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A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um grupo heterogéneo de doencas
hematoldgicas caracterizado por citopenia(s) periférica(s) com medula
hipercelular, hematopoiese ineficaz devido a aumento da apoptose e
proliferacdo anormal de blastos. Esta patologia esta associada a elevado risco
de progressao para leucemia aguda com sobrevivéncia global baixa.

A etiologia e patogénese da SMD permanecem pouco esclarecidas. Para
além da faléncia medular e das citopenias periféricas comuns nas diversas
formas de SMD, a proliferacdo clonal de progenitores hematopoiéticos
associada a mutacdes genéticas e/ou epigenéticas hereditarias ou adquiridas
pode também estar presente.

Apesar de multiplas tentativas para explicar os mecanismos moleculares da
SMD, pouco se sabe sobre a patogénese do passo promotor ou do estadio
inicial.

Os padrdes aberrantes de metilacdo sao um mecanismo comum nas
neoplasias humanas, especialmente do sistema hematopoiético. Podem estar
envolvidos varios genes, dentro dos quais o p75, um gene frequentemente
inactivado na SMD por metilacdo aberrante das ilhas 5'CpG. A inactivacao
deste gene tem vindo a ser associada com o risco de evolucao da doenca para
leucemia mieloblastica aguda (LMA), conferindo mau prognéstico.

Os grupos metilo necessarios para as reaccoes de metilacao podem derivar
de produtos da dieta. Permanece no entanto controversa a relacdo entre a
ingestao/status do folato e a metilacdo do acido desoxirribonucleico (ADN).
Os polimorfismos funcionais em genes chave, nomeadamente, da enzima
metilenotetrahidrofolatoreductase (MTHFR), também podem influenciar a
metilacdo do ADN. Sao conhecidos dois polimorfismos no gene da MTHFR,
C677T e A1298C. Enquanto alguns estudos relacionam o polimorfismo C677T
com reducao da metilacdo do dinucleétido CpG do ADN em linfocitos humanos
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em condicoes de deficiéncia de folato, pouco se sabe sobre a influéncia do
polimorfismo isolado A1298C e a alteracdo da metilacdo do ADN.

Até a data, a LMA e a SMD constituem desafios terapéuticos porque o
Unico tratamento curativo é o transplante de medula. No entanto, a maioria
destes doentes é idosa e, por isso, mais susceptivel aos efeitos colaterais da
quimioterapia. Estas dificuldades podem ser ultrapassadas por terapéuticas
dirigidas a alvos moleculares ou a modulacao dos mecanismos epigenéticos
envolvidos na patogénese destas neoplasias.

Os objectivos deste trabalho foram avaliar o envolvimento da epigenética
e o papel da nutricdo, em particular o status do folato e da vitamina B12,
na Sindrome Mielodisplasica, correlacionando-os com a clinica, incluindo a
evolucao para LMA, sobrevivéncia e grupos de risco prognéstico. Além disso,
pretendeu-se analisar o potencial terapéutico de farmacos hipometilantes e/
ou inibidores das deacetilases das histonas (HDACI), identificando a associacao
com menor dose e maior eficacia terapéutica.

Para o efeito, estuddmos o perfil de metilacdo dos genes supressores
tumorais, p75 e p16, em células da medula éssea de 26 doentes com SMD de
novo e de 8 controlos nao malignos, utilizando a Polymerase Chain Reaction
(PCR) especifica de metilacao (MS-PCR). A determinacao das concentracoes
séricas de folato e B12 foi avaliada por quimioluminescéncia. Os polimorfismos
da MTHFR (C677T e A1298C) foram analisados por PCR Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP).

O potencial terapéutico de moduladores epigenéticos em monoterapia e
em associacdo foi avaliado em uma linha celular de SMD em cultura, através
de ensaios de proliferacao celular recorrendo ao teste de azul de tripano e/ou
de Alamar. O tipo de morte celular foi analisado por citometria de fluxo através
da dupla marcacao com anexina V e iodeto de propideo.

Os doentes tém idade mediana de 74 anos (33-84), com um ratio Masculino/
Feminino de 14/12. Os subtipos de SMD segundo a Organizacdao Mundial de
Saude (OMS) sdo: Citopenia Refractaria com displasia multilinear (CRDM) (n=9),
Anemia Refractaria (AR) (n=5), Anemia Refractaria com Excesso de Blastos
(AREB) -1 (n=3), AREB-2 (n=5), Sindrome 5g- (n=1) e Leucemia Mielomonocitica
Crénica (LMMC) (n=3) com o seguinte International Prognostic Scoring System
(IPSS): baixo (n=7), intermédio-1 (n=13) e intermédio-2 (n=6). Sete dos doentes
evoluiram para LMA, com uma mediana de follow-up de 28 meses (16-71).

Os resultados preliminares mostram que 50% dos doentes apresentam pelo
menos um gene metilado. A metilacdo do gene p15 esta presente em 38% dos



doentes, enquanto a do gene p76 ocorre em 35% dos doentes. No entanto,
em todos os doentes com AR e Sindrome 5g- observou-se metilacao da regiao
promotora do gene p75. Por outro lado, a metilacdo do gene p76 ocorre em
todos os subtipos com excepcao dos doentes com AREB-2 e LMMC.

A metilacdo dos genes p15 e p16 varia com os niveis séricos de acido
folico e vitamina B12, sendo que os doentes com valores mais baixos de B12
apresentam sobretudo metilacdo do gene p75. No entanto, o gendtipo da
MTHFR parece influenciar a metilacdo, uma vez que a maioria dos doentes
heterozigéticos para o polimorfismo C677T apresentam metilacdo dos genes
p16 e/ou p15. O gendtipo CT do polimorfismo C677T da MTHFR parece ser
factor de risco para SMD (Odds Ratio - OR 3,982).

Os estudos efectuados na linha celular de SMD mostram que os moduladores
epigenéticos, hipometilantes e HDACi (Decitabina - DAC e Tricostatina A -
TSA, respectivamente) induzem diminuicdo da proliferacao das células F36P
de modo dependente da concentracao, do tempo de exposicao, do modo
e esquema de administracdo, induzindo morte celular preferencialmente por
apoptose.

Em conclusao, este estudo sugere um papel dos genes p75 e p76 na SMD.
Os niveis séricos de acido folico e vitamina B12 poderdo estar relacionados
com a metilacdo dos genes p75 e p16, podendo estes ser influenciados pelo
gendtipo da MTHFR.

Além disso, os hipometilantes e/ou HDACi poderao constituir uma nova
abordagem terapéutica na SMD, em monoterapia ou em esquemas terapéuticos
combinados, o que permitira adiminuicao da toxicidade secundaria, melhorando
a qualidade de vida dos doentes com SMD.

Palavras-chave: sindrome mielodisplasica, epigenética, metilacao,
folato, B12, polimorfismos MTHFR
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ABSTRACT

Myelodysplastic syndrome (MDS) constitute a heterogeneous group
of hematologic disorders characterized by peripheral blood cytopenia(s)
in the presence of hypercellular bone marrow with features of ineffective
hematopoiesis due to exaggerated apoptosis and abnormal bone marrow blast
proliferation. It is associated with a high risk of progression to acute leukaemia
with an overall short survival.

The aetiology and pathogenesis of MDS remain poorly characterized.
Underlying the marrow failure and peripheral cytopenias common in MDS,
clonal proliferation of hematopoietic progenitor cells with inherited or acquired
genetic mutation is deranged.

In spite of a multiplicity of endeavours to elucidate the molecular mechanisms
of MDS, little is known about the pathogenesis of the first trigger or the early
stage of MDS. Several signal transduction pathways are under focus.

Aberrant methylation patterns are other mechanisms common in human
oncological disorders, especially in hematopoietic neoplasms. Many genes may
be involved, and recently the cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI) gene,
namely p15, frequently inactivated in MDS by aberrant methylation of 5'CpG
islands, has been correlated with the risk of disease progression toward AML
and with poor prognosis.

The methyl groups needed for all biological methylation reactions are
derived from dietary methyl donors. Large body of data derived from a variety
of studies suggests that folate intake/status modulates DNA methylation in
humans, but not all studies have found a relationship between folate and
methylation. Functional polymorphisms in key genes may also influence DNA
methylation namely those related with methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR), C677T e A1298C. It is associated with reduced methylation of CpG
DNA in human lymphocytes under conditions of low folate status. Although
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less is known about the A1298C polymorphism in the MTHFR gene, most
studies have failed to show a relationship between this polymorphism alone
and markers of disturbed DNA methylation.

Until now AML and MDS are therapeutic challenges because the only curative
treatment is bone marrow transplantation. But, the majority of these patients
are of advanced age and, thus, more susceptible to the adverse side effects
of cytotoxic chemotherapies. These difficulties may be overcome by therapies
which molecularly target signalling pathways or epigenetic phenomena that
are involved in the pathogenesis of these malignancies.

The goals of this study were the analysis of epigenetics involvement and
nutrition, namely the status of folate and vitamin B12, in Myelodysplastic
Syndrome, and its correlation with clinic, evolution to acute leukemia, survival
and risk prognostic groups. We also analysed the therapeutic potential of
hypomethylants and/or histone desacetilases inhibitors, in order to identify the
best therapeutic association.

We have examined the methylation status of the cell cycle requlators p75/
p16 using a methylation specific PCR in CD34 BM cells populations collected at
diagnosis from 26 patients with MDS and in 8 controls (ITP). The serum folate/
vitaminB12 concentrations were determined by chemoluminescence and the
MTHFR polymorphisms (C677T and A1298C) by PCR-RFLP.

The therapeutic potential of epigenetic modulators isolated or in
combination was analyzed in cell lines of MDS in culture, using proliferation
and viability assays with blue triptan and Alamar. Cell death was analyzed by
flow cytometry.

The median age was 74 years (33-84), gender M/F=14/12, WHO subtypes:
RCMD (n=9), RA (n=5), RAEB-1 (n=3), RAEB-2 (n=5), 5g- Syndrome (n=1),
CMML (n=3) and IPSS: low (n=7), intermediate-1 (n=13) and intermediate-2
(n=6). Seven of the patients progressed to AML, with a median follow-up of
28 months (16-71).

Our preliminary results show that 50% of cases had at least one methylated
gene promoter: p75 methylation occurred in 38%, while p76 methylation
occurred in 35% of MDS patients. p75 methylation was present in all the
RA and 5g- Syndrome patients. P76 methylation was observed in all subtypes
except RAEB-2 and CMML patients.

The methylation of p75 and p76 genes varies with folate and B12 levels,
patients with lower B12 levels present mainly p75 methylation. On the other
hand, the MTHFR genotype seems to influence methylation, since most CT



patients present p75 ou p76 methylation. This genotype seems to be a risk
factor for MDS (OR 3,982).

Cellline studies show that epigenetic modulators, DAC and TSA, induce lower
proliferation and cellular viability of F36P cells, dependent of concentration,
time of exposure, administration schedule and promoting cell death mainly by
apoptosis.

In conclusion, p75 and p716 seem to be an event in the MDS development
and concentrations of serum folate/vitamin B12 might be associated with the
risk of promoter methylation in tumor-specific genes. MTHFR genotypes may
influence theses reactions. Hipomethylants and HDACi could be a therapeutic
approach in MDS, isolated or in combination, with a consequent reduction of
toxicity and better quality of life for our patients.

Key words: myelodysplastic syndrome, epigenetics, methylation, folate,
B12, MTHFR polymorphisms
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Introducao

1.1. Sindrome Mielodisplasica
1.1.1. Definicao e breve perspectiva historica

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo um grupo heterogéneo de
doencas clonais da célula estaminal hematopoiética caracterizadas por
medula hipercelular e displasica, com hematopoiese activa, mas ineficaz, que
conduz a insuficiente producdo de células sanguineas periféricas (citopenias).
A denominacao erréonea de SMD deve-se as caracteristicas morfoldgicas de
displasia, no sangue periférico e medula, embora na realidade se trate de uma
doenca neoplasica.

O reconhecimento e classificacdo das SMD evoluiram ao longo dos anos a
medida que o conhecimento sobre a patologia foi aumentando. A primeira
descricao de SMD foi efectuada por Leube em 1900, com a denominacao
de leukanamie, uma anemia macrocitica em progressao para leucemia aguda,
sem resposta ao tratamento e cuja etiologia se pensava ser infecciosa. Décadas
mais tarde, foram descritos grupos de doentes com leucemia aguda precedida
por anemia macrocitica, com as mesmas caracteristicas clinicas (Hellstrém-
Lindberg E., 2008).

Em 1942, Chevallier e colaboradores, apresentaram formalmente as odo-
leucemias (odo, do grego, significa inicio), ou seja doencas com elevado risco de
evoluir para leucemia. Chevallier prop6s a terminologia leucoses para designar
genericamente as leucemias, embora sem sucesso. Em 1949, Hamilton-
Paterson utilizou o termo anemia pré-leucémica para descrever doentes
com leucemia mieloblastica aguda (LMA) precedida por anemia refractaria
(Hellstrom-Lindberg E., 2008).



Mais tarde, em 1953, Block e a sua equipa expandiram o conceito de
modo a incluir neste tipo de entidades nosoldgicas as citopenias atingindo
todas as linhas celulares. Estes autores relataram 12 casos de doentes com
evidéncia clinica de faléncia medular que desenvolveram LMA apds uma
fase pré-leucémica com 27 meses de duracdo. Este facto levou a uma nova
denominacdo, de pré-leucemia, que se manteve até 1970s, data em que se
constatou que muitos destes doentes nunca evoluiam para leucemia aguda,
mas contrariamente, faleciam devido as complicacdes infecciosas secundarias
as citopenias. Deste modo, a terminologia pré-leucemia caiu em desuso e o
termo sindrome mielodisplasica tornou-se reconhecido ha mais de 50 anos
(Nimer S. D., 2008).

Numa conferéncia sobre leucemias nao classificadas, em 1975, Marcel
Bessis e Jean Bernard sugeriram o termo displasia hematopoiética, mais tarde
abreviado para mielodisplasia, para um grupo de doencas com um curso mais
indolente do que a LMA. Em 1982, o Grupo Cooperativo Franco-Americo-
Britanico (FAB) designou formalmente este grupo heterogéneo de doencas por
Sindromes Mielodisplasicas (Nimer S. D., 2008).

1.1.2. Epidemiologia

As SMD sao as neoplasias hematolégicas mais frequentes nos idosos (idade
mediana 70 anos), provavelmente reflectindo a intervencao prolongada de
multiplos agentes leucemogénios para o desenvolvimento da doenca (Hellstrom-
Lindberg E., 2008). De facto, excepto nas SMD secundarias a radiacdo ou
qguimioterapia administrada por outra neoplasia, este tipo de patologias é
rara antes dos 50 anos (Smith M. T., 2002). No entanto, pode ocorrer em
qualquer idade, incluindo na infancia (1/milhdo/ano entre os 5 meses e os 15
anos). De salientar que a maior parte dos casos diagnosticados na infancia
estdo relacionados com doencas hereditarias que predispdéem para SMD, como
a Sindrome de Down, a Sindrome de Bloom, a Sindrome de Schwachman-
Diamond e a Anemia de Fanconi, e apresentam caracteristicas diferentes da
SMD do adulto. Assim, os subtipos Anemia Refractaria com Sideroblastos
em Anel (ARSA) e a Sindrome 5g- raramente sdo observados, ao contrario
das anomalias do cromossoma 7 que sao frequentes nas criancas. De facto,
em cerca de 30% dos casos de SMD em criancas sao detectadas anomalias
do cromossoma 7, enquanto nos adultos estas s6 se observam em 10% dos
doentes (Niemeyer C. M., 2002).



A verdadeira incidéncia de SMD ¢ dificil estabelecer, devido a diversos
factores, nomeadamente poucos estudos estatisticos e a existéncia de doentes
com citopenias ligeiras, potencialmente SMD, que nao sao estudados. Os dados
obtidos em estudos europeus mostram que a taxa de incidéncia anual global
de SMD é de 3-5/100000 individuos/ano na populacao em geral, aumentando
para 20-50/100000 individuos/ano apés os 70 anos de idade (Germing U.,
2004; Williamson P. J., 1994; Aul C., 1992). Nos Estados Unidos da América
ocorrem cerca de 15000 novos casos/ano, o que indica que as SMD sao pelo
menos tdo comuns como a Leucemia Linfocitica Crdnica, a forma mais comum
de leucemia nos paises Ocidentais (Aul C., 2001).

No entanto, a incidéncia da doenca tem-se mantido estavel; o aumento
inicial verificado reflecte provavelmente um diagnéstico precoce e melhorado,
e a tendéncia crescente em investigar doentes idosos citopénicos (Aul C., 1998;
Reizenstein P, 1991).

A SMD tem maior incidéncia no sexo masculino, sendo o ratio masculino:
feminino de 1.4:1 (Ma X., 2007).

1.1.3. Etiologia

A etiologia e o tempo de laténcia da maioria dos casos de SMD primaria
ou de novo permanecem desconhecidos. O facto da idade de apresentacao
ser tardia pode indicar que o processo de envelhecimento medular tem um
papel nesta patologia. Além disso, o stresse oxidativo, mediado por lesdo
mitocondrial, tem sido frequentemente citado como um dos mecanismos
envolvidos no envelhecimento. Embora as alteracées mitocondriais estejam
bem definidas na ARSA, nao se pode concluir a sua relacdo com o processo de
envelhecimento. Por outro lado, apesar de estarem descritas familias em que
mais do que um membro tem o diagnéstico de SMD, nao existe evidéncia de
que esta patologia tenha uma base hereditaria (Strom S. S., 2005).

Numa minoria de casos (15%), a exposicao prévia a determinados elementos,
como solventes e pesticidas, quimioterapia, radiacdo ionizante ou benzeno,
esta identificada como factor de risco, designando-se SMD secundaria. Nestes
casos, o periodo de laténcia varia entre 1 a 41 anos, nos casos de exposicao
prévia a diferentes radiacdes, e 1 a 10 anos nos casos de terapéutica com
agentes alquilantes. Os subtipos mais frequentemente associados sao a ARSA
e a Leucemia Mielomonocitica Cronica (LMMC). As anomalias cromossdmicas,
embora qualitativamente semelhantes as SMD de novo, estao presentes em




TABELA 1

Frequéncia das mutagdes

genéticas na SMD
de novo e na SMD e LMA
secundarias a terapéutica

diferentes proporcoes, assim como as alteracoes genéticas (Tabela 1). Além
disso, a taxa de sobrevivéncia destes doentes é inferior a dos doentes com
SMD de novo, 7 meses versus 32 meses, respectivamente.

Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Tipo de gene Nome do gene em SMD de novo em SMD-t em LMA de novo em LMA-t
(%) (%) (%)
Supressor tumoral p53 p.m. 5-10 25-30 10-15 20-25
Tirosina cinase FLT3 ITD raro raro 35-50 10
JAK2 p.m. 245 275 raro raro
Via RAS/BRAF KRAS/NRAS p.m. 10* 10 10 10
PTPN11 p.m. 3-5** 3-5 3-5 3-5
Factores de AML1T c.r. raro 2 7-10 5-7
transcri¢ao CBFB c.r. raro raro 5-8 2-3
MLL c.r. raro raro 5-7 5-7
RAR c.r. raro raro 5-10 2-3
EVIT cr. raro raro 2-3 2-3
AML1 p.m. 10-15 15-30 5-10 2-3
NPM1 p.m. raro 4-5 40-50 15
CEBPA p.m. raro raro 15-20 raro

p.m.: point mutation; [TD: internal tandem duplication; c.r.: chimeric rearranjement; (Adaptado de Pedersen-Bjergaard Jens et a/., 2007)

SMD-t: SMD secundaria a tratamento; LMA-t: LMA secundaria a tratamento
* 15-20% na leucemia mielomonocitica juvenil.
**30-40% na leucemia mielomonocitica juvenil.

A radiacdo ionizante é um agente leucemogénico bem conhecido, cujos
efeitos sao dependentes da dose e duracao de exposicdo. Os mecanismos
incluem quebras nas hélices do acido desoxirribonucleico (ADN) que podem
resultar em deleccdes ou translocacdes cromossdémicas. Um estudo envolvendo
neoplasias hematoldgicas induzidas por radiacao, em sobreviventes da bomba
atdmica, mostra que estas estdao associadas a mutacdes do gene acute myeloid
leukemia 1 (AML1), em particular nos doentes que desenvolveram SMD e/ou
LMA (Harada H., 2003).

Por outro lado, os farmacos anticancerigenos mais frequentemente
associados a SMD sao os agentes alquilantes e os inibidores da topoisomerase
Il, frequentemente utilizados para o tratamento de linfomas e tumores sélidos.
No entanto, o risco aumenta com a idade e é proporcional ao tempo de
exposicao, tendo incidéncia maxima 5 a 7 anos ap6s a exposicao ao agente,
com um intervalo de tempo entre 1 a 10 anos. Estes farmacos podem provocar
lesao do ADN e das suas enzimas de reparacao, levando a perda da integridade
cromossdmica. Além disso, nos doentes com linfoma, mieloma ou tumor sélido,
submetidos a transplante autélogo de medula, o risco de desenvolver SMD



relacionada com o tratamento de quimioterapia varia, segundo os estudos, entre
1a 12%. A maioria dos casos ocorre 5 anos ap6s o transplante e os factores
de risco incluem a idade e o tipo de condicionamento (Del Canizo M., 2000).

Os agentes alquilantes podem causar delec¢des, monossomias ou perda
dos bracos longos dos cromossomas 5 e/ou 7, que podem resultar da maior
susceptibilidade a quebra centromérica, apds exposicdo a estes farmacos.
As mais comuns incluem deleccbes ou perda do 7g ou monossomia 7,
sem alteracées do cromossoma 5, resultando em mutacoes do gene RAS e
metilacdo do promotor do gene p75. Sequem-se as deleccoes ou perda do 5q
ou monossomia 5, frequentemente associadas a mutagcdes do gene p53. Além
do referido, existem também casos de SMD em doentes previamente tratados
para outras patologias da linha mieléide, como a leucemia promielocitica,
devido a sua taxa de sobrevivéncia elevada. No entanto, a existéncia de outras
patologias, como a Anemia de Fanconi e a Anemia Aplastica, pode aumentar
a predisposicao para a ocorréncia de SMD (Strom S. S., 2008).

Recentemente tem sido referida uma hipdtese que procura relacionar
a existéncia de polimorfismos de determinados genes que codificam
proteinas envolvidas na metabolizacdo de factores ambientais, com a maior
susceptibilidade para a ocorréncia de SMD. Como exemplos podemos citar
as enzimas envolvidas no metabolismo dos carcinogénios, na defesa contra o
stresse oxidativo e na reparacao do ADN (Jawad M., 2006).

O benzeno tem sido referido como um dos tdxicos ambientais que
frequentemente se encontra associado ao desenvolvimento de SMD. As princi-
pais fontes de exposicdo a baixas concentracées de benzeno no quotidiano
sao o fumo do tabaco e a gasolina (Du Y, 2010). Os dados biolégicos in vitro
suportam o papel da citotoxicidade do benzeno nas células hematopoiéticas,
em baixas doses, mas ainda ndo existe uma forte evidéncia epidemioldgica
para este facto (Smith M.T., 2000). Por outro lado, a exposicao a elevadas
concentracdes de benzeno provoca, claramente, toxicidade medular, normal-
mente aplasia, que pode evoluir para mielodisplasia e/ou LMA (Rothman N.,
1997). A reduzida actividade da enzima fosfato de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH) quinona oxirreductase, que inactiva o metabolito do
benzeno altamente toxico, a benzoquinona, esta associada com o aumento do
risco leucémico (Smith M. T., 2001).

As principais diferencas entre SMD relacionada com o tratamento e SMD de
novoincluem: idade de apresentacdo maisjovem, elevada incidéncia de evolucao
para leucemia, citopenias mais graves, displasia medular mais marcada (displasia
trilinear), diminuicdo da celularidade medular com fibrose, elevada incidéncia




FIGURA 1

Potenciais mecanismos
celulares e moleculares
envolvidos na SMD.

A SMD tem origem provavelmente
em uma stem cell hematopoiética
primitiva geneticamente
transformada. No entanto,
alterages genéticas e epigenéticas
adicionais contribuem para a
diversidade fenotipica, (in)eficiéncia
hematopoiética e susceptibilidade

a transformacdo leucémica. O tipo
de respostas envolvendo o estroma,
o sistema imune e a producdo de
citocinas também contribuem para
o fendtipo da doenca, em particular
para a hematopoiese ineficaz e
aumento da apoptose.

(Adaptado de Tefferi A., 2009).

de anomalias clonais citogenéticas e resisténcia a terapéutica. Globalmente,
estes doentes apresentam um pior prognéstico (Bacher U., 2007).

1.1.4. Fisiopatologia

Aetiologia e patogénese da SMD permanecem pouco esclarecidas. Para além
da faléncia medular e das citopenias periféricas comuns nas diversas formas
de SMD, a proliferacdo clonal de progenitores hematopoiéticos associada a
mutacoes genéticas hereditarias ou adquiridas e/ou ao silenciamento de genes
por modificacbes epigenéticas, pode também estar presente.

Assim, a histéria natural da SMD é altamente variavel, reflectindo o conjunto
de alteracoes citogenéticas, genéticas e epigenéticas associadas a esta patolo-
gia. Por outro lado, o desenvolvimento da SMD e a sua frequente progressao
para leucemia aguda ocorre em varias etapas e engloba multiplos mecanismos
e factores, hereditarios e ambientais, que atingem a célula estaminal hemato-
poiética, levando a alteracao da funcao celular e a emergéncia e consequente
evolucdo de um clone pré-maligno (Figura 1) (Pfeilstocker M., 2007). Este clone
apresenta instabilidade genémica, vantagem de crescimento, displasia e disfun-
cao celular, como por exemplo, aumento de secrecao local de citocinas inibito-
rias, hematopoiese ineficaz e alteracdo da diferenciacao (Nimer S. D., 2008).
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Um dos paradoxos da SMD é a presenca de citopenias periféricas com
uma medula hipercelular. O clone mutado evidencia proliferacdo acelerada
especialmente na linhagem mieléide. No entanto, o aumento da taxa de
proliferacdo da populacdo clonal na medula é rapidamente equilibrado por
um aumento da apoptose. A morte celular pode ser iniciada por linfécitos T
activados (na tentativa de eliminar o clone maligno), pela secrecao de proteinas
de morte celular (Fas/Fas-Ligando) e/ou citocinas pré-inflamatérias (factor de
necrose tumoral - TNF-a e interleucina-6 - IL-6), pela expressao de proteinas
pro-apoptoéticas da familia Bcl-2, e/ou através da deficiéncia de factores de
crescimento hematopoiéticos (defeitos do estroma) (Nimer S. D., 2008; Mufti
G.J., 2004).

Apesar de multiplas tentativas para explicar os mecanismos moleculares
envolvidos na SMD, pouco se sabe sobre a patogénese do passo promotor ou
do estadio inicial. Tem sido referido o envolvimento de vérias vias de traducao
de sinal, nomeadamente a via de sinalizacao envolvendo as proteinas RAS. Por
outro lado, a inactivacao do gene supressor tumoral p53 tem sido detectada em
5 a 10% das SMD, principalmente em estadios avancados ou com cariotipos
instaveis, indicando que estas mutacoes podem ter um papel na progressao
leucémica da SMD (Nimer S. D., 2008; Valko M., 2007).

Além disso, varios estudos tém demonstrado evidéncia do aumento da
apoptose nos estadios iniciais ou diminuicdo da taxa de morte celular com
a progressao da doenca (Nishino H.T., 2005). Embora, o aumento da morte
celular programada na SMD possa ocorrer como uma tentativa inicial de
controlo celular ou resposta compensatéria a proliferacdo clonal desregulada,
pode também representar uma consequéncia fisiopatolégica das alteracoes
epigenéticas associadas a biologia desta patologia.

