantificar variacbes de somente um nucleotideo na sequéncia de DNA
amplificado por PCR. O HRM baseia-se nas diferencas de temperatura de dissociacdo (TM)
especificas de cada produto de PCR, sendo desta forma mais especifica para o estudo da
metilacdo. Pretendemos, através desta técnica, avaliar a porcentagem de metilacdo em
sequéncias de DNA da regido promotora do gene MDR-1. Os DNAs das células de medula
Ossea dos pacientes, doadores de medula Ossea e linhagens celulares foram tratados com
bisulfito de sédio como descrito anteriormente. Para a amplificacdo do gene MDR-1 foram
utilizados os seguintes oligonucleotideos: MDR-1: senso-5’GTTATAGGAAGTTTGAGTTT
3’/ anti-senso- 5’AAAAACTATCCCATAATAAC 3°. As condigdes finais, nas quais as
reacbes de PCR foram conduzidas, consistiram de 1uM de cada primer, 10ng de DNA
modificado por bisulfito e 1x Epitec HRM Master Mix (Qiagen, USA). Essas reacdes foram
realizadas utilizando o termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, USA).

Para 0 nosso estudo, primeiro estabelecemos uma curva-padrdo de porcentagem de
metilacdo utilizando DNA universalmente metilado e ndo metilado (EpiTect Control DNA
methylated/ unmethylated, Qiagen, USA) de 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e 0%. Com
base nesta curva € que determinamos a porcetagem de metilacdo, entre as amostras das
linhagens, dos doadores e dos pacientes.

Foi realizada, inicialmente, uma analise do padrdo de metilacdo nas linhagens
celulares K562, estabelecida a partir de células de paciente com leucemia mieldide crénica em
crise blastica e MCF-7 estabelecidas a partir de cancer de mama. Em seguida, realizamos a
analise do padrdo de metilacdo do gene MDR-1 das amostras de medula 6ssea dos doadores e
dos pacientes, utilizando a linhagem MCF-7 como controle positivo. As condigOes de
ciclagem foram: desnaturagéo inicial de 95°C, por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C
por 45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos. Apés a amplificagdo os



61

produtos de PCR foram pré-aquecidos a 60°C por 90 segundos, seguido pela etapa de
dissociacdo por HRM, na variacéo gradual de 65°C a 90°C, coletando dados de fluorescéncia

a cada 0,1°C por segundo.

2.3.8 Andlise de expressao dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes pediatricos com SMD

primaria

2.3.8.1 Extracdo de RNA e obtencdo de cDNA

O RNA total de células mononucleares da medula 6ssea de 34 pacientes pediatricos
com SMD primaria com idade média de 8 anos (desvio padrdo: 5,51) e 7 doadores de medula
Ossea (idade média: 11,42 e desvio padrdo: 5,16) foi extraido pelo método de TRIzol (Life
Technologies, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente, foi adicionada
nas amostras de medula 6ssea uma solucdo de lise de hemécias RCBL (Sacarose 1,6M, Triton
X-100 5%, MgCl, 25mM e Tris-HCI 60mM pH 7.5). Apds a lise, o material foi centrifugado
a 1500 rpm por 6 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA) e lavado com solucéo
de soro fisioldgico (9% NaCl). Apds a lavagem, foi adicionado 1mL de TRIzol (para cada 5-
10 x 10° células). Em seguida, foi acrescentado 0,2mL de cloroférmio, homogeneizado e
incubado a temperatura ambiente por 3 minutos. ApGs este tempo, o material foi centrifugado
a 7000 rpm por 10 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA) e a fase
correspondente ao RNA foi retirada (fase aquosa). Posteriormente, o material foi precipitado
com 100% de alcool isopropilico (Merck, Alemanha), ressuspendido em 10uL de agua tratada
com DEPC e armazenado a temperatura de -70°C. A concentracdo de RNA foi realizada
através de espectometria em um biofotdmetro (Nanodrop, ND-1000).

Para a obtencdo de cDNA, inicialmente foi adicionada nas amostras de RNA (4ug)
uma mistura contendo 1U de "DNase | amplification grade" (Life Technologies, USA), 1uL
de tampdo 10X para um volume final de reacdo de 10uL por 15 minutos a temperatura
ambiente. ApOs este periodo, foi adicionado 1uL de EDTA (25mM) para inativacdo da
enzima e incubacdo a 65°C durante 10 minutos. Em seguida, foi feita a reagdo de transcricao
reversa (RT-PCR), usando um volume de 10pL da solugdo contendo o RNA, 1uL de Oligo
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(dT) (50uM) (Life Technologies, USA) e 1uL de uma mistura de dNTPS (10mM) (Life
Technologies, USA) em um volume final de reagdo de 12ulL, sendo mantido a 65°C por
5minutos. Apos este periodo, o material foi incubado imediatamente em gelo por 5minutos.
Foram adicionados 7uL de uma mistura contendo 4pL de tampéo "first-Strand” 5X (Life
Technologies, USA), 2L de dithiotreitol (DTT, Life Technologies, USA) e 1uL RNase OUT
(40U/uL, Life Technologies, USA) e incubado a 42°C por 5minutos. Por ultimo, foi
adicionado 1pL da enzima SuperScript Il (Life Technologies, USA), seguindo-se das
incubacgdes a 42°C durante 50 minutos e 70°C durante 15 minutos. O material foi armazenado

a uma temperatura de -70°C.

2.3.8.2 Reagédo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa em tempo real (RT-gPCR)

A andlise do padrdo da expressao dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes com SMD
primaria na infancia foi realizada pela metodologia de PCR em tempo real quantitativo.
Foram utilizados como controles, amostras de células de medula 6ssea de doadores para o
TCTH e para o controle interno da reagdo foi utilizado o gene “housekeeping” B-actina. As
sequéncias dos oligonucleotideos de cada gene estdo descritas na tabela 10. Para cada reacao
foram utilizados 5ng de cDNA, 1,25uM de cada oligonucleotideo dos genes MDR-1 ou
EZH2, 0,25uM de cada oligonucleotideo do gene B-actina e 5ul Syber-green RT-PCR Master
Mix (Life Technologies, USA). As condicGes de cliclgem foram: desnaturacao inicial a 95°C
por 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 95°C por 20 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C
por 20 segundos. Todas as amostras foram feitas em triplicata. Para avaliar a eficiéncia de
amplificagdo, foi utilizado o método AACt. As reacOes e as analises foram realizadas

utilizando o termociclador Corbett Research, Rotor-Gene 6000 software 1.7 (Qiagen, USA).

Tabela 10 - Oligonucleotideos utilizados para a analise de expressdo dos genes MDR-1 e

EZH2 em sindrome mielodisplasica primaria na infancia

Genes Oligonucleotideos (senso/ anti-senso)
MDR-1 5 TCGTGCCCTTGTTAGACAG 3'/
5'CATTCTGGATGGTGGACAGG 3
Ezh2 5'CAGACGAGCTGATGAAGTAAAGAGTAZY/
5'CGCAATGAGCTCACAGAAGTCS
B-actina 5>-TTCCTTCCTGGG CATGGAGTC-3’
5’-AGACAGCACTGTGTTGGCGTA-3
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2.4 Analise estatistica

Para a analise estatistica foram utilizados os programas SPSS verséo 17.0 e GraphPad
Prism versdo 5.0. Os seguintes testes foram aplicados: y’-test, y°-test com a corregdo de
Yate’s, teste exato de Fisher, ANOVA e Mann-Whitney. Foi considerado estatisticamente

significativo em nossas analises p < 0,05.

2.5 Fluxograma dos métodos utilizados para pesquisa de alteraces citogenéticas e

moleculares em criangas com SMD primaria

Caracterizacdo das Alteragdes Cromossdmicas e Moleculares em
Sindrome Mielodisplésica Priméria na Infancia no Estado do Rio de Janeiro

[ Aprovacio do Comité de Etica-INCA (CEP n°62/10) ]
[ Amostras de Medula Ossea ]
[ Andlise Citogenética ] [ Andlise Molecular

N / N

Citogenética classica- Citogenética Molecular- Anélise de Metilagdo genes Anélise de expressédo dos
Bandeamento GTG FISH p15'NK4b n16/NK4a @ MDR-1 Genes MDR-1 e EZH2
‘ Qualitativo ’ Semi-quantitativo| | Quantitativo ] ‘ RQ-PCR ’
‘ MSP J [ COBRA ’ ‘ QMS-PCRJ [ HRM ’
Sequenciamento
v v v

Correlagdo com os dados clinicos e Analise estatistica
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3 RESULTADOS

3.1 Analise citogenética em sindrome mielodisplasica primaria na infancia

No presente estudo foi feita a analise citogenética em 115 pacientes com sindrome
mielodisplasica primaria na infancia. Do total de pacientes analisados de acordo com a
classificacdo para SMD da infancia (HASLE et al., 2003), 78 apresentaram CR, 22 AREB, 15
AREB-t. O indice mitético variou de regular para bom, com uma boa qualidade de
cromossomos metafasicos para definicdo do padrdo cariotipico.

Caridtipos anormais foram detectados em 65 (56,5%) dos 115 pacientes analisados
com SMD primaria (figura 8). A analise citogenética auxiliou no diagnostico dos casos com
suspeita de SMD primaéria pediatrica e foi uma importante ferramenta para a escolha do
tratamento. Verificamos a presenca de caridtipos anormais em 54,5% (36/66) dos pacientes
do sexo masculino e 59,2% (29/49) dos pacientes do sexo feminino. Em relacdo a idade
consideramos dois grupos: pacientes com idades inferiores a 12 anos, apresentaram cariétipos
anormais em 39/74 (52,7%) e pacientes com idades iguais ou superiores a 12 anos
apresentaram cariotipos anormais em 26/41 (63,4%). No apéndice A, podemos observar o

padrdo cromossémico dos pacientes pediatricos com SMD primaria analisados neste estudo.

Figura 8 - Grafico de setores mostrando a frequéncia de cariétipos normais versus cariétipos

anormais em pacientes pediatricos com SMD primaéria

B Caridtipo normal M caridtipo anormal
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Para o célculo da frequéncia de casos com alteracdes cromossdmicas nos subtipos foi
considerado como 100% o total de casos analisados por subtipo. Dos 78 pacientes com CR,
33 (42,3%) apresentaram cariétipo anormal. Nos subtipos mais avancados da doenca a
frequéncia de casos com alteragdes cromossomicas foi maior, sendo verificada em 17 (77,2%)
dos 22 pacientes com AREB e em 15 (100%) dos casos com AREB-t (tabela 11).

No grupo dos pacientes com SD/SMD, caridtipos anormais foram observados ao

diagnostico em 1 paciente com CR e em outro, com AREB-t (tabela 11).

Tabela 11 - Frequéncia de casos com cariétipos anormais em SMD primaria e SD/SMD em
pacientes pediatricos

Classificacéo Subtipo Total de Pacientes N° de casos com
Analisados caridtipos anormais
CR 78 33 (42,3%)
SMD AREB 22 17 (77,2%)
AREB-t 15 15 (100%)
SD/SMD CR 1 1
AREB 1 0
AREB-t 1 1

3.1.1 Distribuicdo do padrdo cromossdmico em estagio inicial (CR) e avancados (AREB e
AREB-t) da SMD primaria na infancia

Analisando a distribuicdo do padrdo cromossémico da SMD primaria na infancia
segundo sua classificagdo, foi verificado que ndo existe um padrdo cariotipico especifico por
subtipo. No estagio inicial da doenca, CR, foi observada uma alta incidéncia de pacientes com
cariotipos normais. Observamos também uma alteracdo cromossémica constitucional t(3;8)c,
presente em 100% das células do paciente analisadas. As alteragdes cromossomicas clonais
observadas neste grupo foram: del(3p), del(4q), del(5q), del(6q), -7 isolada e associada a +20,
alteracdes envolvendo o cromossomo 9 [del(9p), del(9q) e iso (99)], del(11q), del(12p), +14,
del(17p), -19, -21, +Y, +mar, alteracdo cromossOmica biclonal, quebras cromatidicas,
cariotipo hiperdiploide e cariotipo complexo, sendo a alteracdo mais frequente a del(11q). No
subtipo AREB, a incidéncia de cariétipos normais foi baixa. Neste subtipo foram observadas
as seguintes alteragdes cromossomicas: del(6q), +6, del(7q) isolada e associada a del(12p),
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+8, 1(99), del(11q), del(12p) e cariotipo complexo. Similar ao subtipo CR, a del(11q) foi a
alteracdo mais frequente. Em AREB-t, todos o0s pacientes apresentaram alteracdes
cromossomicas: t(4;7), t(5;8), -7, add(9q) associado com inv(1q), +8 isolado e associado a
del(11q), del(12p), +21 associado a um cromossomo marcador e cariétipo complexo, sendo a
alteracdo mais frequente a -7 (tabela 12).

No grupo de pacientes com SD/SMD, foram observados dois pacientes apresentando
alteracbes cromossémicas clonais. Um paciente no estagio inicial da doenca, CR, e outro em
estagio avancado, AREB-t. Ambos 0s pacientes apresentaram cariétipos complexos (tabela
12).

Tabela 12 - Distribuicdo do padrdo cromossdémico segundo a classificagdo da SMD Primaria

na Infancia
Subtipo Cariétipo N° de %/ subtipo
Pacientes

CR cariotipo normal 44 56,4%

(78 pacientes) t(3;8)c* 1 1,3%
del(3p) 1 1,3%
del(4q) 1 1,3%
del(5q) 1 1,3%
del(6q) 1 1,3%
-7e-7,+20 4 5,1%
del(9p) 1 1,3%
del(9q) 1 1,3%
is0(9q) 1 1,3%
del(11)(q23) 5 6,4%
del(12p) 2 2,6%
del(17p) 4 5,1%
-19 1 1,3%
-21 1 1,3%
+Y 1 1,3%
+mar 3 3,8%
alteracdo biclonal 1 1,3%
quebras cromatidicas 2 2,5%
hiperdipléide 1 1,3%
caridtipos complexos 1 1,3%

AREB caridtipos normais 5 22,7%

(22 pacientes) del(6q) 3 13,6%
+6 1 4,5%
del(7q) / del(7q) e del(12p) 3 13,6%
+8 1 4,5%
i(9q) 1 4,5%
del(11q) 6 27,3%
del(12p) 1 4,5%
cariétipo complexo 1 4,5%
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AREB-t cariotipos normais 0 0%

(15 pacientes) -7 7 46,7%
+8 / +8 e del(11q) 2 13,4%
add(9q) e inv(1q) 1 6,7%
del(12p) 1 6,7%
+21, +mar 1 6,7%
translocacgoes 2 13,4%
cari6tipos complexos 1 6,7%

SD/SMD- CR +21c*/ cari6tipo complexo 1 33,3%

SD/SMD- AREB caridtipo +21c* 1 33,3%

SD/SMD- AREB-t +21c*/ cari6tipo hiperdipléide 1 33,3%

Legenda: *: alteracdo cromossdmica constitucional

Verificamos que diferente das leucemias, o padrdo cromossdmico em pacientes
pediatricos com SMD primaria é caracterizado principalmente por perdas parciais e completas
de cromossomos (as delecbes e as monossomias), assim como o ganho cromossémico
(trissomias). Como podemos observar, na figura 9, as anomalias cromossomicas mais
frequentes em SMD primaria na infancia foram: alteracbes envolvendo o cromossomo 7
(-7/7q") isolada ou acompanhada de outras alteracdes, sendo verificada em 14 (21,54%)
pacientes, del(11)(g23) em 11 (16,92%) pacientes, alteracdes envolvendo o cromossomo 9
[add(9)(g34), del(9)(p21), del(9)(g22-932) e i(9)(ql0)] em 5 (7,69%) pacientes. Outras
alteracdes encontradas com menor frequéncia foram: del(6q), del(12)(p12) e del(17)(p12)
observadas em 4 (6,15%) pacientes cada alteracdo cromossdmica. As alteracdes +8, +mar e
cariotipo complexo foram observados em 3 (4,61%) pacientes (cada alteracdo cromossdémica);
quebras cromatidicas (chtb) e translocacBes [t(5;8) e t(4;7)] em 2 (3,07%) pacientes e
del(3)(p23), del(4)(q22), del(5)(g15935), +6, -19, +21, -21, +Y, carittipo hiperdipléide e
alteracdo cromossémica biclonal em 1 (1,54%) paciente (cada alteracdo cromossémica).

No grupo de pacientes com SD/SMD, 2 pacientes apresentaram cariotipos complexos.
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Figura 9 - Grafico de barras mostrando a frequéncia das alteragdes cromossdmicas clonais em

SMD primaria na infancia
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3.1.2 Citogenética molecular: aplicacdo do FISH em SMD priméria na infincia

A técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) foi utilizada como uma
metodologia complementar a citogenética classica (bandeamento G). Essa técnica foi aplicada
em pacientes com SMD primaria pediatrica para confirmar alteracdes cromossémicas,
auxiliando na definicéo do cariétipo e para 0 acompanhamento citogenético.

Por exemplo, utilizamos a técnica de FISH para confirmacdo da presenca da delecdo
do brago curto do cromossomo 17 e a dele¢do do brago longo do cromossomo 11 na regido
023, em uma crianca com SMD hipocelular. Esse paciente foi classificado como CR e
apresentou dois clones caracterizados citogeneticamente:  46,XY,del(17)(p12)[9]/
46,XY,del(17)(p12),del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY[34] (figura 10). Neste
caso foram realizadas duas preparacGes, uma utilizando a sonda do gene TP53 localizado na
regido p13 do cromossomo 17 e a outra utilizando a sonda do gene MLL localizado no brago
longo do cromossomo 11, na regido g23. A andlise por FISH detectou a auséncia dos alelos
dos genes TP53 e MLL (figura 11). A analise citogenética exerceu um papel fundamental para
a confirmacdo da doenca, uma vez que esta crianga ndo apresentava diagndstico concluido.

Este paciente foi indicado para o transplante de célula tronco hematopoética (TCTH)
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alogénico. Entretanto, ndo possuia doador HLA compativel, sendo indicado ao transplante de
células tronco de corddo umbilical (TCTCU) (doador feminino). Esse paciente encontra-se em
remissao citogenética completa (100% de células femininas) ap6s 8 anos do transplante. Este
caso corresponde ao primeiro relato da literatura, mostrando uma alteracdo citogenética
biclonal envolvendo os cromossomos 11 e 17 em SMD primaria hipocelular na infancia e
resultou no artigo cientifico: Rodrigues EF, Souza DC, Camargo A, Tavares RC, Bouzas LF,
Ornellas MH, Fernandez TS. Cytogenetic biclonality in a child with hypocelular primary
myelodysplatic syndrome. Cancer Genetics and Cytogenetics. 2007; 187: 70-72 ( apéndice
B).
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Figura 10 - Andlise por citogenética classica (bandeamento GTG): Caridtipo masculino,
mostrando alteracdo cromossémica biclonal
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Legenda: A - del(17)(p12)/del(17)(p12),del(12)(p13) e B - del(11)(g23).
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Figura 11 - Andlise por citogenética molecular (FISH) utilizando as sondas dos genes TP53
e MLL

Legenda: Podemos observar que tanto em utilizando a sonda TP53 (C) quanto a sonda MLL (D) ocorreu a
marcacdo do gene em apenas um cromossomo na metafase, mostrando a auséncia de seu respectivo
alelo (setas). O mesmo podemos observar no nucleo interfasico (setas). Na figura D, podemos
observar um nucleo interfasico com duas marcacdes, caracterizando uma célula normal.

A técnica de FISH também foi aplicada em um caso de SMD hipocelular classificada
como CR que apresentou o seguinte padrdo cromossdmico: 46,XX,del(5)(q15935)[15]/
46,XX[38] (figura 12A). A del(5q) corresponde a uma alteragdo cromossdmica rara na
infancia. Desta forma, para caracterizarmos melhor esta alteragéo e verificarmos se houve a
perda do gene c-fms (localizado na regido g33), utilizamos a sonda "dual color" marcando o
braco curto do cromossomo 5 (em verde) e a regido 5933-g34 (em vermelha) (LSI CSF1R
SO/ LSID5S23:D5S721 SG — Vysis, Inc. Downers Grove, USA). Nosso resultado mostrou a
perda da regido g33-g34 do cromossomo 5 nesta paciente (figura 12B), confirmando nosso

achado prévio da citogenética convencional.
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Figura 12 - Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH) utilizando a

sonda do cromossomo 5

(A)

Legenda: (A) Caridtipo feminino, bandeamento GTG, mostrando a alteragdo cromossdmica del(5)(q15g35). (B)
Andlise por FISH utilizando a sonda de dupla marcacdo do cromossomo 5. O segmento da sonda de
cor verde marca o brago curto do cromossomo 5 e o de cor vermelha, a regido 5933-g34. Podemos
observar a marcagdo em dois nlcleos interfasicos, um ndcleo apresentando quatro sinais
caracterizando os dois cromossomos 5 normais e outro nucleo apresentando trés sinais (seta),
confirmando a perda da regido q33-q34.

Para investigarmos o envolvimento do gene supressor de tumor TP53 em um
cromossomo derivativo, resultante da transloca¢ao néo balanceada envolvendo provavelmente
0 braco longo do cromossomo 1 e o brago curto do cromossomo 17, utilizamos a técnica de

FISH. Este paciente era portador da SD e a analise por citogenética classica mostrou o
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seguinte padrdo cromossomico: 47,XX,der(17)t(1?;17)(q32?;p13),+21c[15]/47,XX,+21c[6]
(figura 13A). Através da andlise por FISH foi confirmado o derivativo do cromossomo 17,
sem o envolvimento do gene supressor de tumor TP53 (figura 13B). Este paciente apresentou
um curso clinico raro, apresentando SMD transitdria com evolugdo da doenga para leucemia
megacarioblastica aguda. Este estudo resultou em um artigo cientifico: Rodrigues EF, Costa
ES, Diamond HR, Ornellas MH, Abdelhay E, Fernandez TS. Transient myelodysplasia in
infant with Down syndrome preceding acute megakaryoblastic leukemis: cytogenetic and
immunophenotypic findings. Cancer Genetics and Cytogenetics. 2009; 188:54-56 (apéndice
C).

Figura 13 - Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH) utilizando a

sonda do gene TP53
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Legenda: (A) Cari6tipo feminino, bandeamento GTG, mostrando a alteragdo cromossémica:
der(17)t(1?;17)(932?;p13). (B) Analise por FISH utilizando a sonda do gene TP53 localizado na
regido p13 do cromossomo 17, mostrando a presencga do gene TP53 nos dois cromossomos ~ (seta).