Um dos mecanismos envolvidos na morte celular por apoptose pode estar
relacionado com o stresse oxidativo (Farguhar M. J., 2003; Bowen D. T,
1998), em particular com a producao de radicais livres de oxigénio (Valko M.,
2007) e a disfuncdo mitocondrial (Gatterman N., 1999). O stresse oxidativo
persistente pode também causar respostas adaptativas nas células tumorais,
conferindo resisténcia a apoptose (Toyokuni S., 1995) e, consequentemente,
a terapéutica (Ziemann C., 1999). Alguns estudos mostram expressao ou
actividade aumentada de antioxidantes derivados de tidis, assim como de
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase
e a catalase, em alguns tecidos tumorais quando comparados com controlos
normais (Ziemann C., 1999).




O aumento da expressao e libertacao do ligando indutor da apoptose
relacionado com o TNF (TRAIL), também conhecido como ligando Apo2
(Apo2L), a nivel medular altera provavelmente a eritropoiese contribuindo
para a anemia, a principal caracteristica da SMD (Campioniet D., 2005).
O mecanismo pelo qual o TRAIL elimina as células é desconhecido. Uma
hipdtese é a expressao diferencial dos receptores apoptoticos do TRAIL,
TRAIL-R1 e —R2, também denominados, DR4 e DR5, e/ou dos seus receptores
anti-apoptoéticos, TRAIL-R3 e —R4, também designados por receptores decoy,
DcR1 e DcR2 (Dae Young, 2001). Um mecanismo alternativo seria a expressao
diferencial ou defeitos funcionais dos inibidores citoplasmaticos da apoptose
como a proteina inibidora da enzima de conversao da interleucina-1a (ICE)
semelhante ao dominio de morte associado a proteina Fas (FADD), proteina
inibidora do FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme (FLICE) celular
(c-FLIP), ou outras proteinas inibidoras da apoptose (IAP) como a survivina, tal
como referido em outros tumores (Badran A., 2003).

Os padrdes aberrantes de metilacdo sdo outro mecanismo comum nas
neoplasias humanas, especialmente do sistema hematopoiético. Podem estar
envolvidos varios genes, dentro dos quais o p75, um gene importante na
regulacdo do ciclo celular na transicdo da fase G1 para S. Este gene codifica
uma proteina inibidora da cinase dependente da ciclina CDK-1 e encontra-se
frequentemente inactivado na SMD por metilacdo aberrante das ilhas 5'CpG.
A inactivacdo deste gene tem vindo a ser associada com o risco de evolucao da
doenca para LMA, conferindo mau prognéstico (Hirai H., 2003).

Os grupos metilo necessarios para as reaccoes de metilacdo podem derivar
de produtos da dieta como o folato e a vitamina B12 (Ulrey C. L., 2005) (Figura
2). Permanece no entanto controversa a relacdo entre a ingestao/status do
folato e a metilacdo do ADN.

Os polimorfismos funcionais em genes chave também podem influenciar
a metilacdgo do ADN, nomeadamente, os relacionados com a enzima
metiltetrahidrofolatoreductase (MTHFR). Sdo conhecidos dois polimorfismos no
gene da MTHFR, o C677T e o A1298C. Enquanto alguns estudos relacionam
o polimorfismo C677T com a reducao da metilacdo do ADN em linfécitos
humanos, em condicdes de défice de folato, pouco se sabe sobre a influéncia
do polimorfismo isolado A1298C e a alteracao da metilacao do ADN (Dale M.
C., 2005).
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1.1.4.1. Susceptibilidade a lesdo e/ou instabilidade genémica

Como mencionado, a SMD pode emergir de uma mutacdo somatica
da célula progenitora hematopoiética. A confirmacdao da clonalidade foi
efectuada por andlise citogenética e estudos de inactivacdo do cromossoma
X em doentes com SMD (Abrahamson G., 1991; Delforge M., 2003). No
entanto, também existe suporte cientifico de que as anomalias citogenéticas,
frequentemente observadas nesta patologia, podem ser adquiridas durante
a progressao da doenca, ndo reflectindo o evento clonal inicial (Delforge M.,
2003; Nilsson L., 2002). Independentemente da instabilidade gendémica ser um
evento primario ou secundario, tem um papel importante na patogénese da
SMD, evidenciada pelas alteracoes cariotipicas comuns nesta patologia. Estas
anomalias citogenéticas resultam da acumulacao da leséo genémica e/ou da
faléncia de reparacao da lesao do ADN.

Por outro lado, o stresse oxidativo parece igualmente implicado na
fisiopatologia da SMD. Alguns autores tém demonstrado existir uma associacao
entre défices e/ou polimorfismos de enzimas anti-oxidantes, como a glutationa
transferase teta 1 (GSTT1), a NADPH quinona oxirredutase (NQQ1) (Chen H.,
1996, Farquhar M. J. e Bowen D. T, 2003), a superdxido dismutase (SOD)
(Goncalves A. C. et al.,, 2009) e o aumento do risco de SMD. De facto, varios
estudos mostram que o desequilibrio redox induzido pelo stresse oxidativo na

FIGURA 2
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(Adaptado de Stefan de Vogel, 2008).



célula pode estar relacionado com a estimulacdo oncogénica, e que a lesao
oxidativa do ADN interfere com a expressao de genes envolvidos na regulacao
de varias vias de transducao de sinal, podendo estar implicadas no processo de
carcinogénese (Valko M., 2007).

Outro mecanismo possivel para a instabilidade genémica envolve a dinamica
dos telémeros e a enzima telomerase. O encurtamento dos telémeros pode
resultar na fusao da parte terminal dos cromossomas e consequente instabilidade
cromossémica. Além disso, a reducao do comprimento do teléomero tem sido
reportada como factor de mau prognoéstico nos doentes com SMD (Engelhardt
M., 2004; Ohyashiki J. H., 1994).

1.1.4.2. Modificacoes epigenéticas

Os diversos tipos celulares nos organismos multicelulares tém gendtipos
idénticos mas sdo funcional e morfologicamente diferentes. Esta diversidade
de fendtipos nao é, no entanto, totalmente explicada pela genética classica.
De facto, durante o desenvolvimento de um organismo adulto sao estabelecidos
diferentes padrdes de expressao génica que sdo regulados por mecanismos
epigenéticos.

O conceito de epigenética foi introduzido em 1939 por C.H. Waddington,
quando se referiu asinteraccoes entre os genes e 0s seus produtos que produzem
um determinado fenétipo. Mais tarde, a epigenética foi relacionada com as
alteracoes hereditarias na expressao génica que nao se devem a alteracbes na
sequéncia do ADN (Esteller M., 2008).

Assim, o termo epigenética refere-se a um numero de modificacoes
bioguimicas da cromatina que, nao alterando a sequéncia primaria do ADN,
tém um importante papel na regulacao e controlo da expressao génica. Deste
modo, a transmissao de informacao através dos niveis de expressao dos genes
opde-se a genética que se refere a informacao transmitida na base da sequéncia
dos nucledétidos. Herdada durante a divisao celular, para além da sequéncia de
ADN (Feinberg A. P., 2007), a epigenética mantém a integridade do genoma e
a identidade celular (Weber M., 2007). Contrariamente as alteracoes genéticas
observadas no cancro, as modificacoes epigenéticas sdo de inicio gradual e
progressivas, os efeitos sdo dose-dependentes e potencialmente reversiveis.

As modificacoes epigenéticas podem ocorrer a nivel do ADN (ex. metilacdo
do ADN) e/ou afectar a estrutura das proteinas da cromatina (cédigo das
histonas), entre outras, ambas potencialmente reversiveis (Yoo C. B., 2006).



De facto, a metilacdo do ADN é um importante mecanismo epigenético
de regulacao da expressao dos genes, da manutencao da integridade e
estabilidade do ADN, das modificacdes cromossémicas e do desenvolvimento
de mutacdes (Mulero-Navarro S., 2008). Consiste na adicao de um grupo
metilo ao C5 do anel de residuos de citosina que precedem as guaninas,
os dinucleétidos CpGs, através das enzimas ADN metiltransferases, com
formacao de metilcitosina. Esta reaccdo utiliza S-adenosil-metionina (SAM)
como dador de grupos metilo.

O genoma humano apresenta uma percentagem muito pequena de
dinucleotideos CpG dispersos ao longo do genoma, encontrando-se
quase sempre metilados. No entanto, estes nao se encontram distribuidos
aleatoriamente, existindo regides ricas em CpG, denominadas ilhas CpG, que
ocupam a regiao reguladora terminal 5" de aproximadamente 50% dos genes
(Esteller M., 2008), nomeadamente genes supressores tumorais, ou outras
regides intergénicas, estando quase sempre nao metilados (Figura 3). Por
outro lado, estes dinucledtidos estdao pouco representados no genoma global
devido a desaminacao espontanea da 5-metilcitosina em timidina.

Assim, numa célula normal, ocorre normalmente hipermetilacao global do
genoma e hipometilacao localizada, sendo que a metilacdo estd associada
a inactivacao da transcricao do gene correspondente (Figura 3). Este perfil
de metilacdo altera-se em varios tipos de neoplasias, como representado na
figura 3, levando ao silenciamento de genes supressores tumorais (Herman J.
G., 2003).
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FIGURA 3

Perfil de metilacdo dos
dinucledtidos CpG no
genoma humano.

A figura representa as diferencas entre
0 padréo de metilacdo de uma célula
normal e cancerigena. Os circulos

a amarelo representam as ilhas

CpG ndo metiladas e os a vermelho
representam as ilhas CpG metiladas.

(Adaptado de Herman J. G., 2003).



FIGURA 4

Aspectos da cromatina
envolvendo as ilhas CpG no
promotor de um gene numa

célula normal e neoplasica.

Os locais desmetilados correspondem
a genes activamente transcritos
numa célula normal (circulos a
amarelo), enquanto que os locais
hipermetilados na célula cancerigena
estdo representados pos circulos a
vermelho (silenciamento de genes).
TF-transcription factors; HAT-histone
acetyltransferase;

CA-coactivators; CR-corepressors;
MBPs-methylcytosine-binding
proteins; HDAC-histone deacetylases;
DNMTs-DNA methyltransferases.

(Adaptado de Herman J. G., 2003).

Numa célula normal, a maioria dos elementos intergénicos repetitivos
de ADN estao metilados, contrariamente a maioria das regides promotoras,
excepto raros genes localizados no cromossoma X nas mulheres. Deste modo,
a metilacao fisiol6gica das regides intergénicas podera constituir um processo
importante para a estabilidade gendmica. Como mencionado, a metilagao
das ilhas CpG das regides promotoras esta associada ao silenciamento dos
genes. Deste modo, a aberrante metilacdo da regiao promotora dos genes é
funcionalmente equivalente ao silenciamento génico promovido por deleccdo
ou mutacado e, como tal, serve como mecanismo de inactivacdo adicional
dos genes supressores tumorais. Por outro lado, a auséncia ou diminuicao da
metilacdo do ADN da regiao promotora esta relacionada com activacao da
expressao génica. Este processo é mediado pelo recrutamento de repressores
da transcricdo como proteinas que ligam grupos metilo, as Methy! Binding
Proteins (MBPs), que fazem parte de um complexo proteico que inclui as
deacetilases das histonas (HDAC) (Figura 4). A metilacago do ADN também
pode inibir a transcricao bloqueando directamente a ligacao dos factores de
transcricdo (Mulero-Navarro S., 2008).
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A metilacdo do ADN é executada pelas ADN metiltransferases (DNMT),
existindo trés biologicamente activas: a DNMT1, a DNMT3a e a DNMT3b.
Nas células neoplasicas a DNMT1 parece ser responsavel pela maior parte
da metilacdo do ADN. Além disso, as DNMTs parecem também contribuir
para a formacdo de cromatina inactiva por diferentes mecanismos. Através
da sua interaccao directa com as HDACs, podem recruta-las para as regioes
promotoras dos genes, prevenindo a transcricao desses genes. Este é um dos
mecanismos que pode estar implicado na carcinogénese como representado
na figura 4 (Herman J. G., 2003).

Outro mecanismo de modulacdo epigenética envolve a modificacdo das
histonas. Existe um grande e crescente nimero destas modificacdes (acetilacao/
desacetilacao, metilacdo/desmetilacdo, por exemplo), que podem actuar de
uma maneira permissiva ou repressiva na transcricdo génica.

O ADN envolve um core de oito histonas formando os nucleossomas,
a unidade estrutural mais pequena da cromatina. Os grupos amina das
caudas terminais das histonas projectam-se para fora do nucleossoma
estando sujeitos a modificacdes poés-transducdo, incluindo a acetilacao
pelas histona acetiltransferases (HATs), a metilacdo da lisina pelas histona
lisina metiltransferases (Figura 4) (Quina A. S., 2006; Santos-Rosa H., 2005),
a ubiquitinacdo, a fosforilacdo e a sumoilacdo. Estas modificacbes sao
reconhecidas por proteinas especificas que recrutam activadores da transcricao
e co-repressores, estabelecendo uma ordem mais elevada da estrutura
cromossomica (Hake S. B., 2004; Fischle W., 2003). Além disso influenciam
0 grau de compactacao da cromatina e, consequentemente, a regulacao da
expressao génica. Deste modo, a acetilacdo dos residuos de lisina nas histonas
H3 e H4 esta correlacionada com a cromatina aberta ou activa, o que permite
0 acesso de varios factores de transcricao as regides promotoras dos genes
alvo (Quina A. S., 2006; Santos-Rosa H., 2005). Pelo contrario, a deacetilacdo
dos residuos de lisina pelas HDACs resulta na compactacao e inactivacao
desses genes (Yoo C. B., 2006).

Deste modo, as HATs e as HDACs estao envolvidas na modificacao da cro-
matina, e, consequentemente, na regulacao da transcricao génica. As HDACs
incluem um grande numero de proteinas agrupadas em trés classes diferentes
I a lll. A deacetilacdo das histonas restaura a carga positiva dos residuos de
lisina no core das histonas, resultando numa interaccdo estreita entre o ADN
e as histonas, o que mantém a cromatina num estado de silenciamento da
transcricao. Contrariamente, a acetilagdo das histonas pode afectar as histonas




FIGURA 5

Modificacbes epigenéticas
numa célula normal e
cancerigena.

As modificacbes epigenéticas, metilacao
do ADN (A) e a acetilagdo das histonas
(B), estéo profundamente alteradas nas

células neoplasicas. Nas células normais,
as regides promotoras dos genes estéo

desmetiladas (hipometilacéo localizada),
existindo hipermetilagdo generalizada.
Nas células neoplésicas este perfil de
metilacdo inverte-se. A hipermetilacao
das ilhas CpG localizadas nas regices
reguladores de certos genes, como
genes supressores tumorais, leva ao
seu silenciamento. As modificacdes da
cromatina e das histonas (desacetilacdo
e metilacdo) também reprimem a
expressao génica através da associacdo
de nucleosomas as regides promotoras
e do recrutamento de outras enzimas,
formando um complexo repressivo.

(Adaptado de Gal-Yam E. N. et al, 2008).

H3 e H4 em residuos especificos de lisina e neutraliza a carga positiva, quebrando
o complexo ADN-histona, o que facilita o acesso aos factores de transcricao.
A quebra deste complexo leva a utilizacdo de inibidores da histona deacetilase
(HDACI) para a activacao de genes supressores tumorais silenciados (Mihara
K., 2007).

Assim, a desregulacao destes mecanismos, metilacdo do ADN e alteracao
da estrutura da cromatina, pode conduzir a expressdao génica inapropriada
ou silenciamento de genes e, consequentemente, a ‘doencas epigenéticas’
incluindo alteracdes do desenvolvimento, doencas neurodegenerativas e
cancro (Egger G., 2004; Jones P. A., 2002).

Recentemente, demonstrou-se que o padrao de metilacdio do ADN,
observado no cancro, apresenta, geralmente, uma modificacdo evidente
comparado com o do tecido normal (Esteller M., 2008).

Varios tipos de neoplasias apresentam um padrao aberrante de metilacao,
com hipometilacao global do genoma e hipermetilacao local gene-especifica e
modificacdes da cromatina (Feinberg A. P., 2007; Lund A. H., 2004; Herman J.
G., 2003; Jones PA., 2002) (Figura 5).

A expressao de varios genes supressores tumorais pode ser regulada por
modificacdes epigenéticas sendo de salientar os genes p15M“4 e p716NKA
entre outros, como referido na tabela 2. Estes genes controlam a transicao
da fase G1 para S do ciclo celular inibindo as cinases dependentes de ciclinas.
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Estes genes supressores tumorais estdo frequentemente inactivados por
hipermetilacao em varios tipos de cancro, nomeadamente em varias neoplasias
hematolégicas como a Leucemia Mieléide Cronica (LMC), a LMA e a Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA) (Chim C. S., 2007; Galm O., 2005; Esteller M., 2002,
Baylin S. B., 2000). Foi ainda demonstrada actividade anémala das HAT e HDAC
em leucemias mieldides (Mihara K., 2007).

TABELA 2

Alteragdes do controlo do ciclo celular Rb, p16,p15,p14,p73
Reparagdo da lesdo de ADN MLH1, 06-MGMT, GST-Pi, BRCA1
Apoptose DAP cinase, caspase 8, TMS-1
Invasdo da célula tumoral ou arquitectura tumoral E-caderina, VHL, APC, LHB1, TIMP-3, THBS
Resposta ao factor de crescimento ER, RAR-beta, SOCS-1

(Adaptado de Herman J. G., 2003)

No entanto, a alteracao dos padroes de metilacao esta reconhecida ha mais
de 20 anos em varios tipos de cancro (Tabela 3). Varios estudos sugerem a
importancia da hipermetilacdo de genes promotores como por exemplo do
gene p16 no desenvolvimento de neoplasias, tais como a progressao para
leucemia, da neoplasia mamaria esporadica (Vallian S., 2009) ou de carcinomas
colorectais nos estadios avancados (Goto T., 2009). A hipermetilacdo do
gene p15 (CDKN2B ou p15™M<4) tem sido associada a SMD (Hopfer O., 2008;
Aggerholm A., 2006; Teofili L., 2001; Preisler H. D., 2001; Uchida T., 1997) e a
ocorréncia ou progressao de leucemia (Kamb A., 1994; Nobori T., 1994).

De facto, a hipometilacdo global do genoma e a hipermetilacao localizada
tém sido descritas em neoplasias hematolégicas (Attwood J. T., 2002; Nakayama
M., 1998; Tsukamoto N., 1992), em particular do gene CDKN2B (que codifica
a proteina p715Mk4b).

A célula progenitora hematopoiética normal sofre alteracdes sucessivas,
estreitamente reguladas, durante o processo de diferenciacdo na respectiva
célula madura. As transformacdes dinamicas do imunofenétipo reflectem
mudancas complexas do padrdao de transcricdo. Uma alteracdo molecular
que modifique este perfil de expressao pode desviar este processo para a
leucemogénese.

As neoplasias hematoldgicas envolvem, frequentemente, modificacdes de
factores que controlam a transcricdo e que envolvem a acetilacdo de histonas
e a estrutura da cromatina. De facto, as alteracdes cromossémicas, estruturais

Vias alteradas pela
hipermetilacao de
promotores de genes no
cancro



TABELA 3

Alteracdes epigenéticas LI EETEE) Alteracao epigenética
em varios tipos de

. Colon Hipermetilagao dos ilhéus CpG (hWMLHT, p16/NK4a, p 14ARF, RARB2, SFRP1 e WRN), hipermetilagdo dos micro-
neoplasias ARNSs (miR-124a), hipometilacdo gendmica global, perda da transcricdo do IGF2, mutacdes dos modificadores
das histonas (EP300 e HDAC?2), diminuicao das formas monoacetiladas e trimetiladas da histona H4
Mama Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (BRCA-1, E-caderina, TMST e receptor do estrogénio), hipometilagdo gendmica

global

Pulméo Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (p16/NK4a, DAPK e RASSF1A), hipometilacdo genomica global, deleccoes
genoémicas do CBP e o factor remodelante da cromatina BRG1

Glioma Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (enzima de reparacdo do ADN MGMT, EMP3 e THBST)

Leucemia Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (EXTT, ID4 e p15/NK4b), translocagtes dos modificadores das histonas (CBP,
MOZ, MORF, MLL1, MLL3e NSDT)

Linfoma Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (p16/Vk42, p73, enzima de reparacdo do ADN MGMT), diminui¢do das formas
monoacetiladas e trimetiladas da histona H4

Bexiga Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (p16"NK4a, TPEF/HPPT), hipermetilagdo dos micro-ARNs (miR-127), hipometilacéo
gendmica global
Rim Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (VHL), hipometilacdo gendmica global, perda da transcricdo do /GF2

Préstata Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (GSTPT), amplificacdo genética da HMT EZH2, modificacdo aberrante do
padrdo das histonas H3 e H4

Esofago Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (p16/NK42, p14ARF), amplificacdo genética da histona demetilase JMJD2C/GASCT
Estomago Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (hMLH1, p 14ARF)

Figado Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (SOCST e GSTPT), hipometilagdo gendmica global

Ovario Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (BRCAT)

(Adaptado de Esteller M., 2008)

e numéricas, detectadas nas leucemias, podem indicar defeitos na estrutura
da cromatina, provavelmente associados a padrdées andémalos de metilacao
regional. Este conceito conduziu as neoplasias hematolégicas para o centro da
investigacao epigenética.

O gene da calcitonina CALC1 foi um dos primeiros genes em que foi
demonstrado estar hipermetilado no cancro. Apesar da aparente inexisténcia
de relacdo causal com a carcinogénese, a hipermetilacdo do promotor deste
gene é um importante indicador do estado epigenético dos potenciais genes
supressores tumorais adjacentes, em neoplasias sélidas e hematoldgicas. Assim,
a hipermetilacdo deste gene pode indicar transformacao leucémica na SMD.
Além disso, esta modificacdo parece ser um marcador de clones malignos
nas doencas hematoldgicas, pelo que os seus niveis elevados podem reflectir
aumento da massa tumoral, estando associados a um prognostico desfavoravel
(Roman J., 2001).

A presenca de mutacdes em genes reguladores do ciclo celular, como o
pl15,p16epl9, tém sido raramente descritas na SMD. Pelo contrario, a hiper-
metilacdo do promotor do gene p 75" tem sido observada em 30-50% destes
doentes, correlacionando-se com a percentagem de blastos medulares (Quesnel
B., 1998; Uchida T., 1997). Além disso, o grau de metilacdo correlaciona-se
com o prognéstico e risco de evolucao para LMA (Quesnel B., 1998).



Deste modo, a regulacdo epigenética aberrante, juntamente com as
modificacdes genéticas, permitem a fuga aos mecanismos de controlo de
crescimento, diferenciacdo e morte, originando o fenétipo maligno das células
cancerigenas (Feinberg A. P, 2004; Herman J. G., 2003; Baylin S. B., 2000;
Jones P. A., 1999). Como mencionado, a metilacdo dos dinucleétidos CpG
concentrados nas regides promotoras de alguns genes (ilhas CpG) resulta na
sua inactivacao funcional, sem alteracao da sequéncia primaria (Attwood J. T.,
2002; Nakayama M., 1998; Tsukamoto N., 1992).

Assim, para além das alteracbes genéticas serem imprescindiveis na pato-
génese da SMD, as alteracoes epigenéticas também contribuem significativa-
mente para o fenétipo da doenca.

Além dos eventos epigenéticos poderem afectar a expressdo génica, o
efeito cumulativo das alteracées genéticas e epigenéticas altera as vias de
sinalizacdo dos factores de crescimento, a regulacdo do ciclo celular e a
apoptose. No entanto, o modo como cada um destes mecanismos interfere
com a SMD difere do estadio e/ou dos subtipos de SMD. De facto, em alguns
subtipos a hematopoiese é ineficaz devido ao elevado numero de células em
apoptose na medula. Por outro lado, nos subtipos de SMD com maior niumero
de blastos, a taxa de apoptose estd diminuida e a hematopoiese é ineficaz
devido a anormal diferenciacao dos blastos. Estas diferencas biolégicas entre
0s varios subtipos de SMD sugerem uma abordagem terapéutica diferente
segundo o mecanismo predominante. Assim, teoricamente, as SMD de baixo
risco deveriam beneficiar de agentes anti-apoptoticos, enquanto a terapéutica
citostatica/citotoxica deveria ser mais apropriada na fase de proliferacdao
blastica.

Como mencionado, a importancia das alteracdes citogenéticas no desen-
volvimento e progressao da SMD é evidente e esta estabelecida na rotina clinica.
O papel das modificacbes epigenéticas é actualmente um dos campos mais
estimulantes na investigacao clinica e pré-clinica, em particular nas neoplasias
mieldides. Como ja foi referido, este facto deve-se a possibilidade de reversao
farmacoldgica das alteracbes epigenéticas, contrariamente as alteracoes
genéticas, restaurando a funcdo dos genes silenciados (Figura 6) (Garcia-
-Manero G., 2007). Além disso, sendo um dos mecanismos de silenciamento de
genes mediado por metilacao e pela alteracdo da conformacao da cromatina,
através do recrutamento das desacetilases das histonas (Cameron E. E., 1999),
a terapéutica combinada de inibidores da metiltransferase e desacetilase da
histona podera constituir uma estratégia terapéutica na SMD (Figura 7).
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FIGURA 6

Mecanismos provaveis de
accdo dos inibidores da
metilacdo do ADN.

(Adaptado de Issa J., 2007).

FIGURA 7

Alvos da terapéutica
epigenética.
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Deste modo, a desregulacdo epigenética tem um importante papel no
desenvolvimento e progressao das neoplasias, pelo que o estudo destas
modificagcdes constitui uma area bastante activa da investigacao basica e clinica.
O interesse clinico nestas alteracoes epigenéticas deve-se a dois factos: por
um lado, a deteccao de alteracbes epigenéticas especificas pode ser utilizada
como marcador tumoral, no diagndstico e prognostico do cancro (Figura 8);
por outro lado, como a maioria das alteracoes epigenéticas sao reversiveis in
vivo e in vitro, abrem caminho para o desenvolvimento dos novos agentes
terapéuticos no cancro (Figuras 9 e 10).
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FIGURA 8

Importancia da avaliacdo
epigenética no cancro.

(Adaptado de Esteller M., 2008).

FIGURA 9

Inactivacdo epigenética de
genes supressores tumorais
como alvo terapéutico no
cancro.

(Adaptado de Esteller M., 2008).
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FIGURA 10

Mecanismo de accdo da
azacitidina.

A figura mostra a inibicdo da DNMT
pela azacitidina, e, por conseguinte, da
metilacdo da citosina.

(Adaptado de Herman J. G., 2003).
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Em suma, a inactivacao da transcricao dos genes supressores tumorais pela
hipermetilacdo da ilha promotora CpG tem sido uma questdo de interesse
como agente causal de neoplasias hematoldgicas. O evento mais frequente
e melhor estudado nas SMD ¢ a inactivacao do gene p715™<“ que controla a
progressao das células da fase G1 para a S. Ocorre em cerca de 50% dos casos
de SMD, mais frequentemente nos de alto risco, e pode ser adquirida durante
a progressao da doenca, estando associada a transformacao leucémica e mau
prognostico.

Empiricamente sabemos que a terapéutica epigenética funciona na SMD
devido ao sucesso inicial dos hipometilantes observados primeiramente
em SMD e LMA. No entanto, é necessario validar este tipo de abordagem
terapéutica (Figura 11).

Actualmente é aceitavel que a aberrante metilacéo do ADN é tao comum
em tumores soélidos como em neoplasias hematolégicas, e que alguns
subtipos, como os linfomas cutaneos sao sensiveis ao uso de HDACi, que por
sua vez apresentam pouco sucesso como agentes isolados nas leucemias.
Contrariamente, as leucemias e as SMD sao sensiveis aos hipometilantes.
Presentemente ndo existe explicacdo para este facto e pode ndo depender
de alteracdes moleculares epigenéticas intrinsecas, mas da optimizacao dose/
esquema dos farmacos. A maioria dos estudos ndo demonstrou uma relacao
entre a inducdo da hipometilacdo do ADN ou a acetilacao das histonas e a
resposta clinica. Este facto sugere a possibilidade de estarem envolvidos outros
processos para além da hipometilacdo do ADN e da acetilacdo das histonas.



Farmacos epigenéticos
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Classificacdo ortamento tumoral rataen oo sidual/Recidiva
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BRCA1 WRN: préstata

Anélise de marcadores
Unicos

Anélise de marcadores Unicos J

Met|lagao ADN: Metilacao ADN:
Métodos - MS-P - PCR-MS
Methyl I|ght - Methyl light

- Sequenciacdo bissulfito
- Sequenciacdo macica
5-metilcitosina gendmica:

- HPLC

- Sequenciacdo bissulfito
- Sequenciacdo macica

Amostras Fluidos corporais Fluidos corporais Fluidos corporais Fluidos corporais

_éutica epigenética e dos testes de avaliacdo da r_

[ MS-PCR — Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction ]

GSTP1 — glutathione S-transferase P gene
SFRP1 — secreted frizzled-related protein 1 gene

Outra justificacdo pode estar relacionada com o facto da maioria dos estudos
se limitarem a analise de um gene e de um pequeno conjunto de genes, o0 que
se deve a existéncia de poucas linhas celulares de SMD.

1.1.4.3. Alteracdo nas vias de sinalizacdo celular

A hematopoiese ineficaz caracteristica da SMD promoveu a investigacao
das vias de sinalizacdo celular envolvidas na transducao de sinais mediados
pela eritropoietina (EPO) e outros factores de crescimento hematopoiéticos.
A primeira envolve uma complexa cascata de eventos, com inicio na ligacao da
EPO ao seu receptor (EPO-R). Seguidamente, a cinase Janus, JAK2, é activada,
levando a fosforilacdo de residuos de tirosina numa série de proteinas (Figura
12), nomeadamente de factores de transcricao (FT), os signal transducer and
activator of transcription (STATs). A activacao do STAT5, um dos FT importantes
na sinalizacdo da EPO, esta alterada na SMD (Hoefsloot L. H., 1997). Esta
observacao associada a presenca do EPO-R nos doentes com SMD, indica que
a alteracdo desta via de sinalizacdo pode ter um papel importante neste tipo
de patologias (Backx, 1996).
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FIGURA 11

Validacdo da terapéutica
epigenética e dos testes de
avaliacdo da metilacdo do ADN.
WRN-Werner syndrome gene;
BRCA 1-breast cancer 1 gene,
MGMT-0-6-methylguanine-DNA-
-methyltransferase gene;
DAPK-death-associated protein
kinase gene,

HPLE-high performance
capillary electrophoresis;
HPLC-high performance liquid
chromatography.

(Adaptado de Mulero-Navarro S., 2008).
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FIGURA 12

Vias de sinalizacao celular
activadas pela eritropoietina.

Esté4 representada a activacdo das vias de
sinalizacdo pela JAK2. A JAK2 e os outros
membros da familia das cinases Janus sao
proteinas tirosina cinase que funcionam
como intermedidrios entre os receptores
membranares e as moléculas sinalizadoras
intracelulares. As proteinas JAK estao
constitutivamente associadas com os
dominios citoplasmaticos dos receptores.
Normalmente a activago celular ocorre
quando a ligagdo de um ligando, Epo ou
trombopoietina (Tpo), induz a dimerizacdo
do seu receptor e a sua alteracao
conformacional com consequente activagao
da JAK. Os dois receptores associados a JAK
aproximam-se permitindo a transfosforilacao
um do outro. As JAKs fosforiladas e
activadas, por sua vez, fosforilam os dominios
citoplasméticos dos receptores, que por

esse meio se tornam locais de ligacdo para
uma cascata de moléculas sinalizadoras,
particularmente os STAT. Os STATs estdo
ligados a residuos de tirosina fosforilados nos
dominios citoplasméticos dos Epo-R e Tpo-R,
tornando-se eles mesmos substratos para
fosforilacdo e activacéo pela JAK activada.
As moléculas STATs activadas, migram para
o nlicleo, onde actuam como factores de
transcricao ligando sequéncias especificas
reguladoras que activam ou reprimem a
transcricao de genes alvo.

(Adaptado de Vannuchi A. et al, 2009).
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Como mencionado, as vias de sinalizacao conducentes a proliferacao celular
iniciam-se geralmente pela ligacdo de factores de crescimento a um receptor
membranar, a maioria dos quais com funcdo de tirosina-cinase culminando
na transcricdo de genes reguladores, que codificam proteinas envolvidas na
diferenciacao, proliferacdo e progressao do ciclo celular.

Além do EPO-R, tém particular importancia na hematopoiese, os receptores
de tirosina-cinase da familia dos receptores das tirosinas cinases (RTK) tipo
lll, nomeadamente o receptor FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) (Figura 13),
os receptores c-KIT, c-FMS (colony-stimulating factor-1 receptor) e PDGFR
(Platelet-Derived Growth Factors). Como representado nas figuras 12 e 13, apos
activacao do receptor pelo respectivo ligando, vérias vias efectoras intracelulares
podem ser activadas, como a via do Fosfatidil Inositol-3-Cinase (PI3K), a via de
sinalizacao RAS/MAPK (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases, associada
as proteinas Ras-Raf), a via da Fosfolipase Cy (PLCy) e, menos frequentemente,
a via JAK/STAT (Small D., 2006; Parcells B. W., 2006).



A via das RAS/MAPK, altamente conservada nos organismos eucariéticos,
é activada apods ligacao de um factor de crescimento ao seu receptor, com
actividade de tirosina-cinase. Daqui resulta a estimulacdo de uma proteina
tirosina-cinase e subsequente activacao da proteina RAS, a qual activa a serina/
treonina-cinase RAF, e posteriormente a proteina MAP Kinase/ERK Kinase
(MEK). Esta proteina vai activar, por fosforilacdo de residuos treonina e tirosina,
proteinas que sdao membros da familia Extracelular Signal-Requlated Kinase
(ERK) (Figura 13). A proteina ERK migra para o nucleo e activa, por fosforilacao,
outras proteinas cinases e factores de transcricao como o ELK-1, o c-JUN e o
c-MYC, que regulam a transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo e no
ciclo celular (Beaupre D. M., 1999).

Outra via celular também activada pela proteina RAS, para além da MAPK,
é a via do PI3K/AKT (Figura 13), o que confere a esta proteina um papel central
nao sé na proliferacdo e crescimento como também na sobrevivéncia da célula
(Lodish H. F. et al., 1995).

Deste modo, as proteinas RAS sao um componente essencial na cascata de si-
nalizacao da proliferacdo celular em resposta a uma variedade de estimulos extra-
celulares, incluindo os factores de crescimento. As mutagdes do gene RAS foram
identificadas em 15% das SMD e estao associadas a mau prognéstico e a eleva-
da taxa de transformacao leucémica (Padua R. A., 1998; Paquette R. L., 1993).

! { {
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FIGURA 13

Vias de sinalizacdo a jusante
do receptor de tirosina cinase
FLT3.

A activacdo do receptor FLT3 induz
activacdo das vias PI3K/AKT e RAS/

RAF/MAPK, onde a proteina RAS
desempenha um papel essencial.

(Adaptado de Stirewalt D. L., 2003).
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FIGURA 14
0 Ciclo Celular.

A progresséo do ciclo celular pelas
diferentes fases, G1,S, G2 e M é
regulada pelos complexos Ciclina/
CDK e por genes supressores tumorais,
especificos para cada fase do ciclo
celular. O primeiro ponto de restricdo
do ciclo celular é regulado pelas
proteinas supressoras tumorais pRB

e p53 permitindo a monitorizacdo

do volume celular e a reparacéo do
genoma em caso de lesdo. (Adaptado
de Earnshaw, 2004). Estdo ainda
representados os reguladores
negativos, pRB, p15, p16, p21,p27, e
positivos, ciclinas e CDKs, e o factor de
transcricao E2F.

A via das MAPK ¢é assim uma das vias de sinalizacao celular que permite que
as células que se encontram na fase GO/G1 do ciclo celular entrem em ciclo
e se dividam, originando duas células-filha. O ciclo celular é o processo que
engloba vdrias fases sequenciais: a fase G1, onde ocorre crescimento celular,
a fase em que ocorre a sintese de ADN ou fase S, a fase G2, em que a célula
se prepara para a mitose, sintetizando proteinas, e a fase M ou fase mitética,
onde ocorre a divisdo celular (fase M e citocinese) (Cooper G. M. & Hausman
R. E., 2006; Azevedo C., 1999).

Z

O ciclo celular é altamente coordenado espacial e temporalmente por
diversas moléculas como as proteinas fosfatase, CDC (do inglés Cell-Division
Control), proteinas supressoras tumorais, como a p53 que desempenha um
importante papel nos pontos de restricao ou “checkpoints”, p76 e p15, e pelos
complexos Ciclina/CDK, cujas funcdes sao interdependentes (Figura 14).

Activagdo E2F-1
P107
p130

Fosforilacdo Rb

Ciclina E + CDK2

Ciclinas D1, D2, D3

CDK2, CDK4, CDK6 CDK1

pl5 plé
pl18 p19

p21 p27 p57 Ponto de restricdo

CiclinasAB  |— p21

Degradacdo da ciclina B pela ubiquitina

G2—>M  Transicdo controlada por CDK1/ciclina B



Os complexos proteicos Ciclina/CDK possuem actividade de serina/treonina-
cinase e actuam através da activacao ou inactivacao de determinadas proteinas,
determinando deste modo a passagem das células pelas varias fases do ciclo celu-
lar. A subunidade CDK destes complexos é constitutivamente expressa na célula
e possui actividade catalitica, cuja activacao depende da ligacao a subunidade
reguladora, a Ciclina. Esta subunidade é sintetizada apenas em resposta a de-
terminados estimulos. Por exemplo, a expressao da Ciclina D1, responsavel pela
progressao dafase G1 para S, é induzida pela activacdo da via das MAPK por fac-
tores de crescimento (Cooper G. M. & Hausman R. E., 2006; Azevedo C., 1999).

Ao longo do processo de diferenciacao celular ocorre um equilibrio dinamico
entre estimulo/repressao da proliferacao celular. O facto de que a maior parte
das células do nosso organismo se encontra numa fase GO/G1 permite que
os tecidos/células efectuem a sua maturacdo e especializacdo coordenadas
conforme o contexto do organismo. Porém, nas neoplasias, as células adquirem
alteracoes que levam a desregulacao da sinalizacado normal, em particular dos
padrdes normais de diferenciacdo, maturacao, proliferacdo e/ou resisténcia a
morte celular por apoptose (Azevedo C., 1999).

O sistema hematopoiético constitui um bom exemplo. De facto, a hemato-
poiese normal resulta de um equilibrio entre a proliferacdo, a diferenciacao e
a morte celular.

A apoptose, ou morte celular programada, foi inicialmente descrita por Wyllie
e colaboradores em 1980. E caracterizada morfologicamente por retraccdo do
volume celular com condensacao do citoplasma e nucleo, fragmentacdo nuclear
e formacao de corpos apoptoticos, e “blebbing” da membrana plasmatica, com
preservacao da sua integridade. As células em apoptose sdo posteriormente fa-
gocitadas pelos macréfagos, embora com resposta inflamatéria pouco evidente
(Greenberg P. L., 1998; Walker N. I., 1988). Assim, a morte celular programada
é um mecanismo de morte celular intrinseco, dependente de energia, altamente
conservado durante a evolucao e envolvido na regulacao e manutencao de varios
processos fisioldgicos basicos durante o desenvolvimento do organismo adulto.

Este tipo de morte pode ser desencadeado por condicbes intrinsecas (em
resposta ao stresse ou lesdes no ADN) ou extrinsecas (em resposta a substancias
citotoxicas ou a ligandos de receptores de morte da familia do factor de necro-
se tumoral, TNFa, como o préprio TNFa, o ligando do FAS, FAS-L, e o TRAIL).
Assim, os iniciadores da via apoptoética incluem uma variedade de estimulos
enddgenos e agressdes exdgenas, em particular, hormonas esteréides e dife-
rentes citocinas, como TNF-a, FAS-L e factor de crescimento tumoral g (TGF-p),
citostaticos, radiacbes gama e UV, quimicos e virus (Greenberg P. L., 1998).
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FIGURA 15

Esquematizacdo das vias
extrinseca e intrinseca da
apoptose.

A via extrinseca inicia-se pela interaccao
de FAS-L com o receptor FAS com
consequente activacdo da cascata de
caspases 8, 1 e 3. A via mitocondrial
pode ser activada por lesdo do ADN ou
através da proteina Bid (via caspase

8). Nesta situacdo, a alteracao do
potencial de membrana mitocondrial
induz a libertacdo do citocromo C que,
juntamente com a proteina APAF-1

e a Caspase 9 forma o apoptosoma,
que activa a Caspase 3. Esta proteina
pode inibir directamente factores de
transcricao e outras proteinas com
funcbes na reparacao do ADN, para além
de induzir a fragmentacéo da estrutura
nuclear e do ADN.

(Adaptado de Cooper G. M. & Hausman
R. E., 2006; Andersen M. H. et al,, 2005;
Azevedo C., 1999).

Existem duas vias major de sinalizacdao da apoptose, a via extrinseca ou
membranar e a via intrinseca ou mitocondrial. Ambas as vias culminam na
activacdo de uma familia de proteases de cisteina citosolicas aspartato
especificas, as caspases. Estas enzimas sao as moléculas efectoras de morte,
responsaveis pela clivagem de proteinas citosélicas e nucleares que resultam na
destruicao celular. Assim, a morte apoptdtica decorre da activacao de receptores
pertencentes a familia do TNFa, como os receptores do FAS e do TRAIL (TRAIL-
Rs) (via extrinseca ou de receptores de morte) e/ou do envolvimento da
mitocdndria (via intrinseca ou mitocondrial), como esta representado na figura
15 (Cooper G. M. & Hausman R. E., 2006).

A via extrinseca é activada por ligacao de factores de morte da superfamilia
do TNF (por exemplo FAS-L) com os respectivos receptores de morte da superficie
celular, resultando posteriormente na activacao proteolitica sequencial das
proteinas citoplasmaticas caspase 8, 1 e 3 (Figura 15) (Parker J. E., 2004; Zang
D. Y., 2001).

A estimulacao dos receptores pelos respectivos ligandos ou anticorpos
agonistas causa a agregacao dos mesmos e alteracdo conformacional do
dominio de morte citoplasmatico. Seguidamente, ocorre o recrutamento de
moléculas adaptadoras intracelulares como o FADD e a caspase 8, formando-
-se 0 complexo sinalizador de inducao de morte, DISC (Chinnaiyan A. M., 1995;
Nagata S., 1995), com consequente activacao das caspases, responsaveis pela
apoptose (Figura 15).

Via Intrinseca

Estimulo apoptdtico
(Quimioterapia, UV)

Caspase 9

Caspase 3 T
l-C
Fragmentaggo AP (Survivina)

do DNA

APOPTOSE



A caspase 8 pode ainda interagir com a proteina Bid que, ap6s maturacao,
possui um papel importante na inducao da permeabilizacao da membrana
mitocondrial, interligando a via extrinseca com a via intrinseca de apoptose
(Cooper G. M. & Hausman R. E., 2007; Azevedo C., 1999).

A via intrinseca envolve a regulacdao de um conjunto de proteinas
pertencentes a familia da proteina BCL-2, integrantes da estrutura de um canal
proteico denominado por alguns autores, poro de permeabilidade transitério
mitocondrial (PPTM). Estas moléculas interagem entre si formando dimeros
cujas funcdes se opdem: por exemplo, enquanto os complexos BCL-2/BCL-2
desempenham um papel antiapoptético, os complexos BCL-2/BAD, BCL-XL/
BAD e BAX/BAX possuem funcdes pré-apoptoéticas, permitindo a abertura do
poro. O stresse e a lesao intracelular podem levar a diminuicao do potencial
de membrana mitocondrial e abertura do PPTM, com libertacdo de citocromo
C para o citosol. Este forma um complexo proteico com a apoptotic protease-
activating factor-1 (APAF-1), a procaspase-9 e desoxiadenosina trifosfato
(dATP) (Li H., 1997; Liu X., 1996), o apoptosoma, ocorrendo posteriormente
a activacdo da Caspase 3 (Figura 15) (Cooper G. M.& Hausman R. E., 2006;
Azevedo C., 1999; www.sgul.ac.uk).

A familia de proteinas intracelulares BCL-2 inclui a maioria dos reguladores
de apoptose mais importantes. Alguns dos membros pré-apoptéticos, como a
proteina BAD, actuam através da ligacao e inactivacao dos membros inibidores
de morte desta familia (Parker J. E., 2004). Outras moléculas pré-apoptoéticas,
como as proteinas BAX e o BAK, estimulam a libertacao do citocromo C da
mitocéndria, através da formacdo de homo- e heterodimeros que criam poros
ou canais na membrana para facilitar a libertacdo do citocromo C e outras
proteinas pro-apoptoéticas (Desagher S., 1999; Hsu Y. T., 1997; Schendel S. L.,
1997; Zha H., 1996). Por outro lado, as proteinas BCL-2 e BCL-XL inibem a
apoptose bloqueando a libertacao do citocromo C, através da ligacao directa
e sequestro do citocromo C e APAF-1, ou interagindo com as proteinas BAX
ou BAK, inibindo a formacao de poros (Eskes R., 2000; Hu Y., 1998; Yang J.,
1997; Oltvai Z. N., 1993).

Deste modo, as vias extrinseca e intrinseca convergem na cascata
de sinalizacao mediada pela Caspase 3. Esta proteina estimula caspases
efectoras como as Caspases 6 e 7, podendo também inibir directamente
factores de transcricao e outras proteinas com funcoes na reparacao do ADN.
A fragmentacdo nuclear ocorre através da accdo proteolitica das caspases
sobre as Laminas (levando a desagregacao da estrutura da membrana nuclear),
as proteinas Caspase Activated DNAse e a PoliADP Ribose Polimerase (PARP),
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conduzindo a fragmentacao internucleossémica do ADN por accao de nucleases
(Cooper G. M.& Hausman R. E., 2007; Azevedo C., 1999).

Por outro lado, para manter o equilibrio dos mecanismos de sinalizacao
celular apoptéticos, existem varios reguladores negativos do processo,
para além das proteinas anti-apoptéticas da familia BCL-2 e das proteinas
supressoras tumorais (ex. p53), sendo de salientar as IAP, como por exemplo
a Survivina. Estas proteinas regulam negativamente a apoptose, interferindo
com a activacao da Caspase 9 e formacao do apoptosoma, inibindo desta
forma a actividade de caspases efectoras (Figura 15).

Num organismo adulto, a apoptose é responsavel pela manutencéo de
um numero de células constante durante a renovacdo celular de tecidos,
promovendo a homeostasia tecidular. No caso do sistema hematopoiético,
cerca de 5x10" precursores de células sanguineas sao diariamente eliminadas
por apoptose, compensando deste modo a producao continua das mesmas na
medula 6ssea (Cooper G. M. & Hausman R. E., 2006).

Devido ao papel crucial na manutencao da homestasia tecidular, a evasao
a apoptose é uma das caracteristicas das neoplasias humanas. A regulacao
apropriada da apoptose pode ser relevante especialmente em compartimentos
celulares com elevado turnover celular como o sistema hematopoiético, pelo
que alteracdes na apoptose tém sido implicadas numa variedade de patologias,
incluindo mielodisplasia. Além disso, a diminuicdo da apoptose, associada a
transformacao maligna, pode resultar no desenvolvimento de leucemia ou
linfoma. De facto, mutacdes oncogénicas que bloqueiem a apoptose podem
promover a iniciacao e progressao tumoral criando um ambiente permissivo a
instabilidade genética e acumulacao de mutacdes. Por outro lado, através da
resisténcia a destruicdo pelo sistema imune, podem facilitar a sobrevivéncia
independente de factores de crescimento, assim como, o crescimento indepen-
dente da ancoragem durante a metastizacao (Fulda S., 2009).

A evidéncia de alteracdes na apoptose intramedular nos estadios iniciais da
SMD foi sugerida pelo exame morfolégico do aspirado medular, imunocitoqui-
mica, citometria de fluxo e deteccdo molecular de proteinas activadas relacio-
nadas com a apoptose (Parker J. E., 2000). O aumento da apoptose nos pro-
genitores medulares enquadra-se na clinica dos estadios iniciais da SMD, que
cursam com citopenias periféricas e medula hipercelular. Do mesmo modo, a
diminuicao da apoptose pode explicar a progressao da doenca com acumula-
cao de células progenitoras imaturas e/ou resistentes a apoptose.



Apesar de Raza A. e colaboradores (1995) terem sido os primeiros a
demonstrar o aumento de apoptose em doentes em estadios iniciais de SMD,
outros grupos comprovaram este efeito em células de medula de doentes em
relacdo a individuos saudaveis (Hellstrom-Lindberg E., 1997; Lepelley P., 1996),
0 que poderd estar relacionado com o aumento de FAS verificado em varios
estudos (Gersuk G. M., 1998; Kitagawa M., 1998; Bouscary D., 1997). Além
disso, Li H. e colaboradores (2004) utilizando a técnica de Fluorescence in
situ hybridization (FISH) com um marcador clonal adequado, mostraram que
a apoptose ocorria predominantemente, mas nao exclusivamente, nas células
nado clonais. Por outro lado, Rajapaksa R. e a sua equipa (1996) observaram que
a proporcao de células CD34+ que apresentava um pico sub-G1 (apoptotico)
estava aumentada em comparacao ao observado na medula de controlos ou
de doentes com LMA. Verificaram ainda que a razdo c-MYB/BCL-2 é superior
nas amostras de SMD em estadios iniciais e inferior nas amostras de SMD
avancadas ou de LMA. Também foi demonstrado que a razao BAX/BCL-2 esta
aumentada nos estadios iniciais da SMD (Hellstrom-Lindberg E., 1997; Parker J.
E., 2000). Esta observacao suporta a hipétese de que o balanco relativo entre
sinais de morte e sobrevivéncia celular possa estar associado ao aumento da
apoptose observado nos progenitores de doentes com SMD. Os estudos de
citometria de fluxo revelaram que a proporcdo de células CD34+ na fase G1
¢ maior nos estadios mais precoces da SMD. No entanto, é ainda controverso
se a apoptose é restrita aos progenitores CD34+ ou se também abrange as
células maduras.

Varias das alteracoes genéticas do clone SMD conduzem ao aumento
intrinseco na susceptibilidade do clone a apoptose. De facto, além do referido,
existem varios mecanismos que procuram explicar o aumento da apoptose nesta
doenca. No entanto, apesar do clone SMD poder ter capacidade apoptética
intrinseca, por alteracao da expressao e funcao dos genes, existe pouca relacao
entre as anomalias citogenéticas observadas na SMD e a apoptose, sugerindo
gue este fendmeno nao é restrito ao clone SMD. Por outro lado, este clone
também é reconhecido pelo sistema imunitario, o que, em alguns casos,
promove a proliferacdo clonal da célula T com libertacdo de varias citocinas
inibitoérias, incluindo o TNF-a. e o FAS-L. Estas citocinas induzem a apoptose do
clone SMD e das células hematopoiéticas normais.

Deste modo, a susceptibilidade a apoptose intrinseca e imune é a marca da
patogénese inicial da SMD, o que explica as citopenias periféricas, apesar de
uma medula hipercelular. O aumento da expressao do FAS-L (CD95) nas células
da medula, assim como as anomalias do ciclo celular e mitocondriais, podem
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ser mecanismos potenciais que contribuem para a apoptose. No entanto,
apesar das anomalias da apoptose serem uma caracteristica central da SMD,
ainda nao estao totalmente esclarecidos os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos neste tipo de morte celular nos doentes com SMD.

1.1.4.4. Desregulacao do sistema imune e ambiente medular

Embora controverso, existe uma evidéncia crescente de que alteracées no
microambiente medular e do sistema imune podem afectar a hematopoiese
normal na SMD.

De facto, em doentes com SMD tem-se observado aumento de incidéncia
de doencas autoimunes. Esta estreita relacdo entre SMD e autoimunidade
tem estimulado a investigacao do papel do sistema imune na SMD (Saif M.
W., 2002). Tem sido demonstrado que os linfocitos T citotdxicos exercem
efeitos inibitérios na mielopoiese da SMD in vitro. Para além disso, algumas
caracteristicas da SMD sobrepbem-se as da anemia aplastica e da leucemia dos
linfécitos grandes granulares, duas entidades provavelmente relacionadas com
linfocitos T autoreactivos (Kanchan K., 2003; Barrett J., 2000).

Osensaiosclinicos mostram que a globulinaantitimécito (ATG) eaciclosporina
tém actividade no tratamento de grupos de doentes com SMD seleccionados
(Killick S. B., 2003; Molldrem J. J., 2002; Jonasova A., 1998). Estudos mais
recentes avaliaram a eficacia do tratamento com imunossupressao e com anti-
-TNF, uma vez que os niveis de acido ribonucleico mensageiro (ARNm) e da
proteina TNFa estao elevados em amostras de sangue periférico e medula de
doentes com SMD (Deeg H. J., 2004; Rosenfeld C., 2002; Molnar L., 2000;
Kitagawa M., 1997; Maciejewski J. P, 1995). As respostas ao tratamento
com ATG estdo associadas ao desaparecimento dos clones de linfocitos T
com clonalidade V beta envolvidas na supressao da hematopoiese ex vivo
(Kochenderfer J. N., 2002). Por outro lado, os factores preditivos de resposta
a terapéutica imunossupressora incluem idade jovem, presenca de clone de
hemoglobinuria paroxistica nocturna, HLA-DR15, hipocelularidade e cari6tipo
normal (Saunthararajah Y., 2002).

No entanto, o mecanismo subjacente a autoimunidade na SMD permanece
por esclarecer. A hipétese de que os linfécitos T reagem especificamente
contra os antigénios nos progenitores clonais da SMD permanece por
confirmar. Igualmente, ndo esta claro por que alguns doentes respondem a
IMuNOSsUpressao e outros nao.



Além de células dosistemaimune (incluindo os macréfagos), o microambiente
medular é constituido por fibroblastos, adipdécitos, células endoteliais e por
uma matriz proteica que constitui o estroma de suporte medular. Embora
controverso, existe uma evidéncia crescente que alteracbes no estroma de
suporte podem afectar a hematopoiese normal na SMD.

Citocinas

A observacdo do aumento da apoptose medular em doentes com SMD
em estadios iniciais, ja referida, colocou a hipdtese de que o meio ambiente
medular poderia constituir um mediador na fisiopatologia da SMD. De facto,
tem sido evidenciado em amostras de medula e soro de doentes, deficiéncia
relativa ou aumento da producao de varias citocinas, incluindo IL-1pB, IL-6,
IL-8, stem cell factor, eritropoietina, TGF-B, factor estimulador das colénias
de granulécitos e mondcitos (GM-CSF) e TNF-a, (Fontenay-Roupie M., 1999;
Bowen D., 1993; Maurer A. B., 1993; Verhoef G. E., 1992). O aumento do
TNF-a tem sido consistentemente associado com a expressao elevada de FAS
nas células CD34+. De salientar que este factor pode ser produzido pelos
macréfagos e linfocitos medulares.

Poroutrolado, aangiogénese tem um papel importante no crescimento tumo-
ral e na metastizacao (FolkmanJ., 1995). O aumento da densidade microvascular
foi demonstrado na medula de doentes com doencas hematoldgicas, incluindo
SMD (Alexandrakis M. G., 2004 e 2005; Padro T., 2000; Pruneri G., 1999). A neo-
vascularizacao é mediada por uma variedade de moléculas angiogénicas liberta-
das pelas células tumorais e células normais do hospedeiro. O aumento anormal
de algumas citocinas angiogénicas e factores de crescimento, tais como factor
de crescimento do endotélio vascular (VEGF), Basic fibroblast growth factor,
angiogenina, TNF-a. e TGF-B, em amostras de LMA foi reportado por Albitar M.
(2001), Alexandrakis M. G. (2005) e Faderl S. (2004). O receptor soluvel do VEGF
foiindicado como factor progndéstico em doentes com LMA e SMD (Hu Q., 2004).