74

Para auxiliar na definicdo do cariétipo de um paciente apresentando 1 ano de idade,
sexo masculino, portador da SD utilizamos a técnica de FISH. Este paciente ao diagnostico
foi classificado no estagio inicial da doenga, CR. A andlise citogenética por bandeamento
GTG mostrou o seguinte cariotipo: 47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/ 47,XY,+21c[14].
Durante o0 acompanhamento clinico e citogenético, este paciente evoluiu para LMA e adquiriu
outras alteracfes cromossdmicas, apresentando um cariotipo complexo de dificil definicdo
pela  citogenética  classica:  47,XY,t(3;5)(q21;032),add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/
47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?), +21c[5]/47,XY,+21c[1] (figura 14A). Com 0 objetivo de
melhor caracterizar citogeneticamente este cariotipo aplicamos a técnica de FISH. Foram
utilizadas as sondas de pintura cromossémica: WCP3 (figura 14B), WCP7 e WCP15 (figura
14C). Apos a analise do FISH chegamos a seguinte definicéo cariotipica: 47,XY,del(3)(g21),
add(5q),der(7)t(7;15)(p15;921926),add(15)(q21),+21c[14]/47,XY der(7)t(7;15)(p15;921926),
add(15)(g21),+21c[5]/47,XY,+21c[1]. Este paciente foi tratado com quimioterapia,

entretanto, faleceu.
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Figura 14 - Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH) utilizando as
sondas de pintura cromossémica WCP3, WCP7 e WCP15
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Legenda: (A) Caridtipo masculino mostrando alteracdo cromossdémica complexa, envolvendo 0s cromossomos
3,5, 7 e 15 (B) FISH utilizando a sonda de pintura cromossémica WCP3. (C) FISH usando as sondas
de pintura cromossémica WCP7 (vermelho) e WCP15 (verde).

Para realizar o acompanhamento de evolucdo da doenca e monitoramento terapéutico
(p6s-QT) de um paciente apresentando AREB-t e monossomia do cromossomo 7 ao
diagnostico (figura 15A), aplicamos a técnica de FISH. Para esta analise, foi utilizada a sonda
com dupla marcacdo do cromossomo 7 (figura 15B). Esta metodologia foi aplicada, pois para
definicdo do padrdo cromossémico no acompanhamento de evolugdo da doenga, 0 nimero de

metafases analisadas era muito pequeno, apenas 12. Entretanto, ndo observamos a presenca de
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alteracdes cromossdmicas adicionais. O FISH mostrou através de 300 células analisadas,
incluindo metéafases e ndcleos interfasicos, um aumento do clone apresentando a monossomia
do cromossomo 7 (95%). Esta crianca evoluiu para LMA e foi indicada o TCTH alogénico.
Na busca de um doador ndo aparentado, iniciou-se a quimioterapia. No monitoramento da
terapia observamos células com monossomia do cromossomo 7, indicando a recidiva da

doenca. Esta crianca faleceu apds 11 meses do diagnostico.

Figura 15 - Analise por citogenética classica e citogenética molecular (FISH) utilizando a
sonda do cromossomo 7

(A)
" . - ’
! » ( o L ..' A
o o.. -. ‘.’ ) 44 ‘\ . "
1 2 3 4 5
XA . 4 ‘
: — o 33 '.'h Ll Ll
6 7 8 9 10 11 12
e + 4 P 1 - >
13 14 15 16 17 18
.
- 4 -
19 20 21 22 X

Legenda: (A) Cariotipo masculino, bandeamento GTG, mostrando a alteracdo cromossémica -7. (B) Analise
por  FISH utilizando a sonda de dupla marcagdo do cromossomo 7 (LSI D7S486 spectrum
orange/ CEP 7 spectrum green, Vysis, Inc. Downers Grove, USA). O segmento da sonda de cor
verde marca aregido  centromérica do cromossomo 7 e o de cor vermelha, a regido ¢31.
Podemos observar quatro marcacGes nos nucleos interfasicos, caracterizando uma célula
normal para o cromossomo 7. Observamos a presenca de alguns nicleos com apenas dois sinais,
caracterizando a monossomia de 7 (setas). Na metafase, observamos também a marcacdo em  apenas
um cromossomo, confirmando a monossomia de 7 (seta).
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3.1.3 Alteracdes cromossOmicas observadas durante a evolucdo da doenca (SMD — LMA)

Evolucdo da doencga foi observada em 37 (32,2%) dos 115 pacientes com SMD
primaria. Estes pacientes apresentaram 0s seguintes cariétipos: cariotipo normal, del(3p),
del(4q), t(4;7), t(5;8), del(6q), -7, del(7q), +8 isolado ou acompanhado de outras alteracdes
cromossomicas, 1(9q), add(9q), del(11q), del(12p), +21 acompanhada de um cromossomo
marcador e cariétipos complexos (tabela 13). No grupo de SD/SMD todos os 3 pacientes

apresentaram evolucdo da doenca.

Tabela 13 - AlteracGes cromossOmicas associadas com a evolugdo da doenga (SMD — LMA)

Cariotipo N° total de pacientes N° de Pacientes
Apresentaram  N&o Apresentaram
Evolucédo Evolucéo

Normal 50 4
del(3p) 1
del(4q) 1
del(5q) 1
t(4;7) 1
1
1
4

SN
(o]

t(5;8)
+6
del(6q)
-7/del(7q) 14
+8 (isolada ou néo) 3
i(99) 2
add(9) e outra 1
del(9)
del(11q)
del(12p)
del(17p)

-19
+21;+mar
-21

+Y

+mar

Chtb
hiperdiploide
biclonal
Complexo

= N = e e

N

-
-
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Durante o estudo citogenético dos pacientes pediatricos com SMD primaria foi
possivel observar evolucéo cariotipica em 9 (7,8%) casos. Esses pacientes foram separados
em dois grupos: grupo I pacientes que ndo apresentavam alteraces clonais ao diagnostico e
adquiriram alteracdo cromossdmica no curso de evolucdo da doenga e grupo Il: pacientes que
apresentavam clones e subclones citogenéticos ao diagnostico. No grupo | foram observados 4
pacientes. Todos estes pacientes apresentaram o subtipo CR. Foi verificado aquisicdo das
sequintes alteracbes cromossomicas: del(17p) em dois pacientes; +14 em 1 paciente e
caridtipo complexo em 1 paciente. No grupo Il foram observados 5 pacientes, sendo 1 do
subtipo CR, 2 do subtipo AREB e 2 do subtipo AREB-t. As alteracdes cromossémicas
observadas neste grupo foram: del(17p)/ del(11q), cariétipo complexo/ cariétipo complexo e
dup(1q), del(7q)/ del(7q) e del(12p), add(9q)/ add(9q) e inv(1qg) e +21/ +21 e +mar (tabela
14).

No grupo de pacientes com SD/SMD foi observado evolucgéo cariotipica em 2 (66,7%)
pacientes. Destes pacientes, 1 apresentava a trissomia do cromossomo 21 constitucional ao
diagndstico. Durante o acompanhamento este paciente adquiriu um der(17)t(1;17)(g32;p13),
sendo classificado no grupo | de evolucdo cariotipica. O outro paciente apresentava ao
digndstico um segmento cromossdmico adicional nos cromossomos 7 e 15. Durante o
acompanhamento, este paciente adquiriu uma nova alteracdo cromossdmica t(3;5). Neste
caso, 0 paciente apresentava alteragdes cromossdmicas ao digndstico e adquiriu durante a
evolucdo da doenga novas alteragdes cromossdmicas, representando o grupo Il (tabela 14).

Ambos os pacientes evoluiram da doenca e foram a ébito.
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Tabela 14 - Evolucdo cariotipica em pacientes peditricos com SMD primaria e SD/SMD

Grupo de Classificacdo- Citogenética ao diagnostico Evolugdo Cariotipica

evolucao Subtipo

Grupol  SMD-CR 46,XY[34] 46,XY,del(17)(p12)[4]/46,XY[36]
SMD-CR 46,XX[38] 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[33]
SMD-CR 46,XX[35] 47, XX, +14[4]/46,XX[31]
SMD-CR 46,XY[43] 49,XY,+12,+16,+22[3]/51,XY del(6)(q14),+12,

+16,+20,+21,+22[3]/52,XY +5,del(6)(q14),
+12,+16,+20,4+21,+22[2]/51,XY,+12,+16,+18,
+21, +22[2]/46,XY[14]

Grupo Il SMD-CR 46,XY,del(17)(p12)[9]/
46,XY,del(17)(p12),del(12)(p13)[5)/
46,XY,del(11)(q23)[3]/ 46,XY[34]

SMD-AREB 58, XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,
+13,+18,+20,+21[5])/
58,XX,idem,dup(1)(q21qg31)[14]/
46,XX[21]

SMD-AREB 46,XY del(7)(q22)[10]/
46,XY del(7)(q22),del(12) (p12)[3)/
46,XY[7]

SMD-AREB-t  46,XY,add(9)(q34)[5)/
46,XY,inv(1)(q21),add(9)(q34)[4]/
46,XY [42]

SMD-AREB-t  47,XX,+21[6]/
48,XX,+21,+mar[4]/46, X X[10]

Grupo | SD/SMD- 47 XX, +21¢[25] 47,XX,der(17)t(1;17)(q32;p13),+21c[15]/

46,XX,+21c[6]
AREB
Grupo Il SD/SMD- CR 47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?), 47,XY,1(3;5)(g21;932), add(7)(p?).add(15)(q?),
+21c[14])/ 47,XY ,+21c[14] +21¢[14]/47, XY ,add(7)(p?),add(15)(q?),
+21c[5)/ 47,XY,+21c[1]

3.2 Distribuicdo dos pacientes com SMD primaria na infancia segundo os grupos de

risco classificados pelo IPSS

Utilizamos os critérios adotados pelo IPSS para classificar os pacientes com SMD
priméaria na infancia de acordo com os grupos de risco. O grupo de risco intermediario 1 foi o
mais frequente, sendo observados 65 pacientes (56,5%). No grupo de baixo risco foram
observados 10 pacientes (8,7%), no intermediario 2 foram observados 21 pacientes (18,3%) e

no de alto risco foi observado 19 pacientes (16,5%). No grupo das crian¢as com SD/SMD a
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distribuicdo ficou: 1 crianca no grupo intermediario 1, 1 criang¢a no intermediario 2 e uma
crianca no alto risco. Evolucédo da doenca foi verificada em 1 paciente (10%) com grupo de
baixo risco, em 7 dos pacientes (10,7%) do grupo de prognostico intermediério 1, em 12 dos
pacientes (57,1%) do grupo de intermediario 2 e 17 dos pacientes (89,5%) classificados no

grupo de alto risco (tabela 15).

Tabela 15 - Frequéncia de pacientes pediatricos com SMD nos diferentes grupos de risco de

acordo com o IPSS (1997) e evolucdo da doenca

Classificacao N° de Pacientes N° de Pacientes que N° de Pacientes que ndo
IPSS (%) apresentaram evolucdo  apresentaram evolucéo
Grupos de Risco da doenga (%0) da doenga (%0)
Baixo 10 (8,7%) 1 (10%) 9 (90%)
Intermediario 1 65 (56,5%) 7 (10,7%) 58 (89,3%)
Intermedidario 2 21 (18,3%) 12 (57,1%) 9 (42,9%)
Alto Risco 19 (16,5%) 17 (89,5%) 2 (10,5%)

Verificamos a distribuicdo dos pacientes de acordo com o progndstico citogenético
segundo o IPSS e associamos com sua evolugdo. Observamos que dos 115 pacientes
estudados, 52 (45,22%) foram classificados em bom prognostico, 46 (40%) em progndstico
intermediario e 17 (14,78%) em mau prognostico. A evolucdo da doenca foi verificada em 4
(7,7%) dos pacientes classificados com cariétipo de bom prognostico, 20 (43,5%) dos
pacientes classificados com cariétipo de progndstico intermediario e 13 (76,5%) dos pacientes
classificados com cari6tipo de mau prognostico (tabela 16).

Tabela 16 - Frequéncia de pacientes pediatricos com SMD nos diferentes grupos de risco
citogenéticos de acordo com o IPSS e evolucdo da doenca

Prognostico N° de Pacientes N° de Pacientes que N° de Pacientes que ndo
cariotipico (%) apresentaram evolucdo  apresentaram evolugdo
da doenca (%0) da doenca (%0)
Bom 52 (45,22%) 4 (7,7%) 48 (92,3%)
Intermediéario 46 (40%) 20 (43,5%) 26 (56,5%)

Mau 17 (14,78%) 13 (76,5%) 4 (23,5%)
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A mesma andlise foi realizada utilizando a classificacdo prognostica do caridtipo
segundo o IPSS-R. Verificamos que dos 115 pacientes analisados, 11 (9,57%) foram
classificados em progndsticos muito bom, 59 (51,30%) em progndéstico bom, 40 (34,78%) em
prognostico intermediario, 2 (1,74%) em mau prognoéstico e 3 (2,61%) em muito mau
prognostico. A evolucdo da doenca foi verificada em 8 (72,7%) pacientes do grupo de
cariétipo de muito bom progndstico, em 4 (6,7%) pacientes do grupo de cariétipo de bom
progndstico, em 21(52,5%) pacientes do grupo de cari6tipo de progndstico intermediario, em
1(50%) paciente do grupo de cariétipo de mau progndstico e em 3 (100%) dos pacientes do

grupo de caridtipo de muito mau prognostico (tabela 17).

Tabela 17 - Frequéncia de pacientes pediatricos com SMD nos diferentes grupos de risco

citogenéticos de acordo com o IPSS-R (2012) e evolucédo da doenca

Prognostico N° de Pacientes N° de Pacientes que N° de Pacientes que ndo
cariotipico apresentaram evolucdo apresentaram evolucéo
da doenca da doenga
Muito Bom 11 (9,57%) 8 (72,7%) 3 (27,3%)
Bom 59 (51,30%) 4 (6,7%) 55 (93,3%)
Intermediario 40 (34,78%) 21 (52,5%) 19 (47,5%)
Mau 2 (1,74%) 1 (50%) 1 (50%)
Muito mau 3(2,61%) 3 (100%) 0 (0%)

3.3 Analise molecular

3.3.1 Andlise da frequéncia de metilacio na regifio promotora dos genes p15™K* p1p'NK4a

pela técnica de MSP em pacientes com SMD primaria na infancia

A andlise do padréo de metilacdo da regi&o promotora dos genes p15™*" e p16™K*
foi realizada em 77 pacientes com SMD primaria na infancia (apéndice D). Foi utilizado
como controle negativo o0 DNA de células mononucleares de doadores de medula Gssea e
como controle positivo o0 DNA das células da linhagem Raji (p15™<*’) e DLD-1 (p16"™“3).

Verificamos que 25 (32,46%) dos 77 pacientes com SMD priméria da infancia tinham pelo
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menos um dos dois genes analisados metilados. Metilacio do gene p15™K* foi observada em
22 (28,6%) dos 77 pacientes e, apenas 6 (7,8%) pacientes apresentaram metilacdo para o
gene p16™** (figura 16).

Figura 16 - Gréaficos de setores mostrando a frequéncia de pacientes pediatricos com SMD

primaria que apresentaram o padréo metiladc \(/e;sus ndo metilado para os genes
B
(A)

28,6%

7,8%

71,4%

92,2%

| @ p15INK4b metilado @ p15INK4b n&o metilado @ p16INK4a metilado @ p16INK4a ndo metilado

Legenda: (A) p15™ * e (B) p16™“,

Verificamos que todos os pacientes mostraram amplificacdo com os oligonucleotideos
especificos para a sequéncia ndo metilada, incluindo aqueles pacientes positivos para a
metilacdo. N&o foi detectada a presenca de metilacdo dos genes p15™K* e p16™<*® nas
amostras de DNA dos doadores de medula dssea. As células da linhagem Raji e DLD-1
apresentaram forte amplificacdo com o par de oligonucleotideos pl5M e pl6M,
respectivamente (figura 17A e C). Aberrante metilagédo de ambos os genes foi observada em 3
(3,89%) dos 77 pacientes com SMD primaria na infancia.

5NK4D & 116'N*2 dois pacientes com

Foram analisados para a metilagédo dos genes pl
SD/SMD. Ambos os pacientes foram negativos para metilacdo dos genes estudados.
Todos os resultados foram confirmados pela técnica de sequenciamento (figura 17B

e D).
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Figura 17 - Figura representativa das técnicas de MSP e sequenciamento

@ H20 Doador Raji 1 2 3 4 5

L UMUMUMTUM U M U M U M U M

H20 Doador DLD-1
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Legenda: (A) Fotografia de gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata para o gene p15™<%
utilizando oligonucleotideos para p15 U, os quais sdo especificos para 0 DNA ndo metilado (U) e
pl5M, os quais sdo especificos para o0 DNA metilado (M), H,O (controle negativo da reacdo),
doadores (controle negativo), Raji (controle positivo), 1: paciente ndo metilado para o gene
p15™Ke® 2.5:  pacientes metilados e ndo metilados para o gene p15™*“. (B) Produtos de PCR
para as amostras metiladas foram sequenciadas pela Plataforma ABI PRISM 3130xGenetic
Analyser (Life Technologies, USA). Resultados do sequenciamento das amostras metiladas (M)
foram comparados com as sequéncias selvagem (S) (Genbank) e ndo metiladas (U) utilizando
Bioedit software (v.7.0.9, Tom Hall, Ibis Biosciences, CA). (C) e (D) mostram uma anélise similar
para 0 gene p16™ %2 .

A ditribiucdo da frequéncia de metilacéo do gene p15™* nos diferentes subtipos foi
de 10/51 (19,6%) nos pacientes com CR , 5/16 (31,2%) nos pacientes com AREB e 7/10
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(70%) nos pacientes com AREB-t. Metilacdo do gene p16™<*® esteve presente em 2/51
(3,9%) dos pacientes com CR, 3/16 (18,7%) com AREB e em 1/10 (10%) com AREB-t
(Tabela 18). A frequéncia de metilacdo do gene p15™K* foi significativamente mais alta em
estagios mais avancados da doenca (AREB e AREB-t) quando comparado com 0s estagios
iniciais (CR) (p < 0,02). Apesar da frequéncia de metilacdo no gene p16™¢*® ter sido maior
nos estagios avancados da doenca (AREB e AREB-t) quando comparado com o estégio inicial

(CR), este resultado ndo apresentou significancia estatistica.

Tabela 18 - Analise de metilacdo dos genes p15™**" e p16'™**® em SMD priméria na infancia
pela técnica de MSP
Subtipo N° de N° de pacientes com N° de pacientes com
pacientes metilacdo em p15™<4® metilacdo em p16"™"*

CR 51 10 (19,6%) 2 (3.9%)

SMD AREB 16 5 (31,2%) 3 (18,7%)
AREB-t 10 7 (70%) 1 (10%)
Total 77 22 (28,6%) 6 (7,8%)

3.3.2 Andlise de metilacio dos genes p15™*® | p16™ 2 ¢ MDR-1 pela técnica COBRA

INK4b INK4
5 6

Os pacientes que apresentaram metilagdo nos genes pl e pl pela técnica
COBRA (figura 18) foram os mesmos observados pela técnica MSP. A andlise semi-
quantitativa de porcentagem de metilacdo do gene p15™**" nos pacientes positivos para
metilagdo variou de 28% a 67%. Para o gene p16"“*® os pacientes apresentam uma taxa de

metilacdo entre 14 a 22%.



85

Figura 18 - Figura representativa da técnica COBRA para 0s genes p15™ %" e p16'N<4a

A) L D Rajicr1l 2 3 4 5
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Legenda: (A) Fotografia de gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata do gene p15™ ** apés a
digestdo com a enzima Nrul. L- marcador de peso molecular “low mass” (Life Technologies, USA),

D- doador (controle negativo), Raji (controle positivo), 1- 5 pacientes com SMD na infancia. (B)
analise similar para o gene p16™**® | utilizando para digestdo, a enzima Tagq|l, e a linhagem DLD1,

como controle positivo.

A analise de metilagdo do gene MDR-1 mostrou que tanto os 7 doadores de medula
quanto os 77 pacientes analisados, ndo apresentaram metilacdo na regido estudada (figura

19A). Esses resultados foram confirmados pelo sequenciamento (figura 19B).

Figura 19 - Figura representativa das técnicas COBRA e sequenciamento para o gene MDR-1

L _MCF?7 D 1 2 3 4 5

&Y

il ‘I‘HM It ‘
SRR

Legenda: (A) Fotografia de gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata do gene MDR-1 apds a
digestdo com a enzima Tagl. L- marcador de peso molecular “low mass” (Life Technologies, USA),
D- doador, 1- 6: pacientes. (B) Produtos de PCR para as amostras metiladas (linhagem MCF7) e ndo
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metiladas foram sequenciadas pela Plataforma ABI PRISM 3130x Genetic Analyser (Life
Technologies, USA).

3.3.3 Analise quantitativa de metilacio dos genes p15™¢** p16™ e MDR-1

Para avaliar os niveis de metilacdo nos genes p15™K* p16™€*@ ¢ MDR-1 e sua
associacdo com a evolucdo da doenca utilizamos a técnica de QMS-PCR. Através da técnica
de QMS-PCR verificamos que a porcentagem de metilacéo para o gene p15™** nos pacientes
positivos variou de 37% a 74%. Para 0 gene p16'“*® os pacientes apresentam uma taxa de
metilacdo entre 21% a 38%. Avaliamos o nivel de metilacdo nos diferentes subtipos e
observamos que a metilagdo do gene p15™*** foi maior nos subtipos avancados da doenca,
AREB e AREB-t, quando comparado com o subtipo inicial CR. O mesmo resultado foi
observado para o gene  p16™ %, Comparando os dois métodos, COBRA e QMS-PCR,
verificamos que ambos os métodos mostraram a existéncia de uma correlagdo entre o0s
subtipos da doenca e o nivel de metilacdo. No entanto, 0 método de QMS-PCR apresentou
maior sensibilidade do que o COBRA (p<0,0001).

Com o objetivo de verificarmos a presenca de metilacdo no gene MDR-1 aplicamos a
técnica de HRM. Inicialmente, estabelecemos uma curva padrdo realizando uma série de
diluicdes 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e 0% (figura 20A e C) com os DNAs
universalmente ndo metilado e metilado. Em relacdo as linhagens, nossos resultados
mostraram que as células da linhagem K562 tém uma baixa porcentagem de metilacao,
aproximadamente 5% e, que células da linhagem MCF-7 tem aproximadamente 75%-100%
de metilacdo. As amostras de DNA dos 7 doadores e 77 pacientes estudados ndo apresentaram

metilacdo para o gene MDR-1 na sequéncia analisada (Figura 20B e D).
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Figura 20 - Figura representativa da anélise do gene MDR-1 pela técnica de HRM
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Legenda: Curva padrdo normalizada e por dissociacdo mostrando os diferentes niveis de metilacdo do gene
MDR-1: 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e 0% (linhas coloridas A e C). Niveis de metilagdo das
linhagens K562 e MCF-7 e dos pacientes (P1-P4) com SMD primaria na infancia estdo representados
por linhas coloridas e a curva padrdo representada em linhas cinzas (B e D). Os dados foram
exportados do Rotor Gene Q (Qiagen) e editado em TeeChart Office 2.0 (Steema Software).

3.3.4 Correlacio entre a presenca de metilacdo na regiso promotora dos genes p15"™ % e

p16™*2 com os caridtipos e com as caracteristicas clinicas

Foi observado que 90,9% (20/22) dos pacientes que apresentaram metilacdo para o

5INK4b

gene pl apresentaram caridtipos anormais. Analisando as diferentes alteragdes com a
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metilacdo do gene p15™K* verificamos que 45,45% (10) dos pacientes positivos para a
metilacdo deste gene apresentaram alteracfes envolvendo o cromossomo 7, sugerindo uma
forte associacdo entre a metilacéo no gene p15™K* e alteragdes envolvendo o cromossomo 7

(del(7q)/-7). Foi observado metilacdo no gene p15™<*

em dois (9,1%) pacientes com
cariotipo normal e em dois (9,1%) pacientes com del(17p). Com uma menor frequéncia
(4,54%), a metilacdo no gene p15™K* foi observada em pacientes com del(6q), i(9q),
del(11q), del(12p), t(5;8), +mar, biclonal e cari6tipo complexo. Em relacéo ao gene p16™“2,
foi verificado que 100% dos pacientes positivos para a metilagdo deste gene apresentaram
cariétipo anormal. Metilagdo do gene p16™“? foi observada em dois pacientes com alteragdes
envolvendo o cromossomo 7, dois com delecdo 11923, um com +6 e outro com t(5;8). A
correlacdo entre a presenca de metilagdo na regido promotora dos genes p15™ *" e p16 'NK4@
com o padrdo cromossémico em pacientes pediatricos com SMD priméaria com pode ser

observada na figura 21.