1.1.4.5. Alteracdes genéticas/citogenéticas

Como mencionado, o clone SMD deriva da célula pluripotencial. A evidéncia
de clonalidade foi originalmente demonstrada através do mosaicismo da glicose-
6-fosfato desidrogenase, mas também ¢ suportada pela anélise por restriction
fragment length polymorphisms (RFLPs), dos genes do cromossoma X, e por
FISH. Varios estudos também mostraram evidéncia de clonalidade na linhagem
linféide, sugerindo que o clone SMD tem origem nas células pluripotenciais mais
imaturas com capacidade de diferenciacao mieldide e linféide (Tefferi A., 2009).
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A perda ou o ganho de funcdo de um gene pode resultar de mutacoes
genéticas pontuais, translocacbes cromossémicas, e alteracdes epigenéticas,
como o silenciamento da expressao génica por hipermetilacdo. O resultado é
0 ganho de funcdo de um oncogene/proto-oncogene ou perda de funcdo de
um gene supressor tumoral.

A familia do gene RAS é a mais estudada em SMD, sendo que 10 a 40%
destes doentes apresentam mutacoes do gene RAS. Os genes RAS, H-, K- e N-,
codificam proteinas de transducao de sinal que actuam na via de sinalizacao
dos receptores dos factores de crescimento. Apds activacdo do receptor
do factor de crescimento, ocorre activacdo das proteinas RAS por ligacdo a
guanosina trifosfato (GTP) promovendo um sinal de proliferacdo celular.
Posteriormente, ap6s a hidrolizacdo do GTP a guanosina difosfato (GDP), as
proteinas RAS tornam-se inactivas. A proteina mutada tem menor actividade
GTasica, mantendo-se persistentemente na forma activa, ou seja ligada a GTP,
promovendo um sinal continuo para o nucleo o que se traduz por um aumento
do nivel de proliferacdo celular. As mutacdes no gene N-RAS estao associadas
a elevado risco de transformacao para LMA e a pior prognéstico.

Outras mutacoes descritas na SMD incluem as do gene supressor tumoral
p53 (5-10% dos casos); do receptor de tirosina-cinase FLT3 (5% dos casos);
do gene supressor tumoral p75™% (reprimido por silenciamento do promotor
por hipermetilacao em mais de 50% dos casos de SMD de alto risco). Além
disso, esta alteracao esta associada ao 7g- e a tempo de sobrevivéncia inferior.

Novos estudos relatam mutacdes no gene TET2 (localizado no cromossoma
4924) em SMD e outras neoplasias mieldides, sugerindo que este gene tem um
papel importante na hematopoiese e patogénese destas entidades ocorrendo
numa fase precoce (Mullighan CG, 2009). Pensa-se que o gene TET2 é o mais
frequentemente mutado em SMD (Langemeijer SM, 2009).

Além do mencionado, é de salientar que as alteracdes cromossémicas
estdo descritas em 40-70% das SMD primarias e em mais de 90% das
SMD relacionadas com terapéutica prévia (Delforge M., 2003), consistindo
normalmente numa perda, deleccdo ou translocacao. E surpreendente verificar
a presenca de um cariotipo normal numa doenca clonal, em cerca de 30 a
60% dos casos, o que pode ser explicado por falha técnica ou evolucao do
cariotipo ao longo do tempo. No entanto, a existéncia de um cariétipo normal
traduz bom prognoéstico, semelhante ao observado na sindrome 5g-, 20g-, ou
na perda do cromossoma Y. Um cariétipo complexo define-se pela presenca de
3 ou mais anomalias citogenéticas diferentes e ocorre em 10 a 20% das SMD
primarias e em cerca de 90% das SMD secundarias a tratamento.



A complexidade do cariétipo constitui uma diferenca bem documentada
entre SMD primaria e secundaria. As deleccoes cromossémicas sao comuns em
SMD, em oposto as translocacoes equilibradas observadas na LMA. Na ultima
década, a investigacao tem-se centrado na identificacdo de potenciais genes
supressores tumorais nas regides em que ocorre deleccao.

- Anomalias do Cromossoma 5

A perda do cromossoma 5 ou a deleccao intersticial do seu braco longo
(5g-) é uma das alteragdes cromossdmicas mais comuns na SMD (cerca de
20%) (Third MIC Cooperative Study Group 1988). Esta associada a exposicao
prévia a carcinogénios, incluindo benzeno, agentes alquilantes e radiacao.
Esta anomalia é distinta da sindrome 5g- que é uma entidade clinica bem
caracterizada por anemia macrocitica refractdria com deseritropoiese,
contagens plaguetares normais ou em numero elevado e deleccao do 5q
como Unica alteracao citogenética. Predomina em mulheres acima dos 50 anos
(razdo F/M=3/1) e tem o melhor prognoéstico dos subtipos de SMD com baixa
incidéncia de transformacao leucémica. A deleccdo na sindrome 5g- envolve
a banda 5933, que contém um gene supressor tumoral mieléide diferente do
gene da banda 5931 que esta normalmente associado a deleccao 5g- (Figura
16). De salientar que, no braco longo do cromossoma 5 existem genes que
codificam numerosos factores de crescimento hematopoiéticos importantes
na proliferacdo dos granulécitos, como a interleucina 3 (IL-3), a IL-4, a IL-5, o
factor regulador do interferao 1 (IRF-1), o factor estimulador das colénias de
monaocitos (M-CSF) e seu receptor e o GM-CSF. Assim, a perda destes genes
pode desempenhar um papel na patogénese da SMD.
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FIGURA 16
Deleccdo 5q-.

(adaptado de http://
atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/
del5gID1092.html).
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Também podem ocorrer translocacoes que envolvem o cromossoma 5, por
exemplo: at(3;5)(g25.1;q34), que resulta na proteina quimérica nucleophosmin/
myeloid leukemia factor 1 (NPM-MLF1) associada a SMD em transformacao
leucémica (Yoneda-Kato N., 1996); e a t(5;11)(g31;923), que resulta na fusao
dos genes myeloid/lymphoid ou mixed lineage leukemia (MLL) e GTPase
requlator associated with the focal adhesion kinase pp125FAK (GRAF) descrita
numa crianca com leucemia mielomonocitica juvenil (LMM)J) (Borkhardt A.,
2000). As t(5;12)(q33;p13), t(5;17)(q33;p13) e t(5;10)(g33;921) ocorrem em
20-30% dos casos de LMMC.

- Anomalias do Cromossoma 7

A monossomia do cromossoma 7 e a deleccao do seu braco longo estao
relacionadas com as SMD de novo e secundarias a terapéutica e com a LMA,
conferindo mau prognéstico. De facto, cerca de 10% das deleccdes 7g- sao
observadas em SMD de novo e as restantes apds exposicao a quimioterapia ou
agentes do meio ambiente ou, ainda, em casos relacionados com alteracdes
genéticas familiares (Anemia de Fanconi, Neurofibromatose 1, Neutropenia
Congénita) (Mhawech P, 2001).

A andlise de doentes com LMMIJ, que frequentemente apresentam
monossomia 7, demonstrou que aproximadamente 30% cursam com mutacoes
do gene neurofibromatose 1 (NF1) (Shannon K. M., 1994). Este gene supressor
tumoral codifica uma proteina com actividade de GTPase, actuando como um
regulador negativo da actividade da proteina RAS (Martin G. A., 1990). Como
referido, a activacdo da proteina RAS ocorre numa proporcdo significativa
de adultos com SMD. As mutacdes do gene RAS e a inactivacdo do gene
NF1 parecem desempenhar um papel importante na progressao da SMD com
monossomia do 7 (Stephenson J., 1995). Além do mencionado, a deleccao
79- esta também associada a mutacoes do gene AMLT.

A regiao 7922.1 foi sugerida como ponto de quebra tipico das neoplasias
mieléides (Johnson E. J., 1996). Os genes localizados no braco longo do
cromossoma 7 sao a eritropoietina, o inibidor do activador da plasmina, o
receptor B da célula T, o gene da asparagina sintetase e da phosphoinositide-
3-kinase, catalytic, gamma polypeptide (PIK3CG).

- Anomalias do cromossoma 8 — A Trissomia 8

A trissomia 8 esta descrita em diversas neoplasias hematolégicas, incluindo a
SMD, leucemias agudas e cronicas. Curiosamente, observou-se que o clone com
trissomia 8 desaparecia no decurso da doenca, fendémeno este independente



do nUmero de blastos ou do estadio clinico (Matsuda A., 1998; lwabuchi A.,
1992). Por isso, o seu significado ndo esta ainda totalmente esclarecido.

- Anomalias do Cromossoma 17

A deleccao do 17p é observada primariamente em doentes com SMD
relacionada com terapéutica e caracteriza-se por desgranulopoiese e
hipolobulacao pseudo-Pelger-Huet (Lai J. L., 1995). O gene p53 esta localizado
na banda 17p13.1 e encontra-se frequentemente envolvido nesta sindrome.
O gene p53 é um gene supressor tumoral critico com funcdes no controlo do
ciclo celular, na reparacao do ADN e na apoptose, bloqueando a passagem da
fase G1 para o inicio da fase S do ciclo celular ou activando a apoptose em
resposta a lesdo do ADN. Na auséncia da proteina p53 funcional as células
continuam a proliferar, mesmo com alteracoées do ADN, levando a acumulacao
de anomalias cromossémicas adicionais.

A perda do gene p53 esta descrita em varias neoplasias e em 5 a 10% dos
casos de SMD estao presentes alteracoes da p53. Os doentes com monosomia
17 ou deleccao do 17p apresentam, por vezes, uma mutacdo que inactiva o
restante gene p53, nao existindo portanto p53 funcional.

- Anomalias do Cromossoma 20

A deleccdo do braco longo do cromossoma 20 traduz um progndstico
favoravel, quando isolada, e ocorre mais frequentemente na fase inicial da
SMD, em aproximadamente 5% das SMD primarias. Morfologicamente existe
displasia marcada da série eritroide e megacariocitica, que nao se verifica nos
granulécitos maduros, sugerindo aumento da apoptose no clone anémalo.
Clinicamente os doentes apresentam menor incidéncia de anemia, € um
prognostico favoravel relativo.

A regiao crucial delectada estd situada entre D20S174 e D20S17
(Asimakopoulos F. A., 1994; Roulston D., 1993) que inclui potenciais genes
supressores tumorais, como o gene que codifica a fosfolipase C, a adenosina
desaminase, a topoisomerase 1, o factor libertador da hormona do crescimento,
o gene da leucemia mieldide e o gene SRC (o homdélogo humano do virus do
sarcoma de Rous).

Outra alteracdo descrita recentemente em doentes com SMD, sobretudo
idosos, é o isocromossoma 20q, i(20g-), com perda do material intersticial. Es-
tes casos apresentam comportamento clinico diferente da sindrome 20g-, ca-
racterizado por progressao rapida e sobrevivéncia curta. O i(20g-) pode repre-
sentar uma evolucao do cariétipo 20q, predizendo uma evolucao da doenca.
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FIGURA 17

At(5;12)(q33;p13).

(adaptado de http://
atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/
t0512.html).

- Outras alteragbes cromossdmicas menos frequentes

Estdo descritas perdas de partes dos cromossomas 3, 11, 12, 13 e Y, assim
como, trissomias envolvendo os cromossomas 6, 13e21 (CatenacciD.V.T., 2005).

A perda do cromossoma Y pode ocorrer em doencas hematolégicas e nao
hematolodgicas, e por si s6 nao representa evidéncia diagnoéstica de patologia
hematoldgica. No entanto, quando presente na SMD, acarreta um prognostico
favoravel.

- Translocagcbes mais frequentes na SMD

A t(5;12)(q33;p13) foi inicialmente descrita por Srivastava A. (1988) em
doentes com LMMC e eosinofilia. Trata-se de uma alteracdo cromossémica
recorrente que resulta na fusdo entre o gene PDGFR-f3 no cromossoma 5 e o
gene E-twenty six (ETS)-like, ETS variant gene 6 (TEL), no cromossoma 12 (TEL/
ETV6) (Golub T. R., 1994) (Figura 17). Sabe-se que esta translocacao ocorre num
grupo extenso de neoplasias mieldides com caracteristicas mieloproliferativas
e mielodisplasicas simultaneamente. Os membros da familia ETS actuam como
activadores da transcricao, enquanto o PDGFR-f é um receptor de tirosina
cinase que activa multiplas vias de sinalizacao intracelulares, incluindo a via das
proteinas RAS-RAF.

A fusdo do gene TEL também foi descrita em associacdo com outros genes
como o Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocator, meningioma 1 (MNT),
Ecotropic Viral Integration Site 1 (EVI-1) e acyl CoA synthetase 2 em doentes
com SMD com translocacdes variadas (Salomon-Nguyen F., 2000; Yagasaki F.,
1999; Buijs A., 1995).
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Outro gene identificado como membro de fusdo em doentes com LMA
relacionada com terapéutica e SMD com translocacbes cromossémicas
envolvendo o cromossoma 11p15.5, é o nucleoporina 98 kDa (NUP98), que
codifica as nucleoporinas, moléculas envolvidas na importacdo e exportacao
de proteinas e ARNs (Radu A., 1995).

A 1(6;9)(p23;934) pode ocorrer em doentes com LMA ou SMD e resulta
numa proteina de fusdo entre os genes DEK e CAN no cromossoma 6 e 9,
respectivamente. O CAN é estruturalmente semelhante ao componente do
complexo do poro nuclear, NUP214, que também promove a importacao e
exportacao do ARN e proteinas (Kraemer D., 1994).

As translocacoes que envolvem a banda 11923 estdo classicamente descritas
nas SMD ou LMA secundarias a tratamento com inibidores das topoisomerases
da classe Il, nas leucemias bifenotipicas, nas leucemias monociticas e nas
leucemias das criancas (Ridge S.A., 1994; Ayton P.M., 2001). Os casos de SMD
associados a translocacao 11923 ocorrem cerca de 2 anos apos a exposicao ao
etoposido e estdo associados a alto risco de progressao para LMA. O oncogene
MLL reside no 11923, uma regiao cromossémica que se encontra alterada em
doentes com SMD com histéria de exposicao a este farmaco. Nos doentes com
LMA normalmente confere mau prognostico.

No entanto, nao esta esclarecido o mecanismo exacto do gene MLL na SMD
primaria, sugerindo-se que actue como regulador homeostatico da transcricao.
Embora as translocacdes convencionais que envolvem a banda 11923, como
a t(4;11)(g21;923) e a 1(9;21)(g21;923), ndo se encontrem na SMD primaria,
outras como a t(11;19)(q23;p13.1) e a t(11;16)(q23;p13) tém sido reportadas.
Também a duplicacao em série do gene MLL tem sido descrita em doentes com
SMD (Caligiuri M. A., 1996).

As alteracbes no cromossoma 3 que envolvem as bandas 3921 e 3926,
onde se localiza o gene EVI-1, ocorrem em mais de 2% dos doentes com LMA
e SMD, conferindo mau prognostico (Hirai H., 2003).

A sindrome 3921926 foi descrita em doentes com anomalias da
megacariocitopoiese, trombocitose e mau prognostico (Jotterand B., 1992).
Nesta regidao estao incluidos os genes da transferrina e do seu receptor, da
lactoferrina, da melanotransferina, do CALLA/CD10 e do EVI-1. A inv(3)
(021926) e a t(3;3)(921;926) estao incluidas nesta sindrome. A t(1;3)(p36;921)
resulta na activacdo do gene MEL1, homdlogo do EVI-1, sob o controlo da
riboforina |, localizado na regido 3921 (Mochizuki N., 2000). Esta associada
a displasia trilinear e a dismegacariocitopoiese. A t(3;21)(g26;922) gera um
gene quimérico, o AML1/EVI-1, observado na LMA/SMD relacionada com
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terapéutica e na crise blastica de LMC (Mitani K., 1994). A fisiopatologia da
leucemogénese mediada pelo EVI-1 nao esta clara, mas pode estar relacionada
com efeitos na sinalizacdo do TGF-B (Izutsu K., 2001).

Buonamici S. e seus colaboradores (2004) desenvolveram recentemente
um modelo murino EVI-1 de mielodisplasia. Estes animais desenvolveram uma
pancitopenia fatal acompanhada de medula hipercelular e desitropoiese.

A 1(3;5)(q25.1;934) pode ocorrer na SMD e na LMA, e envolve o gene
NPM na regido 5934 e o gene MLFT na regido 3g25.1 (Yoneda-Kato N.,
1996). O gene NPM esta relacionado com o transporte das nucleoproteinas
ribossémicas entre o nucléolo e o citoplasma. O gene de fusédo resultante pode
afectar o crescimento celular através de alterac6es na replicacao do ADN, no
processamento do ARN ou na expressao génica.

1.1.5. Caracteristicas clinicas

Existe uma variabilidade clinica significativa que reflecte a diversidade e
complexidade dos defeitos genéticos subjacentes e que depende, também, do
tipo e gravidade das citopenias periféricas.

Cerca de 20% doentes com SMD primdria sao inicialmente assintomaticos,
e o diagndstico é efectuado apds um hemograma de rotina. A maioria dos
doentes apresenta clinica de insuficiéncia medular. Predominam os sinais
e sintomas de anemia (80%), como a astenia e a intolerancia ao exercicio.
Menos frequentemente, a clinica inicial pode ser de natureza infecciosa ou
hemorragica (20%), caracterizada por infeccbes bacterianas recorrentes
(sobretudo pneumonias bacterianas e infeccées cutaneas, em doentes com
neutropenia inferior a 1,0 G/L) ou equimoses faceis ou espontaneas. Raramente
apresentam febre nao relacionada com a infeccao. Outros doentes apresentam
sintomas sistémicos ou aspectos caracteristicos de auto-imunidade, como
artralgias. Esta situacdo pode ser devida a associacao existente entre SMD e
algumas doencas raras de base imunoldgica, como a dermatose neutrofilica
aguda (Sindrome de Sweet), o pioderma gangrenoso, a vasculite cutanea
e a policondrite recidivante. Os doentes com citopenias graves, elevada
percentagem de blastos, ou alteracdes citogenéticas apresentam um quadro
clinico muito semelhante ao da LMA. Por outro lado, os doentes que nao
exibem nenhum destes aspectos laboratoriais podem viver varios anos.



O exame objectivo, tal como a clinica, ndo sao especificos desta patologia.
O exame fisico pode revelar palidez, edemas periféricos e, se a anemia é grave,
evidéncia de insuficiéncia cardiaca. Se a trombocitopenia for inferior a 20 G/L,
os doentes podem apresentar petéquias nos membros inferiores ou na mucosa
jugal, assim como equimoses, ou mesmo hemorragias potencialmente fatais.
As adenopatias, hepatomegalia (5%) e esplenomegalia (10%) raramente fazem
parte do quadro clinico classico. A esplenomegalia ocorre especialmente em
doentes com leucemia mielomonocitica crénica.

1.1.6. Caracteristicas laboratoriais

O hemograma revela uma ou mais citopenias (20% bicitopenia e 30-50%
pancitopenia), mais frequentemente anemia macrocitica sem reticulocitose.
A leucopenia com neutropenia e/ou a trombocitopenia podem ser evidenciadas
inicialmente ou ocorrer mais tarde durante a evolucdo da doenca. Pode ocorrer
trombocitose naanemiarefractaria, nasindrome 5g- e naanemiarefractariacom
sideroblastos em anel. A monocitose absoluta superior a 1,0 G/L é caracteristica
da LMMC. O esfregaco de sangue periférico revela alteracdes morfolédgicas,
como hipogranulacao dos neutréfilos com nucleos hiposegmentados (pseudo
Pelger-Huét), macrocitose e plaquetas gigantes, e/ou presenca de células
imaturas da série eritroide e mieldide (Figura 18). Na presenca de um esfregaco
leucoeritroblastico pode ocorrer leucocitose com um desvio a esquerda.

O aspirado medular é tipico, normalmente consiste numa medula
hipercelular com displasia; megacariocitos atipicos (micromegacariécitos mono
ou bilobados), hiperplasia eritréide com assincronismo maturativo, alteracoes
de maturacado na linha mieldide e aumento dos blastos ou sideroblastos em
anel (em alguns doentes). No entanto, em 15 a 20% dos doentes a medula é
hipocelular, semelhante a anemia aplastica.

As alteracbes cromossdmicas clonais sdao detectadas pelo cariétipo
convencional em 40-70% dos casos de SMD de novo e em 95% dos casos
de SMD secundaria a terapéutica. Neste ultimo grupo, 90% correspondem
a deleccao parcial ou completa dos cromossomas 5 e/ou 7 e a cariétipos
complexos. Nao existem alteracoes citogenéticas especificas da SMD ou de um
subtipo morfoldgico, excepto a sindrome 5g-.
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FIGURA 18

Caracteristicas morfologicas
do sangue periférico e medula
6ssea na SMD:

A) dismorfia e anisocitose
eritrocitaria;

B) células pseudo-Pelger-Huet;
() deseritropoiese medular;

D) sideroblastos em anel;

E) pequenos megacaridcitos
displasicos;

F) megacariocitos de

tamanho médio com nucleos
hipolobulados.

(Adaptado de Tefferi A., 2009).
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A bidpsia 6ssea nem sempre é necessaria para estabelecer o diagnéstico de
SMD, particularmente se o doente é muito idoso e debilitado, e se as opcdes
terapéuticas sao limitadas. No entanto, esta amostra pode fornecer informacéao
valiosa para o diagnostico e prognoéstico, tais como a hipercelularidade, a
displasia, particularmente megacariocitica, as alteracbes na arquitectura
medular (por exemplo a presenca de precursores imaturos em localizacdo
anormal - ALIPs) e a invasao por blastos. Os ALIPs séo grupos de mieloblastos
e promieldcitos com localizacao intertrabecular anormal, devido a producao
autécrina do factor de crescimento do endotélio vascular. Para além destes
aspectos morfoldgicos, a bidpsia 6ssea permite a obtencdo de tecido para
outras analises, como a imunocitoquimica e procedimentos moleculares que
podem adicionar informacao. Possibilita, por outro lado, a exclusao de outras
doencas que podem mimetizar a SMD, em particular a leucemia de hairycells,
linfoma ou metastase.

A deteccdo de células CD34+ por citometria de fluxo no aspirado medular,
ou por imunocitoquimica em amostras de tecido ésseo é importante porque
parte dos blastos sdo CD34+.



Os parametros bioquimicos nao apresentam alteracbes, a excepcao da
lactato desidrogenase, que pode estar elevada devido a elevada taxa de
proliferacdo e/ou apoptose medular.

1.1.7. Diagnéstico e classificacao

Para o diagnostico da SMD é essencial o exame da medula 6éssea
(aspirado, biopsia, citogenética) e do sangue periférico, os quais revelam as
caracteristicas morfolégicas da doenca e excluem outras situacoes que cursam
com citopenias.

Nos ultimos 25 anos, foram propostos varios critérios de diagnostico
para SMD, sendo de salientar os sistemas de classificacdo FAB (1982) e da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (2001). Além disso tém sido utilizados
varios sistemas de score prognéstico, sendo o mais conhecido o IPSS.

Recentemente, o National Comprehensive Cancer Network (NCCN) reco-
mendou que a avaliacao inicial minima para doentes com suspeita clinica de
SMD deve incluir a histéria clinica e o exame objectivo, hemograma completo
com leucograma e contagem de reticulécitos, aspirado medular e bidpsia 6s-
sea com coloracao para o ferro, niveis de eritropoietina, estudo do metabolis-
mo do ferro e avaliacao das alteracdes citogenéticas.

O sangue periférico e a medula devem ser criteriosamente analisados,
apos realizacdo de esfregacos, para constatacao da displasia, da percentagem
de blastos, mondcitos e sideroblastos em anel. Os blastos podem incluir
mieloblastos, monoblastos e megacarioblastos. No entanto é de salientar
que a ma qualidade da amostra é por vezes um obstaculo a um diagnéstico
correcto.

Adeteccao de células CD34+ por citometria de fluxo ou porimunocitoquimica
pode fornecer informacao diagnostica e prognoéstica. Os estudos por citometria
de fluxo multiparamétrica podem também evidenciar maturacado anémala da
linhagem mieléide (Nimer S. D., 2008).

Para se considerar que uma linhagem celular é displasica é necessario que
pelo menos 10% das células apresentem displasia. Além disso, a presenca
de uma alteracao citogenética clonal em doentes com evidéncia clinica
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TABELA 4

Classificacao da
OMS das neoplasias
mielodisplasicas/
mieloproliferativas

e morfolégica de displasia reforca o diagndéstico de SMD. No entanto, as
alteracOes citogenéticas estdao presentes em cerca de 40 a 60% dos casos de
SMD, e em menor percentagem nos subtipos de baixo risco (Tefferi A., 2009).

Durante muitos anos, o sistema FAB foi a classificacdo utilizada para SMD.
De acordo com este sistema de classificacdo a SMD esta dividida em cinco
subtipos: AR, ARSA, AREB, anemia refractdria com excesso de blastos em
transformacao (AREB-t) e LMMC.

Em 2001, a OMS propds uma nova classificagdo, em que os subtipos se
correlacionam melhor com o prognoéstico, resposta ao tratamento e progressao
para leucemia do que os da classificacdo FAB. Os novos subtipos incluem a
anemia refractaria com displasia multilinear (ARDM), a separacdo da AREB em
duas categorias com base na percentagem de blastos, uma inferior a 10% e
outra superior ou igual a 10%, a sindrome 5g-, e a SMD nao classificada (com
e sem sideroblastos em anel). Esta classificacdo foi revista em 2008 pela OMS,
dando origem a novos subtipos como representado nas tabelas 4 e 5.

Patologia Sangue Periférico Medula Ossea
Leucemia mielomonocitica cronica | - Monocitose > 1x109 G/L - Displasia em 1 ou mais linhagem mieldide*
- Auséncia de gene de fusdo BCR-ABL 1 |- <20% blastos (mieloblastos, monoblastos
- < 20% blastos e promondcitos)
- Sem rearranjo PDGFRA ou PDGFRB
Leucemia mieléide cronica atipica | - Leucocitose. Neutrofilia. - Displasia dos neutrdfilos + displasia das
BCR-ABL 1 negativa - Displasia neutrofilica outras linhagens
- Precursores dos neutréfilos >10% - <20% blastos

- Blastos < 20%

- Auséncia de gene de fusdo BCR-ABL 1
- Sem rearranjo PDGFRA ou PDGFRB

- Basofilia minima

- Mondcitos < 10 %

Leucemia mielomonocitica juvenil | - Monocitose > 1x109 G/L - <20% blastos (mieloblastos, monoblastos
- < 20% blastos e promondcitos)
- Leucdcitos frequentemente > 10x109 G/L
Neoplasia - Caracteristicas mistas SMD/SMP - Caracteristicas mistas SMD/SMP
Mielodisplésica/Mieloproliferativa ndo| - Sem diagnastico prévio de SMD/SMP - <20% blastos
classificavel - Sem historia recente de factor de

crescimento ou citotoxico
- Auséncia de gene de fusdo BCR-ABL 1
- Sem rearranjo PDGFRA ou PDGFRB

Anemia** refractaria com - Trombocitose persistente >450x10% G/L |- Caracteristicas morfologicas de ARSA

sideroblastos em anel e trombocitose| - Anemia - >15% dos precursores eritréides s&o

marcada (ARSA-T) (entidade - BCR-ABL 1 negativa sideroblastos em anel

provisria) - Excluséo de casos com t(3;3)(q21;926), |- Megacaridcitos anormais semelhantes aos
inv(3)(q21g26) e del(5q) isolaﬁa observados nos SMP BCR-ABL 1 negativo

* LMMC pode ser diagnosticada mesmo se a displasia é minima ou ausente se os outros requisitos sao preeenchidos (Adaptado de Swerdlow S. H., 2008)

e existir uma alteracao citogenética ou molecular clonal adquirida nas células hematopoiéticas, ou monocitose
persistente durante 3 meses, com exclusdo das outras causas de monocitose.

** Na classificacao WHO de 2008 o cut-off das plaquetas é 450x10° G/L em vez de 600x10° G/L (classificacdo WHO
2002) para o diagndstico de trombocitémia essencial. Cerca de 50% das ARSA-T apresentam a mutacao JAK2, mas
esta nao é um critério de diagndstico
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TABELA 5

Medula Ossea

Citopenias Refractrias com displasia
unilinear:

- anemia refractéria

- neutropenia refractaria

- trombocitopenia refractaria

- Uni ou bicitopenia
- Blastos raros ou ausentes (<1%)

- Displasia unilinear; >10% de células

displasicas da linhagem afectada

- <5% blastos
- <15% dos precursores eritréides séo

sideroblastos em anel

Anemia refractaria com sideroblastos
em anel

- Anemia
- Auséncia de blastos

- Somente displasia eritréide
- >15% dos precursores eritroides sao

sideroblastos em anel

- <5% blastos

Citopenia refractaria com displasia
multilinear

Citopenia(s)

Blastos raros ou ausentes (<1%)
Auséncia de bastonetes de Auer
Mondcitos <1x109 G/L

- Displasia em =10% das células de 2 ou

mais linhagens mieldides

- <5% blastos
- Auséncia de bastonetes de Auer
- + 15% sideroblastos em anel

Anemia refractaria com excesso de
blasto -1

Citopenia(s)

<5% blastos

Auséncia de bastonetes de Auer
Monacitos <1x109 G/L

- Displasia uni ou multilinear
- 5-9% blastos
- Auséncia de bastonetes de Auer

Anemia refractaria com excesso de
blastos- 2

Citopenia(s)

5-19% blastos
Bastonetes de Auer +
Monacitos <1x109 G/L

- Displasia uni ou multilinear
- 10-19% blastos
- Bastonetes de Auer +

SMD néo classificavel

- Citopenia(s)
<1% blastos

- Displasia inequivoca em <10% das células

de uma ou mais linhagens mieldides

- <5% blastos

SMD com del(5q) isolada

Anemia

Plaquetas normais ou aumentadas
Bastonetes de Auer +

Blastos raros ou ausentes (<1%)

- Megacariécitos normais ou aumentados

com ndcleos hipolobados

- <5% blastos
- del (5g) isolada
- Auséncia de bastonetes de Auer

(Adaptado de Swerdlow S. H., 2008)

Como mencionado, o IPSS é um sistema de avaliacdo do prognéstico dos

doentes com SMD classificados segundo os critérios da OMS. Baseia-se na
percentagem de blastos na medula, no padrao citogenético e no niumero de
citopenias sendo Util para avaliacao da sobrevivéncia e do risco de evolucao
para leucemia aguda, facilitando, deste modo, a decisao clinica (Tabela 6).

Classificacao da OMS das
SMD

TABELA 6

0 0,5 1,0 1.5 2,0
% blastos medula <5 5-10 11-20 21-30
Cariotipo Bom Intermédio Mau - -
Citopenias 0/1 2/3 ° =

- ndo aplicavel; Bom — normal, -y, del(5q), del(20q); mau — complexo (= 3 anomalias) ou anomalias do cromossoma 7;
intermédio — qualquer outra anomalia.

(Adaptado de Nimer S. D., 2008)

1.1.8. Tratamento

Na tabela 7 estdo inumeradas as varias opcdes terapéuticas actualmente
disponiveis para a SMD, de acordo com a idade, performance status e
comorbilidades do doente, para além do subtipo de SMD e IPSS associado.

Sistema de Score
prognéstico Internacional
(IPSS) para SMD
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TABELA 7

Tratamento de doentes
com SMD

“Best supportive care”: transfusdes, antibiéticos

Factores de crescimento hematopoiético: eritropoietina, darbopoietina, G-CSF

Terapéutica transcripcional modificadora:
- Agentes hipometilantes: 5-azacitidina*, decitabina*
- Inibidores das deacetilases das histonas**

Agentes imunomoduladores: lenalidomida*, ATG, CsA, talidomida

Quimioterapia de baixa dose (citarabina em baixa dose)

Quimioterapia intensiva (LMA-like) (7 dias de citarabina + 3 dias de antraciclina)

Transplante alogénico de medula ou de PBPC

* aprovado pela FDA-Food and Drug Administration para o tratamento de SMD. (Adaptado de Nimer S. D., 2008)
** disponivel somente em ensaios clinicos.

G-CSF — factor estimulador de colénias de granuldcitos; CsA — Ciclosporina A; PBPC — células hematopoiéticas

pluripotenciais periféricas.

Sendo a maioria dos doentes idosos, o tratamento de suporte é o tratamento
de escolha para muitos doentes. O objectivo é manter a qualidade de vida
do doente. Frequentemente, sao necessdrias transfusées de concentrados
eritrocitarios para a anemia sintomatica, promovendo sobrecarga de ferro,
e administracao de antibidticos para infeccoes bacterianas. Os doentes com
necessidade de transfusdes frequentes devem iniciar quelantes do ferro apds
20 unidades de concentrados eritrocitarios ou quando os niveis de ferritina sao
superiores a 1000 ng/ml. Tradicionalmente tem sido utilizada a desferroxiamina
por via subcutanea ou endovenosa. Recentemente, foi aprovado o deferasirox
para sobrecarga de ferro associada a transfusoes, na dose de 20 mg/Kg/d por
via oral, sendo necessaria a monitorizacao da funcao hepatica e renal.

As transfusdes de plaquetas estao reservadas para doentes com hemorragias
activas ou graves e/ou com trombocitopenia grave.

Os factores de crescimento sdo benéficos em determinados doentes com
SMD. A administracao de eritropoietina corrige a anemia em cerca de 20 a
40% dos doentes, sobretudo aqueles que sao transfusdo-independentes e
com eritropoietina inferior a 200 U/L. O uso de factor estimulador de colénias
de granulécitos (G-CSF) por via subcutanea associado a eritropoietina pode
aumentar as hipoteses de resposta eritroide (Sekeres M. A., 2009).

Recentemente, foi aprovada pela FDA para o tratamento da SMD a
azacitidina. E um farmaco hipometilante que pode reactivar genes supressores
tumorais ou reguladores do ciclo celular que se encontram inactivos no clone
SMD por metilacao de regides reguladoras dos genes. Além disso, a azacitidina
também apresenta actividade citotéxica. Num estudo controlado randomizado
este farmaco foi utilizado na dose de 75 mg/m?/d, SC, durante 7 dias cada
28 dias, e comparado com o tratamento de suporte em doentes com anemia
dependente de transfusdes e citopenias periféricas graves. Em 60% dos doentes



tratados com azacitidina verificou-se melhoria clinica (reducao de 50% das
necessidades transfusionais), enquanto esta apenas se observou em 5% dos
doentes que receberam terapéutica de suporte apos 4 meses. Além disso, 7%
dos doentes tratados com azacitidina atingiram resposta completa e o risco de
transformacao leucémica ou morte reduziu significativamente.

A decitabina, outro agente hipometilante, é administrada na dose de
15 mg/m?%d, ev, durante 3 dias, a cada 6 semanas. Induz 20% de respostas em
doentes com SMD, mas pode causar mielossupressao grave e tardia. Por esse
motivo, 0 seu uso esta a ser avaliado em estadios avancados de SMD (Sekeres
M. A., 2009).

Outro farmaco aprovado para tratamento da SMD é a talidomida, um
imunomodulador e anti-angiogénico. Este farmaco suprime a producao de
citocinas pro-apoptéticas e melhora a anemia em cerca de 20% dos doentes.
No entanto, é pouco tolerada pelos idosos porque causa fadiga, sedacao,
obstipacao, retencao hidrica, tonturas e neuropatia periférica (Oh S.T., 2008).

A lenalidomida é um composto semelhante a talidomida, mas sem
neurotoxicidade. Foi aprovada pela FDA para o tratamento de doentes com SMD
com aalteracao citogenética 5g-. Um estudo de fase Il utilizando lenalidomida na
dose 10 mg/d, durante 21 ou 28 dias, em doentes dependentes de transfusao,
baixo risco ou intermédio com 5g-, mostrou que 67% dos doentes ficaram
independentes de transfusdes e que 74% dos doentes evidenciaram respostas
citogenéticas (44% de resposta completas). Estes resultados mantiveram-se
estaveis com a administracao créonica do farmaco (Ortega J., 2007).

Outra abordagem terapéutica, utilizada também na anemia aplastica, é a
globulina antitimécito, que induz resposta em cerca de um terco dos doentes
com o subtipo AR, traduzida sobretudo por independéncia transfusional.

Por ultimo, os esquemas de quimioterapia utilizados na LMA, permitem
atingir remissdes completas em 40 a 60% de doentes SMD seleccionados; nos
idosos o risco de mortalidade relacionada com o tratamento é superior e as
remissdes sao curtas. Por outro lado, os doentes com risco elevado de transfor-
macao leucémica devem ser considerados para transplante alogénico, uma vez
que a quimioterapia nao é curativa na SMD. Embora o transplante alogénico
seja a Unica terapéutica curativa, a maior parte dos doentes ndo sao elegi-
veis para este procedimento devido a idade avancada. A taxa de recidiva apos
transplante é mais elevada na AREB e AREB-t (50-70%) do que na AR e ARSA
(<5%). Assim, o transplante com condicionamento ndo mieloablativo pode ser
uma potencial abordagem terapéutica destes doentes (Sekeres M. A., 2009).
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Em Portugal, no ambito do Grupo Portugués de Mielodisplasia as
recomendacdes para tratamento sao as apresentadas na figura 19.

- + outr. o
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1.1.9. Prognéstico e Evolucao
As variaveis mais importantes associadas com a sobrevivéncia e o risco de
evolucao para LMA sdo a percentagem de blastos e as alteracoes citogenéticas.
O numero de citopenias periféricas é de importancia prognéstica secundaria.
O IPSS permite uma estimativa do curso clinico utilizando estes parametros
(Tabela 8).
TABELA 8
IPSS e relagdo com Grupo de risco Score total S°b’e"i("aén“:si;“ L W e ngggséo B

sobrevivéncia e tempo

~ Baixo 0 57 9,4

ara progressao para - 2
P prog IF_)MA Intermédio-1 05-1,0 3,5 3,3
Intermédio-2 1,5-2,0 1,2 11
Alto >25 0,4 0,2

(Adaptado de Nimer S. D., 2008)



Em muitos doentes, a doenca mantém-se por varios anos sem progressao
da anemia ou dos sintomas. Uma pequena proporcao de doentes desenvolve
insuficiéncia medular progressiva, citopenias graves, e morbilidade devido a in-
feccoes e hemorragias. A sobrecarga de ferro é comum, e alguns doentes po-
dem desenvolver hemossiderose. A frequéncia do HLA-A3 é significativamente
mais elevada nos doentes que desenvolvem sobrecarga de ferro, do que na po-
pulacdo em geral. No entanto, a frequéncia é comparavel a encontrada na he-
mocromatose hereditaria, sugerindo que a combinacao de uma predisposicao
genética com anemia sideroblastica facilita a expressao da sobrecarga de ferro
nestes doentes. Pode ocorrer melhoria da anemia e dos efeitos adversos de so-
brecarga de ferro nos tecidos, ap6s terapéutica quelante (Badawi M. A., 2010).

1.2. Nutricao, epigenética e Sindrome Mielodisplasica

Aproximadamente 20% das neoplasias a nivel mundial e 30% nos paises
ocidentais podem ser atribuidas a factores dietéticos. Por outro lado, determi-
nados grupos da populacao estdo em risco de caréncia vitaminica, por défice
de ingestao, alteracdes no metabolismo e perdas, ou diminuicao da sua sintese.

A influéncia das vitaminas no risco de desenvolver cancro tem sido extensa-
mente investigada e os resultados evidenciam a eficacia destas na prevencao
de alguns cancros.

De facto, factores dietéticos influenciam a suplementacao em grupos metil
envolvidos no metabolismo de um carbono, logo nos processos de metilacao
(Figura 20). Estes nutrientes incluem o folato, a vitamina B12, a vitamina B6, a
metionina e a colina (Norman H. A., 2004).

Nutricdo/Metabolismo Genoma

ATP/ADP®
NADP/NADPH®
Folato

Vitamina Bg .
Vitamina By, Sintese ADN

Riboflavina Metabolismo - Desoxirribonucledtidos
Zinco do Carbono
Ferro
Aminoécidos
Hidratos de carbono

Estrutura da cromatina
- Metilacdo do ADN
- Metilagdo das histonas
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FIGURA 20

Relacdo entre a nutricdo e
0 genoma.

A figura representa a influéncia do
metabolismo envolvendo um atomo
de carbono, na relacdo entre a
nutricdo/metabolismo e a sintese do
ADN e a estrutura da cromatina.

(Adaptado de Stover P. J., 2008).
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FIGURA 21

Ciclo do folato.

THF - Tetrahidrofolato;

DHF - Dihidrofolato;

MTHFR - Metilenotetrahidrofolatoreductase;
SAM - S-adenosilmetionina;

SAH - S-adenosilhomocisteina;

FAD - Flavina adenina dinucleotideo;

dUMP - Uridina-monofosfato;

dTMP - Timidina-monofosfato.

(Adaptado de Vogel S., 2008).

Neste contexto, o folato, uma vitamina hidrossollvel presente numa
variedade de frutas e vegetais, tem sido foco de grande interesse devido a
associacao inversa entre este e o risco de diversas neoplasias (em particular,
0 cancro colorectal) e a sua potencial capacidade de modelar a metilacao do
ADN (Engeland M., 2003).

Assim, o folato adquire um interesse peculiar como agente quimiopreventivo
devido ao seu papel na sintese, reparacao e metilacao do ADN. E um co-factor
essencial na remetilacao da homocisteina a metionina, assegurando o aporte
de S-adenosilmetionina, o principal dador do grupo metil na maioria das
metilacdes bioldgicas, incluindo a do ADN (Figura 21) (Vogel S., 2008).

/ Metionina /THF
SAM \ \

Metionina 5,10 - E
CH Sintetase THE
B Vitamina B,
MTHFR
SAH FAD
Metilagdo do \
ADN + proteinas Homocisteina 5-metil THF
1 dump dTMP
Cisteina
Sintese e
reparacao do ADN

Deste modo, a deficiéncia de folato podera aumentar o risco de algumas
neoplasias. Por outro lado, a aberrante metilacdo do ADN foi considerada o me-
canismo iniciador pelo qual o défice desta vitamina promove a carcinogénese.
Apesar de dietas com caréncia em dadores de grupo metil como a colina, folato,
metionina e vitamina B12, terem revelado sistematicamente induzir hipometila-
cao do ADN (Teodoridis J. M., 2008), o efeito de um défice isolado de folato na
metilacdo do ADN permanece controverso e inconclusivo (Stempak J. M., 2005).

Estudos efectuados em modelos animais, humanos e in vitro sugerem que
os efeitos da deficiéncia e suplementacdo de folato na metilacdo do ADN
sdo altamente complexos, sendo gene e localizacdo especificos. Além disso,
dependem do tipo celular, do érgdo-alvo, do estado de transformacédo, do
grau e duracdo da depleccao de folato (Schernhammer E., 2007).



Assim, trabalhos de investigacdo envolvendo o folato e a vitamina B12 em
neoplasias mostraram que elevadas concentracoes de B12 podem estar asso-
ciadas ao risco aumentado para tumor da prostata em estadio avancado (Jo-
hansson M., 2008); outros evidenciaram uma relacdo inversa entre o folato, a
piridoxal fosfato (PLP) e B12 e o risco de desenvolver tumor pancreatico (Scher-
nhammer E., 2007). Além disso, seqgundo alguns autores, o folato e a ingestao
de alcool podem estar associados a alteracdes de hipermetilacdo da regiao
promotora de genes no cancro colorectal esporadico (Engeland M., 2003).

Como referido, os grupos metilo necessarios para as reaccoes de metilacado
podem derivar de produtos da dieta. Uma via chave nestas reaccdes é o
metabolismo da metionina. A metionina, a colina, o folato e a vitamina B12
sdo um grupo de nutrientes que fornecem ou regeneram os grupos metilo
labeis, podendo influenciar a metilagdo do ADN. Permanece, no entanto,
controversa a relacao entre a ingestao/status do folato e a metilacdo do ADN.
Os polimorfismos funcionais em genes chave também podem influenciar a
metilacdo do ADN, nomeadamente, os relacionados com a enzima MTHFR.
Sdo conhecidos dois polimorfismos no gene da MTHFR, C677T e A1298C.
Enquanto alguns estudos relacionam o polimorfismo C677T com a reducao da
metilacao de dinucledtido CpG do ADN em linfoécitos humanos em condicoes
de défice de folato, pouco se sabe sobre a influéncia do polimorfismo isolado
A1298C e a alteracdo da metilacdo do ADN.

Os polimorfismos em genes que codificam varias enzimas tém sido associados
a neoplasias. Por exemplo, o genétipo 677TT do gene da MTHFR tem sido
associado a aumento de risco para LLA (Tong N., 2010) e o gendtipo 66AG
no gene da 5-metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferase (MTRR)
associado a aumento do risco para SMD (Kim H. N., 2009). Os individuos
com os gendtipos da MTHFR 677TT, 1298AC e 1298CC apresentam risco
diminuido para LLA, mas ndo para LMA (Skibola C. F, 1999). Além disso,
as concentracdes dos intermediarios do folato em tumores colorectais estdo
directamente relacionadas com a presenca de hipermetilacdo frequente do
ADN e inversamente relacionadas com a presenca do polimorfismo C677T da
MTHFR (Kawakami K., 2003). Deste modo, elevadas concentracoes de folato
e B12 séricas estao associadas a risco de metilacdo de regides promotoras de
genes. No entanto, esta relacao é modificada pelos genétipos do polimorfismo
C677T da MTHFR (Mokarram P., 2008).

Apesar dos progressos, a SMD permanece mal caracterizada e novas
estratégias tem vindo a ser desenvolvidas na abordagem da patogénese,
diagndstico, prognostico e tratamento.
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Objectivos

Os objectivos deste trabalho consistem em identificar mecanismos
moleculares envolvidos na SMD, nomeadamente o envolvimento da
modulacdo epigenética e o papel da nutricdo, em particular o status do folato
e vitamina B12, correlacionando-os com a clinica, incluindo a evolucao para
LMA, sobrevivéncia e grupos de risco prognostico. Neste sentido, no presente
trabalho pretende-se:

— Avaliar o perfil de metilacdo de genes envolvidos na SMD e a sua relacdo
com o metabolismo do folato e vitamina B12;

— Analisar se a metilacao dos genesp75e p16 e os polimorfismos da MTHFR
podem constituir novos marcadores moleculares para a classificacdo da
SMD;

— Identificar novos grupos de risco prognostico que constituam também
novos alvos terapéuticos;

— Analisar a eficacia de alvos terapéuticos moleculares, especialmente de
agentes hipometilantes do ADN e/ou HDACI, identificando a associacdo
com melhor eficacia terapéutica e menor dose de modo a melhorar a
sobrevivéncia e qualidade de vida dos doentes com SMD.
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Materiais e Métodos

Para atingir os objectivos propostos os estudos foram efectuados em doentes
com SMD, controlos nao neopldsicos e numa linha celular de mielodisplasia
humana.

3.1. Reagentes

Para a realizacao dos estudos em doentes com SMD e em controlos saudaveis
utilizou-se: kit de extraccao de ADN /llustra™ Blood genomicPrep Mini Spin e
marcador de pesos moleculares de 100 pares de bases (GE Healthcare); tampao
Tris Acetato EDTA (TAE), agarose e brometo de etideo (BioRad); HotStart Taq
polymerase (Quiagen); enzima de restricdo Hinf | e Mbo II (New England
BiolLabs); AIA-PAK B12 e AIA-PAK Folate (TOSOH Bioscience).

Para os estudos realizados na linha celular de mielodisplasia humana
utilizou-se: uma linha celular de SMD, as células F36P (European Collection
of Cell Cultures); meio de cultura RPMI 1640, interleucina-3 recombinante,
penicilina, streptomicina e soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen); Tricostatina
A, Decitabina, azul de tripano a 0,4%, resazurina, dimetilsulféxido, metanol,
glicerol, meio salino de fosfato, soluto de May-Grinwald e soluto de Giemsa
(Sigma-Aldrich); kit de deteccdo de apoptose (Immunotech).
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3.2. Estudos realizados em doentes
com Sindrome Mielodisplasica e controlos

3.2.1. Seleccao e caracterizacdo de doentes

Neste estudo participaram 34 individuos, dos quais 26 doentes com SMD e
8 controlos nao neoplasicos com Purpura Trombocitopénica Imune (PTI). Para
os estudos dos polimorfismos da MTHFR foram ainda utilizadas 289 amostras
de individuos saudaveis.

A seleccéo e a caracterizacdo dos doentes com e sem SMD foi efectuada no
Servico de Hematologia Clinica dos Hospitais da Universidade de Coimbra e na
consulta de Oncologia do Servico de Medicina do Hospital Distrital da Figueira
da Foz, EPE.

Os doentes incluidos neste estudo preenchem os seguintes critérios:

— Idade superior a 14 anos;

— Caracteristicas morfolégicas para diagnostico de SMD pela classificacao
FAB e OMS, em sangue periférico e aspirado medular;

— Estudo cromossémico por citogenética convencional e FISH;

— Classificacdo em grupos de progndstico de acordo com os critérios IPSS,
de acordo com a tabela 6;

— Consentimento informado do doente.

Dessalientar que ao diagnostico foi realizado um aspirado medular para carac-
terizacdo morfoldgica por microscopia 6ptica, avaliacao do caridtipo por citoge-
nética convencional e caracterizacao imunofenotipica por citometria de fluxo.

Para a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas dos doentes com SMD
os esfregacos de sangue periférico e medula foram corados com os meios
Wrigh-Giemsa ou May-Griinwald-Giemsa e posteriormente analisados por
microscopia 6ptica. Os aspectos considerados foram: a presenca de displasia e
a percentagem de blastos, de mondcitos (apds a coloracao por esterase nao-
especifica) e de sideroblastos em anel.

A citogenética convencional permitiu pesquisar as anomalias cromossoémicas
mais frequentes (delecdes, inversdes, translocacoes, trissomias e monossomias).
Para a andlise citogenética as amostras obtidas de medula foram processadas
por G-banding com coloracao tripsina-Giemsa. As metafases foram examina-



das num microscépio optico ZEISS (AXIOPLAN 2 e AXIOSKOP 2 plus) e a analise
cromossémica foi realizada segundo as recomendacdes da classificacdo do In-
ternational Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature, 1995.

De acordo com a classificacao OMS 2001 a populacao de doentes SMD esta
distribuida por 5 subtipos: 5 doentes com anemia refractaria (AR); 9 doentes
com citopenia refractaria com displasia multilinear (CRDM); 3 doentes com
anemia refractaria com excesso de blastos 1 (AREB-1); 5 doentes com anemia
refractaria com excesso de blastos 2 (AREB-2); 1 doente com sindrome 5 g- e
3 doentes com leucemia mielomonocitica cronica (LMMCQ).

Além da classificacao da OMS, os doentes foram distribuidos em 3 categorias
de risco de acordo com o IPSS: baixo (7 doentes); intermédio-1 (13 doentes)
e intermédio-2 (6 doentes). Para a determinacdo deste score de progndstico
foram utilizados os factores de prognéstico descritos na literatura (Greenberg P,
1998), isto é, a percentagem de blastos na medula, as alteracdes citogenéticas
e 0 numero de citopenias.

Os controlos ndo neoplasicos foram seleccionados com base nos critérios de
diagndstico de PTI (Rodeghiero F,, 2009). Os controlos saudaveis sem patologia
conhecida foram seleccionados no Centro Regional de Sangue de Coimbra,
apos exame fisico e testes laboratoriais (hematoldgicos e bioquimicos) de rotina.

3.2.2. Doseamento do acido folico e da vitamina B12

O doseamento do acido folico e da vitamina B12 foi efectuado em sangue
colhido por puncao venosa (5 mL em tubo com gel para separacao do soro)
recorrendo a ensaios imunoenzimaticos competitivos por quimioluminescéncia
utilizando kits comerciais, respectivamente, AIA-PACK Folate e AIA-PACK B12
(TOSOH Bioscience).

Neste ensaio, o folato sérico e folato enzimaticamente marcado competem
pela ligacdo a um numero limitado de proteinas de ligacdo marcadas com
fluoresceina isotiocianato (FITC). Estas proteinas foram posteriormente ligadas
a anticorpos anti-FITC imobilizados em esferas magnéticas. Seguidamente,
estas esferas foram lavadas, de modo a remover o folato livre, e incubadas com
um substrato fluorogénico, o 4-metilumbeliferil-fosfato. Procedeu-se a leitura
num analizador automatico de imunoensaio enziméatico (TOSOH AIA-2000).
Finalmente, estabeleceu-se uma curva padrao utilizando amostras de folato
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de concentracao conhecida e calculou-se a concentracao de folato sérico da
amostra através desta curva, uma vez que a quantidade de folato sérico é
inversamente proporcional a quantidade de folato marcado com as esferas
magnéticas (de acordo com as instrucdes do fabricante).

Para o doseamento da vitamina B12 sérica utilizou-se um procedimento
idéntico ao referido para o folato.

3.2.3. Andlise genotipica das variantes polimoérficas da enzima
metiltetrahidrofolatoredutase

Para os estudos dos polimorfismos da MTHFR foram colhidos 3 mL de san-
gue por puncao venosa, em tubos contendo EDTA, a doentes com SMD e a
controlos nao-neoplasicos e saudaveis. Nestas amostras foram detectados os
polimorfismos MTHFR, C677T e A1298C, segundo a metodologia desenvolvida
por Frosst P. (1995) e Weisberg |. (1998). Esta técnica baseia-se na alteracao das
bases azotadas nos locais de reconhecimento das endonucleases de restricao
Hinfl e Mboll, respectivamente. Deste modo, a substituicdo pontual de nucleo-
tidos nestes locais conduz ao aparecimento ou perda de locais de restricdo. Pos-
teriormente, os produtos de digestao podem ser visualizados por electroforese.

Assim, 100 ng de ADN gendmico, obtido de acordo com o referido em
3.4.1., foi amplificado utilizando um primer directo e um primer inverso
(5'-GAAGCAGGGAGCTTTGAGG-3' e 5'-ACGATGGGGCAAGTGATG-3' para
o polimorfismo C677T e 5'-AGAGCAAGTCCCCCAAGGA-3" e 5'-CTTTGTACC
ATTCCGGTTTG-3’ para o polimorfismo A1298C) na concentracdo de 20 uM,
dNT’s (desoxinucleotidos trifosfatados de adenina, guanina, citosina e timina)
a 100 pM, cloreto de magnésio a 1.5 mM e 2 U de HotStart Taq polymerase
(Quiagen). A PCR iniciou-se por uma fase de desnaturacao inicial a temperatura
de 94°C durante 10 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacao (95°C
durante 30 segundos), emparelhamento (56°C e 55°C durante 30 segundos,
respectivamente para o polimorfismo C667T e A1298C) e extensao (72°C
durante 30 segundos), e um periodo de extensdo final a 72°C durante
5 minutos, utilizando o termociclador My Cycler (BioRad).

Apods amplificacao dos fragmentos de ADN gendmico contendo os locais
polimérficos C667T e A1298C do gene da MTHFR procedeu-se a digestao
enzimatica overnight dos fragmentos obtidos, respectivamente, com a
endonuclease de restricao Hinfl e Mboll (New England BiolLabs). Os produtos



digeridos foram posteriormente visualizados em gel de agarose a 2%, em
simultaneo com um marcador de pesos moleculares de 100 pb (GE HealthCare),
por coloracdo com brometo de etideo, fotografados e identificados.
As amostras de ADN genémico dos doentes com SMD e dos controlos saudaveis
foram amplificadas simultaneamente com uma amostra controlo sem ADN de
modo a despistar possiveis contaminacdes na mistura de amplificacao.

A identificacdo dos gendtipos foi efectuada atendendo ao padrao de ban-
das de restricao observado. Assim, e uma vez que a substituicao de citosina por
timina (C—T) no nucleétido 677 do gene da MTHFR introduz um local de res-
tricdo para a enzima Hinfl, é possivel observar-se véarias bandas. Para o genoti-
po CC — uma banda com 152 pares de bases (pb); para o gendétipo CT — duas
bandas, uma com 152 pb e outra com 98 pb; e para o gendtipo TT — uma ban-
da com 98 pb. Por outro lado, a substituicao de adenina por citosina (A—C) no
nucledtido 1298 do gene da MTHFR elimina o local de restricao para a enzima
Mboll observando-se as seguintes bandas: para o genétipo CC — uma banda
com 95 pares de bases (pb); para o gendétipo AC — duas bandas, uma com 95
pb e outra com 67 pb; e para o genotipo AA — uma banda com 67 pb.