Figura 21 - Gréfico de barras mostrando a associacao entre a presenca de metilacdo na regido
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Analisando o padrdo de metilacdo dos genes p15™* e p16™“® com as caracteristicas
clinicas dos pacientes verificamos que, evolugdo da doenca foi verificada em 28 (36,4%) dos
77 pacientes analisados. Metilacdo do gene p15™ *® foi detectada em 46,4% (13/28) dos
pacientes que apresentaram evolucdo da doenga. Em contraste, ndo houve evolucdo da SMD
para LMA em 72,7% (40/55) dos pacientes com auséncia de metilagdo para o gene p15™<.
De fato, a associacdo do padrdo de metilacdo com a evolucdo da doenca foi claramente
significativa (p < 0,009). Observamos evolucdo da doenca em 66,6% (4/6) dos pacientes com
metilagdo para o gene p16'™*2, Em contraste, das 71 criancas que ndo apresentaram metilagdo
para 0 gene p16™*® 47 (66,2%) ndo evoluiram da doenca. N&o foi observado significancia
estatistica para a correlacdo entre a presenca de metilagdo no gene p16™<** e evolucdo da
doenca.

A média de evolugdo da doenca em pacientes com metilagio em p15™*" foi 4,5 meses
e em pacientes com auséncia de metilacdo para estes gene foi 15,2 meses. Desta forma,
observamos que a media de evolucdo da doenca para pacientes que apresentaram metilacdo
para o gene p15™“" foi aproximadamente trés vezes menor do que daqueles que nio

apresentavam metilagéo.

5INK4b 6INK4a

A correlacdo da metilacdo dos genes pl e pl com as caracteristicas

clinicas pode ser observada na tabela 19. Estudando o padrdo de metilagdo no gene p15™<*,
ndo foi observado uma correlacdo estatisticamente significativa em relagdo ao sexo dos
pacientes. No entanto, foi verificado uma correlacdo entre a idade, a porcentagem de blastos,
citogenética, subtipos e evolucdo da doenca. A analise de correlacdo entre a presenca de
metilacio no gene p16™** com os pardmetros clinicos ndo apresentou significancia

estatistica.
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Tabela 19 - Correlagdo entre o padrdo de metilagdo da regido promotora dos genes p15™<* e

p16™K4® com as caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos com SMD

primaria
Metilagéo Metilagéo I
. do p15™ do p16'™“ p-vaor
Parametros clinicos M UM M UM Lo Lk
(n=22) (n=55) (n=6) (n=71) P P
Idade
<12 anos (n=53) 9 44 4 49 x? p<0,001 NS
> 12 anos (n=24) 13 11 2 22
Sexo
masculino (n=42) 15 27 4 38 x> p>0,1 NS
feminino (n=35) 7 28 2 33
Citogenética
Normal (n=29) 2 27 0 29 x? p<0,001 NS
Anormal (n=48) 20 28 6 42
Subtipos SMD
Subtipo inicial CR (n=51) 10 41 2 49
Subtipos avancados y? p<0,02 NS
AREB (n=16)/ 12 14 4 22
AREB-t (n=10)
Blastos na MO (%)
<5% 10 41 2 49 5
x> p<0,001 NS

5-19% 5 11 3 13
20-29% 7 3 1 9
Evolucédo da doenca
(SMD->LMA) ,

_ x> p<0,009 NS
Sim (n= 28) 13 15 4 24
N4o (n= 49) 9 40 2 47

Legenda: CR- citopenia refrataria, AREB- anemia refrataria com exesso de blastos, AREB-t- anemia refratéria
com exesso de blastos em transformacdo, SMD- sindrome mielodisplasica, LMA- leucemia mieléide
aguda, NS- ndo significativo.
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3.3.5 Andlise do padrdo de expressao dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes com SMD

primdria na infancia

A analise de expressdo dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes pediatricos com SMD
primaria foi realizada pela técnica de qRT-PCR. Para esta analise foram estudados 7 amostras
de células de medula 6ssea de doadores e 34 amostras de células de medula 6ssea de pacientes
com SMD primaria da infancia. Desses pacientes, 25 foram classificados no subtipo inicial da
doenca (CR), e 9 nos subtipos avancados (AREB e AREB-t).

Dos 34 pacientes pediatricos com SMD primaria, expressdao do gene EZH2 foi
observada em 29 pacientes (85%). Os 7 doadores (100%) apresentaram expresséo deste gene.
A mediana, 4,09 (amplitude de 0 a 64,5), referente aos niveis relativos de expressdo do gene
EZH2 nos pacientes foi maior em relacdo a mediana,1,0 (amplitude de 0,2 a 4,5), dos
doadores (Figura 22A). Analisando os niveis relativos de expressao do gene EZH2 de acordo
com os subtipos da doenca, verificamos que o subtipo CR, apresentou a mediana, 2,7
(amplitude de 0-64,5), referente aos niveis relativos de expressdo do gene EZH2, enquanto o0s
subtipos mais avancados da doenca, AREB/AREB-t apresentaram uma mediana, 4,9
(amplitude de 0-46,8) (Figura 22B). Em relacdo aos cari6tipos, observamos que 0s pacientes
com cariétipos anormais, apresentaram a mediana, 6,9 (amplitude de 0-49,2) referente aos
niveis relativos de expressao do gene EZH2 maior em relacdo aos pacientes com cariotipos
normais, cuja mediana foi 4,1 (amplitude de 0-64,5) (Figura 22C). Esses resultados néo

apresentaram significancia estatistica (teste de Mann-Whitney).
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Figura 22 - Andlise dos niveis relativos de expressdo do gene EZH2 nos pacientes pediatricos

com SMD primaria
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Legenda: (A) Doadores e pacientes; (B) CR e AREB/AREB-t; (C) Cari6tipo normal e anormal. Os resultados
estdo apresentados em graficos box-plot, mostrando a mediana, amplitude e 0s pontos representam 0s
“outliers” (GraphPad Prism versdo 5.0).

A anélise dos niveis relativos de expressdo do gene MDR-1 em 34 pacientes
pediatricos com SMD primaria, mostrou que 24 (70,6%) pacientes apresentaram a expressao
deste gene. Os 7 doadores (100%) apresentaram expressao do gene MDR-1. A mediana, 1,9
(amplitude de 0 a 24,1), referente aos niveis relativos de expressdo do gene MDR-1 nos
pacientes foi maior em relagdo a mediana,1,0 (amplitude de 0,1 a 4,2), dos doadores (Figura
23A). Analisando os niveis relativos de expressdao do gene MDR-1 de acordo com os subtipos
da doenca, verificamos medianas semelhantes (1,9) para o subtipo inicial, CR (amplitude de
0-23,1) e os subtipos avancados, AREB/AREB-t (amplitude de 0-24,1) (Figura 23B). Em
relacdo aos caridtipos, observamos que o0s pacientes com cari6tipos anormais, apresentaram
uma mediana, 2,9 (amplitude de 0-24,1) referente aos niveis relativos de expressao do gene

MDR-1 maior em relacdo aos pacientes com caridtipos normais, cuja mediana foi 0,9



(amplitude de 0-23,1) (Figura 23C). Esses

estatistica (teste de Mann-Whitney).

Figura 23 - Analise dos niveis relativos de

pediatricos com SMD primaria
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Legenda: (A) Doadores e pacientes; (B) CR e AREB/AREB-t; (C) Cari6tipo normal e anormal. Os resultados
estdo apresentados em graficos box-plot, mostrando a mediana, amplitude e 0s pontos representam 0s

“outliers” (GraphPad Prism versao 5.0).
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4 DISCUSSAO

A sindrome mielodisplasica primaria (SMD) compreende um grupo heterogéneo de
doencas clonais de célula tronco hematopoética, associada geralmente com a evolugédo para
LMA. A SMD ocorre predominantemente em idosos, sendo rara na infancia. Embora 0s
aspectos clinicos, morfoldgicos e laboratoriais da SMD durante a infancia ndo estejam ainda
completamente definidos, alguns estudos sugerem distintas caracteristicas entre a SMD no
adulto e na crianga (SASAKI et al., 2001; HASLE et al., 2003). A raridade da SMD na
infancia e sua grande heterogeneidade contribuem para as dificuldades na classificacdo e na
caracterizagdo de fatores progndsticos.

Existem poucos estudos citogenéticos, moleculares e clinicos em SMD pediatrica
envolvendo um grande nimero de pacientes. No sentido de entender melhor a patogénese da
SMD pediétrica procuramos estudar as alteracdes cromossdmicas e moleculares que atuam no
desenvolvimento da doenca e na sua evolucdo para LMA. Nosso grupo vem estudando a
SMD por um longo periodo (desde 1991), o que permitiu realizar uma analise citogenética
em 115 pacientes pediatricos com SMD e procurar acompanhar a evolugdo da doenga. A
idade média dos pacientes do nosso estudo foi de 8,5 anos, havendo uma distribuicdo similar
entre 0 sexo masculino e o feminino. Estudos realizados na populacdo da Europa e do Canada,
estimaram que a incidéncia de SMD pediatrica ¢ de aproximadamente 1,8 a 4 casos por
milhdo de habitantes por ano (HASLE et al., 1995b; HASLE et al., 1999; GLAUBACH et al.,
2014). Até o momento, ndo exitem estudos baseados na populacdo brasileira mostrando a
incidéncia da SMD pediatrica. Recentemente, Glaubach e colaboradores (2014) em um artigo
de revisdo mostraram que a idade média dos pacientes pediatricos com SMD é em torno de
6,8 anos e, a doenca parece ser igualmente distribuida entre pacientes do sexo masculino e
feminino.

Em nosso estudo observamos que de acordo com a classificagdo da SMD da infancia,
proposta por Hasle e colaboradores (2003), o subtipo CR foi o mais frequente, sendo
observado em 78 dos 115 pacientes analisados. Os demais subtipos foram observados em
menor frequéncia: 22 casos de AREB, 15 casos de AREB-t. Também foram incluidos neste
estudo 3 pacientes portadores de Sindrome de Down apresentando SMD primaria. Estes
pacientes foram analisados como um grupo separado, SD/SMD, conforme a classificacdo da
SMD pediatrica (HASLE et al., 2003). Estudos iniciais em SMD na infancia, utilizando a
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classificacdo FAB, mostraram que a frequéncia de pacientes apresentando o subtipo menos
agressivo AR era baixa, ocorrendo com maior incidéncia os casos de AREB e AREB-t
(PASSMORE et al., 1995; LOCATELLI et al., 1995; MARTINEZ-CLIMENT, 1997). No
entanto, estudos mais recentes tém revelado uma predominancia do subtipo inicial da doenca,
CR, (KARDOS et al., 2003; POLYCHRONOPOULOU et al., 2004; NIEMEYER & KRATZ,
2008; GERMING et al., 2008; HASLE& NIEMEYER, 2011; GLAUBACH et al., 2014).
Provavelmente, estas diferengas aconteceram devido a dificuldade do diagndstico de SMD
primaria na infancia, principalmente nos casos com menos de 5% de blastos na medula dssea,
onde na pratica clinica em pediatria, temos as anemias carenciais por deficiéncia de vitamina
B12 e folato, infec¢bes virais que podem levar a achados com dispoese de células
hematopoéticas. Nestes casos, a utilizacdo da combinagdo de diferentes metodologias de
analise como: mielograma, biopsia de medula 6ssea, anélise citogenética e imunofenotipagem
€ muito importante para o diagnéstico diferencial da SMD em pediatria.

O estudo das alteragcdes cromossdmicas na SMD auxilia ndo somente o diagnostico,
mas evidéncia aspectos importantes da biologia da doenca que refletem no progndéstico e na
evolugdo do paciente. Anormalidades cromossdmicas foram detectadas em 56,5% dos 115
casos estudados com SMD primaria na infancia. Nos subtipos mais avancados da doenca,
AREB e AREB-t, foi observado uma alta incidéncia de cari6tipos anormais, 77,2% e 100%,
respectivamente. Estudos multicéntricos demonstraram que a incidéncia de alteragdes
cromossémicas em SMD pediatrica é de 30 a 50%. Similar aos nossos achados, esses estudos
revelaram uma alta frequéncia de anormalidades citogenéticas, principalmente nos subtipos
mais avancados, AREB e AREB-t (LUNA-FINEMAN et al, 1999; SASAKI et al, 2001,
POLYCHRONOPOULOQU et al, 2004; LOPES et al, 2006). A variacdo na porcentagem de
casos com alteracGes cromossdmicas pode estar associada a diversos fatores como variacoes
no numero de metafases analisadas ou na amostra, com tendéncias para subtipos especificos.
Assim, em estudos contendo um maior nimero de casos apresentando AREB e AREB-t, o
indice de anormalidades cromossdmicas serd maior. Em nosso estudo, procuramos analisar
um grande numero de metafases por paciente, uma vez que, no subtipo inicial da SMD na
infancia, CR, o clone citogeneticamente anormal pode ser muito pequeno, ao contrario do que
acontece nos subtipos mais avancados da doenca (AREB e AREB-t).

Ao contrario do que é encontrado em outras neoplasias hematoldgicas, como em
leucemias e linfomas, em nosso estudo a analise citogenética sugere a auséncia de uma

alteracdo especifica correlacionada com um subtipo da doenca. O mesmo foi observado em
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outros estudos (LUNA-FINEMAN et al., 1999; HARBOTT et al., 2000; JABBOUR et al.,
2013).

Neste estudo as anormalidades cromossémicas mais frequentes foram as alteracdes
envolvendo o cromossomo 7 (-7/7q°), sendo observada em 21,5% dos pacientes. Destes
pacientes 71,4% evoluiram da doenca e, 42,8% foram a oObito. Estudos em SMD pediatrica
indicam a monossomia do cromossomo 7 como a anormalidade cromossémica de maior
incidéncia, ocorrendo em aproximadamente 18-30% dos casos (AKTAS & TUNCBILEK,
2006; NIEMEYER & KRATZ, 2008, GOHRING et al., 2010). Diversos estudos, incluindo o
IPPS associam as alteracBes cromossdmicas envolvendo o cromossomo 7 com mau
prognostico e elevado risco de transformacdo leucémica (AKTAS & TUNCBILEK, 2006;
NIEMEYER & KRATZ, 2008). Aktas & Tunchilek (2006) em uma andlise de 43 pacientes
pediatricos com SMD priméria observaram uma frequéncia de 18,6% de alteracdes
envolvendo o cromossomo 7 [-7 e del(7qg)]. Eles observaram que esses pacientes estavam
associados com alta taxa de evolucdo da doenca (62,5%) e mortalidade (75%). Entretanto,
Gohring e colaboradores (2010) sugeriram que a monossomia do cromossomo 7, quando
identificada de forma isolada, apresenta um prognéstico neutro em pacientes com SMD
primaria na infancia. A recente escala progndstica IPSS-R, classifica a monossomia do
cromossomo 7, quando presente de forma isolada ou acompanhada de outras alteracdes em
um mau prognostico e, a del(7q), quando presente de forma isolada em um progndstico
intermediario (GREENBERG et al., 2012). Nossos resultados sugerem que alteracdes
envolvendo o cromossomo 7, como alteracdo Unica ou acompanhada de outras alteracdes
cromossémicas, estdo associadas com a evolucao da doenca e alta taxa de mortalidade.

Alteracbes do cromossomo 7 séo frequentemente observadas em neoplasias miel6ides
(AKTAS & TUNCBILEK, 2006; NIEMEYER & KRATZ, 2008; TRIPPUTI et al., 2014). No
cromossomo 7 estdo localizados alguns genes que possuem um papel importante na
hematopoese e progressdo do cancer como: 0s genes do grupo HoOxA, que sdo genes
homedticos, reguladores do desenvolvimento; o gene ETV1 (ETS- "translocation variant 1")
pertencente a familia de fatores de transcricdo ETS que modulam muitas fungdes celulares,
incluindo proliferacdo, apoptose, diferenciacdo, migracao, angiogénese; o gene IL-6, citocina
envolvida na resposta inflamatéria, atua na diferenciagdo de células B e em células
progenitoras hematopoéticas; o gene Twist-1, fator de transcricdo que atua na progressao do
cancer; o gene MDR-1 de resisténcia a multiplas drogas, o gene EZH2 pertencente ao grupo

Polycomb relacionado a repressdo génica, entre outros (VARAMBALLY et al.,, 2002;
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CHAUHAN et al.,, 2012; DESEN & HURET, 2014). Portanto, podemos perceber que
alteracdes no cromossomo 7 terdo uma forte influéncia com o desenvolvimento das neoplasias
mieldides e refletem em seu prognaostico.

A delegéo do brago longo do cromossomo 11 na regido 23 foi a segunda alteragéo
mais frequente em nosso estudo. Nesta regido cromossdmica esta mapeado o gene MLL,
frequentemente envolvido em leucemias agudas da infancia (LLA e LMA). Geralmente, esse
gene estd associado com alteracBes cromossémicas do tipo translocacdo, conferindo mau
prognostico (LIM et al., 2014). O IPSS classificava as alteragdes envolvendo o cromossomo
11 como de prognostico intermedidrio, mas o atual IPSS reclassificou esta alteracdo
cromossémica como estando incluida no grupo de muito bom progndstico. Nossos resultados
sugerem que esta alteracdo esta envolvida em casos de evolucdo de SMD, CR para AREB e
SMD para LMA. Portanto, é necessario um maior nimero de casos estudados para esclarecer
o valor progndstico desta alteracdo cromossdmica.

A delecdo do brago curto do cromossomo de 17 é apontada segundo o IPSS como
progndstico intermediario. Em nossos pacientes, a del(17p) foi observada em 6,15% e esteve
presente no subtipo inicial, CR, e em casos com medula 6ssea hipocelular. Nestes casos vale a
pena ressaltar o valor da citogenética como um diagnostico diferencial entre SMD hipocelular
e anemia aplastica, onde a presenca de uma alteracdo cromossdmica clonal caracteriza a
SMD. Esse dado é muito importante, pois ambas as doengas sao indicadas para o TCTH
alogénico, no entanto, o condicionamento pré-TMO é especifico para cada doenca (DONEY
etal., 1997; YOUNG et al., 2006). A nivel morfologico a del(17p) esteve associada com uma
dispoese significativa no setor granulocitio, ocorrendo a presenca de células Pelguer-Huet e
auséncia de granulacdes. Essas criancas apresentaram infecgdes graves e foram indicadas para
o0 transplante de medula 6ssea, apresentando uma boa resposta ao tratamento. No braco curto
do cromossomo 17 esta localizado o gene supressor de tumor TP53, o qual codifica uma
nucleofosfoproteina de 53-KDa que atua como regulador negativo da proliferacdo celular.
Vérios tipos de danos no DNA causados, por exemplo, por drogas anti-cAncer ou radiagdes
gama, ativam a proteina TP53 resultando em uma parada do ciclo celular entre as fases G1 e
G2, para reparar 0 dano existente no DNA. Se o DNA néo for reparado, a via apoptdtica
dependente de TP53 é ativada (PERRY & LEVINE, 1993; FARNEBO et al., 2010). Em
pacientes adultos com SMD ou LMA, mutac6es do TP53 sdo observadas em menos de 10%
dos casos, sendo frequentemente, associadas com a perda do braco curto do cromossomo 17,

cariotipo complexo, resisténcia a quimioterapia e menor sobrevida (KITA-SASAI et al, 2001;
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HAFERLACH et al., 2008). Em malignidades hematdlogicas pediatricas existe controvérsia
quanto a frequéncia de anormalidades do gene TP53. Alguns estudos tém observado uma
baixa frequéncia de alteracdes do gene TP53 em pacientes pediatricos com SMD (FELIX et
al., 1996; JEKIC et al., 2006; SAITO et al., 2011). No entanto, Silveira e colaboradores
(2009) verificaram que, em um total de 19 pacientes pediatricos com SMD, 94,7%
apresentaram delecdo do gene TP53 de acordo com analise por FISH. Nesse estudo, foi
sugerido que a delecdo TP53 em SMD representa um biomarcador clinicamente relevante que
pode ser usado para definir a SMD pediéatrica "de novo" (SILVEIRA et al., 2009).

Caridtipos complexos foram observados em 4,61% dos pacientes estudados, estando
associados com a evolucdo da doenca. Os cariotipos destes pacientes apresentaram alteracdes
cromossémicas numéricas e/ou estruturais e estiveram associados em todos os subtipos da
SMD pediéatrica. Recentemente, foi realizado um estudo em relagdo ao impacto prognéstico
do caridtipo complexo em criancas com SMD em estdgios avancados da doenca. Foi
observado que pacientes com cariétipo complexo apresentando uma alteracdo estrutural estdo
fortemente associados com um pior prognostico e menor sobrevida (GOHRING et al, 2010).

A hiperdiploidia é considerada um cari6tipo complexo. A hiperdiploidia | (nimero
cromossdmico modal maior que 46) é observada em varias criangcas com diferentes neoplasias
como a LLA e sua presenca confere um prognostico favoravel (PUI, 1995; DASTUGUE et
al., 2013). A hiperdiploidia Il (mais de 70 cromossomos), uma marca nos tumores
anaplasicos, em combinacdo com translocacfes cromossdmicas pode identificar pacientes
com alto risco, estando associados, em geral, com a falha ao tratamento (DOUGLAS et al.,
1986; SHAPIRO et al., 1993). Em nosso estudo tivemos uma crianca com cariotipo
hiperdiploide I, apresentando o estagio inicial da doenca, CR. Esta crianca foi associada com
bom prognostico. A presenca de uma alteragdo cromossomica estrutural em cariotipo
hiperdiploide |1 foi observado em dois pacientes. Um paciente apresentou a duplicacdo do
bragco longo do cromossomo 1 e o outro, a dele¢cdo do brago longo do cromossomo 6. Ambos
os pacientes evoluiram para LMA. Poucos estudos em SMD na inféncia correlacionaram o
valor prognostico da hiperdiploidia (FERNANDEZ et al., 2003). Acar e colaboradores (2001)
descreveram uma crianga com SMD hipocelular apresentando hiperdiploidia associada com
mau progndstico. No entanto, esta crianca apresentava alteragdes congénitas. Dessa forma, em
SMD da infancia é necessario um estudo evolvendo um maior nimero de pacientes com

hiperdiploidia para defini¢do do seu valor progndstico.
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Observamos a trissomia do cromossomo 8 em 4,61% dos pacientes pediatricos
analisados, estando presente em casos de AREB e AREB-t. Estes pacientes apresentaram
evolugdo para LMA e faleceram. Nos pacientes adultos com SMD, a trissomia do
cromossomo 8 é a alteracdo numérica mais comum e, parece ser predominante no sexo
masculino. A trissomia do 8 ndo se associa a um subtipo especifico de SMD, mas geralmente
estd associada com citopenia de uma ou trés linhagens (CHAUFFAILLE, 2006). Solé et al.
(2000) e Fernandez et al. (2000) sugeriram que alteragdes envolvendo o cromossomo 8 estdo
associadas com mau progndstico e risco aumentado de transformacdo leucémica. No entanto,
recentemente Saumell e colaboradores (2012) analisaram o impacto progndéstico da trissomia
do 8 isolada ou associada com outras alteracGes cromossémicas em 257 pacientes adultos com
SMD primaria. Eles sugeriram que pacientes com a trissomia do cromossomo 8 isolada
podem ser incluido no grupo de risco intermediério, uma vez que apresentam um pior
prognostico quando comparado a pacientes com cariétipo normal e com blastos > 5% na
medula 6ssea. Em SMD priméria na infancia ndo existem estudos sobre o impacto
prognostico da trissomia do 8. Em nosso estudo, esta alteracdo foi associada com os subtipos
mais avancados da doenca (AREB e AREB-t), alta taxa de transformac&o leucémica e dbito.

A delecdo do braco longo do cromossomo 5 foi observada em apenas um dos nossos
pacientes. Esta alteracdo cromossdmica é extremamente rara em criancas. Uma revisdo da
literatura descrita por Pitman e colaboradores (2006) mostra apenas 7 casos de criancas com
del(5g). Em SMD priméaria em pacientes adultos, a del(5q) apresenta caracteristicas
morfolégicas e clinicas especificas, sendo reconhecida como a Sindrome 5g-, entidade
adotada pela classificacdo OMS. A classica sindrome 5g- foi descrita, pela primeira vez, em
1974 por Van den Berghe e colaboradores. Esta alteracdo ocorre predominantemente em
individuos do sexo feminino e idades avangadas, estando relacionada com bom progndstico e
baixo risco de transformacéo leucémica. Nos Ultimos anos, o tratamento com lenalidomida,
uma droga imunomodulatoria, tem mostrado uma notavel eficiéncia para pacientes com SMD
e del(5q). Estudos sugerem que a lenalidomida atua na via de sinalizagdo causada pela
haplosuficiéncia de genes especificos presentes na regido comumente deletada do
cromossomo 5. Desta forma, esta droga atua especificamente nos clones del(5q), enquanto
promove a repopulacdo de células normais na medula 6ssea (GIAGOUNIDIS et al., 2014). Os
poucos casos descritos na literatura apresentando del(5q) na infancia estiveram associados
com mau prognostico (PITMAN et al., 2006). Em nosso estudo, a del(5q) esteve presente em

uma crianca do sexo feminino, com 13 anos de idade. Através da andlise por FISH foi
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detectada a perda de um dos alelos do gene c-fms, localizado na regido q33q34. Este gene
codifica o receptor de fator de crescimento de macrofago e apresenta uma funcdo importante
para proliferacdo e diferenciacdo de células mieldides (KRYSINSKA et al., 2007). O
cromossomo 5 contém muitos genes que estdo envolvidos na regulacdo da hematopoese,
incluindo citocinas e seus receptores, reguladores de ciclo celular, fatores de transcricdo e
mediadores de sinalizacdo celular. Este conjunto de genes envolvidos na hematopoese
encontram-se entre a regido 5913~q33 e estdo associados com as caracteristicas clinicas dos
pacientes com del(5g). A del(5g) pode originar a producdo aberrante de citocinas e uma
sinalizacdo inapropriada de um ou mais genes. Além disso, caracteristicas displasicas podem
ser encontradas nas trés linhagens hematopoéticas em pacientes com del(5q)
(GIAGOUNIDIS, 2006).

Em nosso estudo, observamos um caso raro de biclonalidade citogenética envolvendo
0os cromossomos 11 e 17. O clone com del(17p) adquiriu uma segunda alteracdo
cromossémica del(12p), sugerindo evolucdo da doenca. A metodologia do FISH foi aplicada
neste caso e detectou a auséncia dos alelos dos genes TP53 e MLL, confirmando a dele¢do do
braco curto do cromossomo 17 e a delecdo do braco longo do cromossomo 11,
respectivamente. O clone contendo a del(11q) estava presente em um pequeno numero de
células, sendo visto em apenas 3 das 51 células analisadas. Dessa forma, a técnica de FISH foi
importante para a confirmagdo desta alteracdo. A andlise citogenética foi uma valiosa
ferramenta para o diagnéstico, uma vez que havia duvidas entre anemia aplastica e SMD
hipocelular. O cari6tipo também foi importante para a escolha do tratamento e para o
acompanhamento deste paciente. Este paciente foi tratado com o transplante de células tronco
de sangue de corddo umbilical e ap6s 8 anos encontra-se em remissao completa. Este
resultado representa o primeiro caso descrito na literatura de uma crianga com SMD primaria
hipocelular apresentando alteracdo biclonal envolvendo os cromossomos 11 e 17 (apéndice
B).

Alteracdo cromossémica biclonal ocorre raramente em doencas hematoldgicas. Em
SMD, esta alteracdo foi descrita com uma frequéncia de 4,3-6,5%. As alteracdes mais
frequentes descritas na literatura envolvendo clones ndo relacionados foram: del(5q), +8,
del(20q), del(7q),+11, +21 e -22 (HAN et al.,, 2006). Ainda ndo é claro, se clones
citogeneticamente ndo relacionados indicam uma verdadeira biclonalidade da doenca ou se é
resultado de uma evolucao clonal de um precursor. NOs acreditamos na hipotese de que clones

ndo relacionados cariotipicamente, se originam de um clone maligno comum através de
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mudancgas moleculares submicroscopicas e um processo de mdultiplas etapas de evolucdo da
doenca.

A SMD na infancia pode ocorrer em pacientes com alteracbes genéticas
constitucionais. Em nosso estudo observamos 3 pacientes com sindrome de Down (SD) e 1
paciente com uma translocacao reciproca constitucional.

As criancas com SD apresentam um risco maior de cerca de 10-20 vezes de
desenvolverem leucemia aguda, quando comparado com as criangas que nao apresentam a
SD. A maioria dos casos de SD/LMA corresponde ao subtipo leucemia megacarioblastica
aguda (M7). Essas criancas também podem apresentar nos primeiros meses de vida a doenca
mieloproliferativa transitoria (DMT), que pode desaparecer espontaneamente sem o
tratamento com a quimioterapia. Alguns estudos mostraram que a base molecular para
incidéncia aumentada de leucemia em criangas com SD, em particular LMA-M7, € devido a
muta¢des somaticas adquiridas no gene GATA-1, localizado no cromossomo X, na regido pl1.

O gene GATA-1 é um fator de transcricdo com dominio "zinc-finger", é essencial para
a diferenciacdo normal das linhagens eritrdide e megacariocitica. O efeito da mutacdo neste
gene é a introducdo de um "stop codon" e a producdo de uma proteina menor (GATA 1S) que
possui uma capacidade de transativacao alterada devido a perda do dominio de ativacdo N-
terminal. GATA-1S leva a uma hiper-proliferacdo de precursores hematopoéticos e um
bloqueio no programa de diferenciagdo, comprometendo principalmente a linhagem
megacariocitica (VYAS et al., 1999; XAVIER et al., 2011; SHIMIZU et al., 2012). Apesar do
aumento do risco de desenvolvimento de leucemia em criancas com SD, elas, em geral,
apresentam uma boa resposta ao tratamento quimioterapico com Ara C. Esse fato esta
associado ao aumento de expressdo de genes que apresentam maior sensibilidade a drogas,
Ccomo 0 gene cistationina beta sintetase que aumenta a suscetibilidade das células a apoptose
(TAUB & GE, 2005). Em SMD, ja foram observadas alteracfes no padrdo de metilacdo da
regido promotora no gene GATAL. Estas alteracGes levam a inativagdo funcional de GATA1L
estando associadas com displasias no setor eritroide da SMD (HOPFER et al., 2012)

Em nosso estudo, dois dos trés pacientes com SD apresentaram alteracdes
cromossémicas clonais ao diagnostico. Um paciente no estagio inicial da doenca, CR, e outro
em estagio avangado, AREB-t. As alteragdes observadas nestes pacientes foram cariétipo
complexo e hiperdiploide I, respectivamente. Verificamos que o paciente que ndo apresentava

alteracdo clonal ao diagndstico, adquiriu uma alteracdo citogenética durante a evolugdo da
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doenca. Os 3 pacientes com SD evoluiram da SMD para LMA e apesar do tratamento
quimiterapico, faleceram.

Foi observado em nosso estudo uma crianga de 4 anos de idade, sexo femino, fenétipo
normal e com quadro clinico de SMD. A analise citogenética mostrou a presenga de uma
translocacéo constitucional envolvendo os cromossomos 3 e 8. Essa alteracdo cromossomica
estava presente em 100% das células de medula 6ssea e em 100% das células do sangue
periférico. O desenvolvimento de leucemias e SMD ja foi observado em pacientes com
mosaicismo da trissomia do cromossomo 8 constitucional (HASLE et al., 1995a; ZOLLINO
et al., 1995; NARENDRAN et al., 2004). Hasle e colaboradores em 1995 descreveram uma
crianca com fendtipo normal, mosaicismo da trissomia do cromossomo 8 constitucional e
SMD. Narendran e colaboradores em 2004, analisaram células do estroma medular em uma
crianga com SMD e mosaicismo da trissomia do cromossomo 8 constitucional e, sugeriram
que esta alteracdo constitucional pode influenciar na proliferacdo celular apresentando um
papel critico na patogénese da SMD. A t(3;8)(p25;g12) constitucional ainda ndo foi descrita
em SMD. No entanto, a t(3;8)(g26;924) clonal ja foi descrito em pacientes com SMD e LMA
(MERTENS et al., 1987; LIN et al., 2006). Recentemente, Xu e colaboradores (2014)
descreveram 6 casos de neoplasias mieldides e t(3;8). Essa alteracdo cromossdmica esteve
associada com progndstico desfavoravel e uma média de sobrevida de 10 meses. Em nosso
estudo, esta paciente estd sendo acompanhada clinicamente e ndo apresentou evolucdo da
doenca. Na regido p25 do cromossomo 3 estdo localizados diversos genes. Dentre eles
podemos citar o gene CIDEC, envolvido no processo de fragmentacdo do DNA de células
direcionadas para a apoptose e, 0s genes FGD5 e RAF envolvidos em vias de proliferacdo
celular. O gene FGD5 atua ativando CDC42 membro da familia Ras e o gene RAF codifica
uma proteina que integra a via ERK1/2 como uma MAP quinase que atua em conjunto com a
subfamilia Ras de membrana associada a GTPases. No cromossomo 8, na regido pl2, esta
mapeado o gene SDCBP, o qual codifica a proteina sintenina-1 que atua na organizacao do
citoesqueleto, adesdo celular e ativacdo de fatores de transcricdo, e o gene CHD7, um
remodelador da cromatina dependente de ATP. Desta forma, a translocagdo constitucional
t(3;8)(p25;q12) pode estar relacionada com alteracbes em vias de sinalizacdo que levam a
predisposi¢cdo do desenvolviemto da SMD.

Evolucdo citogenética tem sido observada em pacientes com SMD (BERNASCONI et
al., 2010; WANG et al., 2010; JABBOUR et al., 2013). Em nosso estudo, evolucéo

citogenética foi observada em 7,8% dos pacientes pediatricos com SMD primaria, nao
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apresentando uma alteracdo cromossémica especifica. Estudos avaliando a incidéncia e a
significancia prognostica da evolucdo citogenética em SMD, mostraram uma incidéncia de
17-29% de evolucdo clonal em pacientes adultos com SMD, estando associado com
transformacédo para LMA e sobrevida diminuida (BERNASCONI et al., 2010; WANG et al.,
2010; JABBOUR et al., 2013). Recentemente, Jabbor e colaboradores (2013) sugeriram que
aquisicdo de alteracbes cromossdmicas durante 0 acompamhamento de pacientes definidos
como de prognostico de baixo risco, tem risco aumentado de transformacao leucémica e obito.
Estes estudos foram baseados em pacientes adultos com SMD priméria e secundaria. Em
pacientes pediatricos com SMD, o acompanhamento da evolucdo citogenética é uma pratica
mais dificil, uma vez que criancas com alteracfes cromossdmicas sao em geral, indicadas para
o tratamento com TCTH alogénico. Desta forma, até 0 momento ndo existem estudos sobre o
impacto progndstico da evolugdo citogenética em SMD priméria na infancia. Em nossso
estudo, evolucdo citogenética clonal foi associada com a transformacéo leucémica.

De acordo com o padrédo cromossémico, a porcentagem de blastos na medula 6ssea, e
0 numero de citopenias, nossos pacientes foram classificados nos grupos de risco segundo o
IPSS. O grupo de risco de maior incidéncia em nosso estudo foi o intermediario 1, sendo
observado em 56,5% (65) dos pacientes com SMD priméria pediatrica. Verificamos que 8,7%
dos pacientes foram classificados como de baixo risco, 18,3% como de risco intermediario 2 e
16,5% como de alto risco. Pacientes de alto risco estiveram associados com a evolucdo da
doenca, sendo verificado em 89,5% (17/19) dos pacientes, e alto indice de mortalidade 63,1%
(12/19). Também foi observado uma alta taxa de evolucédo (57,1%) e mortalidade (47,6%) em
pacientes de risco intermediario 2. Em pacientes de baixo risco e risco intermediario,
evolucdo da doenca foi verificada com menor incidéncia, 10% e 10,7%, respectivamente. O
IPSS tem mostrado grande valor prognostico para pacientes adultos com SMD. No entanto,
alguns estudos sugerem que os fatores prognosticos que predizem a sobrevida ou progressao
em adultos ndo sdo 0s mesmos para os pacientes pediatricos (HASLE et al, 2004). Em um
estudo japonés com criancas com SMD, a sobrevida diferiu entre os grupos de risco
citogenéticos adotados pelo IPSS (SASAKI et al, 2001). Alguns estudos tém encontrado uma
tendéncia para uma sobrevida maior no grupo citogenético de risco intermediario (HASLE et
al, 2004; PASSMORE et al., 2003). Esses resultados mostram a necessidade de um maior
namero de estudos sobre o impacto prognéstico das alteracbes cromossémicas em criangas
com SMD.
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Recentemente, foi realizada uma revisdo do IPSS (GREENBERG et al., 2012) e,
alguns grupos tém sugerido que este novo sistema € eficaz na estratificacdo progndstica de
pacientes adultos com SMD (QU et al, 2012). No entanto, existem controvérsias em relacdo
ao valor prognostico de alguns cariétipos, sendo questionado o fato desse novo sistema ter
sido baseado em um numero relativamente pequeno de pacientes, no qual 65% dos pacientes
apresentavam trissomia do cromossomo 8 (PARDANANI & TEFFERI, 2012). A escala
prognostica revisada (IPSS-R) nédo foi aplicada ainda para pacientes com SMD priméria na
infancia.

Em nosso estudo, aplicamos ambas as escalas de prognostico citogenético. Baseado no
prognostico citogenético do IPSS (GREENBERG et al.,1997), os pacientes foram
classificados como de cari6tipo de bom progndstico e intermediario, com uma frequéncia de
45,2% e 40%, respectivamente. Com menor incidéncia, foi observado pacientes associados
com cariotipo de mau prognoéstico (14,8%). A evolugcdo da doenca esteve associada com
maior frequéncia em pacientes com cariétipo de mau prognostico (76,5%). Utilizando a escala
IPSS-R, verificamos que a maior incidéncia foi de pacientes classificados com cariétipos de
bom progndstico e intermediario, sendo observado em 51,3% e 34,78%, respectivamente. No
entanto, evolucdo da doenca foi observada com uma alta frequéncia em pacientes
classificados em muito bom progndstico, mau e muito mau, sendo verificado em 72,7%, 50%
e 100%, respectivamente. Desta forma, nossos resultados sugerem que essa nova escala de
prognastico citogenético ndo é completamente eficaz para estratificar os pacientes pediatricos
com SMD primaria.

A SMD ¢é uma doenca clonal que parece ter origem a partir de uma modificacao
afetando uma célula hematopoética pluripotente. E caracterizada por alteracdes qualitativas
(displasias) e quantitativas (citopenias) em eritrocitos, granulocitos e megacariécitos. As
linhagens linféides também apresentam alteracdes. Embora o nimero de células B, seja
provavelmente normal em SMD, elas s&o funcionalmente imaturas, havendo um descontrole
na producdo de imunoglobulinas. O nimero de celulas T e NK ("natural killer") em SMD ¢
reduzido apresentando funcgéo prejudicada. Cerca de 10-40% dos casos evoluem para LMA e
em raros casos para leucemia linfoide ou bifenotipica (LOPES & LORAND, 1999; AKTAS
& TUNCBILEK, 2006; GOEL et al., 2007). Em nosso estudo, foi observado um caso de uma
crianga com diagnostico inicial de CR e citogenética normal. Apds 4 meses, essa crianga
apresentou evolucdo clinica. O estudo citogenético mostrou um cariétipo complexo pela
citogenética classica e fusdo ETV6-RUNXL [t(12;21)] pela técnica de FISH. A analise
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imunofenotipica indicou uma LLA-B. Este paciente foi tratado com quimioterapia e faleceu
apos 6 meses do diagnostico. Estudos indicam que a evolugdo da SMD para LLA ocorre em
menos de 1% dos pacientes adultos e é extremamente rara em pacientes pediatricos (GUPTA
& BHATIA, 2010). Existem poucos relatos de casos descrevendo a evolugdo de SMD
pediatrica para LLA. Aktas & Tuncbilek (2006) relatram evolucdo de SMD primaéria para
LLA em duas criancas, caracterizadas citogeneticamente com monossomia do cromossomo 7.
O tempo médio de evolucéo foi de 9 meses. Esses pacientes foram tratados com TCTH e um
deles faleceu. Outros dois estudos observaram evolugdo de SMD pediatrica priméria para
LLA tipo B, em um periodo de 4 meses. Entretanto, nesses estudos, a analise citogenética ndo
foi realizada. Esses pacientes apresentaram boa resposta ao tratamento com quimioterapia
(GOEL et al., 2007; GUPTA & BHATIA, 2010).

Nossos resultados mostraram que as alteragdes cromossémicas em SMD primaria na
infancia, assim como na SMD do adulto, sdo caracterizadas principalmente por perdas
parciais ou totais de cromossomos, sugerindo que a principal classe de genes envolvidos na
patogénese da SMD é de supressores de tumor, ocorrendo sua inativacdo ou sua
haploinsuficiéncia. O modelo de lesdo em mdltiplas etapas exige uma primeira alteracao,
seguida de outras subsequentes. Sendo assim, a inativacdo de um gene supressor de tumor se
daria pela perda de uma copia do gene por delecdo ou monossomia e a outra sofreria
inativacdo por mutacdo ou perda de expressdo por metilagio (ROSENFELD & LIST, 2000;
WALTER et al., 2012).

Estudos moleculares em pacientes com SMD descreveram o silenciamento
transcricional de diversos genes associados com a metilacdo de sua regido promotora. Estes
genes estdo envolvidos na regulacdo do ciclo celular, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose,
adesdo celular, entre outros (ISSA, 2010). Entretanto, poucos estudos mostraram a presenca
de metilacdo em SMD priméria na infancia (HASEGAWA et al, 2005; VIDAL et al, 2007,
KIM et al., 2013). Isso nos levou a investigar a presenca de metilagcdo na regido promotora
dos genes p15™* p16'™**@ e MDR-1 nos pacientes pediétricos com SMD priméria.

Em nosso estudo, a metilacdo no gene p15™K* foi observada em 28,57% (22/77) dos
pacientes com SMD na infancia. As maiores frequéncias de metilacdo para o gene p15™<*®
estiveram presentes nos subtipos mais avancados de SMD, como AREB e AREB-t, sendo
observadas em 31,2% e 70% respectivamente. No subtipo inicial da doenca, CR, a frequéncia
de metilacdo foi mais baixa (19,6%). HASEGAWA e colaboradores (2005), em um estudo

similar, apresentou uma frequéncia superior de metilacdo neste gene (78%). Esta diferenca
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pode estar relacionada ao fato da maioria dos seus pacientes terem sido classificados dentro
dos subtipos mais avancados AREB ¢ LMMC ou em um subtipo “duvidoso” classificado
como SMD/LMA-M6, o qual ele denominou de AREB/M6. Vidal e colaboradores (2006)
demonstraram uma frequéncia de metilacdo em p15™“*" de 50%, sendo também todos os
pacientes classificados dentro dos subtipos mais avancados da SMD, AREB e AREB-t. Kim

e colaboradores (2013) analisaram o padrdo de metilagdo do gene p15™<*

em 25 pacientes
pediatricos com SMD e observaram uma frequéncia de metilagdo para este gene de 28%.
Similar ao nosso estudo, a maioria dos pacientes foram classificados no subtipo incial, CR.

6'NK% & um evento raro,

Nossos resultados mostraram que a metilagdo do gene pl
ocorrendo em baixa frequéncia (7,8%) nos pacientes pediatricos analisados, sugerindo que
provavelmente este ndo seja o principal evento envolvido na patogénese da SMD. As

protefnas codificadas pelos genes p15™<* g'N4a

e pl agem como reguladoras negativas do
ciclo celular, inibindo a formacdo do complexo cilina D/CDK4 e ciclina D/CDK6. Além
disso, estdo associada ao processo de diferenciacdo celular e manutencdo da homeostase
durante a diferenciacdo das linhagens eritréides (MINAMI et al, 2003). Estudos tém
demonstrado silenciamento deste gene por metilacdo em tumores so6lidos, como carcinoma
hepatocelular (FUKAI et al, 2005). No entanto, em malignidades hematolégicas a frequéncia
de metilacdo neste gene € baixa ou nula (TOYOTA et al., 2001; GARCIA-MANERO et al.,
2002; HASEGAWA et al., 2005; HOFMANN et al., 2006). Vidal e colaboradores (2006)
analisando o padrdo de metilacdo de varios genes em SMD da infancia, verificaram que
nenhum dos pacientes apresentaram metilacdo no gene p16™*2. O mesmo resultado foi
obtido por Hasegawa e colaboradores (2005).

Em nosso estudo, metilacdo aberrante em ambos os genes, p15™* e p16™K*2 foj
vista em apenas 3 (3,89%) dos 77 pacientes analisados. Embora o nimero de pacientes seja

INK4 INK4
5INKab o h16!NKaa

pequeno, a metilacdo em ambos os genes pl e pl revelou ser um pior progndstico

para pacientes com SMD da infancia, visto que 2 dos 3 pacientes evoluiram da doenga em um
menor periodo de tempo e foram a 6bito.