3.3.Estudosrealizados nalinha celular de Mielodisplasia
humana

3.3.1. Cultura da linha celular de Mielodisplasia humana

Neste estudo foi utilizada uma linha celular de Mielodisplasia humana, as
células F36P, obtidas na European Collection of Cell Cultures (ECACC). Esta
linha celular foi estabelecida a partir de células isoladas do liquido pleural
de um doente do sexo masculino com 65 anos de idade com diagnéstico de
AREB-t (Chiba P, 1991).

As células F36P sdo dependentes de citocinas para proliferarem, pelo que se
adicionou ao meio de cultura o GM-CSF ou a IL-3. Assim, as células F36P foram
mantidas em cultura em meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI
1640) (Sigma) a pH 7.4, contendo 2 mM de L-glutamina, 20 mM de HEPES-Na,
1.5 g/L de NaHCO_, 10 ng/mL de IL-3 recombinante, 100 U/mL de penicilina
(Gibco), 100 pg/mL estreptomicina (Gibco) e enriquecido com soro fetal bovino
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(Gibco) a 10%. As células foram, propagadas e mantidas em cultura no meio
apropriado a temperatura de 37°C numa atmosfera humedecida contendo 5%
de CO,, iniciando-se a cultura a uma densidade de 0.5 a 0.75 milhoes de
células por mL.

3.3.2. Incubacdo da linha celular de Mielodisplasia humana
com decitabina e tricostatina A

As células de mielodisplasia humana, F36P, foram mantidas em cultura nas
condicoes referidas na seccdo 3.3.1., na auséncia e na presenca de decitabina
(DAC) e de tricostatina A (TSA), numa gama de concentracdes entre 1-100 uM
e 1-100 nM, respectivamente, durante um periodo de 96 horas, a 37°C em
atmosfera humedecida contendo 5% de CO,.

As células foram mantidas em frascos ou em placas de cultura, dependendo
da quantidade de células necessarias aos estudos subsequentes, e numa
densidade celular inicial de 0.5 ou 0.75 milhoes de células/mL (108 cel/mL).
Prepararam-se solucdes concentradas destes compostos de modo a incubar as
células F36P com pequenos volumes de farmacos.

3.3.3. Analise da densidade e proliferacao celular

Os estudos de proliferacdo celular permitem avaliar os efeitos exercidos pela
DAC e pela TSA no crescimento/morte celular das células de mielodisplasia
humana. Para avaliar estes parametros celulares recorreu-se ao ensaio
metabdlico com resazurina.

O ensaio metabdlico com resazurina envolve a adicdo de um indicador
redox fluorogénico a cultura celular. Quando a resazurina é adicionada a
cultura celular entra no citosol e é reduzida a resorufina por accdo das enzimas
mitocondriais. Esta reaccdo redox é acompanhada de alteracdo de cor,
passando de azul indigo ndo fluorescente para rosa fluorescente (Figura 22).
Esta alteracdo de cor pode ser facilmente medida por espectrofotometria ou
por espectrofluorimetria (Al-Nasiry S., 2007; O'Brien J., 2000). Como cada
linha celular apresenta propriedades metabdlicas Unicas e como a reducao da



resazurina é um processo enzimatico, aslinhas celulares devem ser caracterizadas
individualmente de modo a determinar os parametros experimentais 6ptimos.
Estes incluem o tempo de incubacao, a diluicdo da resazurina e a densidade
celular. Assim, podemos determinar a gama de densidades celulares em que se
observa uma relacao linear entre a absorvancia ou a fluorescéncia e a densidade
celular (Nakayama M., 1997).

Célula viavel

Reaccdes
de reducéo

Na+ -0 0 0 Na*+ -0 0
N
0
Resazurina Resorufina

(emite fluorescéncia a 590nm)

Neste sentido, as células F36P foram pré-incubadas a 37°C, em atmosfera
apropriada, numa densidade celular entre 2,5 x 10 e 2,5 x 10° células/mL, em
diluicoes seriadas de 1/1.000 durante 1 hora, apds a qual foi adicionado um
volume de resazurina a 0,1 mgr/mL correspondente a 5 e 10% do volume de
células em estudo. O mesmo procedimento foi sequido para meio de cultura
sem células (branco). Nas células incubadas a 37°C em atmosfera apropriada
mediu-se em triplicado a absorvancia nos comprimentos de onda de 570 nm
e 600 nm as Oh, e apds 2h, 4h, 6h, 8h e 24h de incubacdo. Observamos uma
relacdo linear (r=0,991) entre a densidade celular e a reducdo da resazurina
quando as células foram incubadas com 10% de resazurina durante 6h.
Na optimizacdo das condicdes experimentais foram efectuados 3 ensaios
independentes (resultados omitidos).

Seguidamente fomos avaliar o efeito antiproliferativo/citotoxico da DAC e da
TSAnascélulas F36P utilizando o mesmo teste metabdlicocom resazurina. Assim,
as células F36P foram incubadas na auséncia e presenca destes compostos, nas
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FIGURA 22

Estrutura quimica da
resazurina e da resorufina.

A resazurina (composto azul indigo
nao fluorescente) é reduzida

a resorufina (composto rosa
fluorescente) com emissao de
fluorescéncia (por aceitacdo de
electres provenientes do NADPH,
flavin adenine dinucleotide - FADH,
FMNH, nicotinamida adenina
dinucleotideo - NADH e dos
citocromos), numa reaccdo catalisada
por enzimas mitocondriais.

(Adaptado de O'Brien J., 2000).
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condicdes referidas anteriormente, numa densidade celular inicial de 0.5 x 10°
células/mL durante 96h. Apés cada periodo de 24h de incubacao adicionou-
-se as células um volume de resazurina correspondente a 10% do volume de
células em estudo. A leitura da absorvancia nos comprimentos de onda de 570
nm e 600 nm foi efectuada num espectrofotémetro leitor de placas (Synergy™
HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments). Os resultados de cada
ensaio representam a média das 3 leituras efectuadas, tendo-se realizado 5
ensaios independentes.

O efeito antiproliferativo/citotéxico foi calculada pela formula:

[( As70 — A6oo ) amostra | — [( As70 — Aeoo)) branco | 100
X

[( As70 — A600 ) controlo | — [( As7o — Aeoo) branco |

onde A570 corresponde a absorvancia no comprimento de onda de 570 nm e
AB600 corresponde a absorvancia no comprimento de onda de 600 nm.

3.3.4. Analise da morte celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar e quantificar células
ou outras particulas biolégicas baseada na dispersao de luz, frontal (forward
scatter - FSC) e lateral (side scatter - SSC), emitida por uma fonte de luz (laser
de &rgon), e pela fluorescéncia emitida por fluorocromos ligados a anticorpos
monoclonais ou outros compostos (Bernas T., 2006).

A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo através da dupla
marcacao com anexina V (ligada ao fluorocromo isiotiocianato de fluoresceina
— anexina V-FITC) em combinacao com o iodeto de propideo (IP). Esta técnica
permite distinguir as células viaveis das células mortas, e dentro destas qual
0 mecanismo que desencadeou a morte celular, ou seja, se esta ocorreu por
apoptose ou por necrose.

Uma das caracteristicas das células em apoptose é a alteracao da distribuicao
dos fosfolipidos da bicamada lipidica que constitui a membrana celular. Assim,



quando se inicia a morte celular por apoptose ocorre translocacdao da
fosfatidilserina, um fosfolipido de carga negativa, do folheto interno para
o folheto externo da membrana celular. A anexina V é uma molécula com
elevada afinidade por fosfolipidos de carga negativa, como a fosfatidilserina,
ligando-se a este fosfolipido na presenca de calcio (Ca%*). Quando conjugada
com um fluorocromo a anexina V permite determinar a localizacao da
fosfatidilserina na membrana celular e identificar as células em apoptose
inicial (Sgonc R., 1998). Por outro lado, as células em necrose perdem
integridade da membrana celular, permitindo a entrada do IP para o interior
da célula. O IP € um composto que se intercala na dupla cadeia de ADN
emitindo fluorescéncia. No entanto, a perda de integridade membranar,
ou seja, a ruptura da membrana celular, ocorre também nas fases mais
avancadas da apoptose permitindo a entrada do IP.

Quando as células sdo expostas simultaneamente a anexina V e ao IP é
possivel discriminar as células viaveis (nao marcadas com anexina V e IP), as
células em apoptose inicial (marcadas com anexina V), as células em apoptose
tardia/necrose (marcadas simultaneamente com anexina V e IP) e as células
em necrose (marcadas com IP) (Aubry J. P, 1999; Gorman A. M., 1997).

Assim, nas células F36P incubadas, durante 48 horas, na auséncia e
na presenca da DAC e da TSA, nas condicbes descritas anteriormente, foi
avaliada a viabilidade e o tipo de morte celular induzida por estes compostos.
Recolheu-se um mL de suspensdo celular contendo 1 milhdo de células e
lavou-se com tampao fosfato (PBS) por centrifugacdo durante 5 minutos a
1.000 xg. O sedimento obtido foi processado de acordo com as instrucoes do
kit de deteccdo de morte celular da Immunotech. O sedimento foi colocado
em gelo e ressuspenso em 100 pL de tampao de ligacao frio e incubado com
1 yL de anexina V-FITC e 5 pL de IP, durante 15 minutos ao abrigo da luz.
Adicionou-se mais 400 pL de tampao de ligacao e procedeu-se a analise num
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado com um laser
de argon utilizando os comprimentos de onda de excitacao de 525 nm e de
640 nm, respectivamente para a anexina V-FITC e para o IP. Foram adquiridos
10.000 eventos através do programa CellQuest™ e os dados obtidos foram
analisados usando o programa Paint-a-Gate 3.02. Os resultados sdo expressos
em percentagem de células de cada uma das subpopulacbes identificadas
com base na positividade e/ou negatividade de marcacao para a anexina V e
para o IP (Sarmento-Ribeiro A. B., 2000).
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3.4. Estudos realizados em doentes com Sindrome
Mielodisplasica, controlos ndao neoplasicos e na linha
celular de Mielodisplasia humana

3.4.1. Extraccao e quantificacao de ADN genoémico

O ADN genémico das células de sangue periférico e de células F36P
incubadas na auséncia na presenca de DAC e TSA foi extraido pela técnica de
adsorcao em matriz de silica com recurso ao kit /llustra™ Blood genomicPrep
Mini Spin (GE Healthcare). Esta técnica baseia-se na capacidade de adsorcao
dos acidos nucleicos a formulacoes de silica de modo dependente do pH e da
concentracao salina, permitindo a obtencao de amostras de ADN de elevada
pureza e integridade fisica.

Assim, 3 mL de sangue periférico obtido de controlos e doentes com e sem
SMD foi centrifugado durante 10 minutos a 500 xg de modo a obter um “buffy
coat” que contém um concentrado de células leucocitarias. Paralelamente, um
milhdo de células F36P incubadas na auséncia e na presenca dos compostos
em estudo foram lavadas com tampao fosfato (PBS) por centrifugacao
durante 10 minutos a 500xg e concentradas em 200 pyL do mesmo tampao.
Seguidamente, 200 ulL de concentrado celular foi misturado com 20 ul de
proteinase K (kit /llustra™) e 400 uL de tampao de lise (kit /llustra™), tendo-se
incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos. Transferiu-se a mistura
para um coluna de purificacdo, contendo uma matriz de silica colocada num
tubo colector, e centrifugou-se durante 1 minuto a 11.000 xg. Adicionou-se
500 ulL de solucao de lise (kit /llustra™) a coluna de purificacdo. Centrifugou-
se novamente durante 1 minuto a 11.000 xg, adicionou-se 500 uL de tampao
de lavagem (kit /llustra™) e centrifugou-se durante 3 minutos a 11.000 xg.
Posteriormente, transferiu-se a coluna de purificacdo para um microtubo de
1,5 mL e adicionou-se 200 ulL de tampao de eluicdo (pré-aquecido a 70°C, kit
lllustra™). De seguida incubou-se durante 1 minuto a temperatura ambiente e
centrifugou-se durante 1 minuto a 11.000 xg recolhendo-se o eluido contendo
o ADN.

Apo6s a obtencao das amostras de ADN efectuou-se a determinacao da
sua concentracdo e grau de pureza por espectrofotometria de absorcao
recorrendo ao quantificador SmartSpec Plus (BioRad). Este aparelho determina
a concentracao do ADN considerando que a cada unidade de absorvancia



corresponde uma concentracao de ADN de 50 ug/mL. O grau de pureza do
ADN é determinado através da razdo entre as densidades dpticas avaliadas no
comprimento de onda de 260 nm e de 280 nm.

A determinacdo da concentracao e do grau de pureza das amostras de
ADN gendmico dos doentes com SMD e dos controlos saudaveis foi efectuada
utilizando como referéncia (branco) o tampédo de eluicdo das amostras. As
amostras de ADN foram consideradas puras para a razao entre as densidades
opticas de 260 nm e 280 nm igual a 1.8. Todas as amostras com um grau
de pureza entre 1.7 e 1.9 e uma concentracao entre 100 e 200 ng/uL foram
guardadas a -80 °C até a sua posterior utilizacdo.

3.4.2. Anadlise do perfil de metilacdo dos genes p75e p16

Para analisar o estado de metilacao dos genes p75 e p16 realizou-se um PCR
especifico de metilacdo, a MS-PCR. Os procedimentos actuais para a deteccao
da metilacao baseiam-se na conversao de residuos de citosina nao metilados
em uracilo, apés tratamento com bissulfito de soédio, que sdo posteriormente
convertidos a timina durante a polymerase chain reaction (PCR) subsequente.
Assim, ap6s o tratamento com bissulfito, o ADN dos alelos previamente
metilados apresenta sequéncias diferentes, comparativamente com os alelos
nao metilados correspondentes.

3.4.2.1. Modificacao de ADN com Bissulfito de Sodio

A modificacdo de ADN gendmico, ou seja, a conversao das citosinas nao
metiladas em uracilos, foi efectuada através do Kit de modificacdo de ADN
Epitect Bisulfite Kit (Qiagen), segundo as instrucdes do fabricante.

Resumidamente, misturou-se 1 pg de ADN gendmico com bissulfito de
sédio e tampao de proteccao de ADN (Epitect Bisulfite Kit) e procedeu-se a
modificacdo do ADN submetendo-se esta mistura a um ciclo de desnaturacao (5
min, 95°C), incubacao (25 min, 60°C), desnaturacdo (5 min, 95°C), incubacao
(85 min, 60°C), desnaturacao (5 min, 95°C), incubacdo (175 min, 60°C) num
termociclador (MyCycler, BioRad). Sequidamente, colocou-se o ADN modificado
numa coluna de purificacao (Epitect Bisulfite Kit) e por centrifugacao e adicao
de varios tampoes de lavagem (Epitect Bisulfite Kit) obteve-se ADN puro. Este
foi guardado a -20°C até a sua posterior utilizacao.
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TABELA 9

3.4.2.2. Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction (MS-PCR)

O ADN modificado dos doentes com e sem SMD e das células F36P
incubadas na auséncia e na presenca de DAC e TSA foram amplificados por
MS-PCR segundo a metodologia descrita por Herman J. G. (1996) e Yeh K. T.
(2003), com algumas modificacdes. Assim, a 100 ng de ADN modificado foi
adicionado um primer directo e um primer inverso (Tabela 9) na concentracao
de 100 pM, dNT's (desoxinucleétidos trifosfatados de adenina, guanina, citosina
e timina) a 200 pM, cloreto de magnésio a 5 mM e 2,5 U de HotStart Taq
polymerase (Quiagen). A PCR iniciou-se por uma fase de desnaturacao inicial a
temperatura de 94°C durante 10 minutos seguida de 30 ciclos de desnaturacao
(95°C durante 30 segundos), emparelhamento e extensdo (72°C durante 30
segundos), e um periodo de extensao final a 72°C durante 5 minutos (Tabela
9), utilizando o termociclador My Cycler (BioRad).

Sequéncia de primers
utilizados no MS-PCR

Primer Sequéncia

p15F (Directo) 60°C 5'-TAGTGAGGATTTCGCGACGC-3'

p15R (Reverso) 5'-ACGACCGATCGTTAACTCCG-3'

pl6F 60°C 5'-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3'
pl6R 5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3'

p15F 65°C 5'-GTTAGAGTGAGGTGGGGTAGTGAGGATTTTGTGATGT 3’
pI15R 5'-TACAATAACCAAACAACCAATCATTAACTCCA-3'

pl16F 60°C 5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3'

pl16R 5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3'

Simultaneamente foram amplificadas quatro amostras controlo: uma
amostra sem ADN (Branco), uma amostra de ADN metilado modificado
(Controlo Universal Metilado), uma amostra de ADN desmetilado modificado
(Controlo Universal Desmetilado) e uma de ADN desmetilado ndo modificado
(Controlo EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen).

Os produtos de PCR obtidos foram analisados por electroforese em gel
de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz
ultravioleta.



3.5. Andlise Estatistica

O tratamento estatistico dos resultados foi efectuado utilizando os
programas SPSS, versao 16 (Statistical Package for Social Sciences), e GraphPad,
versao 5.

Na analise estatistica dos estudos efectuados em linhas celulares foi utilizado
o teste ANOVA e ANOVA de medidas repetidas. Na analise do polimorfismo
genético utilizou-se o teste do x? na determinacdo do desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg e o teste exacto de Fisher na analise do risco relativo (Odd'’s
ratio — OD). O estudo da relacdo entre folato/B12, metilacdo e polimorfismos
da MTHEFR foi efectuado por analise multivariada.

Em todos os testes utilizados considerou-se um nivel de significancia
estatistica a 95% (p <0.05).
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Resultados

4.1. Caracterizacao dos doentes com Sindrome
Mielodisplasica e controlos ndao neoplasicos

Os doentes com SMD foram caracterizados de acordo com a classificacdo da
OMS, atendendo as caracteristicas morfolégicas, hematoldgicas e clinicas das
células da medula dssea destes doentes. Assim, dos 26 doentes estudados, 5
foram classificados como AR, 9 como CRDM, 3 como AREB-1, 5 como AREB-2,
3 como LMMC e 1 como Sindrome 5g- (5g-) (Figura 23).

FIGURA 23

CROM Caracterizacdo da populacdo

de doentes com SMD
segundo a OMS.

LMMC

AR — anemia refractaria;

CRDM - citopenia refractaria com

/ displasia multilinear;

AREB-2 ‘ AREB-1 — anemia refractaria com
excesso de blastos 1;

AREB-2 — anemia refractaria com
excesso de blastos 2;

LMMC — leucemia mielomonocitica
crénica;

5q — sindrome 5q-.

Dos 26 doentes estudados, 12 eram do sexo Feminino (F) e 14 do Masculino
(M) (ratio F/M aproximadamente de 1:1.7). A média de idades é de 74 anos,
com um intervalo entre os 33 e 0s 84 anos de idade.

Atendendo as caracteristicas do cariétipo, a percentagem de blastos e as
citopenias existentes, os doentes com SMD foram classificados segundo o IPSS
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em 3 grupos de risco: 7 de baixo risco (Baixo), 13 de risco intermédio-1 (Int-1)
e 6 de risco intermédio-2 (Int-2) (Figura 24).

Na tabela 10 estao representadas as caracteristicas dos doentes com SMD,
de acordo com a idade e sexo, o subtipo de SMD segundo a classificacdo da
OMS, o cariétipo e o IPSS.

Int-2
Baixo

FIGURA 24

Caracterizacdo da populagdo
de doentes com SMD
segundo o IPSS.

Baixo — baixo risco;
Int-1 — risco intermédio 1; Int-1
Int-2 — risco intermédio 2.

TABELA 10

Caracterizacgdo clinica e Nome Idade/Sexo Subtipo OMS Cariétipo IPSS
laboratorial dos doentes

SMD AC 72IM CRDM 46 XY Int-1

com Al 84/M AREB-2 46 XY Int-2

APC 76/M AREB-2 46 XY Int-2

AG 74/M CRDM 46 XY Int-1

AVSA 81/M CRDM Trissomia 8 Int-1

EDC 68/F AR 46 XX Baixo

FAT 80/F CRDM 46 XX Int-1

HJL 74/M AREB-1 46 XY Int-1

IDR 78/F AREB-2 46 XX Int-2

JMC 56/M CRDM 46 XY Int-1

JSS 84/M AR 46 XY Baixo

JMR 71M AREB-2 46 XY Int-2

JSVS 62/M CRDM 46 XY Int-1

MAJA 80/M AREB-1 46 XY Int-1

MAMBM 73/F AREB-2 46 XX Int-2

MCPR T71F CRDM 46 XX Int-1

MERM 81/F 50- 5g- Baixo

MESPG 82/F AR 46 XX Baixo

MA 84/F CRDM 46 XX Int-1

MRJP 65/F CRDM 46 XX Int-1

MCOC T7/F AR 46 XX Baixo

FJHSBMM 771IM AR 46 XY Baixo

AJARP 33/F AREB-1 46 XX Int-1

AAF 67/M LMMC 46 XY(3); 45 XY,-6(7) Int-2

MJPC 82/F LMMC 46 XX Int-1

AR 80/M LMMC 46 XY Baixo




Os controlos ndo neoplasicos escolhidos foram 8 doentes com o diagnéstico
de PTI; 7 do sexo masculino e 1 do feminino, com uma idade mediana de 72
anos (34-82 anos). Para a caracterizacao genotipica da enzima MTHFR, foram
seleccionados 289 individuos saudaveis (controlos saudaveis), ap6s exame
fisico e laboratorial.

4.2. Avaliacao do perfil de metilacao dos genes p15e
p16 em doentes com Sindrome Mielodisplasica e sua
relacao com o metabolismo do folato e B12

4.2.1. Avaliacao do perfil de metilacdo dos genes p75e p76

Dos 26 doentes com SMD estudados 13 (50%) apresentam metilacdo das
regides promotoras de pelo menos um dos genes analisados, 5 apresentam
ambos os genes metilados, enquanto em 12 doentes (46%) nao se detectou
metilacdo em nenhum dos genes. Uma das amostras de ADN de um doente
com AR nao amplificou (Figura 25).

n.° doentes

pl15 pl6 pl5+p16 ndo metilados ndo amplificado
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FIGURA 25

Avaliacdo da metilagao dos
genesp’5 e pl6 em doentes
com SMD.

A figura representa os doentes que
tem metilagdo do p75 e/ou p16,
isoladamente e/ou de ambos os genes
(p15+p16). A metilacdo das regides
promotores dos referidos genes foi
efectuada por MS-PCR como descrito
na seccdo de materiais e métodos.
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FIGURA 26

Avaliacdo da metilacdo
isolada dos genes p75

e p16 em doentes SMD de
acordo com os diferentes
subtipos OMS.

A figura representa os doentes que
tem metilagdo do p75 ou do p76.

A metilacdo das regides promotoras
dos referidos genes foi efectuada por
MS-PCR como descrito na seccdo de
materiais e métodos.

FIGURA 27

Avaliacdo da metilacdo
simultanea dos genes p15
e p16 em doentes SMD de

acordo com os diferentes
subtipos OMS.

A figura representa os doentes

que apresentam simultaneamente

0s genes p15 e p16 metilados.

A metilacdo das regides promotoras

dos referidos genes foi efectuada por
MS-PCR como descrito na seccdo de

materiais e métodos.

Posteriormente, fomos analisar o perfil de metilacdo da regido promotora
dos genes p15 e p16 nos doentes de acordo com os diferentes subtipos de
SMD. Como podemos observar na figura 26, o gene p15 encontra-se metilado
em 10 doentes, sendo em 5 deles (subtipos AR-1; CRDM-2; LMMC-2)
isoladamente e noutros 5 associado a metilagao do gene p76 (AR-3; CRDM-1;
sindrome 5g- 1). Por outro lado, a metilacdo da regiao promotora do gene
p16 esta presente em 9 doentes, dos quais 4 (2 com CRDM e 2 com AREB-1)
apresentam metilacdo deste gene isoladamente (Figura 26).

No entanto, como podemos verificar na figura 27, 5 doentes (19%)
apresentam ambas as regides promotoras dos genes p75 e p16 metiladas, dos
quais 3 pertencem ao subtipo AR, 1 apresenta sindrome 5g- e 1 foi classificado
como CRDM.

CRDM

p15+plé

CRDM




Relacionando a metilacdo com o IPSS verificdmos que apenas os doentes
com risco baixo e intermédio-1 apresentam os genes p75 e p16 metilados, com
excepcao de um doente com LMMC que tem IPSS Int-2 e apresenta metilacdo
do p75 (Figura 28). De salientar que aproximadamente 80% dos doentes
de baixo risco apresentam metilacdo dos dois genes estudados, p75 e p16
(Figura 29). Os restantes doentes, na categoria intermédio-2, que correspondem
aos doentes com AREB-2 (42%) nao demonstraram alteracdes do padrao de
metilacdo como se pode verificar na figura 30.

Baixo

Int-1
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FIGURA 28

Avaliacdo da metilacdo
isolada dos genesp15ep16
em doentes SMD de acordo
com IPSS.

A figura representa os doentes que
tem metilacdo do p15 elou p16,
isoladamente e/ou em associagéo.

A metilacdo das regides promotoras
dos referidos genes foi efectuada por
MS-PCR como descrito na seccdo de
materiais e métodos. Os resultados
530 expressos em percentagem (%).

FIGURA 29

Avaliacdo da metilagdo
simultanea dos genes p15
e p16 em doentes SMD de
acordo com IPSS.

A figura representa os doentes que
tem simultaneamente metilacdo dos
genes p15 e p16. A metilagdo das
regides promotoras dos referidos
genes foi efectuada por MS-PCR como
descrito na seccdo de materiais e
métodos. Os resultados sdo expressos
em percentagem (%).
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FIGURA 30

Avaliacdo da desmetilacdo
dos genesp75epl6 em
doentes SMD de acordo com
0 subtipo OMS e com o IPSS.

De facto, podemos observar que dos doze doentes onde nado foi detectada
metilacdo de nenhum dos genes, a maior parte é do subtipo AREB-2
(Figura 30).

Nao metilados

CRDM

AREB-2

Resumindo, relativamente aos subtipos de SMD, verificdmos que dos
5 doentes com AR, 3 apresentam metilacdo dos dois genes, 1 apresenta
metilacdo do p76 e noutro doente o ADN nao amplificou. O subtipo CRDM
esta representado com 9 doentes, 5 dos quais com alteracées na metilacao:
2 com metilacdo do p75, 2 com metilacdo do p76 e 1 com ambos os genes
metilados. Dos 3 doentes com AREB-1, 2 exibem metilacao do p76. Os 3
doentes com o subtipo LMMC nao apresentam metilacdo do gene p76, mas
2 deles demonstraram metilacdo do gene p75. O doente com sindrome 5g-
apresenta ambos os genes metilados. Como ja foi referido, em nenhum doente
com AREB-2 detectamos metilacdo dos genes p75 e p16.

Além disso, relacionando os dados do perfil de metilacdo obtidos com o IPSS,
verificdmos que a maior parte dos doentes que apresentam genes metilados
sdao de risco baixo e intermédio-1, excepto um doente com LMMC que tem
IPSS Int-2 e apresenta metilacdo do p75. De facto, quase todos os doentes
na categoria intermédio-2, e que correspondem aos doentes com AREB-2,
ndo expressam metilacdo dos genes estudados. De salientar que nenhuma
das amostras de medula dos controlos nao malignos evidenciou metilacao dos
genes p15ou pTé.



4.2.2. Analise dos doseamentos séricos do folato e vitamina
B12

Apos avaliacdo do perfil de metilacdo dos genes p75 e p76 fomos verficar
se este se correlaciona com os niveis séricos de folato e vitamina B12.

Como podemos observar na figura 31, em média, ndo existem diferencas
significativas nos niveis séricos do folato determinados em doentes com SMD
relativamente aos controlos.

Folato ng/ml
25

20

Doentes Controlos

No entanto, e com o objectivo de proceder a uma analise mais detalhada
destes resultados, consideramos o valor normal de folato sérico, para o kit
utilizado, entre 1 a 20 ng/mL, e dividimos os doentes em trés grupos, de acordo
com os valores de folato obtidos. Deste modo, consideramos um grupo B
(Baixo), correspondente a valores de folato sérico entre 1 a 10 ng/mL, um grupo
A (Alto) que inclui os doentes com valores de folato sérico entre 11 e 20 ng/mL
e um grupo E (Elevado) onde incluimos os doentes com folato superior a
20 ng/ml (Figura 32).

Como podemos verificar na figura 32, mais de 50% dos doentes (16 dos 26
doentes) tem valores de folato baixos (grupo B). Por outro lado, dos restantes
10 doentes, 5 tem valores de folato considerados altos (grupo A) e os outros 5
apresentam valores acima do limite superior considerado (grupo E).

73

FIGURA 31

Avaliagdo dos niveis séricos
de folato.

A figura representa a determinacdo da
concentracdo sérica média de folato =
desvio padrao nos doentes e controlos
de acordo com o descrito na seccdo
de materiais e métodos. Os resultados
estdo expressos em ng/ml.
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FIGURA 32

Distribuicdo dos doentes com
SMD de acordo com os niveis
séricos de folato.

0 doseamento do folato sérico foi
efectuado nos doentes SMD de acordo
com o descrito na secgdo de materiais
e métodos. Posteriormente, os doentes

foram distribuidos em 3 grupos de
acordo com a gama de concentracdes

obtidas para o folato sérico;

Grupo B (Baixo), entre 1 a 10 ng/mL,
grupo A (Alto) entre 11 e 20 ng/mL e
grupo E (Elevado) com folato superior
a 20 ng/ml.

FIGURA 33

Relagdo entre os grupos

de doentes com diferentes
concentracoes de folato sérico
e os subtipos de SMD segundo
a classificacdo da OMS.

0Os doentes foram distribuidos em

3 grupos de acordo com a gama de
concentragdes obtidas para

o folato sérico;

Grupo B (Baixo), entre 1 a 10 ng/mL,
grupo A (Alto) entre 11 e 20 ng/mL e
grupo E (Elevado) com folato superior
a 20 ng/ml.

N.° doentes
18

16 -

14 -
12
10 —
8 |
6
4 |
2 -

Grupo B Grupo A Grupo E
(Baixo) (Alto) (Elevado)

Na tentativa de identificar se os niveis de folato variavam com o subtipo de
SMD da classificacdo OMS, fomos avaliar a correlacdo entre a concentracao de
folato e os diferentes subtipos de SMD (Figura 33). Como podemos verificar na
figura 33, existe o predominio de baixas concentracoes de folato em todos os sub-
-tipos de SMD, embora nos subtipos, AR, CRDM e AREB-2 existam doentes com
concentragoes altas ou elevadas de folato. Pelo contrario nos subtipos AREB-1,
5g- e LMMC, todos os doentes apresentam valores abaixo da média (grupo B).

N.° doentes
5
&= Baixo
E Ao
4 - -
= _ Elevado
=
3

— N}
| |

AR CRDM AREB-1 AREB-2 50- LMMC
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Seguidamente, fomos analisar a relacdo entre os diferentes grupos de niveis
de folato, A, B e E, e a metilacao/desmetilacdo dos genes p75 e p16 (Figuras
34 e 35).

N.° doentes
5
. Nao metilados
4 E= Metilados

FIGURA 34
Avaliacao do perfil de

E metilagdo dos genes p15 e
. p16 nos varios subtipos da
OMS, em doentes SMD com
baixos niveis de folato.
Na figura esta representado a
LMMC

o - N
| | |

=)

=

=)

=

>
=)
m
@™
N

distribuicdo do perfil de metilagdo nos

AR AREB-2 50- diferentes subtipos SMD nos doentes
com niveis de folato entre 1 e 10 ng/L
(grupo B).
N.° doentes
4
Grupo A
3 { | Nao metilados
E= Metilados
2 EE—— A
1 4
0 .
AR
N.° doentes
3
Grupo E
s FIGURA 35
_ Nao metilados o )
2 4 B Vetlados Avaliagdo do perfil de
metilacdo dos genes p15
B e p16 nos varios subtipos
1 da OMS nos grupos com
concentragdes de folato A e E.
0Os doentes do grupo A (Alto) tém
concentracdo sérica de folato entre
0 11 e 20 ng/mL e os do grupo E

CRDM AREB-2 (Elevado) tém concentracoes de folato
superiores a 20 ng/ml.
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TABELA 11

Relagdo entre o
doseamento de folato
sérico e os grupos de IPSS

Como podemos observar na figura 34, dos 16 doentes com doseamento de
folato mais baixo, grupo B, 9 apresentam pelo menos 1 dos genes metilados,
dos quais 2 doentes sdo do subtipo AREB-1, 3 do subtipo CRDM, 1 doente
tem AR, 1 tem Sindrome 5g- e 2 doentes tém LMMC. De salientar que 2
destes doentes, 1 com AR e outro com 5g-, apresentam metilacdo dos 2 genes
simultaneamente e que todos os doentes com AREB-2 apresentam os 2 genes
desmetilados.

Por outro lado, no grupo A, os 2 doentes do subtipo AR apresentam
metilacdo dos genes (ambos tem o gene p75 metilado e um deles também o
gene p16), enquanto nos 3 doentes com CRDM os 2 genes estao desmetilados
(Figura 35-A). No entanto, dos doentes com valores elevados de folato sérico
ou seja, pertencentes ao grupo E, sé os doentes com AREB-2 tém ambos os
genes desmetilados; enquanto os doentes AR e CRDM apresentam metilacao
dos genes em estudo (Figura 35-B).

Por ultimo, fomos analisar a relacdo entre os grupos de risco prognéstico
do IPSS e os niveis de folato dos grupos A, B e E. Como podemos verificar na
tabela 11, a maior parte dos doentes na categoria intermédio-1 apresenta
valores de folato abaixo da média, ou seja, pertencem ao grupo B.

Concentracao de Folato IPSS

(por grupos) Intermédio-1 Intermédio-2

Relativamente aos valores da concentracdo do folato sérico nos individuos
controlo, verificAmos que a maioria (n=6) apresenta valores baixos de folato.
Apenas um controlo tem valor de folato sérico alto e outro apresenta
concentracao elevada, provavelmente devido a terapéutica com acido félico.

A figura 36 representa os niveis séricos de vitamina B12 determinados em
doentes com SMD e em controlos. Como podemos verificar os doentes com
SMD apresentam em média tendéncia para menor concentracdo sérica de
vitamina B12 em relacdo aos individuos controlo. No entanto, a diferenca nao
tem significado estatistico.



B12 pg/ml
1000

900
800
700
600
500 -
400
300
200
100

0

Doentes Controlos

A semelhanca do folato, os doentes foram distribuidos em 3 grupos de
acordo com a gama de concentracdes obtidas para a vitamina B12; grupo B
(Baixo), entre 210 a 555 pg/mL, grupo A (Alto) entre 556 e 900 pg/mL e grupo
E (Elevado) com vitamina B12 superior a 900 pg/ml.

Verificdmos que predominam os doentes com valores mais baixos (grupo B)
de B12 (n=17), sequidos por 5 doentes no grupo A e 4 doentes com valores
acima do limite superior considerado (grupo E), como se encontra representada
na figura 37.

N.° doentes
18

16
14
12
10

Grupo B Grupo A Grupo E
(Baixo) (Alto) (Elevado)
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FIGURA 36

Avaliagdo dos niveis séricos
de B12.

A figura representa a determinacdo da
concentracdo sérica média de vitamina
B12 = desvio padrdo nos doentes e
controlos de acordo com o descrito na
seccdo de materiais e métodos.

Os resultados estdo expressos em

pg/ml.

FIGURA 37

Distribuicdo dos doentes
SMD de acordo com os niveis
séricos de B12.

0 doseamento de B12 foi efectuado
nos doentes SMD de acordo com o
descrito na seccdo de materiais e
métodos. Posteriormente, os doentes
foram distribuidos em 3 grupos de
acordo com a gama de concentragdes
obtidas para a vitamina B12 sérica,
ou seja, grupo B (Baixo), entre 210 a
555 pg/mL, grupo A (Alto) entre 556
e 900 pg/mL e grupo E (Elevado) com
vitamina B12 superior a 900 pg/ml.
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FIGURA 38

Relagdo entre os grupos
de doentes com diferentes
concentragdes de vitamina

B12 sérica e os subtipos de
SMD segundo a classificacdo
da OMS.

Os doentes foram distribuidos em

3 grupos de acordo com a gama de
concentracdes obtidas para a vitamina
B12 sérica; grupo B (Baixo), entre 210
a 555 pg/mL, grupo A (Alto) entre 556
e 900 pg/mL e grupo E (Elevado) com
vitamina B12 superior a 900 pg/ml.

FIGURA 39

Avaliacdo do perfil de
metilacdo dos genesp75 e pl6
nos varios subtipos da OMS,
em doentes SMD com baixos
niveis de vitamina B12.

Na figura esta representada a
distribuicdo do perfil de metilacdo nos
diferentes subtipos SMD nos doentes

com niveis de B12 entre 210
a 555 pg/mL (grupo B).

Seguidamente relacionamos os grupos de doentes SMD distribuidos de
acordo com a gama de concentracbes obtidas para a vitamina B12 sérica, com
os subtipos de SMD segundo a OMS (Figura 38). Os resultados representados
na figura 38 mostram que os doentes com SMD que apresentam niveis mais
baixos de vitamina B12 (grupo B) sdo do subtipo CRDM, enquanto que no
grupo A predomina o subtipo AREB-1 (Figura 38).

A semelhanca do que fizémos para o folato, analisdmos a relacdo entre os
diferentes grupos de doentes com base nos valores séricos de vitamina e o
estado de metilacdo dos genes p75 e p76. Como podemos verificar na figura
39, dos doentes com valores de B12 inferiores a média, ou seja do grupo B, 10
apresentam pelo menos 1 gene metilado, sendo que 5 doentes tém alteracoes
da metilagao no p76 e 8 doentes no gene p15.
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Por outro lado, no grupo de doentes com valores de B12 entre 555 e 900
pg/ml (grupo A), somente os 2 doentes com o subtipo AREB-1 apresentam
metilacao do gene supressor tumoral p76 (Figura 40-A).

Por outro lado, no grupo E, ou seja, nos doentes com valores de B12 acima
do limite superior, apenas 2 doentes, 1 com 5g- e outro com AR apresentam
metilacao dos 2 genes. Num doente com AR o ADN nao amplificou e o doente
com CRDM nao demonstrou alteracbes na metilacao (Figura 40-B).

N.° doentes
4
Grupo A
3 . Nao metilados
£ Metilados
A
CRDM AREB-1 AREB-2
N.° doentes
3
Grupo E
- Nao metilados
2 E= Metilados
FIGURA 40
B

Avaliacdo do perfil de
metilagdo dos genes p15 e
P16 nos varios subtipos da
OMS, nos grupos A e E de
vitamina B12.

Os doentes do grupo A (Alto)
apresentam valores de B12 entre 556

€ 900 pg/mL e os do grupo E (Elevado)
vitamina B12 superior a 900 pg/ml

AR CRDM 50~

Seguidamente relacionamos a metilacdo do p75 e p76 com 0s grupos de
B12 A, B e E (Figura 41).

A figura 41 mostra um predominio claro dos niveis baixos de B12 (grupo
B) em doentes com genes metilados, embora sem valor estatisticamente
significativo.
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pl5+plé

FIGURA 41

Relacdo entre os doseamentos
séricos de B12 e a metilagdo

dos genes p15epl6.
Para concluir esta parte do estudo, fomos analisar a relacdo entre os grupos
de risco prognostico do IPSS e os niveis de vitamina B12 dos grupos A, B e E.
Como podemos verificar na tabela 12, a maior parte dos doentes na categoria
intermédio-1 apresenta valores de B12 abaixo da média, ou intermédios ou
seja, pertencem aos grupo B e A.
TABELA 12
Relacdo entre os Concentracdo de B12 IPSS
doseamentos de B12 (por grupos) Baixo Intermédio-1 Intermédio-2
sérica e os grupos de IPSS B 4 8 >
A 0 4 1
E 3 1 2

Apenas um controlo nao apresenta doseamento de B12 dentro da gama de
valores correspondente ao grupo B.



4.2.3. Caracterizacao genotipica das variantes polimoérficas da
enzima metilenotetrahidrofolatoreductase

O estudo das variantes polimérficas da MTHFR, C677T e A1298C foi
efectuado por PCR em sangue periférico de doentes com SMD e em controlos
nao neoplasicos (PTI) e saudaveis.

4.2.3.1. Frequéncia dos diferentes gendtipos da mutacao MTHFR C677T

Afrequéncia e percentagem dos diferentes gendtipos da mutacdo da MTHFR,
C677T em doentes e controlos esta representada na tabela 13 e figura 42.

A maioria dos doentes (n=20; 76,9%) é portadora do polimorfismo C677T
em heterozigotia (CT) (Figura 42), independentemente do subtipo de SMD
(Figura 43). Pelo contrario, nos controlos existe uma distribuicdo idéntica
dos polimorfismo da MTHFR, C677T e C677C. Por outro lado, encontram-
-se diferencas significativas na prevaléncia destes polimorfismos entre as
populacées SMD e controlo (Tabela 13).
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TABELA 13

o Doentes SMD Controlos ndo neoplasicos ~ Controlos saudaveis
Genétipos
(n) % (n) % ) %
MTHFR C677C 5 19,2 3 42,9 98 39,5
MTHFR C677T 20 76,9 3 42,9 113 45,6
MTHFR T677T 1 3,8 1 14,3 37 14,9
N.° doentes
25
20

CC ol T

Frequéncia e percentagem
dos diferentes genotipos
da MTHFR em doentes
SMD e controlos

FIGURA 42

Frequéncia/distribuicao dos
gendtipos da MTHFR C677T
em doentes com SMD.
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Quando relacionamos os diferentes genétipos do polimorfismo da enzima
MTHFR com os diferentes subtipos de SMD, verificdmos que em todos existe
um predominio do genétipo CT. De salientar que nos doentes com LMMC sé
existe o gendtipo em heterozigotia C677T. Além disso, o polimorfismo em
homozigotia (TT) apenas foi observado num doente com AREB-2 (Figura 43).

N.° doentes
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_ BEa
6 LT
5 4
4
3
p
FIGURA 43 1
Distribuicao/frequéncia dos .
genodtipos da MTHFR C677T 0 . . . . .
nos diferentes subtipos de SMD AR CRDM AREB-1 AREB-2 50- LMMC
da OMS.
Posteriormente, fomos analisar a relacdo entre as variantes genotipicas da
MTHFR C677T e o estado de metilacdo dos genes p75 e p76. Como podemos
observarnafigura 44, apesar de um predominio de genes metilados nas variantes
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4
FIGURA 44 3
Distribuicao das variantes 2
genotipicas da MTHFR C677T 1
em funcédo do perfil de 0 e
T

metilacdo/desmetilacdo dos

genespl5epl6. m
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homozigéticas e heterozigodticas CC e CT, nao existem diferencas significativas
no perfil de metilacdo/desmetilacdo em relacdo com estes gendtipos, nem
destes com os diferentes subtipos de SMD (Figura 45). No entanto, o Unico
doente com o alelo TT, do subtipo AREB-2, ndo apresenta metilacao do gene
p15 ou p16 (Figura 44), tal como acontece nas outras variantes genotipicas
dos doentes com AREB-2 (Figura 45).

N.° doentes
8
7 4 CcT
6 . Néo metilados
E= Metilados
54
A
AR CRDM AREB-1 AREB-2 50- LMMC
N.° doentes
3
CcC
. Nao metilados
2 £ Metilados
B

1 4 FIGURA 45

Relagdo entre os gendtipos

CT(A)eCC(B)ea
0 metilacdo/desmetilacao

' ' ' dos genes p15 e p16 nos
AR CROM AREB-1 AREB-2 diferentes subtipos de
doentes SMD.

Finalmente, fomos verificar se na nossa populacdo do estudo existia alguma
correlacao entre os diferentes genétipos da MTHFR C677T e o IPSS. Como
podemos verificar na tabela 14, a maior parte dos doentes tem um IPSS
intermédio-1, sendo a variante CT a mais frequente. Apesar do numero de
doentes relativamente pequeno, os resultados sugerem que a variante CT é a
mais prevalente independentemente do grupo de risco prognoéstico. Por outro
lado, o Unico doente com o gendtipo TT tem um IPSS intermédio-2.
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TABELA 14

a oti IPSS
Representacéo da Gendtipos
P y LI E TN Intermédio-1 Intermédio-2

frequéncia dos gendtipos
MTHFR C677T segundo o
grupo de risco do IPSS

4.2.3.2. Frequéncia dos diferentes gendtipos da mutacao MTHFR A1298C

A frequéncia e percentagem dos diferentes gendtipos da mutacao da
MTHFR, A1298C em doentes e controlos esta representada na tabela 15 e
figura 46. A maioria dos doentes (n=15; 57,7%) tem o gendtipo da MTHFR
A1298C em heterozigotia (AC) (Figura 46), independentemente do subtipo de
SMD (Figura 47). Pelo contrario, apenas nos controlos saudaveis existe uma
distribuicdo idéntica dos polimorfismo da MTHFR, A677A e A677C. Por outro
lado, encontram-se diferencas significativas na prevaléncia destas polimor-
fismos em homozigotia entre as populacdes SMD e controlo (Tabela 15).

TABELA 15
Frequéncia e percentagem Genétipos Doentes SMlz Controlos ndo neopolésicos Controlos saudéoveis
dos diferentes genétipos (n) b (n) g (n) %
da MTHFR A1298C em MTHFR A1298A 9 34,6 2 28,6 123 49,6
doentes SMD e controlos MTHFR A1298C 15 57,7 5 71,4 105 423
MTHFR C1298C 2 77 0 0 35 16,7
N.° doentes

FIGURA 46

Representacédo da frequéncia
dos gendtipos da

MTHFR A1298C em

doentes com SMD.




Além disso, quando relaciondmos os diferentes genétipos do polimorfismo
A1298C da enzima MTHFR com os diferentes subtipos de SMD, verificamos que
em todos existe um predominio do gendtipo AC, com excepcao da AR onde
predomina o gendtipo AA (Figura 47). De referir que dois doentes, 1 com AR e
outro com CRDM, apresentam o polimorfismo em homozigotia (CC), e que em
ambos existe alteracdo da metilacao de pelo menos um gene (Figura 48).

Na figura 48 estd representada a relacdo entre as variantes genotipicas
da MTHFR A1298C e o estado de metilacdo dos genes p75 e p76. Como
podemos observar existe um predominio de genes desmetilados na variante
homozigdtica AA, enquanto que existe um maior numero de doentes com
genes metilados na variante heterozigética AC e homozigotica CC.
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FIGURA 47

Distribuicao/frequéncia dos
genadtipos da MTHFR A1298C
de acordo com os subtipos de
SMD, segundo a OMS.

FIGURA 48

Distribuicdo das variantes
genotipicas da MTHFR
A1298C em funcdo do perfil
de metilacdo/desmetilacao
dos genes p15 e plé6.
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Apesar de nao existirem diferencas significativas no perfil de metilacao/
desmetilacdo em relacdo com estes gendtipos nos diferentes subtipos de
SMD (Figura 49) verifica-se que nos doentes com o gendtipo AA, apenas
nos subtipos AR e AREB-1 encontrdmos metilacdo dos genes p715 e/ou p16,
enquanto que todos os doentes com CRDM e gendtipo AA, apresentavam
os genes desmetilados. Pelo contrario, na variante em heterozigotia AC, a
maior parte dos doentes com CRDM tem metilacao de pelo menos 1 gene
(Figura 49). Salienta-se que no subtipo AREB-2, a desmetilacdo dos genes é
independente do gendtipo, uma vez que todos os doentes deste subtipo, quer
com o gendtipo AA ou AC, nao evidenciaram metilacdo em nenhum gene
estudado (Figura 49).

N.° doentes
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3 . Nao metilados
E= Metilados
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AREB-1 AREB-2 LMMC
N.° doentes
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54
_ Nao metilados
4 = &= Metilados
B

FIGURA 49

Relacdo do gendtipo AA (A) e
AC (B) com os subtipos OMS
e 0 estado de

metilagdo génica.

AR CRDM AREB-1 AREB-2 5¢- LMMC

Quanto ao gendtipo CC, este esta presente somente em dois doentes, um
com AR e outro com CRDM, associados ambos com alteracao da metilacao de
pelo menos um gene. O doente com AR tem os genes p15 e p16 metilados e
o doente com CRDM apresenta metilagao do p75 (Figura 50).
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N.° doentes
e
1 4 = p16
FIGURA 50
Relagdo do gendtipo CC
T com os subtipos OMS
CRDM e a metilagdo dos genes
pl5epl6.
Seguidamente, analisamos a relacao entre os diferentes gendtipos do
polimorfismo A1298C da MTHFR com os grupos de IPSS. VerificAmos um
predominio do gendtipo em heterozigotia, AC, nos grupos intermédio-1 e
-2, enquanto nas categorias de menor risco se verifica um predominio em
homozigotia, AA (Tabela 16).
TABELA 16
Genétipos do Polimorfismo IPSS Representacdo da

A1298C Intermédio-1 Intermédio-2

frequéncia dos gendtipos
do polimorfismo A1298C
da MTHFR segundo o
grupo de risco do IPSS

Quando procedemos a andlise do risco relativo associado aos diferentes
gendtipos do gene da MTHEFR verificdmos que os individuos com o polimorfismo
CT apresentam um risco 3,982 vezes superior de desenvolver SMD (p = 0,0032)
(Tabela 17).

TABELA 17
o0 Controlos °|%d(;5'§/:;° P Andlise do risco relativo de
= desenvolver SMD associado

C677T do gene da MTHFR
segundo o teste de Fisher

Apesar das alteracbes encontradas entre a metilacao dos genes p715 e
p16 e o status do folato e B12, e destes parametros com os 2 polimorfismos
estudados da enzima MTHFR, nenhum destes resultados apresenta valores com
significancia estatistica quando analisados por regressao logistica multivariada,
utilizando o programa SPSS.
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4.3. Caracterizacao dos doentes com Sindrome Mielodis-
plasica que evoluiram para Leucemia Mieloblastica Aguda

Quando analisdmos a evolucdo dos 26 doentes SMD incluidos no estudo, num
periodo de follow-up de 28 meses, verificAmos que 7 doentes (aproximadamente
27%) evoluiram para LMA. Destes doentes, quatro pertenciam ao subtipo
AREB-2 com IPSS intermédio-2, dois eram do subtipo AREB-1 com IPSS
intermédio-1, e um era do subtipo LMMC com IPSS intermédio-2 (Tabela 18).
Nenhum doente com AR e CRDM evoluiu para LMA durante este periodo.

TABELA 18

— e Folato B12 MTHFR MTHFR

Caracteristicas WHO IPSS Metilacdo (5rpg) (grupo) C677T A1298C
laboratoriais dos sete AREB2 2 0 B B = A
doentes com SMD que AREB-2 Int-2 0 E A a AC
evoluiram para LMA AREB-2 Int-2 0 A B T AC
AREB-2 Int-2 0 B B cc AC
AREB-1 Int-1 16+ B A aT AC
AREB-1 Int-1 0 B A aT AC
IMMC Int-2 pi5+ B B T AC

Além disso, dos doentes que evoluiram para LMA, 71,4% apresentavam os
genes p15 e p16 desmetilados. Apenas dois doentes, um com AREB-1 e outro
com LMMC tinham metilacdo dos genes p76 e p15, respectivamente. Por
outro lado, a maioria dos doentes apresentava valores de folato e B12 abaixo
da média, e os polimorfismos da MTHFR C677T e A1298C em heterozigotia,
CT e AC, respectivamente.

4.4. Estudos realizados numa linha celular de
Mielodisplasia humana

De modo a determinar o efeito dos moduladores epigenéticos na SMD
utilizou-se a linha celular humana F36P, obtida de um doente com SMD,
subtipo AREB-t e os farmacos TSA e DAC, respectivamente um inibidor das
deacetilases das histonas e um hipometilante.



4.4.1. Caracterizacao da linha celular de Mielodisplasia humana

As células F36P expressam o antigénio comum leucocitario, CD45, e varios
marcadores de células imaturas e de linhagem mielodide, respectivamente, os
antigénios de superficie CD34, CD33 e CD13. No entanto, ndo expressam
antigénios de superficie tipicos de células B ou T, nem de mondcitos maduros.
Apresentam alguns marcadores de glicoproteinas eritréides e plaquetarias. Estas
caracteristicas fenotipicas levaram alguns autores a sugerir que as células F36P
apresentam um fendétipo multilinhagem caracteristico das células estaminais
hematopoiéticas multipotentes (Chiba P., 1991).

As células F36P crescem em suspensdo, quando mantidas em cultura num
meio nutritivo apropriado (RPMI 1640), a temperatura de 37°C, em atmosfera
humedecida, com 5% de CO,, de acordo com o perfil observado e representado
na figura 51. Como se pode observar nesta figura, a fase exponencial de
crescimento decorre ao longo de 72h apds o qual estas células entram em fase
estacionaria. A densidade celular observada nas células F36P durante a fase
exponencial duplica a cada 36h até um maximo aproximado de 3-4 milhdes
de células por mL.

Densidade Celular
(x106 cel/mL)
4

Horas
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FIGURA 51

Curva de crescimento das
células F36P.

As células foram incubadas em meio
RPMI 1640 enriquecido com

10 ngr/mL de interleucina 3
recombinante e soro fetal bovino a
10% numa densidade inicial de
0,75 x 10° células/mL durante 96h.
Apos cada 24h de incubacdo
recolheu-se amostras da suspensao
celular e as células foram coradas
com azul de tripano e contadas num
hemocitémetro. A densidade celular
foi calculada pelo ntimero de células
vivas por mL.

Os resultados representam a média
+ desvio padrdo de 3 a 6 ensaios
independentes.
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FIGURA 52

Aspectos morfoldgicos das
células F36P.

Os esfregacos de células foram
corados com solucdo de
May-Griinwald-Giemsa e
observados ao microscépio optico.
(Ampliacdo de x500).

As células F36P apresentam caracteristicas morfolégicas de SMD, como se
pode observar na figura 52. Para além da displasia observada, estas células
apresentam elevada relacdo nucleo/citoplasma, protuberancias citoplasmaticas
e nucléolos bem visiveis, caracteristicos de células imaturas (blastos). Além
disso, observaram-se outros sinais de imaturidade como a presenca de células
bi e trinucleadas, citoplasma basofilo e nlcleo excéntrico. Por outro lado,
qguando as células F36P sao mantidas em cultura, nas condicbes 6ptimas de
crescimento, observa-se com elevada frequéncia células em mitose, e células
com caracteristicas de megacariécitos maduros e megacarioblastos.
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4.4.2. Efeito dos farmacos decitabina e tricostatina A na
proliferacdo e morte das células F36P da linha celular de
Mielodisplasia humana

4.4.2.1. Curvas de proliferacao celular

Na figura 53 estao representados os efeitos citotdoxicos da TSA e da DAC nas
células F36P. Como se pode observar, os efeitos citotdxicos destes compostos
dependem da concentracao e do tempo de exposicao, sendo o seu efeito mais
acentuado a partir das 48h de incubacdo. A reducao da proliferacao celular
para valores préoximos dos 50%, o IC., foi atingida nas células tratadas com
TSA a 750 nM e DAC a 500 uM.

507
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De modo a avaliar se o efeito citotoxico é dependente do modo de
administracdo dos moduladores epigenéticos, adicionou-se diariamente (a cada
24h) a cultura celular TSA e DAC, em concentracoes inferiores as utilizadas em
administracdo Unica, como representado na figura 54.