Alguns grupos ja& demonstraram a frequéncia e a importancia da hipermetilagcdo na

5INK4b

regido promotora do gene pl em pacientes adultos com SMD. A frequéncia de

metilagdo no gene p15™*“®

em torno de 38% a 69% (UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al, 1998; HOFMANN et al,

em adultos com SMD ou leucemia aguda (LA) tem sido observada

2006), podendo ser verificada no diagnéstico ou durante a progressdo da doenca (TIEN et al,
2001).
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Jiang e colaboradores (2009) mostraram que alteracdes no padrdo de metilacdo do
DNA € um mecanismo dominante no silenciamento de genes supressores de tumor e, € uma
variagdo clonal no processo de evolugdo da SMD para LMA. Nossos resultados mostraram
uma correlagéo estatisticamente significativa entre evolugdo da doenca e metilagdo no gene
p15™%* Dos pacientes que apresentavam metilacdo para o gene p15™* 59,1% (13/22)
evoluiram da doenca. Apesar da baixa frequéncia de metilcdo no gene p16™<*® observada em
nossos estudo, estes pacientes estiveram associados com evolugdo para LMA. Dos pacientes
que apresentaram metilacdo para p16™<? 66,6% (4/6) evoluiram para LMA. Estudos em
SMD tém sugerido que as diferencas no nivel de metilacdo dos genes possam contribuir para
a heterogeneidade da SMD (KIM et al., 2010). Em nosso estudo, observamos uma correlagédo
direta entre o nivel de metilacdo no gene p15™ *® dos pacientes com SMD pediétrica e a
porcentagem de blastos. Kim e colaboradores (2013) verificarm que altos niveis de metilacdo

do gene p15™K%®

estdo associados com porcentagem de blastos maior que 5% e cariotipo
anormal.

Nossos resultados sugerem que a proliferacdo do clone mielodisplasico e a evolugédo
da SMD em direcdo a LMA pode requerer uma "fuga" da regulacdo da fase G1 do ciclo

INK4B
5

celular e, a metilacdo do gene pl provavelmente exerce um importante papel neste

processo. Em adultos com SMD, a metilacdo do gene p15™K*

esteve associada com estagios
avancados da doenca (AREB e AREB-t), sugerindo exercer um papel na progresséo e
evolugéo para LMA (UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al., 1998; KIM et al., 2010). Em
SMD pediatrica, apenas um estudo recente sugere que a metilagio no gene p15™ % esta
associada com a progressao da doenca (KIM et al., 2013)

Metilacdo dos genes p15™** e p16™K% estiveram associados com cariotipos
anormais, 90,9% e 100% respectivamente. Além disso, nossos resultados sugerem uma forte
associacdo entre a presenca de metilacio em p15™K** e alteracdes no cromossomo 7
(-7/del7q), levando & evolucdo da doenca. Uma revisdo da literatura mostrou que, até o
momento, ndo foi descrito um estudo mostrando correlacdo entre as alteragBes citogenéticas e
a presenca de metilacdo em genes nos pacientes adultos e pediatricos com malignidades
hematoldgicas primarias (LLA, LMA e SMD) (GARCIA-MANERO et al., 2003; KIM et al.,
2010). No entanto, em pacientes adultos com SMD secundaria Au e colaboradores (2003)

5INK4b

verificaram uma forte correlagcdo entre metilagéo do gene pl1 e alteracBes cromossémicas

envolvendo o cromossomo 7 (-7/79-).
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Em 2010, nosso grupo publicou um artigo com 47 pacientes pediatricos com SMD
primaria e a anélise de metilacdo nos genes p15™ % e p16™<*8 Neste estudo Rodrigues e
colaboradores (2010), sugeriram que metilacio nos genes p15™K** e p16™K*? sejam
biomarcadores de evolu¢do de SMD para LMA (apéndice E e anexo B). Dando continuidade
a esse estudo, nossos resultados em 77 pacientes estudados sugerem que apenas a metilacdo
no gene p15™K* tem um papel importante na transformacdo leucémica para pacientes
pediatricos com SMD e a metilacdo no gene p16™<*® ¢ um evento bastante raro. Esse
resultado mostra a importancia da pesquisa translacional, onde a presenca de metilacdo no
gene p15™** um biomarcador de evolucdo da doenca, pode ser incorporado na rotina
laboratorial como um teste adicional auxiliando na escolha do tratamento.

A hematopoese abrange os fendmenos relacionados a origem, multiplicacdo e a
maturacdo de celulas sanguineas formadas a partir das células-tronco hematopoéticas (HSCs).
Mudangas na expressdo génica das HSC fazem parte dos eventos que regulam o equilibrio
entre a auto-renovacao e a diferenciacdo destas células. Estas mudancas sdo acompanhadas, e
frequentemente precedidas, de alteracdes epigenéticas, embora pouco se conheca acerca dos
reguladores epigenéticos que participam da homeostasia sanguinea (SASHIDA & IWANA,
2012).

Evidéncias tém mostrado que eventos epigenéticos possuem um papel critico na
manutencdo da auto-renovacdo das HSCs, o que também parece ser verdadeiro no contexto
das células-tronco leucémicas (LSCs). Estas questdes surgiram a partir da observacdo de
mutacdes em genes reguladores epigenéticos em doencas hematoldgicas, fazendo crer que as
desregulacBes epigenéticas possam estar envolvidas na transformacdo, bem como na
manutencdo das LSCs (HEIDEL et al., 2011; SASHIDA & IWANA, 2012; SHIH et al.,
2012). Portanto, hoje acredita-se que as alteragdes epigenéticas desempenhem um papel
importante na inicia¢do, na promocao e na progressdo neoplasica (ESTELLER, 2008).

Em se tratando de reguladores epigenéticos, o grupo Polycomb (PcG) esta envolvido
com diferentes tipos de cancer. Em mamiferos os genes PcG compreendem dois complexos
multimeéricos conhecidos como Complexo Polycomb Repressivo (PRC) 1 e 2 (LEVINE et al.,
2004). EZH2 (Enhance of Zeste 2) é a subunidade catalitica do complexo PRC2 e possui
atividade repressora transcricional baseada na trimetilagdo da histona 3 (H3K27me3) via
dominio SET e utilizando S-adenosilmetionina (SAM) como doador do radical metil.
H3K27me3 serve de ponto de ligagdo para o complexo PRC1, com consequente

remodelamento da cromatina. Este evento resulta em uma cromatina compacta, fechada,



109

tornando a regido promotora inacessivel aos fatores de transcricdo (FRANCIS et al., 2004;
ZHOU et al., 2008).

Outros eventos que levam ao silenciamento génico através de H3K27me3, incluem as
atividades conjuntas de EZH2 e de enzimas das familias das DNA metil-transferases
(DNMTSs) e das histonas deacetilases (HDACs). No trabalho de revisdo de Tsang & Cheng
(2011), os autores descreveram que genes que adquirem H3K27me3, estdo mais predispostos
a hipermetilagdo de DNA “de novo”. Além disso, EZH2 se liga, fisica e funcionalmente, as
HDACSs, promovendo a desacetilacdo de diversas lisinas das histonas 3 e 4, incluindo H3K27.

Em geral, EZH2 ndo se expressa, ou se expressa em quantidades reduzidas, em tecidos
adultos normais. Por outro lado, a expressdo aumentada tem sido descrita em diferentes tipos
de tumores solidos, tais como o cancer de prdstata e o cancer de mama (VARAMBALLY et
al., 2002; BACHMANN et al., 2006). Nesses dois tumores, 0 aumento de expressao foi
associado a um maior do risco de metastases, a agressividade tumoral e a menor sobrevida
dos pacientes. Em nosso estudo, analisamos a expressao de EZH2 em 34 pacientes pediatricos
com SMD priméria e verificamos um aumento nos niveis de expressao deste gene em relacdo
aos doadores. Quando analisamos os niveis relativos de expressao de EZH2 com os subtipos
(inicial versus estagios avancados) e com os cariétipos, verificamos um aumento de expressao
de EZH2, nos subtipos AREB/AREB-t e nos casos com cariétipo anormal. Uma revisao da
literatura mostra um Gnico estudo de expressdo de EZH2 em SMD. Xu e colaboradores (2011)
avaliaram a expressdo deste gene, através de qRT-PCR em amostras de medula 6ssea de
pacientes adultos com SMD. Os autores verificaram um aumento significativo da expressao
de EZH2 e de outros dois genes da familia Polycomb, BMI1 e RING1 nestes pacientes.
Através destas analises os autores concluiram que o aumento da expressdo destes genes é
comum na SMD e esta relacionado a um mau progndstico.

A SMD é uma doenca caracterizada pela refratariedade ao tratamento quimioterapico.
O gene MDR-1, localizado no bragco longo do cromossomo 7 na regido g21 codifica a
glicoproteina P, responsavel pelo transporte de uma ampla variedade de componentes,
incluindo agentes quimioterapicos, sendo por isso, relacionado com a resisténcia a multiplas
drogas em diversos tipos de cancer. Varios estudos tém mostrado que a regulacdo
transcricional deste gene é complexa. No entanto, a literatura sugere a metilagdo como um dos
possiveis mecanismos que pode estar envolvido no processo de ativacdo e inativagdo deste
gene (KANTHARIDIS et al., 1997; NAKAYAMA et al., 1998; SWERTS et al., 2006; SHI et
al., 2011).
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Em nosso estudo, a metilacdo no gene MDR-1 foi observada em diferentes niveis nas
linhages celulares K562 e MCF7 e observamos uma relacdo inversa entre 0s niveis de
metilagéo e expresséo (apéndice F). Posteriormente, buscamos analisar o padréo de metilagéo
e de expressdo do gene MDR-1 em individuos saudaveis (doadores de medula 6ssea) e em
pacientes pediatricos com SMD. No entanto, ndo foi observada metilacdo para este gene em
amostras de células de medula 6ssea de individuos saudaveis e nos 34 pacientes com SMD
primaria pediatrica. Existem poucos estudos abordando o padréo de metilacdo do gene MDR-
1 em pacientes com leucemia e SMD. Metilacdo do gene MDR-1 foi observada em pacientes
com LMA com uma baixa frequéncia (TOYOTA et al., 2001). Shi e colaboradores (2011)
analisaram o padrdo de metilacdo do gene MDR-1 em 228 pacientes com diversas
malignidades hematoldgicas, incluindo dois pacientes com SMD. Eles verificaram uma
associacdo entre 0 aumento de expressao do gene MDR-1 com a hipometilacdo de sua regido
promotora. Nossos resultados sugerem que pacientes com SMD priméaria pediatrica ndo
apresentam metilacdo na regido promotora do gene MDR-1 nos sitios CpG analisados, sendo
necessario um estudo com um maior nimero de pacientes para confirmar 0os nossos achados.
Também ¢é importante o estudo da metilacdo em outros locais de ilhas CpGs na regido
promotora do gene MDR-1.

Em relacdo ao nivel expressdao do gene MDR-1, observamos que a expressao deste
gene foi maior em pacientes com SMD primaria na infancia do que nos individuos saudaveis,
doadores de medula déssea. A analise de expressao do gene MDR-1 com os diferentes subtipos
de SMD mostrou niveis de expressdo semelhantes entre o subtipo inicial da doenca (CR) e 0s
estagios avancados (AREB/AREB-t). Comparando o nivel de expressdao com o cariotipo dos
pacientes, observamos um aumento no nivel de expressdo do gene MDR-1 nos pacientes com
cariotipo anormal em relacdo aos pacientes com cariétipo normal. No entanto, nossos
resultados ndo apresentaram significancia estatistica. Em malignidades hematologicas, altos
niveis de expressdo do gene MDR-1 tém sido associados com baixa resposta a quimioterapia,
pior prognostico, sobrevida reduzida e alta taxa de recidiva da doenca (CHAUHAN et al.,
2012). Em SMD, expressdo do MDR-1 foi observada especialmente em estagios mais
avangados da doenca, como AREB, AREB-t e LMA secundaria a SMD, estando isto
associado a um pior prognostico, menor sobrevida e alta probabilidade de evolucdo para
LMA. No entanto, estes resultados sdo baseados na SMD do adulto (LIST et al., 1991,
LEPELLEY et al., 1994; ZOCHBAUER et al., 1994; KURATA et al., 2006). Nossos

resultados sugerem que a expressdao alterada do gene MDR-1 pode ser uma caracteristica
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intrinsica da SMD, contribuindo para a refratariedade ao tratamento e que o aumento de
expressao deste gene pode ser um marcador auxiliando na indicacdo do tratamento com o
TCTH alogénico.

Como a SMD ¢é uma doenca extremamente heterogénea, diversas vias de
desenvolvimento e evolucdo da doenca podem ocorrer. Neste contexto, estudos levantam a
seguinte questdo: se alteracbes cromossdmicas detectadas em SMD primaria sdo eventos
iniciais que levam ao desenvolvimento da doenca (causa) ou se sdo apenas fendmenos
secundarios (consequéncia) (CHAUFFAILLE, 2006). De acordo com a teoria de multiplas
etapas de desenvolvimento da SMD primaria, nossos resultados sugerem que as alteracdes
cromossémicas sdo eventos intermediarios, desencadeando uma grande instabilidade genética.
Expressdo alterada do gene MDR-1 parece ser uma caracteristica da doenca associada a
refratariedade ao tratamento. Expressdo alterada do gene EZH2 parece também contribuir
para o desenvolvimento da SMD, uma vez que este gene possui um papel importante na
regulacdao da auto renovacéo e diferenciacdo das células tronco hematopoéticas. A aquisicéo
de alteracdes no padréo de metilagdo da regido promotora do gene p15™** ¢ um evento tardio
associado com a transformacdo leucémica, sendo um provavel marcador de evolucdo da
doenca. Nossos resultados sugerem que uma provavel via de evolucdo em SMD priméria na

infancia seria a associaco -7/del(7q) e metilagdo em p15™<4° .



112

CONCLUSOES

a) A SMD primaria na infancia apresenta uma alta frequéncia de alteracGes
cromossomicas (56,5%);

b) O estudo citogenético mostrou que o padréo cariotipico da SMD primaria na infancia é
caracterizado principalmente por perdas parciais ou completas de cromossomos
(delecdes e monossomias) e ganhos cromossdmicos (trissomias);

c) A andlise citogenética mostrou ser essencial no processo de diagnostico de todos os
casos de suspeita de SMD pediatrica sendo uma importante ferramenta para a escolha
do tratamento;

d) As anomalias cromossémicas de maior frequéncia neste estudo foram as alteracfes
envolvendo o cromossomo 7 (-7/ 7q) e del(11)(q23);

e) A metilagdo da regido promotora do gene p15™<*°

é um evento frequente em subtipos
mais avancados da SMD primaria na infancia e esta associada com a transformacéo
leucémica;

INK4a
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f) A metilagdo na regido promotora do gene pl é um evento raro em SMD priméria

na infancia, estando possivelmente associada com a evolucéo da doenca;

g) Metilacdo na regido promotora no gene p15™<*

mostrou uma forte associagdo entre as
alterac6es envolvendo o cromossomo -7/7g-, sugerindo uma provavel via de evolucgéo
da doenca;

h) Expressdo do gene EZH2 é um evento frequente em pacientes com SMD primaria na
infancia; estando associado principalmente com cariétipos anormais e estagios
avancados da doenca.

i) Expresséo do gene MDR-1 é um evento frequente em pacientes com SMD primaria na
infancia; estando associado principalmente com cariotipos anormais, no entanto,
parece apresentar niveis de expressao semelhantes no estagio inicial, CR, e avangados
(AREB/AREB-t).

j) As alteracdes cromossomicas, -7/7g-; del(11)(g23) e cariotipos complexos, e presenca
de metilacdo em p15™**" estio associadas com mau prognéstico, sendo provaveis

biomarcadores de evolucdo da doenca.
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APENDICE A - Tabela 1: Anélise Citogenética em Sindrome Mielodispléasica Priméria na Infancia

n° |ldade/ Sexo| Classificagdo Resultado citogenético Evolucéo/ Tratamento IPSS
1 12a/ M CR 46,XY,-7,+20[13]/46,XY[7] ndo/ TCTH int 2
2 73/ M CR 46,XY,del(12)(p12)[6]/46,XY[37] ndo/ TCTH int1
3 8a/ F CR 46,XX[30] ndo/ TCTH int 1
4 18a/ F CR 46,XX,del(6)(q21)[3]/46,XX[35] sim- AREB/ TCTH/ 6bito int 1
5 7a/ M CR 46,XY[32] ndo/ transfuséo int1
6 15a/ F CR 46,XX[36] ndo/ transfusdo intl
7 16a/ F CR 47, XX, +mar[2]/46,XX[27] ndo/ TCTH/ 6bito int1
8 7al F CR 46,XX[30] ndo/ transfuséo int1
9 6a/ F CR 46,XX[32] ndo/ transfusdo intl
10 1l4a/ M CR 46,XY,del(17p12)[15]/46,XY[28] TCTH/ ndo int 1
11 8a/F CR 46,XX,del(9)(p12)[3]/46,XX[19] ndo/ TCTCU 6bito int1
12 13a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[9]/46,XY,del(17)(p12), del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(g23)[3]/ ndo/ TCTCU int1
46,XY[34]
13 9a/ M CR 46,XY,del(3)(p23)[5]/46,XY[38] sim - AREB/ Fator de Cresc. intl
(EPO)
14 la/ M CR 46,XY[32] ndo/ transfuséo int1
15 3a/ M CR 46,XY,+der(3)del(3)(921),-7,-9,+mar[2]/ 46,XY[27] sim -AREB/ QT int 2
16 13a/ F CR 46,XX,del(5)(q14q31)[15]/ 46,XX[28] ndo/ TCTH int1
17 l4a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[5]/ 46,XY[17] ndo/ transfuséo intl
18 7al F CR 46,XX,del(12)(p13)[10]/46,XX[28] ndo/ TCTH/ ébito int1
19 2al M CR 45,XY,-19[4]/46,XY[25] n&o/ transfuséo int 2
20 15a/ F CR 46,XX[22] ndo/ transfuséo intl
21 Tal F CR 46,XX[25] ndo/ transfusao/ 6bito intl
22 2alF CR 46,XX,del(4)(q22)[6]/46,XX[28] sim- AREB/ transfusdo int1
23 4a/ M CR 47,XY,+mar[4]/ 46,XY[49] ndo/ acomp. clinico int1
24 2a/ M CR 46,XY[30] sim- AREB-t/ fator de cresc. | baixo risco
(GCSF)
24a | 3a/M AREB-t 46,XY[20]
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25 7m/ M CR 46,XY[34] ndo/ fator de cresc. (GCSF) intl
25a 2a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[4]/46,XY[36] ndo/ transfuséo int1
26 2a/ F CR 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[45] Néo int1

27 5a/ F CR 46,XX[16] ndo/ transfuséo intl

28 12a/ F CR 46,XX[32] ndo/ transfuséo int1
29 2al F CR 46,XX[25] ndo/ transfuséo intl

30 18a/ M CR 46,XY[46] ndo/ acomp. clinico int1

31 11a/ M CR 46,XY,del(11)(g23)[8]/46,XY[20] sim-AREB int 2

32 4a/ M CR 46,XY,del(11)(g23)[5]/46,XY[31] sim- LMA/ TCTH intl

33 7a/ M CR 45,XY,-21[5]/46,XY[42] ndo/ acomp. clinico int1
34 6a/ M CR 46,XY[38] ndo/ transfusdo/ 6bito intl
35 2al F CR 46,XX,del(11)(923)[3]/46,XX[12] sim- AREBY/ transfusdo int 2

36 Im/ F CR 46,XX[33] ndo/ acomp. clinico int1

37 9a/ F CR 46,XX[22] ndo/ acomp. clinico intl

38 m/'M CR 46,XY[32] ndo/ transfuséo baixo risco
39 11a/F CR 46,XX,i(9)(q10)[14]/46,XX[6] ndo/ acomp. clinico intl
40 11m/ M CR 46,XY[42] ndo/ acomp. clinico int1
41 la/ M CR 46,XY[30] ndo/ acomp. clinico baixo risco
42 4al F CR 46,XX,del(9)(q22g32)[2]/46,XX[22] ndo/ QT int 2
43 3a/ M CR 46,XY[29] ndo/ acomp. clinico intl
44 17a/ F CR 46, XX [12] ndo/ acomp. clinico/ ébito int1
45 13a/ M CR 46,XY[28] ndo/ TCTH int1
46 2al M CR 46,XY[26] ndo/ fator de cresc. (GCSF) baixo risco
47 5m/ F CR 46,XX[38] nédo baixo risco
47a | 3allF CR 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[33] TCTH

48 9a/ F CR 46,XX[30] ndo/ acomp. clinico baixo risco
49 4al F CR 46,XX,t(3;8)(p25;912)c[26] ndo/ acomp. clinico int1
50 8a/ M CR 46,XY[31] ndo/ acomp. clinico baixo risco
51 3m/F CR 45,XX,-7[24]/46,XX[2] ndo/ acomp. clinico intl
52 %9/ M CR 46,XY[43] sim- LLA/ QT int1
52a 9a/ M LLA 49,XY,+12,+16,+22[3]/51,XY,del(6)(q14),+12,+16,+20,+21,+22[3]/52,XY,+5,del (6)(q14), obito
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+12,+16,+20,+21,+22[2]/51,XY,+12,+16,+18,+21,+22[2]/46,XY[14]

53 16a/ M CR 46,XY[27] ndo/ acomp. clinico int1
54 2al F CR 46,XX[35] sim-AREB/ acomp. clinico intl
54a 4al F AREB 47, XX, +14[4]/46,XX[31]

55 13a/ M CR 47,XY,+Y[12]/46,XY[8] ndo/ acomp. clinico baixo risco
56 l4a/ M CR 46,XY[30] transfuséo intl
57 5a/ M CR 47, XY ,+mar[3]/46,XY[37] ndo/TCTH /6bito int1
58 17a/ M CR 46,XY[28] ndo/ acomp. clinico int1
59 11la/ M CR 46,XY[30] ndo/ acomp. clinico int1
60 1la/ F CR 46,XX[30] ndo/ acomp. clinico baixo risco
61 11a/ M CR 46,XY[20] ndo/ acomp. clinico baixo risco
62 7a/ M CR 46,XY,del(11)(g23)[4]/46,XY[48] ndo/ TCTH /dbito int1
63 9a/ F CR 46,XX[20] TCTH /6bito int1
64 16a/ F CR 51,XX,+4,+6,+8,+14,+20[3]/46,XX[41] ndo/ TCTH int 1
65 l4a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[15]/46,XY[28] ndo/ TCTH int1
66 12a/ M CR 46,XY[25] ndo/ TCTH int1
67 11a/ F CR 46,XX[20] ndo/ TCTH int 1
68 5a/ M CR 46,XY[20] ndo/ TCTH int1
69 12a/ F CR 46,XX[49] ndo/ TCTH int1
70 17a/ F CR 46,XX[29] TCTH/ 6bito int 1
71 7a/ M CR 46,XY[20] TCTH/ 6bito int1
72 15a/ M CR 46,XY[25] TCTH/ 6bito int1
73 16a/ M CR 46,XY[29] TCTH/ 6bito int 1
74 18a/ M CR 46,XY,chtb[6]/46,XY[20] ndo/ TCTH int1
75 9a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[5]/46,XY[16] TCTH/ 6bito int1
76 10a/ F CR 46,XX,chth[8]/46,XX[30] ndo/ TCTH int1
77 10a/ M CR 45,XY,-7[26] sim- AREB-t int 2
77a 10a/ M AREB-t 45,XY,-7[20] sim- LMA/ QT/ ébito alto risco
78 | 13a/M CR 45 XY ,-7[25] sim- AREB/ QT int1
78a | 1l4a/M AREB 45,XY,-7[20]

79 2a/ F AREB 46,XX,del(11)(g23)[8]/46,XX[14] sim- AREB/ TCTH int 2
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80 10a/ F AREB 46,XX,del(6)(q24)[3]/46,XX[15] sim-LMA/ QT/ 6bito int 2
81 7 alF AREB 46,XX,del(6)(q23)[8]/46,XX[18] Obito int 2
82 2a/F AREB 46,XX,del(11)(g23)[5]/46,XX[18] sim- LMA/ TCTH int 2
83 16a/ M AREB 47,XY,+8[30]/46,XY[25] sim- LMA/ QT/ dbito int 2
84 7al F AREB 46,XX,i(9)(q10)[15]/46,XX[7] sim- LMA/ TCTHY/ 6bito int 2
85 14al F AREB 46,XX,del(11)(g23)[4]/46,XX[23] sim- LMA/ TCTH/ dbito int 2
86 13a/ F AREB 46,XX,del(7)(q22)[10]/46,XX[12] ndo/ TCTH alto risco
87 12a/ M AREB 46,XY,del(11)(g23)[12]/46,XY[8] sim- LMA/ QT int 2
88 6a/ F AREB 58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,+13,+18,+20,+21[5]/58,XX,idem,dup(1)(q21q31)[14]/ sim- LMA/ QT alto risco
46,XX[21]
89 14a/ M AREB 46,XY,del(7)(q22)[10]/46,XY ,del(7)(q22),del(12)(p12)[3]/46,XY[7] sim- LMA/ QT alto risco
90 9a/ F AREB 47,XX,+6[26]/46,XX[16] ndo/ transfusdo/ 6bito int 2
91 Im/ M AREB 46,XY ,del(6)(g23)[5]/46,XY[15] ndo/ 6bito int 2
92 2a/ M AREB 46,XY[34] ndo/ acomp. clinico int1
93 4a/ M AREB 46,XY[30] ndo/ acomp. clinico int1
94 2a/ M AREB 46,XY[33] sim- LMA/ QT/ dbito int1
95 3m/ M AREB 46,XX[30] n&o/ transfuséo alto risco
96 4a/ M AREB 46,XY,del(11)(923)[6]/46,XY[16] ndo/ TCTH int1
97 11la/ M AREB 46,XY,del(11)(g23)[4]/46,XY[20] TCTH/ 6bito int 2
98 15a/ M AREB 46,XY[25] TCTH int1
99 18a/ F AREB 46,XX,del(12)(p12)[12]/46,XX[13] 6bito/ TCTH int2
100 8a/ F AREB 46,XX,del(7)(q22)[7]/46,XX[9] n&o/ transfuséo int 2
101 | 2im/M AREB-t 45,XY,-7[14]/46,XY[8] sim- LMA/ QT/ dbito alto risco
102 | 12a/M AREB-t 45,XY,-7[18]/46,XY[2] sim- LMA/ TCTH/ 6bito alto risco
103 5a/ M AREB-t 46,XY,,1(5;8)(932,q22)[23]/46,XY[8] sim- LMA/ QT/ dbito alto risco
104 | 22m/M AREB-t 45,XY,-7[14]/46,XY[6] sim- LMA/ QT/ dbito alto risco
105 2al F AREB-t 46,XX,t(4;7)(p16,p15)[6]/46,XX[23] sim- LMA/ QT/ éhito alto risco
106 4al F AREB-t 49,XX, dup(1)(g12),+6,+8,+mar[4]/46,XX[16] sim- LMA/ QT/ 6bito alto risco
107 la/ M AREB-t 46,XY,add(9)(q34)[5]/46,XY ,inv(1)(g21),add(9)(q34)[4]/46,XY [42] sim- LMA/ QT/ 6bito alto risco
108 | 12a/M AREB-t 45,XY,-7[24]/46,XY[3] sim- LMA/ QT 6bito alto risco
109 13a/ F AREB-t 47, XX,+21[6]/48,XX,+21,+mar[4]/46,X X[10] sim- LMA/ TCTH alto risco
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110 | 15a/M AREB-t 45,XY,-7[10]/46,XY[16] sim- LMA/6bbito alto risco
111 la/ M AREB-t 47,XY,+8,del(11)(q23)[9]/46,XY[13] sim- LMA/6bito alto risco
112 | 17a/F AREB-t 46,XX,del(12)(p12)[14]/46,XX[11] sim-LMA/ TCTH alto Risco
113 | 13a/M AREB-t 45,XY,-7[12]/46,XY[8] sim- LMA/6bbito alto risco
114 12a/ M AREB-t 45,XY,-7[18]/46,XY[4] sim- LMA/ TCTH alto risco
115 | 17a/M AREB-t 47 XY, +8[22]/46,XY[4] sim- LMA/ TCTH/ 6bito alto risco
1 la/ M | SD/SMD- CR 47,XY, add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/47,XY,+21c[14] Down sim— LMA alto risco
12 la/ M LMA 47,XY,1(3;5)(921;932), add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/ QT/ 6bito
47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[5]/47 XY ,+21c[1]

2 la/ M SI,DA/SEABD- 47,XX,+21c[25] Down sim- LMA intl
2a | tam | SDISMD- 47 XX, der(17)t(1;17)(q32;p13), +21c[15]/ 46,XX +21c[6] QT/ dbito

3 12a/ M SAI?I/?SE'\S;? 58,XY,+8,+13,+13,+14,+15,+20,+21,+21c/ 47,XY,+21c[12] Down sim-LMA/ QT /6bito alto risco

Legenda: CR - citopenia refrataria; AREB - anemia refrataria com excesso de blastos; AREB-t - anemia refrataria com excesso de blastos em transformacao;
LMMJ- leucemia mielomonocitica juvenil; LMA- leucemia miel6ide aguda; a - ano(s), m- meses, F- feminino, M- masculino, TCTH- transplante
de célula tronco hematopoético, TCTCU- transplante de células tronco de corddo umbilical, QT- quimioterapia; GM-CSF - fator de estimulacdo de
coldnias granulécito-macrdfago, Epo- eritropoetina; int-1- intermediario 1; int-2- intermediario 2.
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Abstract

A 13-year-old boy with hypocellular primary myelodysplastic syndrome, classified as refractory

cytopenia, underwent umbilical cord blood transplantation. Cytogenetic analysis revealed two rare
biclonal chromosomal aberrations, del(17)(p12) and del(11)(q23). Cytogenetic analysis was a valu-
able tool in diagnosis, in clinical decision-making, and in treatment and follow-up. To our knowl-
edge, this is the first reported case of cytogenetic biclonality involving chromosomes 17 and

11.  © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) comprise a heteroge-
neous group of clonal bone marrow disorders characterized
by varying degrees of pancytopenia and morphological and
functional abnormalities of hematopoietic cells, and an in-
creased risk of transformation into acute myeloid leukemia
[1]. MDS typically occurs in elderly people, and in the
great majority of cases the bone marrow presents hypercel-
lular or normocellular patterns. Hypocellular patterns occur
in a lower frequency [2].

Cytogenetic studies have been extremely useful for iden-
tifying clonality in primary MDS and for defining specific
clinicopathological entities [3]. Nevertheless, the prognos-
tic and therapeutic significance of cytogenetically indepen-
dent clones remains to be determined. The frequency of
unrelated clones detected by cytogenetic analysis in MDS
has been reported as between 4.3 and 6.5% [4]. Because
of the relative rarity of MDS in children, the cytogenetic
findings reported in childhood MDS are limited, compared
with those reported in adults.

Here, we describe a rare case of biclonal chromosomal
alterations in a child with hypocellular primary MDS, clas-
sified as refractory cytopenia (RC), who underwent umbil-
ical cord blood transplantation. We consider also the value

* Corresponding author.
E-mail address: teresafernandez@inca.gov.br (T. de Souza Fernandez).
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of cytogenetic analysis in diagnosis, prognosis, and guide-
lines for therapy.

2. Case report

A 13-year-old boy was referred in April 2005 to the
National Cancer Institute Bone Marrow Transplant Center
(CEMO-INCA), Rio de Janeiro, with suspicion of MDS.
He presented with pancytopenia. Peripheral blood count
values were hemoglobin 7.5g/dL, platelets 38 x 10%/L,
and leucocytes 3.0 x 10°/L. Bone marrow examination
showed hypocellularity with moderate megaloblastic fea-
tures and no fibrosis; abnormal localization of immature
precursors was absent, as were blast cells.

Treatment was initiated with supportive care only (blood
transfusions), but the pancytopenia persisted. The choice of
appropriate protocols of treatment was discussed, and the
hypothesis of aplastic anemia was proposed. Cytogenetic
analysis of bone marrow cells after GTG banding showed
46,XY.,del(17)(p12)[91/46,XY,del(17)(p12).del(12)(p12)[5)/
46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY[34] (Fig. 1). Karyotype de-
scription is according to ISCN 1995 [5].

Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis was
performed using a TP53 gene probe (LSI p53, SpectrumOr-
ange; Abbott Molecular/Vysis, Des Plaines, IL) to confirm
the 17 chromosome short arm deletion and an MLL gene
probe (LSI MLL dual-color, break-apart rearrangement
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Fig. 1. Partial karyogram of the patient by G-banding. (A) del(17)(p12) as mainline, and del(17)(p12) and del(12)(p12) as clonal evolution. (B) Unrelated

clone showing del(11)(g23).

probe; Abbott Molecular/Vysis) to confirm the deletion of
the 11923 region (Fig. 2). Immunophenotyping was
performed with a panel of directly conjugated antibodies:
CD45, CD4, CDS8, CD2, CD3, CD19, CD10, CD33,
CD34, CD61, CD7, and anti-HLA-Dr (BD Biosciences,
San Jose, CA).

The immunophenotypic analysis revealed the following
abnormalities: hypogranular neutrophils demonstrated by
CD45 versus side light scatter, CD10— granulocytes and
myeloid lineage expressing nonmyeloid antigens such as

Fig. 2. Fluorescence in situ hybridization analysis of bone marrow cells.
(A) TP53 gene probe (LSI p53, SpectrumOrange), showing only one signal
in metaphase and interphase nuclei, confirming the deletion of the 7P53
gene. (B) MLL gene probe (LSI MLL dual-color, break-apart rearrange-
ment probe), showing one fusion signal in metaphase and interphase nu-
clei; the absence of the other fusion signal corresponds to the deletion
of the MLL gene.

CD2. Based on morphological, immunophenotypic, and
cytogenetic studies, the final diagnosis was MDS-RC
(according to Hasle et al. [6]).

The patient was referred for bone marrow transplanta-
tion, but no histocompatible bone marrow donor was avail-
able. In November 2005, he underwent umbilical cord
blood transplantation. Prior to the transplant he was trans-
fused with more than 15 units (red blood cells). He under-
went 4/6 umbilical cord blood transplantation from
a female donor with 4.6 x 10'/kg nucleated cells;
cyclophosphamide, antithymocyte globulin, and total body
irradiation were used as conditioning. Prophylaxis for graft-
versus-host disease (GVHD) was cyclosporine, predniso-
lone, and human immunoglobulin.

By day 32, the patient had developed a grade II acute
GVHD, with good partial response to prednisolone. At
day 34, he was discharged from the hospital. The cortico-
steroid dose was gradually tapered, but skin GVHD flared
and cyclosporine was replaced by tacrolimus. At this time,
bone marrow examination showed normal morphology
pattern, with 100% donor chimerism according to vari-
able-number tandem repeats and cytogenetic analysis
(46,XX[40]). As of writing, at 17 months after transplanta-
tion, the patient was in cytogenetic and molecular remis-
sion; he is still using the immunosuppression treatment
because a moderate skin GVHD.

3. Discussion

Cytogenetically unrelated clones are uncommon find-
ings in hematologic disorders. In MDS, the frequency is
4.3—6.5% [4]. Our group have been studying clinical and
biological characteristics in MDS since 1991, and out of
a cohort of 313 patients this is the first case showing biclon-
ality chromosomal alterations, representing a frequency of
0.3%.

It is unclear if the cytogenetically unrelated clones indi-
cate true biclonality of malignancy or represent the result of
clonal evolution from a common precursor. We believe in
the hypothesis that the karyotypically unrelated clones orig-
inate from the common malignant clone through submicro-
scopic molecular genetic changes and evolutionary process
as suggested by some authors [4]. The present case showed
two karyotypically unrelated clones, del(17)(pl2) and
del(11)(q23), with deletion of the TP53 and MLL genes,
respectively, confirmed by FISH analysis. The clone with
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del(17p) acquired a second chromosomal abnormality,
del(12p), suggesting the evolution of the disease.

The most frequent chromosome abnormalities involved
in unrelated clones were del(3q), +8, del(20q), del(7q),
+11, 421, and —22 [4]. From our review of the literature,
this case represents the first case of pediatric MDS showing
the involvement of these chromosomes alterations in a hy-
pocellular MDS-RC. In some cases the hypocellular bone
marrow makes the diagnosis between MDS and aplastic
anemia a difficult process, and the cytogenetic and immu-
nophenotypic studies may be considered valuable tools
for differential diagnosis. We note that clinically aplastic
anemia and MDS patients with hypocellular marrow show
great similarities and, in some cases, cytogenetic analysis
is considered the only way to distinguish between the two
diseases [7,8].

In the present case, cytogenetic analysis was a valuable
tool for diagnosis, in clinical decision-making, and in treat-
ment and follow-up. In the International Prognostic Scoring
System, alterations involving chromosomes 11, 12, and 17
are considered intermediate risk [9]. Nevertheless, some
studies suggest that chromosomes 11 and 17 are involved
with disease evolution [1,10]. Our patient was at initial
phase of disease (refractory cytopenia), but already had
a clonal evolution chromosomal pattern.

Based on cytogenetic and clinical studies, the child was
referred for bone marrow transplantation; in the absence of
a histocompatible bone marrow donor, the stem cell source
used was the umbilical cord blood. Umbilical cord blood is
a valuable alternative source of hematopoietic stem cell for
transplantation of patients who need an allogeneic trans-
plant but lack a suitable sibling donor [11], and it has been
shown to be a curative therapy for several hematologic
malignancies [12]. In the present case, the patient showed
a favorable clinical response and was, at writing, in cytoge-
netic and molecular remission. Because stem cell trans-
plantation is the only modality demonstrated to cure
patients with MDS, a larger number of cases with these
characteristics is necessary to establish the prognostic
and therapeutic significance of finding cytogenetically in-
dependent clones.
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Transient myelodysplasia in an infant with Down syndrome
preceding acute megakaryoblastic leukemia: cytogenetic
and immunophenotypic findings

The incidence of leukemia in children with Down syn-
drome is 10- to 20-fold higher than in other children. The
Down syndrome group exhibit a 46-fold excess incidence
of acute myeloid leukemia (AML), with acute megakaryo-
blastic leukemia (AML-M7) accounting for at least 50% of
these cases. A myclodysplastic syndrome (MDS) gencrally
precedes this malignancy [1,2]. The clinical course of MDS
can vary from stable discase to rapid progression into acute
leukemia. Spontaneous remission of MDS has rarely been
observed. This phenonmienon is extremely heterogeneous,
perhaps related to differing pathogenesis of disease |3,4].
Here, we describe an uncommon case of evolution from pri-
mary MDS to AML-M7 in an infant with Down syndrome
who showed spontancous remission during MDS phase.

An 8-month-old girl with Down syndrome, interventric-
ular cleft and patent arteriosus duct was referred to our cen-
ter because of thrombocytopenia in a preoperative blood
count (platelet count, 46 x 10”/L). The white blood cell
count was 4 x 10%L, hemoglobin level was 11.7 g/dL.
Analysis of bonc marrow (BM} smcar and histopathologic
examination of BM fragment revealed a hypocellular mor-
phelogy with dysplastic features. Cytogenetic analysis of
bone marrow cells with GTG banding revealed the karyo-
type as 47,XX.+21¢[20]. Analysis of a peripheral blood
cell culture stimulated by phytohemagglutinin confirmed
the constitutional abnormality, with trisomy 21 observed
in 25 cells. Chromosomes were identified and analyzed in
accordance with ISCN 2005 [5].

Thrombocytopenia was maintained (platelet count, 49 x
10°/L), and white blood cell count and hemoglobin levels
had decreased to 2 x 10°/L and © p/dL., respectively. Anal-
ysis of a new BM aspirate revealed an increased cellularity,
with 12% myeloblasts, compatible with refractory anemia
with excess of blasts (RAEB). Cytogenetic analysis of bone
marrow cells with GTG banding showed trisomy ol chro-
mosome 21 in 25 metaphases as the sole anomaly. Flow cy-
tometry showed 8% blasts positive for CD34, CD7, CD117,
and CD33, with CD10 negative granulocytes.

After a 10-month history of MDS, the patient presented
spontancous remission and the hemogram normalized, with
300 x 10%/L platelets. She was submitted 1o cardiac surgery
under extracorporeal circulation with success and without

0165-4608/0%/% — sce front matter € 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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transfusion. Eight months later, the patient presented
splenomegaly and leukocytosis (44 x IDQIL), with 58%
myeloblasts. The hemoglobin level was 9.9 p/dL and the
platelet count had decreased to 31 x 10%L. Her BM smears
showed 60% myeloblasts, compatible with M7 in the
French—American—British (FAB) classification, and im-
munophenotyping  showed  blasts  positive for  CD61,
CD41, CD34, and CD117.

Cytogenetic study of bone marrow cells reveualed
the karvotype as 47, XX, der(17)t(1;17)(g32:p13),+21c[15)/
47.XX,+21cl6] (Fig. 1A). Fluorescence in situ hybridiza-
tion analysis {FISH) was performed using a probe for the
TPS53 gene (Vysis LSI p53, SpectrumOrange; Abbot Mo-
lecular, Des Plaines. T1L) 1o investigale the involvement of
this tumor suppressor gene. We observed that TP53 is not
involved in this chromosomal abnormality (Fig. 1B). The pa-
tient was treated with the AML-BFM-2004 protocol. At day
15 of induction therapy, another BM aspirate study was per-
formed. showing aplasia. At day 29, complete morphological,
cytogenctic, and immunophenotypic remission was obtained,
and as ol writing the patient had remained in such remission
continuously for an overall follow-up period of 30 months.

The present case shows an uncommon evolution from
primary MDS to AML-M7 with spontaneous remission in
MDS-RAEB phase in an infant with Down syndrome. This
rare phenomenon has been described in some children with
MDS and monosomy 7/del(7q). suggesting that these chro-
mosomal alteration are insufficient to produce full leukemic
transformation [6]. Petti et al. [3] related spontaneous re-
mission in adults as being likewise a rare event. Spontane-
ous remission is an unexpected hematologic improvement
without concomitant treatments other than vitamins or
low levels of steroids and anti-thymocyte globulin |3].
The case reported here involved no infections between di-
agnosis and spontaneous remission assessment, nor had
the patient received any treatment.

To our knowledge, a period of spontaneous remission in
a patient with both MDS and Down syndrome has not been
previously reported. A transient myeloproliferative disorder
or transient leukemia that resolves spontancously within 3
months after birth has been reported in ~ 10% of neonates
with Down syndrome, but in ~20% of these cases MDS
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1 der(17) +21¢

Fig. 1. (A) Partial G-banding karyogram of a bone marrow cell showing
the der(17)t(1;17) (g32;p13) and +21e chromosomal anomalies. (B) FISH
analysis of bone marrow cell using a probe for the 7P53 gene (Vysis LSI
P53, SpectrumOrange), showing two signals in metaphase, confirming the
presence of two alleles, without translocation or deletion of TP3>3 in
der(17) (arrow).

and AML-M7 develop during the first 4 years of life [1]. In
the present case, the MDS-RAEB phase was characterized in
terms of the myelogram, bone marrow biopsy, and flow cy-
tometry findings. Flow cytometry confirmed the percentage
of blasts positive for CD34, CD7, CD117 and CD33.

A literature review identified only two cases of coexist-
ing Down syndrome and MDS with CD34 and CD117 pos-
itivity. Henderson and Spence [2] described the case of
a 22-month-old girl with Down syndrome and MDS of
megakaryoblastic lineage and low blast percentage (2%).
Cytogenetic study revealed the constitutional abnormality
of chromosome 21, and revealed the isochromosome 8q, re-
sulting in 8q tetrasomy, in 7 of 20 cells; this patient was
treated with chemotherapy and was associated with a good
prognosis [2]. Nevertheless, Tavil et al. [7] described a case
of 22-month-old girl with MDS-RAEB and Down syn-
drome who presented severe anemia and thrombocytosis
at diagnosis, with subsequent transformation to AML-M7
with 87% blasts. Cytogenetic analysis at MDS diagnosis
showed only the trisomy of chromosome 21. The patient
was treated with chemotherapy, but remission was not
achieved and she died. The authors suggested that BM blast

cells positive for CD34 and CD117 may be associated with
a higher risk of leukemic transformation [7]. (Note that the
percentage of blasts was an important prognostic factor in
these two cases.)

In the present case, although the patient had spontancous
remission in the MDS phase, after 8 months she experi-
enced transformation to AML-M7, and leukemic blasts in
this phase shared the same immunophenotype as in MDS.
An abnormal cytogenetic clone with unbalanced transloca-
tion resulting in der(17)t(1;17)q32;p13) was detected only
in the AML-M7 phase. Partial trisomy of the long arm of
chromosome 1 as a result of duplication or, more com-
monly, of unbalanced translocations has been reported by
several authors and appears to represent a nonrandom chro-
mosomal anomaly in patients with MDS or AML and
Down syndrome [8,9]. Nevertheless, to our knowledge
the chromosomal rearrangement resulting in der(17)t(1;17)
(q32;p13) has not previously been described in an infant
with Down syndrome and AML-M?7.

Because it is strongly suspected that the TP53 tumor
suppressor gene plays a role in leukemogenesis in MDS
and AML, we used FISH analysis to look for possible in-
volvement of TP53 in this chromosomal rearrangement.
No translocation or deletion in this gene was detected.

The present case was related to favorable outcomes. Tak-
ing together the immunophenotype, and the cytogenetic and
the clinical features, it seems that neoplastic clone in MDS is
related to AML-M7 and that the acquisition of cytogenetic
abnormality may play a pivotal role in leukemogenesis. This
case illustrates the importance of close follow-up in a child
with Down syndrome presenting MDS, to monitor for spon-
taneous remission, evolution of the disease, or both. Further
data are needed to characterize this course of disease.
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APENDICE D - Tabela 2: Correlagdo entre a presenca de metilacdo nos genes p15™<*° ¢

p16™K%a com o padréo cromossémico em SMD primaria na infancia

N°  ldade/ Subtipo Cariétipo Metilagéo nos Evolucado
Sexo genes da doenca
p15|NK4b p16|NK4a
1 12aM CR 46,XY,-7,+20[13]/ 46, XY[7] + N o
2 7a/M CR 46,XY,del(12)(p12)[6]/46,XY[37] + ) o
4  18a/F CR 46,XX,del(6)(q21)[3]/46, XX[35] + ; sim
5 7aM CR 46,XY[32] ] ) ndo
6 15a/F CR 46,XX[36] ] ) ndo
7 16a/F CR 47 XX, +mar[2]/46,XX[27] + ) o
9  6alF CR 46,XX[32] - - néo
10 14a/M CR 46,XY,del(17)(p12)[15)/46,XY[28] + ) o
11  8alF CR 46,XX,del(9)(p12)[3]/46,XX[19] ] ) ndo
46,XY,del(17)(p12)[9]/46,XY del(17)(p12),
12 13a/M CR del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(q23)[3)/ - - néo
46,XY[34]
13 9a/M CR 46,XY del(3)(p23)[5]/46,XY[38] ) ) sim
14 la/M CR 46,XY[32] ] ) ndo
15 3a/ M CR 46,XY,+der(3)del(3)(g21),-7,-9,+mar[2]/ - - sim
46,XY[27]
16  13a/F CR 46,XX,del(5)(q14q31)[15]/ 46,XX[28] ) ) N0
17 148/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[5]/ 46, XY[17] ] ) Ao
18  7a/F CR 46,XX,del(12)(p13)[10]/46,XX[28] ) ) N0
20 15a/F CR 46,XX[22] + ) néo
21 TalF CR 46,XX[25] . - ndo
22 2aF CR 46,XX,del(4)(q22)[6]/46,XX[28] ] ) o
23 4a/M CR 47, XY +mar[4]/ 46,XY[49] ) ) Ao
242 2a/M  AREB-t 46,XY[20] - - sim
25 7m/M  CR 46,XY[34] - - sim
26 2a/F CR 46,XX,del(17)(p12)[5]/46, XX[45] + ] néo
30 18/ M CR 46,XY[46] ] ) no
32 4a/M CR 46,XY ,del(11)(q23)[5]/46,XY[31] ; ; sim
33 7a/M CR 45,XY,-21[5]/46,XY[42] ] ) o
34 6aIM CR 46,XY[38] ] ) no
35  2alF CR 46,XX,del(11)(q23)[3]/46, X X[12] ; ; sim
3  9m/F CR 46,XX[33] ] ) no
37  9alF CR 46,XX[22] ] ) ndo
38  Tm/M CR 46,XY[32] ] ) no
39 11a/F CR 46,XX,i(9)(q10)[14]/46, X X[6] ] - nio
40  11m/M CR 46,XY[42] ] ) néo



42
43
44
45
46
47
48
50
51

52a

53
54
55
58
59
62
77
79
80
81
82
83
84
85
86
87

88

89

90
92
93
95
100
101
102
103
104

108
109

110

4al F
3a/M
17a/ F
13a/ M
2a/ M
5m/ F
9a/ F
8a/ M
3m/ F

9a/ M

16a/ M
2al F
13a/ M
17a/ M
11la/ M
7al M
10a/ M
18m/ F
10a/ F
7 alF
2alF
16a/ M
7al F
14a/ F
13a/ F
12a/ M

6a/ F

14a/ M

9a/ F
3a/M
4a/M
3m/ M
8a/ F
21m/M
12a/ M
5a/ M
22m/ M

12a/ M
13a/ F

15a/ M

CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR

LLA

CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
AREB
AREB
AREB
AREB
AREB
AREB
AREB
AREB
AREB

AREB

AREB

AREB
AREB
AREB
AREB
AREB
AREB-t
AREB-t
AREB-t
AREB-t

AREB-t
AREB-t

AREB-t

46,XX,del(9)(022;q32)[2]/46,XX[22] *

46,XY[29]

46, XX [20]
46,XY[28]
46,XY[26]

46, XX[38]**
46,XX[30]
46,XY[31]

45,XX,-7[24]/46,XX[2]

49,XY,+12,+16,+22[3]/51,XY,del(6)(q14),
+12,+16,+20,+21,+22[3]/52,XY ,+5,
del(6)(q14),+12,+16,+20,+21,+22[2]/
51,XY,+12,+16,+18,+21,+22[2]/46,XY[14]
46,XY[27]

46,XX[35]
47, XY +Y[12]/46,XY[8]
46,XY[28]
46,XY[30]
46,XY,del(11)(q23)[4]/46,X Y[48]
45,XY,-7[26]
46,XX,del(11)(q23)[8]/46,XX[14]
46,XX,del(6)(q24)[3]/46,XX[15]
46,XX,del(6)(q23)[8]/46,XX[18]
46,XX,del(11)(q23)[5]/46,XX[18]
47,XY,+8[30]/46,XY[25]
46,XX,i(9)q10)[15)/46,XX[7]
46,XX,del(11)(q23)[4]/46,XX[23]
46,XX,del(7)(q22)[10]/46,XX[12]
46,XY,del(11)(q23)[12]/46,XY[8]

58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,+13,
+18,+20,+21[5]/58,XX,idem,
dup(1)(021931)[14]/46,XX[21]
46,XY,del(7)(g22)[10]/46,XY ,del(7)(g22),
del(12)(p12)[3]/46,XY[7]
47, XX, +6[26]/46,XX[16]

46,XY[34]

46,XY[30]

46,XY[33]

46,XX,del(7)(q22)[71/46,XX[9]
45,XX,-7[14]/46,XX[8]
45,XY ,-7[18]/46,XY[2]
46,XY 1(5;8)(q32,022)[231/46, X Y[8]

45, XY ,-7[14]/46,XY[6]
45, XY ,-7[24]/46,XY[1]

47, XX, +21[6]/48,XX,+21,+mar[4]/
46,XX[10]
45,XY,-7[10]/46,XY[16]

+
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nao
sim
nao
nao
nédo
nao
sim
sim
sim
ndo
sim
sim
sim
sim
nao
sim

sim

sim
nao
ndo
néo
nao
ndo
sim
sim
sim
sim
sim
sim

sim



111  1a/M  AREB-t 47,XY,+8,del(11)(q23)[9]/46,X Y [13]
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sim

113 133/ M  AREB-t 45,XY,-7[12]/46,XY([8] sim
2 1aM  AREB 47, XX+21c[25] *** sim
3 12a/M AREB-t 58XY,+8,+13+13,+14,+15,+20,+21,+21c/ sim

47,XY,+21c[12] Down
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Abstract

We studied the methylation status of the pISINK4B and pl gHNEa genes in 47 pediatric patients with primary MDS, its
correlation with subtype, and the role of pISINK4B and pl 6™K44 i1 the evolution of MDS toward AML. Aberrant methylation
of the pJ SINKeE gene was detected in 15 of 47 patients (32%), whereas only four patients demonstrated methylation of
the pI GHEE gene (8%). The frequency of pI SR methylation was significantly higher in RAEB and RAEB-t subtypes
(p < 0.003). Aberrant methylation of the pf VKA gene was also more frequent in the subtypes that characterize advanced
stages of the disease (p < 0.05). Evolution of disease was verified in 17 (36%) of the 47 patients. The association 0fp151NK4B

and p161NK4A methylation status with evoluton of disease was clearly significant (p < 0.008 and p < 0.05, respectively).
These results suggest that methylagon of the pISINK4B and pI6™F* genes is an epigenetic biomarker of pediatric disease
evolution.

Keywords: pl1575F oo, p16T5Y gone, pediarric myelodysplastic syndrome, epigenetic, methylation

disease. Hasle and colleagues proposed a pediatric

Ttruaetig approach to the World Health Organization (WHO)

Myelodysplastic syndrome (MDS) comprises a
heterogeneous group of clonal bone marrow dis-
orders characterized by varying degrees of pancyto-
penia, morphological and functional abnormalities of
hematopoietic cells, and an increased risk of trans-
formation into acute myeloid leukemia (AML) [1].
MDS is viewed as a disease of adults, particularly the
elderly. Pediatric MDS is an uncommon disorder,
accounting for fewer than 5% of hematopoietic
malignancies [2,3]). The rarity of childhood MDS
as well as its heterogeneous nature have further
contributed to the difficulties in classifying this

classification of myelodysplastic syndrome: (1) MDS
occurring both de newo and secondarily, including the
subtypes refractory cytopenia (RC), refractory ane-
mia with excess of blasts (RAEB), and refractory
anemia with excess of blasts in transformation
(RAEB-1); (2) a group of myelodysplastic/myelopro-
liferative disorders with juvenile myelomonocytic
leukemia (JMML) as the most common disorder of
this category; and (3) myeloid leukemia of Down
syndrome (DS), a disease with distinct clinical and
biological features, encompassing both MDS and
AML [4].
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In children, MDS appears with distinct clinical
and laboratory characteristics, when compared with
adults, which may reflect special biological features
of MDS during childhood. Due to its variety, the
pathogenesis of pediatric MDS has not been ade-
quately studied [5]. Very little is known about the
molecular basis of pediatric MDS development and
its transformation to AML [2]. Epigenetic alterations
such as the aberrant methylation of CpG islands in
the promoter regions of genes have been reported to
inactivate tumor-suppressor genes and to contribute
to tumorigenesis and tumor progression, and, for this
reason, could be considered a potential marker of
disease [6,7]. Hypermethylation of the promoter
region was found to be an abnormal mechanism of
p]51NK4B and pl it gene inactivation in hemato-
logical malignancies [8,9]. In AML, methylation of
pI15TEFE s independently correlated with poor
prognosis [10]. The p15™%%F and p16™5! genes
are members of the cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitor family, which controls progression of the
cell cycle from G1 to S phase. The products of these
genes regulate retinoblastoma (RB) protein function
by modulating the complex cyclin D-CDK4/6,
which can phosphorylate and inactivate the RB
protein and set up an important pathway for
inhibiting cell growth [10,11]. In MDS, aberrant
methylation of the p15™ B gene has been related to
more aggressive subtypes of the disease; however,
some studies have shown that it can occur in early or
later stages of MDS [12-14]. The majority of these
studies focused on adult MDS. Few studies have
investigated the methylation status of genes, includ-
ing p]51NK4B and pf 6N i pediatric MDS
[15,16]. The aim of this study, therefore, was to
determine the methylation status of p157%% and
p16™E i pediatric primary MDS, its correlation
with the different subtypes, and the role of pi 5B
and pIéINK"A genes in the development and evolu-
tion of MDS toward AML.

Materials and methods
Patients and controls

Bone marrow cells were obtained from 47 patients
with pediatric primary MDS between August 1991
and March 2008. These patients included 29 boys
and 18 girls, with ages between 5 months and 18
years {mean 9 years). The patients were diagnosed at
the Hematology/Oncology Units of several hospitals
in Rio de Janeiro, Brazil: (1) National Cancer
Institute (INCA-R]); (2) Pedro Ernesto Hospital
(HUPE-UERY]); (3) Martagao Gesteira Institute of
Pediatrics and Child Development (UFR]); and (4)
Arthur Siqueira Cavalcanti Hematology Institute
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(HEMORIO). Diagnosis and classification was
done according to the criteria of Hasle and colleagues
[4]). Thirty patients were classified as RC (bone
marrow [BM] blasts < 5%, with mean 2%), nine as
RAEB (BM blasts 5-19%, with mean 149%), and
eight as RAEB-t (BM blasts 20-29%, with mean
24%). None of the patients had been previously
treated for a malignancy. Normal bone marrow
samples were also obtained from 10 bone marrow
transplant donors, and used as non-methylated
controls. These bone marrow samples were obtained
from children aged between 10 and 18 years, and
were collected from our Bone Marrow Transplant
Center (CEMO-INCA). As methylated controls, we
used DNA of cell lines Raji, derived from Burkitt
lymphoma, and DLID-1, derived from colorectal
adenocarcinoma. We also used EpiTect Control
DNA (completely methylated bisulfite-converted
DNA; Qiagen). This study was reviewed and
approved by the Ethical Committee of the National
Cancer Institute and was conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki.

Methylation-specific polymerase chain reaction

Analyses of the methylation status of promoter
regions of the pI5P%F9E and p16™F* genes were
performed by methylation-specific polymerase chain
reaction (MSP), as described by Herman and
colleagues [17]. Mononuclear cells were isolated
from bone marrow aspirates by Ficoll-Hypaque
gradient centrifugation. Genomic DNA was ex-
tracted using DNAzol (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol. DNA (2 ug) was denatured
by the addition of NaOH (0.2 mol/L) for 10 min at
37°C. Hydroquinone {10 mM) (Sigma) and sodium
bisulfite (3 M) (Sigma) at pH 5.0 were added, and
samples of the mixture were incubated under
mineral oil at 50°C for 16 h. Modified DNA was
purified using Wizard DNA Purification Resin
according to the manufacturer’s instructions (Pro-
mega) and then eluted into 50 yl. of water. Final
desulfonation was achieved by treatment with
NaOH (0.3 mol/l) at room temperature for
5 min, followed by ethanol precipitation with
glycogen as carrier. The DNA was resuspended
in 20 yL. of water. Bisulfite-modified DNA was
amplified by polymerase chain reaction (PCR)
using primer sets designed by Herman and
colleagues [17]). Each PCR was carried out in a
50 pL volume containing 3 pL of bisulfite-modified
DNA, 6.7 mM MgCl,, 1 x PCR bulffer, 1.25 mM
dATP, 1.25 mM dTTP, 1.25 mM dCTP, and
1.25 mM dGTP (Invitrogen), and 1 nmol of
primer U or primer M. The PCR conditions
were as follows: 95°C for 10 min, after which 1



U of Taq polymerase (Invitrogen) was added, then
35 cycles at 94°C for 1 min, 60°C for 30 s, 72°C
for 30 s, and a final extension of 10 min at 72°C.
Positive controls (DNA samples from cell lines) as
well as negative controls (DNA samples from bone
marrow transplant donors) were included in each
set of reactions. PCR products were loaded on 5%
acrylamide gel and visualized by silver staining.

Sequencing

To confirm the abnormal methylation patterns seen
in MSP, samples of PCR products were sequenced.
Ampligens purified using GFX™ PCR (DNA and
Gel Band Purification Kit; Amersham Biosciences)
were sequenced with the ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) using the BigDye
Terminator v.3.0 kit, under conditions specified by
the manufacturer. Resulting sequences were com-
pared with the wild-type sequence (Genbank) using
BioEdit software (v.7.0.9; Ibis Biosciences).

Quanuiarrve methylation analysis of p15INK4B and

We used two methods for analysis of the percentage
of methylation of pISINK4B and pI6H‘U<4“1 genes in the
DNA samples as found by MSP and sequencing:
combined bisulfite restriction analysis (COBRA)
[18] and quantitative methylation-specific PCR
(QMS-PCR) [19].

COBRA. PCR reactions were performed using 3 ul.
of DNA modified by bisulfite, 6.7 mM MgCl,
(Invitrogen), 5 pl. of reaction buffer (Invitrogen),
1.25 mM each of the deoxyribonucleotide tripho-
sphates (ANTPs) (Invitrogen), 1 nmol primers, and
1 U of Tag polymerase (Invitrogen), to a final
volume of 50 ul.. Before the addition of Tagq
polymerase, the samples were denatured at 95°C
for 10 min. The reaction was performed using the
PTC-150 Thermocycler (M] Research). The oligo-
nucleotides used for each gene were: p157°F95
5'GGTTTTGGYGAGGGTTGTTT3  (forward)
and 5’ACCCTATCCCTCAAATCCTCTAAAA3Z
(reverse); and p167* 5'GGAGTTTAAGGGGG
TGGG3 (forward) and 5 CCTAAATTACTTC
TAAAAAAAAACS (reverse). The conditions for
cycling were according to Toyota and colleagues [9].
After amplification, products were visualized on 5%
polvacrylamide gel stained with silver nitrate. Subse-
quently, the amplified samples were digested using
restriction endonucleases Nrul (pISINK"B) and Taql
(p16™F* (Invitrogen). After digestion, products
were visualized on 10% polyacrylamide gel stained
with silver nitrate. Samples positive for methylation
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were digested by enzyme and negative samples
remained unchanged. Quantification of the DNA in
polyacrylamide gel was performed by densitometry.

QMS-PCR. We used QMS-PCR to analyze the levels
of p15™FB and p16™*! methylation. Bisulfite-
modified DNA from bone marrow cells of patients
with MDS were prepared as described previously. As
control samples, we used methylated and bisulfite-
converted human control DNA (fully methylated
DNA reference; EpiTect Control DNA, Qiagen),
bisulfite-converted DNA from Raji and DLD-1 cell
lines, and bisulfite-converted DNA from bone
marrow donors (non-methylated reference DNA).
The reactions were carried out using primer pairs
specifically designed to bind bisulfite-converted
sequences of CpG islands in the promoter region
of each gene. The primer sequences were as
follows: pi5™NR9%E - Mf 5'GCGTTCGTATTTTG
CGGTT3 /Mr 5 CGTACAATAACCGAACGAC
CGA3'; p16TF* Mf 5" TTATTAGAGGGTGGG
GCGGATCGC3 /Mr  5GACCCCGAACCGCG
ACCGTAA3. The p-actin gene (ACTNB) was
amplified and used as an internal control for PCR
normalization: ACTNB, 5'CGCCAACACAGTG
CTGTCT3'/5'CACGGAGTACTTGCGCTCAG3'.
The methylation percentages were assessed by extra-
polation of a standard curve performed with combi-
natorial serial dilution between methylated and non-
methylated DNA (100%, 50%, 10%, and 0%
methylation). All tests were run in duplicate, and
the average cycle threshold (Cr) value was used for
quantification. Each PCR mixture contained 500 nM
each primer, 100 ng of DNA, and 1 x Fast EvaGreen
qPCR Master Mix (Biotium, Inc.). Reactions were
performed in a Rotor-Gene 6000 (Corbett) using the
following profile: 95°C for 5 min, 45 cycles at 95°C
for 20 s, and 60°C for 1 min.

Statistical analysis

The correlation between p157%*F gene methylation
status and subtypes of pediatric primary MDS,
considering initial stage RC and later stages RAEB
and RAEB-t, was assessed by the y® test. The
association between disease evolution and aberrant
methylation in p]51NK4B in bone marrow samples
was also performed by XZ test. Similar analyses were
done for methylation in the pf FREL gene. The ;(2
test was used in conjunction with the Yates correc-
tion for continuity. The correlation of methylation
levels in the different MDS subtypes was calculated
using analysis of variance (ANOVA). We calculated
the arithmetical mean time of e¢volution in patients
who had p157%F methylation, patients whe had
p16MK44 methylation, and those who had no
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methylation on each of these genes. We used the
Mann-Whitney test to analyze the times of discase
transformation from MDS to AML for patients who
did or did not have methylation of pISINK“B or
pl G genes. A value of p < 0.05 was considered
significant in all analyses.

Results

Analysis of methylation status of p15™ % and
p16]NKA‘A genes m pediatric primary MDS

We analyzed the methylation status of the promoter
region of the cell cycle regulatory genes, p157FB
and p! GINK"A, in 47 children with primary MDS. We
found that in 17 of 47 cases (36%), at least one of the
two genes was methylated. Aberrant methylation of
pISINK4B was detected in 15 of 47 patients (32%),
whereas only four patients demonstrated methylation
of pi iR (8%). All patients also showed amplifi-
cation with non-methylated primer pairs, including
those patients positive for methylation. Both
pI5INK4B and piI Al genes were found to be
non-methylated in all samples from bone marrow
transplant donors (negative controls). Raji and
DLD-1 cell lines (positive controls) showed strong
amplification with p15M and pl6M primer pairs.
However, the Raji cell line showed a little amplifica-
tion with non-methylated primer pairs. This result
was also observed by Herman er al. [17]. Two
patients (4%) of 47 analyzed showed aberrant
methylation in both genes. Sequencing of the 17
pl5M and four pl6M PCR products from patients
with pediatric primary MDS confirmed that all
cytosines had been converted to thymidines except
in methylated CpG dinucleotides, where cytosines
remained unchanged. Representative methylation-
specific PCR results for p1 5B and p16™54 genes
and sequencing analyses are shown in Figure 1.

Correlation of aberrant methylation in pISINK4B and
pLETRA oones qvith subtypes of pediatric primary
MDS and disease evolution

The distribution of pISINK"B methylation among the
different subtypes was 5/30 (16%) in patients with
RC, 5/9 (55%) in patients with RAEB, and 5/8 (62%)
in patients with RAEB-t {Table I). The frequency of
Pl SNk gene methylation was significantly higher in
later stages of disease (RAEB and RAEB-t) com-
pared with the initial stage (RC) of primary MDS
(p < 0.003). Methylation of the pI16™5*? gene was
present in 2/9 with RAEB (22%) and in 2/8 with
RAEB-t (25%). Among 30 children with the RC
subtype, none presented pl6°7* methylation, and
among 17 children with later stages of discase (RAEB
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and RAEB-t), four presented methylation of
pl 6™ Aberrant methylation in the pl GINKaA
gene was found more frequently in subtypes char-
acterizing the advanced stages of MDS (p < 0.05).

Evolution of disease was verified in 17 (36%) of
the 47 patients. Aberrant methylation of the p1 SINKAE
gene was detected in 53% (9/17) of patients who had
evolution of disease. In contrast, the disease did not
evolve from MDS toward AML in 75% (24/32) of
patients without methylation of pI SINRIB 1n fact, the
association of pISINK"B methylation status with
evolution of the disease was highly significant
(p < 0.008). Among four children with methylation
of the p16™5# pene, the disease evolved in all
(100%). In contrast, among 43 children with no
methylation of the pi R gene, 30 (70%) did not
show evolution of the disease. Therefore, statistical
analysis suggests that the presence of pl 1A
methylation is related to evolution of the disease
(p < 0.05). The correlation of pJSINK"B and
pl GINIaA methylation with clinical features is shown
in Table IL Studying the status of pI5™ % we did
not find statistically significant correlation with age
and sex of the patients, but there was a correlation
with percentage of blasts, cytogenetics, subtypes of
disease, and evolution of disease. Also, studying the
status of pléINK"A, we found that correlation with
age, sex, and cytogenetics was not significant.

The mean time of disease evolution in patients
who had pJSINK"B methylation was 4.6 months and
in patients with no pISINK“B methylation was 14.6
months. The mean time of disease evolution for
patients who had p15°%*F methylation, therefore,
was three times less than the mean time of evolution
for patients who had no pISINKqB methylation. We
analyzed the statistical significance of this using the
Mann-Whitney test, and the result was p < 0.02.
Patients with no pI6™%*! methylation had 11.5
months as mean time of disease evolution, and the
mean time of disease evolution in patients with
p16™F4 methylation was 2.75 months (p < 0.01).

We performed quantitative analysis to evaluate
whether there was a correlation between percentage
of pISINK"B methylation and MDS subtypes. The
percentage of p]51NK4B methylation was higher in
RAEB and RAEB-t compared to RC (p < 0.0001).
The same result was observed for the p167* gene
(p < 0.0001) (Figure 2). Hence, our results suggest
that there is a direct correlation between the level of
methylation in pISINK"B and pl Gl genes in
pediatric MDS and the percentage of bone marrow
blasts (» < 0.0001). Both methods were accurate in
showing a correlation between the subtypes of
disease and the level of methylation, but the QMS-
PCR method was more sensitive than COBRA
(p < 0.0001).
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Figure 1. (A) Representative MSP for pI gene using p15 U primers, specific for non-methylated DNA (U) and p15 M primers,
specific for methylated DNA (M). W (water, negative control), Donor (negative control), Raji (positive control); 1: patient without p15
methylation, 2-5: patients with p15 methylated and non-methylated cells. (B) Samples methylated in PCR products were sequenced with
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Resulting sequences (M) were compared with wild-type sequence (WT)
(Genbank) and non-methylated sequence (U) using BioEdit software (v.7.0.9; Ibis Biosciences). (C, D) Similar analyses for 1:16”‘"(M gene.

INK4,
51\[& B

differentiation during evolution of the disease.

Discussion . . . . .
Previous studies have investigated methylation pat-
. . . Ji .
The progressive increase of bone marrow blast terns in the pI5™K* and p16™5* genes to clarify
involvement in MDS suggests that a fraction of their roles in the pathogenesis of MDS. Most of these

clonal dysplastic cells lose cell cycle regulation and studies were carried out in adult patients. Some of
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these showed that the p15™8 gene was frequently
methylated in patients with high-risk MDS (RAEB,
RAEB-t) and that overt leukemia evolved from
MDS, compared with patients with low-risk MDS
(refractory anemia [RA] and RA with ringed side-
roblasts [RARS]). In contrast, none of the patients
with MDS showed hypermethylation of the p1679%4
gene [12,14,20]. On the other hand, Solomon and
colleagues demonstrated the presence of aberrant
methylation in pISINKm and pl GHRAd genes in 61%
(25/41) and 37% (15/41) of adult patients with
MDS, respectively [21]. Thus, there is some

Table I. Frequency ufPISINI«B and p]ﬁINKM gene methylation in
subtypes of primary MDS in childhood.

Number of Number
patients of patients
Number with p150F#E with p 16
Subtype of patients methylation methylation
RC 30 5 (16%) 0
RAEB L] 5 (55%) 2 (22%)
RAEB-t 8 5 (62%) 2 (25%)
Total a7 15 (32%) 4 (8%)

MDS, myelodysplastic syndrome; RC, refractory cytopenia;
RAEB, refractory anemia with excess of blasts; RAEB-t, refractory
anemia with excess of blasts in transformation.
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controversy about the frequency of methylation in
2159 and p16™F% even in adult MDS.

Because of the rarity of MDS in children, very little
is known about the molecular basis of its develop-
ment and transformation to AML. Flotho noted it
should be emphazised that MDS in children is not
simply a counterpart of the adult disease in a
different age group [22]. Although MDS in children
and adults shares morphologic features, peripheral
cytopenias, and eventual transformation to myeloid
leukemia, the clinical course in childhood MDS is
much more heterogeneous. Looking at this aspect,
some studies showed that genes that are mutated in
adult patients with MDS and have an important role
during development of the disease do not have this
characteristic in pediatric MDS, such as N-ras point
mutation [23-25].

The methylation status of pi and pi
genes in pediatric MDS was analyzed in two studies.
Hasegawa and colleagues described the first study
investigating the methylation status of p7 55 and
p16% iy nine pediatric patients with MDS, using
the MSP method [15]. Only one of these patients
presented with the initial stage of MDS. The
frequency of methylation in the pISINK4B gene was
78%. Methylation of the pl67%%! gene was not
detected [15]. Vidal and colleagues examined the

51NK4B 61NK4A

Table IL. Correlation of p1555*F and #1675 gene methylation with clinical features.

Status of methylation of

Status of methylation of

15N 16K p-Value
Methylated Non-methylated Methylated Non-methylated

Patient parameter (n=15) (n=732) (n=4) (n=43) pi 5B pi g

Age xz no significance xz no significance
<12 years (children) (n=29) 8 21 1 28
>12 years (adolescents) (z=18) 7 11 3 15

Sex ¥* no significance ¥* no significance
Male (n=29) 7 22 2; 27
Female (#=18) 8 10 2 16

Cytogenetics x2 $<0.01 xz no significance
Normal (r=17) 1 16 Q 17
Abnormal (#=30) 14 16 4 26

MDS subtypes ¥ p < 0.003 ¥ p<0.05
Initial subtype RC (#=30) 5 25 0 30
Advanced subtypes: 10 T 4 13
RAEB (n=9),

RAEB-t (n=28)

Bone marrow blasts Xz P <=0.001 xz < 0.001
<5% 5 25 0 30
5-19% 5 4 2 7
20-29% 5 3 2 6

Evolution of disease xQ P <0.008 )52 $p<0.05
(MDS—AML)
Yes (n=17T) 9 8 4 13
No (n=30) 6 24 0 30

MDS, myelodysplastic syndrome; RAEB, refractory anemia with excess of blasts; RAEB-t, refractory anemia with excess of blasts in

transformation; AML, acute myeloid leukemia.
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Figure 2. Distribution of methylation level (%) using COBRA and
QMS-PCR in primary pediatric MDS: (A) in p15™5*# gene and
(B) in p16™5* gene.

promoter methylation status of 13 genes, including
p15™K#B in 12 children with MDS, all patients with
more advanced stages of disease (RAEB and RAEB-t),
also using the MSP method [16]. They detected 50%
methylation in the plSINK'm gene. The authors sug-
gested that aberrant methylation in pediatric MDS
seems to be similar to that in adult MDS [16]. In the
present work, we analyzed the methylation status of
Pp15NKIB and p16™K# genes qualitatively (MSP and
sequencing methods) and quantitatively (COBRA and
QMS-PCR) in 47 children with primary MDS. We
observed a higher incidence of methylation in the
p15™NKB gene at 32% (15/47) than in the p16™N<#
gene at 8% (4/47). Interestingly, two patients had
aberrant methylation in the two genes simultaneously. It
is important to highlight that in our study we included a
larger cohort of pediatric patients with MDS, including
30 patients with the initial stage of disease (RC) and 17
with advanced stages of MDS (nine with RAEB and
eight with RAEB-t). We found a statistical significance

Pediatric myelodysplastic syndrome 1893

for the presence of methylation of the p15"™**Z gene in
the advanced stages (RAEB and RAEB-t) compared
with the initial stage of primary MDS (RC) (p < 0.003).
Among 30 children with the RC subtype, none
presented p16™VK*4 methylation, and among 17 chil-
dren with later stages of disease (RAEB and RAEB-t),
four presented methylation of p16™5*!, Thus it seems
that, although rare, aberrant methylation in the
p16™K# gene is more frequently found in subtypes
that characterize the advanced stages of MDS
(» < 0.05).

Recently, Jiang and colleagues showed that aber-
rant DNA methylation is the dominant mechanism
for tumor suppressor gene silencing and clonal
variation in MDS evolution to AML [26]. The
present study is the first correlating the methylation
status of pI5™NK?B and p16™K* genes in pediatric
primary MDS and evolution of the disease. Analyz-
ing our results, the association of p15™5*F methyla-
tion status with evolution of the disease was highly
significant (p < 0.008). Statistical analysis also sug-
gested that the presence of p16™V5*! gene methyla-
tion was related to evolution of the disease
(p < 0.05). We observed a direct correlation of the
level of methylation in pI5™K*F and p16™K* in
pediatric MDS and the percentage of bone marrow
blasts (p < 0.0001). This suggests that proliferation
of the MDS clone and its evolution toward AML
requires escape from the G1 phase of the cell cycle,
and aberrant methylation of p15™N5*F and p16™VK#
genes seems to play an important role in this process.
This observation was also made by Quesnel and
colleagues for methylation of the p15™**F gene in
adult patients with MDS [12]. Therefore, our results
suggest that the methylation of pI5™<*E and
p16™K# is a possible epigenetic biomarker of disease
evolution. It also seems that these epigenetic altera-
tions in pediatric patients with MDS, as in adult
patients, are later events associated with the leuke-
mogenesis process in MDS.
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ABSTRACT. Multidrug resistance is the major cause of cancer
chemotherapy failure. This phenotype is mainly due to the
overexpression of the human ABCB/ gene. Several studies have shown
that the transcriptional regulation of this gene is complex. Yet, the
impact of this transcriptional regulation has not been well studied in a
clinical setting. The acquired expression of ABCB/ is associated with
the genomic instability of cancer cells. This includes the occurrence
of mutational events that alter chromatin structures through epigenetic
modifications such as promoter methylation. Therefore, it is important
to introduce new clinical methods to monitor the methylation status
of ABCBI and determine its association with gene expression in
order to be able to predict response to therapies. The high-resolution
melting (HRM) method has emerged as a highly accurate and sensitive
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method to quantify methylation status at specific sites of DNA. Here,
we established HRM parameters to evaluate the promoter methylation
status of the ABCE1 gene. Our study is the first to standardize the HRM
dissociation curveto evaluate 4BCE genemethylation. The association
between ABCBI methylation status and gene expression in established
cancer cell lines shows that this method is accurate and reliable.

Key words: ABCBI, HRM-PCR; Methylation; Epigenetics

INTRODUCTION

ATP-binding cassette (ABC) transporter family genes function through a common
mechanism to drive multidrug resistance (MDR). Among them is the 4BCE/ gene, also
known as MDR-1, which encodes a P-glycoprotein (Pgp) that it is universally accepted as a
drug resistance biomarker (Ueda et al., 1987, Wise, 2012). Pgp is a trans-membrane protein
that 1s responsible for the active efflux of anticancer drugs from cells (Ueda et al., 1987).
In cancer cells, Pgp is frequently overexpressed (Goldie and Coldman, 1984). Primary or
acquired overexpression of ABCE]! is the major cause of resistance to chemotherapy and is
associated with reduced patient survival (Abolhoda et al., 1999). The overexpression of the
ABCRBI gene is negatively correlated with disease prognosis and quality of life (Baker et al,
2005). Therefore, strategies to overcome drug resistance have been actively sought for years.
However, currently, no efficient clinical solutions exist to counter drug resistance.

The acquired expression of ABCE/ 1s associated with the genomic instability of can-
cer cells. This includes mutational events that alter chromatin structures and cause gene rear-
rangements and mutations in tumor suppressor proteins like P33 (Kuo et al., 1994). In addi-
tion, epigenetic modifications of the A BCB1 proximal and upstream promoters, either through
DNA demethylation or through histone H3 acetylation, play a pivotal role in inducing ABCE 1
expression (Chen and Sikic, 2012). Therefore, a better understanding of ABCEI methylation
status can improve the management of therapies in an effort to increase treatment efficacy.

The proximal promoter region directly upstream ot the ABCE] transcription start site
contains several important consensus regulatory sequences, including CAAT motifs and CpG
islands, which are implicated in gene expression in response to different stimuli (Ueda et al.,
1987, El-Osta et al., 2002). Several lines of evidence suggest that the methylation of the CpG
dinucleotides in the ABCBI gene plays a major role in regulating its expression. The ABCB1
gene-regulatory region extends from the start of exon 1 to a few base pairs upstream of the
transcriptional start site (Baker et al., 2005). The up-regulation of 4BCBI mRNA has been
associated with the hypomethylation of the promoter region, whereas the down-regulation of
ABCBI expression is associated with the hypermethylation of the CpG dinucleotides (Kan-
tharidis et al., 1997; Nakayama et al., 1998; Kusaba et al., 1999). Although promoter methyla-
tion of ABCE] is associated with its expression level, no molecular methods have shown the
relationship between the level of promoter methylation of this gene and gene expression.

Tn 2003, a highly sensitive method to identify a single nucleotide change in a specific
DNA sequence was described (Wittwer et al., 2003). This method determines DNA changes based
on the fine melting temperature properties of an amplicon of the sequence of interest. This method
is called high-resolution melting (HRM). HRM requires specific thermocycler platforms and a
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saturating DNA intercalating dye. This method has been used to quantify methylation in CpG is-
lands (Wojdacz and Dobrovic, 2007). The difference between methylated and unmethylated DINA
1s determined by bisulfite sodium treatment. Whereas non-methylated cytosines are converted
mto uracil nucleotides upon bisulfite treatment and are substituted by thymidine nucleotides in
polymerase chain reaction (PCR), the 5-methyl-cytosines are not converted, thus are read as cyto-
sine. The cytosines in CpG dinucleotides cause differences in melting temperature between meth-
vlated and unmethy lated DNA (Wojdacz and Dobrovic, 2007). Unlike other methods used for the
quantification of methylation levels, HRM is faster, less expensive, highly accurate, and sensitive.

In the present study, we established a strategy to quantify DNA methylation using the
HRM method. We used the ABCE/ gene as a model because of its importance in the MDR
phenotype. We first identified the CpG 1slands in the DNA upstream of the ABCE1 gene and
determined parameters to accurately quantify methylation status in this region by HRM. We
also analyzed the association between the methylation status and the mRNA expression level
of the ABCBI gene in different neoplastic cell lines. We observed an inverse correlation be-
tween the level of methylation and gene expression.

MATERIAL AND METHODS

Cell lines

The cell lines used in this study were as follows: the K562 cell line, established from a
chronic myeloid leukemia patient in blast crisis; the DLD-1 cell line, established from colorec-
tal adenocarcinoma; the Raji cell line, established from Burkitt’s lymphoma; the HCC-1954
cell line, established from breast ductal carcinoma, and the MCF-7 cell line, 1solated and
established from breast cancer. The K562 and Raji cells were cultured in Roswell Park Memo-
rial Institute (RPMT) 1640 medium (Invitrogen, USA). The DLID-1, MCF-7, and HCC-1954
cells were cultured with Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen). All cultures were
supplemented with 10% fetal bovine serum (Hyclone, USA), 100 U/mL penicillin (Invitro-
gen), and 100 mg/mL streptemycin (Invitrogen) and cultured at 37°C in 5% CO,.

DNA sequence analysis

The ABCBI gene sequence was obtained from the National Center for Biotechnology
Information (accession No. NG _011513). CpG islands were predicted using the online tool
MethPrimerusing default parameters (1.1 and Dahiva, 2002).

DNA extraction and bisulfite treatment

The cell lines were washed 3 times in 1X phosphate-buffered saline and subsequently
the cell lysates were used for genomic DNA extraction using DNAzol {Invitrogen) according
to the manufacturer protocol. A total of 2 ug genomic DNA was used for bisulfite modification
using the Epitect Bisulfite kit (Qiagen, USA) according to manufacturer instructions. Reac-
tions were performed in a 140-pL volume with 85 uL bisulfite mix and 35 pl DNA protection
buffer. The thermal cycler conditions were: 5 min at 95°C, 25 min at 60°C, 5 min at 95°C, 85
min at 60°C, 5 min at 95°C, 75 min at 60°C, and a final hold at 20°C. Atfter bisulfite conversion
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was completed, the DNA was cleaned and eluted once in 20 pL elution buffer. The DNA was
either used immediately or stored at -70°C to avoid degradation.

High-resolution melting

PCR cycling was performed on the Rotor-Gene Q (Qiagen) HRM-enabled real-time PCR
mstrument. Primers were designed according to the principles of HRM from previous studies
(Toyota et al., 2001; Wojdacz et al., 2009). PCR was performed in a final volume of 10 pl., with 1
uM of each primer, 10 ng bisulfite-converted DNA, and 1 X EpiTect HRM Master Mix (Qlagen).
The standard curve to quantify methylation percentages were established at 100, 75, 50, 25, 10,
and 5% DNA methylation using the Epitect control DNA set (Qiagen). PCR cycling was carried
out as follows: initial denaturation at 95°C for 10 min, followed by 45 cycles of 45 s at 95°C, 45
s at 60°C, and 45 s at 72°C. After amplification, the PCR product was pre-heated for 90 s at 60°C
followed by the HRM step, which involved gradually increasing the incubation temperature from
65°to 90°C at a rate of 0.1°C/s and holding for 2 s after each stepwise increment. Melting curves
from methylated and unmethylated DNA controls were normalized by selecting the “line of best fit”
between 2 normalization regions selected before and after obtaining the raw data of the dissociation
curve to generate a better profile of methylation percentages (Wojdacz and Dobrovic, 2007). The
HRM analyses were performed as previously described (Wojdacz et al., 2009). The ABCBI DNA
promoter region was amplified using primers that include CpG 1slands from -19 bp to +146 bp
from the transcription start site: ABCBI-HRM-forward: $-GTTATAGGAAGTTTGAGTTT-3'
and ABCBI-HRM-reverse: 5-AAAAACTATCCCATAATAAC-3.

Quantitative PCR (qPCR)

Changes in ABCBI mRNA levels were measured by qPCR. Total mRNA was obtained
from all cell lines using the TRIzol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer proto-
col. The mRNA was stored at -70°C. Two micrograms of total RNA was subjected to genomic
DNA digestion with DNAse, amplification grade I (Invitrogen) to remove genomic DNA con-
tamination. The RNA was reverse transcribed to complementary DNA (¢cDNA) with the Super-
script II Reverse Transcriptase (Invitrogen) and Oligo-dT18 (Invitrogen) kits. Reactions were
performed in 10 ul with a final concentration of 1X Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qia-
gen). Forward and reverse primers were used at a concentration ot 0.5 pM each and were mixed
with 2.5 ul. 5-fold diluted cDNA. Reactions were carried out in a Rotor Gene Q thermocycler
(Qiagen) with a hot-start stage step of 10 min at 95°C followed by 45 cycles of 20 s at 95°C,
30 s at 60°C, and 30 s at 72°C. The dissociation curve was used to determine PCR efficiency,
specificity of amplification, and primer-dimer formation. [-actin mRNA levels were used as
a reference for normalization. Sequences of the primers used are as follows: ABCBI torward:
S -TCGTGCCCTTGTTAGACAG-3!, ABCBI reverse: Y-CATTCTGGATGGTGGACAGG-
3" B-actin forward: 5'-TTCCTTCCTGGGCATGGAGTC-3', and B-actin reverse: 5-AGACA
GCACTGTGTTGGCGTA-3.

Statistical analyses

The significance of the DNA methylation percentage was determined by comparing
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the differences between curve shapes for methylated and unmethylated DNA and it was esti-
mated by principal component analysis using a set of DNA controls as the reference. Correla-
tion analysis between methylation and mRNA levels was performed using the Pearson test
with GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software, Inc., USA).

RESULTS

Identification of CpG islands in the ABCBI gene and validation of the HRM
method to analyze methylation status using the ABCBI gene as a model

We investigated the promoter region of the ABCB1 gene to identify CpG islands using
the MethPrimer online software. We focused on approximately 2000 bp, in which -1794 bp
are from the transcription start site of ABCB/ up to the first +205 bp in exon 1. In this region,
we found a CpG island near the transcription start site in exon 1. According to the MethPrimer
software, this island extends from nucleotides -182 to +146. Approximately 21 CpGs were
identified in this predicted island. This result is shown in Figure 1.

-1794 +205

T

CpG i ol I i I‘I”’ g ll[I_IIIIII)‘I
—”’ /
-195 -182 i +146 / +205
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Figure 1. Determination of CpG island at 2000 bp (-1794 up to +205 bp) (upper panel) and 400 bp (-195 up to +205
bp) (lower panel) of DNA sequence near the ABCBI gene. Filled light blue areas indicate the predicted CpG island.
The red fine bars under x-axis panels indicate the isolate CpG dinucleotide along the promoter ABCBI1 DNA region.
Figure was adapted from the MethPrimer Software (Li and Dahiya, 2002).

To evaluate the association between the methylation status of the ABCB/ gene and its
mRNA level, we performed a paired analysis between the methylation percentage of ABCB1
as determined by HMR and ABCBI mRNA expression as determined by qPCR analysis in
established cell lines. The normalization and melting curves were generated with 100, 75, 50,
25, 10, 5, and 0% of methylated DNA. These results are shown in Figures 2 and 3. With this
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standard curve. it is possible to estimate the percentage of ABCB/ methylation in any cellular
sample derived from human cell lines or directly from patients. Our HRM results showed that
the K562 cells had a low percentage of ABCBI gene methylation. approximately 5%. and
that the ABCB1 downstream promoter was unmethylated in DLD-1 cells. On the other hand,
the cell lines Raji, HCC-1954, and MCF-7 showed approximately 50, 50-75, and 75-100%
ABCBI CpG island methylation, respectively. These results are shown in Figures 2 and 3.
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Figure 2. A. High-resolution melting analysis: normalized standard curves from 100, 75, 50, 25, 10, 5, and 0% methylation
using DNA standard set. B. Dissociation curves from 100, 75, 50, 25, 10, 5, and 0% methylation using DNA standard set.
C. and D. Methylation estimatives of K562, DLD-1, Raji, HCC-1952, and MCF-7 cell lines are represented by colored
curves and the standard DNA. In all panels the normalized and dissociation set curves from methylation DNA controls
are represented in gray curves. Data were edited in TeeChart Office 2.0, Steema Software data.

The expression analyses by qPCR of the ABCB/ gene in K562 and DLD-1 cells
showed eclevated mRNA levels in both cells: 9024 [+ standard deviation (SD) 555] and
13,113 + 577 copies, respectively. However, the analysis of ABCBI mRNA expression in
Raji, HCC-1954, and MCF-7 cells showed low levels of ABCBI mRNA: 842 + 154, 261 +
27, and 42 + 7 copies. respectively. Pearson’s correlation analysis, comparing the percent-
age of DNA methylation with mRNA expression levels in the cell lines. indicated a strong
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inverse correlation (-0.945, P = 0.015) between the two measures. These results are shown
in Figure 3.

DNA METHYLATION (%) RELATIVE mRNA LEVELS LINEAR CORRELATION
(Methylation vs mRNA levels)

Figure 3. Comparison between the percent of ABCBI/ DNA promoter methylation and ABCB/ mRNA relative
levels. A. Methylation percentage. B. Relative units of mRNA level. C. Linear correlation between methylation
versus mRNA levels. Squares and dotted line represent methylation data, and lozenges and continuous line represent
mRNA level data. Data were analyzed and edited in GraphPad Prism version 5 and Excel Microsoft, 2010.

DISCUSSION

DNA methylation is responsible for controlling about 60% of transcription (Suzuki
and Bird, 2008). This process is regulated by DNA methylation of the CpG islands that are fre-
quently found near the transcription start site and in the first exon and first intron (Suzuki and
Bird, 2008). Several studies have revealed the presence of CpG islands from the first intron of
ABCBI to a few nucleotides upstream of the transcription start site (Nakayama et al., 1998).
These DNA regions have been reported as targets of methylation (Jin and Scotto, 1998; Ando
etal., 2000). Although a few studies have addressed the association between 4ABCB1 methyla-
tion status and the expression of this gene, the precise mechanism of ABCBI gene expression
regulation is not yet clear (Kantharidis et al., 1997; Nakayama et al., 1998; Toyota et al., 2001;
Backer et al., 2005; Kim et al., 2009).

ABCBI expression is frequently implicated in several pathologies, especially in can-
cer, as a hallmark of multidrug resistance. However, HRM has not yet been used to evaluate
the percentage of methylation in this gene and the association of methylation percentage with
gene expression. A previous study indicated that in K562 cells the ABCBI promoter region
had lowly methylated or unmethylated DNA and that ABCB1 gene expression was correlated
to its methylation status (Ando et al., 2000). Additionally, DLD-1 cells also showed a correla-
tion between the status of ABCBI gene methylation and gene expression (Kim et al., 2009).
In MCF-7 cells, the ABCBI expression level was inversely correlated with the methylation
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status of the ABCEI downstream promoter (Reed et al., 2010). Our results showed that the
MCF-7 cell line had the highest percentage of DINA methylation among the cell lines that we
studied and that it had low ABCEBI expression. A previous study showed that the genome of
the HCC-1954 cell line was predominantly hypomethylated with specific DNA regions being
hypermethylated (Hon et al., 2012). There are no studies showing a correlation between the
methylation status and expression of the A BCBI gene in the HCC-1954 cell line. However, our
results suggest that the promoter region of the ABCB/ gene is part of the region of the HCC-
1954 genome that is hypermethvlated and that this hypermethylation status is associated with
low levels of ABCEI transcripts.

Our study is the first to standardize the HRM dissociation curve to evaluate ABCB/
gene methylation status. The association between ABCBI methylation status and gene ex-
pression in established cancer cell lines shows that this method is accurate and reliable. This
method can be used to study the MDR phenotype of different human samples, and can thus
assist in the choice of therapeutic protocols used in patients with cancer or other diseases.
Therefore, our HRM analysis is useful for determining ABCBI DNA methylation and for
predicting ABCBI expression.
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