Assim, como se pode verificar na figura 54, a administracao diaria de baixas
concentracdes de TSA e DAC as células F36P, induz reducao da proliferacao
celular superior a observada nas mesmas células tratadas com concentracoes
mais elevadas em toma Unica. De facto, quando se adicionou diariamente
TSA a 100 nM ou DAC a 5 uM a proliferacao celular reduziu-se para valores
proximos de zero, enquanto que mesmo com doses de 500nM e de 50 uM,
respectivamente com TSA e DAC, tal nao foi atingido.
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FIGURA 53

Efeito da tricostatina A e da
decitabina na proliferacéo
das células F36P.

As células foram incubadas

numa densidade inicial de 0,75

x 108 células/mL, durante 96h

com diferentes concentracoes de
tricostatina A (TSA) - A e decitabina
(DAC) - B. Apos cada 24h de
incubacéo recolheu-se amostras da
suspensdo celular e efectuou-se o
teste de rezasurina, de acordo com
o descrito na seccdo materiais e
métodos. Os resultados representam
a média = desvio padrao de 3
ensaios independentes.

FIGURA 54

Efeito dos moduladores
epigenéticos em administracao
didria na proliferacdo celular
das células F36P.

As células foram incubadas numa
densidade inicial de 0,75 x 10°
células/mL, durante 96h com as
concentracdes de tricostatina A

(TSA) -A e decitabina (DAC) -B. Apds
incubacéo pelos periodos de tempo
indicados avaliou-se a proliferacdo
celular por teste resazurina, de acordo
com o descrito na seccao material e
métodos. Os resultados representam
a média = desvio padrao de 5 ensaios
independentes.

*corresponde a concentracdo
administrada diariamente.
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FIGURA 55

Efeito da combinacdo
terapéutica dos moduladores
epigenéticos na proliferacdo
celular das células F36P.

As células foram incubadas numa
densidade inicial de 0,75 x 108
células/mL, durante 96h com as
concentracdes e 0s compostos
indicados na legenda. Apés incubacéo
pelos periodos de tempo indicados
avaliou-se a proliferacéo celular por
teste de resazurina, de acordo com

0 descrito na seccdo materiais e
métodos. Os resultados representam
a média = desvio padrao de 5 ensaios
independentes.

* corresponde a pré-incubagéo
durante 3h.

Por outro lado, foi também avaliado o possivel efeito sinérgico da
combinacao terapéutica dos moduladores epigenéticos. Assim, as células F36P
foram tratadas com os dois compostos em administracdo simultanea e com
desfasamento temporal de 3 horas entre a administracdo dos dois farmacos,
em concentracées inferiores as utilizadas em monoterapia, como representado
na figura 55.

=
~
)
=
7}
o
[
-]
©
=
=
'r>_u <>~ Controlo
—f— TSA 10 nM
20 © DAC5uM 0
1| =Ac TSA 10 nM + DAC 5 uM
[} TSA 10 nM* + DAC 5 uM
~9¢— TSA 10 nM + DAC 5 uM*
O T T T
Oh 24h 48h 72h 96h

Como podemos observar, na figura 54, quando as células de SMD foram
tratadas com TSA a 10 nM e DAC a 5 uM em monoterapia, nao se observou
efeito citotoxico significativo. De facto, a viabilidade celular, ap6s 96h de
incubacao, diminui para valores proximos dos 76% e 70%, respectivamente.
No entanto, quando as células foram incubadas com os moduladores em
estudo em associacdo observou-se potenciacdo do efeito citotéxico para
concentracoes inferiores ao IC, relativamente a terapéutica em monoterapia.
No entanto, este efeito foi mais acentuado quando as células F36P foram
previamente incubadas com o inibidor das deacetilases das histonas, a TSA, e
seguidamente com o hipometilante, a DAC (Figura 55).

4.4.2.2. Avaliacao da morte celular induzida pela decitabina e tricostatina A por
citometria de fluxo

A avaliacdo do tipo de morte celular induzida pelos moduladores epigenéticos
nas células de SMD em cultura foi avaliada por citometria de fluxo com recurso



a dupla marcacdo com anexina V e iodeto de propideo. Com esta técnica é
possivel distinguir as células viaveis das células mortas através da alteracao na
permeabilidade e composicdo membranar, possibilitando ainda a discriminacao
do tipo de morte celular induzida, ou seja, se esta é predominantemente por
apoptose ou por necrose.

Na figura 56 estdo representados diagramas de pontos representativos da
viabilidade celular e do tipo de morte induzida pela TSA e pela DAC nas células
de mielodisplasia humana em cultura, analisados por citometria de fluxo.
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Como se pode observar, 0s compostos testados induzem, predominante-
mente, morte celular por apoptose tardia e/ou necrose. A reducao da viabilidade
celular é dependente do modulador utilizado, assim como, do esquema
terapéutico (Figura 57). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos nos
testes de proliferacdo com rezasurina.
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FIGURA 56

Dot-plots representativos da
morte celular induzida pelos
moduladores epigenéticos nas
células F36P por citometria de
fluxo.

As células foram incubadas numa
densidade inicial de 0,75 x 10° células/
mL com os compostos em estudo nas
concentragdes indicadas na legenda,
durante 48h, e posteriormente marcadas
com anexina V-FITC e iodeto de propideo
(IP), de acordo com o descrito na secgao
materiais e métodos. A vermelho est4
representada a percentagem de células
viaveis (AV-/IP-), a verde as células em
apoptose inicial (AV+/IP-), a amarelo

as células em apoptose tardia/necrose
(AV+/IP+) e a azul as células em necrose
(AV-/IP+).
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FIGURA 57

Avaliacdo do tipo de morte
celular induzida pela TSA e 80%

DAC nas células F36P por

citometria de fluxo.

As células F36P foram incubadas 60%
numa densidade inicial de 0,75 x 10°
células/mL, durante 48h com TSA e
DAC nas concentragdes indicadas na

legenda. Posteriormente as células 40%
foram marcadas com anexina V-FITC
e iodeto de propideo (IP), de acordo
com o descrito na seccao

materiais e métodos. 20%
*, administracdo didria.
**, pré-incubacdo durante 3h.V,
células viaveis; A, células em apoptose

inicial; A/N, células em apoptose 0%
tardia/necrose; N, células em necrose.
Os resultados s&o expressos em % e
representam a média = desvio padrdo
de 2 ensaios independentes. TSA,
Tricostatina A; DAC, decitabina.

Controlo TSA DAC TSA DAC TSA TSA TSA
750 nM 500uM 100 nM* 5uM* 10nM+ 10 nM**+  10nM +
DAC5uM DAC5uM DAC5uM**



Discussao

5.1. Analise do perfil de metilacao e do metabolismo
do folato/B12 na Sindrome Mielodisplasica

As SMD sao doencas hematolégicas clonais com grande variabilidade clinica
que podem evoluir para LMA. Os doentes que evoluem para LMA apresentam
mau prognoéstico e a morte surge precocemente devido a resisténcia a
guimioterapia e a varias complicacoes letais (Uchida T., 1997).

Os defeitos de maturacdo hematopoiética sdo a “marca” desta doenca, e
afectam maioritariamente a eritropoiese (Hopfer O., 2008). Tém sido descritos
multiplos mecanismos na tentativa de explicar a etiopatogenia da SMD.
No entanto, até a data nao existe nenhum modelo conclusivo para explicar
a patogénese da SMD. Assim, o estudo molecular da SMD pode permitir
identificar o ou 0os mecanismos envolvidos na evolucao neoplasica da doenca
(Jiang Y., 2009).

Os padroes de metilacdo aberrante sdo um evento comum nas neoplasias e
constituem um importante factor regulador da expressao génica. As alteracoes
da metilacdo do ADN ocorrem em multiplos genes e constituem uma das mais
frequentes alteracoes moleculares em varios tipos de tumores, em particular
nas neoplasias hematolégicas. (Mulero-Navarro S., 2008)

De facto, os genes supressores tumorais p15M“ e p16™N<“A encontram-
se frequentemente hipermetilados nas neoplasias hematopoiéticas (Teofili
L. et al,, 2001; Uchida T. et al., 1997). A presenca de metilacdo em genes
especificos tem sido demonstrada em leucemias agudas, mieldides, linféides
e bifenotipicas. Aproximadamente 70 a 80% das LMA caracterizam-se por
varios graus de metilacdo do gene p75, e niveis inferiores do p76, embora de
significado indeterminado. A metilacdo do p75 e p16 esta associada a perda



96

de transcricao, e no caso do p75 na leucemia aguda, a inactivacdo ocorre
guando mais de 40% das ilhas CpG estao metiladas. Um potencial mecanismo
para a inactivacao epigenética consiste nos niveis elevados de DNMT1 e 3B nos
doentes com LMA e metilacdo do gene p75. Enquanto, o valor progndstico
da metilacdo p75/p16 nas diferentes formas de leucemia aguda é incerto, a
frequente metilacao do gene p 15 foi proposta como marcador molecular para
monitorizacao clinica (Groévdal M. et al., 2007).

TémsidodescritasnumerosasalteracéesepigenéticasnaSMD, principalmente
a metilacdo aberrante das ilhas CpG nas regides promotoras de varios genes
reguladores chave. Em particular, a metilacdo de genes supressores tumorais
leva ao seu silenciamento, o que equivale a perda de funcao por mutacdes ou
deleccoes. Sendo uma modificacao reversivel representa um alvo terapéutico
muito atractivo (Brakensiek K., 2005). Estudos clinicos promissores utilizando
agentes hipometilantes e inibidores das deacetilases das histonas, em doentes
com SMD, mostraram que os doentes submetidos a este tipo de terapéutica
apresentavam independéncia transfusional, aumento da sobrevivéncia e atraso
na transformacao leucémica (Silverman L. R., 2002; Wijermans P., 2000).

Como referido, a metilacdo de regides promotoras e o silenciamento de
genes supressores tumorais, em particular de reguladores do ciclo celular,
sdo considerados um passo importante no desenvolvimento tumoral e foram
demonstrados em varias neoplasias hematoldgicas, incluindo a SMD (Toyota
M., 2005; Lehmann U., 2004; Esteller M., 2003; Singal R., 1999).

A progressao do ciclo celular é regulada pelas ciclinas e cinases dependentes
de ciclinas. Por outro lado, a actividade destes complexos é regulada por
proteinas, codificadas por genes supressores tumorais, nomeadamente pelas
proteinas inibidoras das cinases dependentes de ciclinas (CDKI). O aumento de
expressao destas proteinas é reconhecido como um mecanismo de bloqueio do
ciclo celular. Consequentemente, a inactivacdo destes genes por mecanismos
epigenéticos, como a hipermetilacdo da regido promotora, pode ser um alvo
terapéutico importante no cancro (Brakensiek K., 2005).

Os padroes de metilacao do ADN, frequentemente alterados nas neoplasias
humanas, incluem a hipometilacdo global do genoma e a hipermetilacédo
regional das ilhas CpG (Jones P, 1999). Por outro lado, a interaccdo do
epigenoma com o ambiente, incluindo a nutricdo, pode alterar o perfil de
metilacdo e, desta forma, o padrao de expressao dos genes (Bull C., 2008;
Ulrey C., 2005).



Ao longo dos ultimos 15 anos tem-se evidenciado o papel do folato no
risco de desenvolvimento de varios tumores, incluindo o colorectal, pulmao,
pancreas, es6fago, colo uterino e mama, assim como neuroblastoma e
leucemia. Estas observacdes sugerem uma associacao inversa entre o status
do folato, avaliado por ingestdo na dieta ou pelo doseamento dos seus niveis
séricos e/ou nos tecidos, e o risco para estas neoplasias. O mecanismo pelo
qual a deficiéncia de folato promove, e a sua suplementacdo suprime a
carcinogénese ainda nao esta completamente elucidado. No entanto, tém sido
propostos e investigados mecanismos relacionados com a desregulacao de
conhecidas funcdes bioquimicas do folato. Como ja foi referido, a metilacao
aberrante dos residuos de citosina nos dinucle6tidos CpG do ADN é um
fendmeno epigenético precoce na carcinogénese. A extensao da metilagcdo do
ADN gendmico diminui progressivamente ao longo dos estadios da neoplasia,
desde a proliferacdo benigna ao tumor invasivo. A hipometilacdo do ADN
produz elevadas taxas de mutacao devido a delecces relacionadas com a
recombinacao mitética ou a perda integral de cromossomas. Adicionalmente,
a hipometilacdo do ADN da célula maligna pode levar a reactivacao do
ADN intragendmico, elementos nucleares ou repeticdes Alu. Para além da
hipometilacdao global do genoma das células tumorais, existem determinadas
areas no genoma que desenvolvem um aumento da metilacao do ADN,
enquanto outras se tornam hipometiladas. Nas células tumorais, as ilhas CpG
localizadas na regidao promotora de determinados genes supressores tumorais
sofrem hipermetilacdo, o que em alguns casos leva ao silenciamento de genes.
O gene inibidor do ciclo celular p76 tem sido o mais extensamente estudado
e documentado como estando hipermetilado numa variedade de tumores
primarios humanos e em linhas celulares. As alteracdes na biologia celular
gue ocorrem com o envelhecimento podem reduzir o folato disponivel em
determinados tecidos, resultando na desregulacao da sintese de nucleotidos e
na metilacao bioldgica do ADN (Jang H., 2005).

Por outro lado, varios estudos tém mostrado que os polimorfismos de enzimas
envolvendo o ciclo do folato e os genes envolvidos na metilacdo do ADN estao
associados a neoplasia do célon (Mokarram P., 2008). Além disso, o pool de fo-
lato pode estar associado a hipermetilacao do ADN em tumores colorectais (Ka-
wakami K., 2003). Outros estudos, associam as alteracoes do folato e da vitamina
B12 a neoplasias do pancreas (Eva S., 2007) e da proéstata (Johansson M., 2008).

O papel do cédigo genético na determinacdo da estabilidade genémica
estd bem estabelecido e, consequentes alteracoes do estado de saude, como
os defeitos de desenvolvimento e doencas degenerativas como o cancro.
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Para além deste facto, é evidente que o metabolismo e reparacdo do ADN
sdo dependentes de uma variedade de factores dietéticos que actuam como
cofactores ou substratos nas vias metabdlicas fundamentais (Bull C., 2008).
A compreensao das necessidades nutricionais para a manutencdao de uma
stem cell com genoma saudavel é essencial neste contexto, mas até a data
ainda nao foi adequadamente explorada.

Neste contexto, no nosso estudo avaliamos o perfil de metilacdo dos genes
p15 e p16 em doentes com varios subtipos de SMD e em controlos nao
neopldsicos, e a sua relacdo com o status do folato e vitamina B12, e com os
polimorfismos da MTHFR. Todos os parametros foram depois correlacionados
com a clinica, incluindo a evolucao para LMA, sobrevivéncia e grupos de risco
prognostico.

Para o efeito, estudamos uma populacao de 26 doentes com o diagnéstico
de SMD, classificados segundo a OMS e o IPSS, com distribuicdo etéaria e
por sexos sobreponivel ao que se encontra descrito na literatura para esta
patologia. Na nossa amostra de doentes existe um predominio dos subtipos
menos agressivos, nomeadamente AR e CRDM, o que se reflecte depois em
valores de IPSS de risco baixo e intermédio-1. Os oito controlos apresentam um
predominio do sexo masculino e uma média de idades 10 anos inferior a dos
doentes com SMD.

Apesar das células constituintes da medula éssea serem heterogéneas,
podem ser identificadas através de multiplas alteracbes na expressao de
antigénios membranares, e/ou intercelulares, que resultam normalmente de
alteracdes genéticas/epigenéticas correspondentes (Loken M. R., 2008). Como
mencionado, a SMD é considerada uma doenca clonal das células estaminais
hematopoiéticas (Liesveld J.L., 2004). Contudo, enquanto estas células podem
ser relativamente bem caracterizadas na LMA com base no fenétipo e na
expressao de mediadores de vias de transducao de sinal, existe muito pouca
informacdo consensual em termos de imunofenotipagem das células na SMD
(Liesveld J.L., 2004). No entanto, as populacdes maioritarias na medula 6ssea
destes doentes sdo CD34+.

A hipermetilacao das ilhas CpG pode ser detectada quer nas células CD34+
guer no total de células mononucleares da medula, as quais possuem padrdes
de metilacao semelhantes (Aggerholm A., 2006). Estas observacoes sugerem
gue a hipermetilacao da regidao promotora envolve as células hematopoiéticas
imaturas e em estadios mais avancados (Aoki E., 2000). Por este motivo, nao
fizemos separacao das células CD34+ para o estudo do perfil de metilacdo dos
genes pl5eplé6.



A avaliacdo do perfil de metilacdo dos genes p75 e p76 demonstrou que
50% dos doentes apresenta metilacao de pelo menos um gene ao diagndstico.
Varios estudos mostram que 50% dos doentes SMD apresentam metilacao do
gene p15 (Lubbert M., 2003; Uchida T., 1997), enquanto para a metilacao do
p16 ainda nao ha dados solidos.

Um dos eventos epigenéticos mais estudados em SMD é o silenciamento
do inibidor da cinase dependente ciclina p75™%*, que controla a progressao do
ciclo celular da fase G1 para a fase S. A hipermetilacao da regido promotora
do gene p75 ocorre mais frequentemente nas SMD de alto risco, e tem sido
reportada como adquirida durante a progressao da doenca (Quesnel B., 1998;
Uchida T., 1997), estando associada a transformacao leucémica (Tien H. F,
2001) e, por conseguinte, a mau prognostico.

No nosso estudo, a metilacdo do gene p715 foi encontrada apenas em
38% dos doentes SMD, ou seja numa percentagem um pouco inferior a
descrita na literatura (Lubbert M., 2003; Uchida T., 1997). Tal discrepancia
pode ser justificado por um predominio na nossa amostra de doentes SMD
dos subtipos de baixo risco, como ja foi referido. Por outro lado, sabemos que
a metilacao deste gene esta associada a progressao da doenca, pelo que seria
de esperar gque este se encontrasse metilado nos subtipos AREB ou no decurso
da evolucdo da doenca, durante o follow-up. No entanto, nestes doentes,
o estudo da metilacdo foi efectuado somente ao diagnéstico, ndo se tendo
efectuado a reavaliacdo na altura da agudizacao. Curiosamente, verificAmos
gue somente um dos doentes com AREB 1 e 2 apresenta metilacdo de um
dos genes avaliados ao diagndstico e, foram precisamente estes doentes com
0 subtipo AREB (4 em 5 AREB-2 e 2 em 3 AREB-1) que evoluiram para LMA,
juntamente com um doente com LMMC e metilacdo do p75. Portanto, nos
10 doentes em que identificAmos metilacdo do gene p75 estdo incluidos os
subtipos AR, CRDM, LMMC e Sindrome 5g-. Destes, s6 o doente com LMMC e
p15 metilado apresenta um IPSS intermédio-2. Os restantes nove doentes tém
IPSS baixo ou intermédio-1.

Relativamente ao gene p76 os resultados sao sobreponiveis, ou seja 35%
dos doentes tém o p76 metilado, os quais correspondem aos subtipos menos
agressivos e, portanto com IPSS baixo. Apenas um destes doentes com IPSS
baixo (AREB-1 e p76+) evoluiu para LMA.

De salientar que em 19% dos doentes com SMD estudados se verificou
metilacdo dos 2 genes. Estes doentes tém diagndstico de AR (3 doentes) e
CRDM (1 doente). De igual modo, o Unico doente com Sindrome 5g- estudado
apresenta metilacao dos 2 genes, sem no entanto ter ocorrido progressao de
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doenca até a data, dado este também inconsistente com a literatura (Jiang
Y., 2009). No entanto, ndo podemos tirar ilacdes uma vez que se trata de um
Unico doente. Apesar disso, nao deixa de ser curioso e pouco esperado neste
subtipo de SMD, sugerindo outros mecanismos envolvidos.

Por outro lado, o grupo de doentes que ndo apresenta metilacdo de nenhum
dos genes estudados tem diagnéstico de AREB-2 (n=5), embora em 4 dos 9
doentes com o subtipo CRDM também se tenha verificado desmetilacdo dos
referidos genes. Como ja foi referido, embora se trate de um nimero pequeno
de doentes, nao era esperado que todos os doentes com este subtipo tivessem
este perfil de metilacdo, sobretudo porque 4 dos 5 doentes evoluiram para
LMA. Salienta-se, no entanto, que nao sabemos o perfil de metilacdo destes
genes a data da progressao da doenca nos doentes estudados, uma vez que
o estudo foi efectuado somente ao diagnostico. Por outro lado, as alteracdes
da metilacdo poderdo ocorrer noutros genes (Greco M., 2010; Follo M. Y.,
2009; Lin J., 2008; Wu S. J., 2006) e/ou outros mecanismos poderao estar
envolvidos.

De facto, a patogénese da SMD e a sua frequente progressao para LMA
envolvem um processo multifactorial onde a ocorréncia de vérias alteracoes
genéticas e epigenéticas nas células progenitoras hematopoiéticas representa
um papel fundamental. Podem estar envolvidas multiplas vias genéticas na
formacao do clone SMD e, por vezes, estdo mesmo presentes clones distintos
(Mufti G. J., 2004).

Verificamos também que os doentes com os subtipos AR, CRDM e Sindrome
5g- apresentam, como seria de esperar, IPSS de baixo risco. Por outro lado,
nenhum destes grupos de doentes evoluiu para LMA, o que esta de acordo com
o IPSS de baixo risco que lhes foi atribuido. Curiosamente foi nestes grupos de
doentes que encontramos uma maior percentagem de genes metilados.

Como referido, o folato apresenta um papel importante no risco de desen-
volvimento de determinadas neoplasias. Deste modo, sendo as reaccoes que en-
volvem o metabolismo do folato essenciais nos processos de metilacdo, fomos
analisar nos doentes SMD e controlos os niveis de folato, de vitaminaB12 e os po-
limorfismos da enzima MTHFR, uma enzima essencial no metabolismo do folato.

A MTHFR catalisa a reaccdo quimica de 5,10-metilenotetrahidrofolato em
5-metiltetrahidrofolato, o primeiro dador de grupos metilo para a remetilacao de
homocisteina em metionina. O 5-metiltetrahidrofolato é a forma predominante
do folato no plasma e fornece o grupo metilo para a sintese da metionina e
SAM, o dador universal dos grupos metilo. Apés a transferéncia do grupo



metilo, o SAM é convertido em s-adenosilhomocisteina (SAH) que tem grande
afinidade para metiltransferases, actuando como um inibidor potente da
maioria das metiltransferases SAM-dependentes (Jang H., 2005).

Os nossos resultados mostram que, no grupo de doentes, o valor médio
de folato é sobreponivel ao valor médio no grupo dos individuos controlo. No
entanto, se analisarmos os resultados tendo em conta a gama de concentracoes
de folato obtida, podemos distribuir os doentes em 3 grupos, os que tém baixa
(B), alta (A) e elevada (E) concentracdo, de acordo com o definido na seccao
de materiais e métodos. Fazendo esta analise verificamos que a maioria dos
doentes (62%) se encontram no grupo B, ou seja, apresenta valores de folato
abaixo da média. Nove destes doentes apresentam metilacdo de pelo menos
um gene, com predominio da metilacdo do p76. Dos cinco doentes com valores
de folato na gama de concentracdes do grupo A, 3 nao apresentam nenhum
gene metilado (doentes com CRDM). Estes resultados sugerem que o folato
em baixa concentracdo pode estar relacionado com a metilacao de genes,
sobretudo do gene p76. No entanto, estes resultados nao tém significado
estatistico, provavelmente devido a pequena amostra do estudo.

Relativamente a vitamina B12, os doentes SMD apresentam em média
valores de vitamina B12 inferiores aos individuos controlo, uma vez que a maior
parte dos doentes (65%) apresenta niveis séricos de B12 inferiores a média,
ou seja, estao no grupo B (210-555 pg/mL). Estes doentes sao sobretudo do
subtipo CRDM, os quais, apresentam metilacdo de pelo menos um gene,
predominantemente do gene p15, sugerindo que a diminuicao da concentracao
sérica de vitamina B12 podera estar relacionada com a metilacdo de genes.
Por outro lado, os doentes AREB-1 apresentam valores de B12 intermédios
(grupo A).

Existem poucos estudos que relacionem os doseamentos da vitamina B12
com a metilacdo em doentes SMD. No entanto, existem alguns estudos em
neoplasias sélidas, embora contraditérios. Assim, um estudo efectuado por
Eva Schernhammer (2007) em doentes com cancro do pancreas mostrou
existir uma relacdo inversa entre os doseamentos séricos de folato, vitamina
B12 e homocisteina e o risco de cancro. Pelo contrario, Mattias Johansson
(2008) num estudo efectuado em doentes com cancro da préstata em estadios
avancados, refere que as concentracoes de B12 elevadas se relacionam com o
aumento de risco.

Os nossos resultados sugerem que os niveis de vitamina B12 e folato poderao
influenciar a metilacdo dos genes, e deste modo, regular a sua expressao, o
gue podera constituir um factor importante na etiopatogenia da SMD.
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No entanto, apesar de se evidenciar uma tendéncia para a associacao
entre a metilacdo dos genes estudados e a baixa concentracdo de folato e
vitamina B12, ndo sabemos em que medida se estabele esta associacdo ou se
constitui um factor predisponente ou de risco para a patologia SMD. Embora
o doseamento sérico tenha sido efectuado a altura do diagnostico, trata-se de
um doseamento Unico e pode nado traduzir os valores no inicio da doenca. Para
esse efeito teriamos que ter varios doseamentos antes e apds o diagnoéstico
de SMD. Além disso, necessitamos de aumentar o tamanho da nossa amostra
para obtermos resultados mais conclusivos.

Um dos factores que pode influenciar os niveis de folato e vitamina B12 é
a enzima MTHFR. Esta enzima apresenta 2 polimorfismos, C677T e A1298C,
gue quando presentes estdo associados a uma diminuicao da actividade da
enzima.

Assim, a caracterizacdo genotipica das variantes polimérficas da enzima
MTHFR podera esclarecer algumas das questdes anteriormente colocadas.

Varios polimorfismos em genes que codificam enzimas do metabolismo
do folato tém sido associados a susceptibilidade a neoplasias hematoldgicas.
Assim, um estudo efectuado por Hee Nam Kim e colaboradores (2008) mostrou
gue o gendtipo 677TT do polimorfismo C677T da enzima MTHFR se associa
ao aumento do risco para LLA e que existe uma associacao da SMD com o
status de metilacdo do ADN e o risco de evolucdo para LMA (Kim H. N., 2008).
O nosso estudo nao demonstrou existir uma associacao significativa entre a
SMD, o perfil de metilacdo dos genesp75ep16 e o risco de evolucao para LMA.
No entanto, o genétipo CT do polimorfismo C677T da MTHFR foi considerado
um factor de risco para SMD.

Por outro lado, um estudo efectuado por Christine F Skibola (1999)
demonstrou que os individuos com os gendtipos 677TT, 1298AC e 1298CC,
da MTHFR, apresentam um risco inferior para desenvolver LLA. Estes resultados
sugerem que o folato, em valores inadequados, pode ter um papel no
desenvolvimento deste tipo de leucemia.

Como referido, o nosso estudo permitiu constatar que a maioria dos
doentes (77 %), sobretudo do subtipo CRDM, é portadora do genétipo CT do
polimorfismo C677T, o qual constitui um factor de risco para SMD (OD ratio
3,982). Além disso, é de salientar que onze dos vinte doentes com a variante
polimérfica CT apresentam metilacdo de pelo menos um gene.

Quando avaliamos o polimorfismo A1298C da MTHFR verificdmos que a
maioria dos doentes de todos os subtipos OMS, com excepcao do subtipo AR,



apresenta o gendtipo AC. No entanto, ndo encontramos nenhuma relacao
estatisticamente significativa entre a presenca deste polimorfismo e a SMD, o
padrao de metilacao ou os niveis de folato e de vitamina B12.

Além disso, durante o follow-up verificamos que aproximadamente 26,9 %
dos doentes SMD estudados evoluiu para LMA maioritariamente do subtipo
AREB (80% dos doentes AREB-2 e 66,7 % dos doentes com AREB-1). Apenas
um terco dos doentes com LMMC evoluiu para leucemia aguda. Por outro
lado, s6 em 29% dos doentes com LMA secundaria se identificou metilacao
de genes, em particular do gene p76 na AREB-1 e do gene p75 na LMMC.
De salientar que a maioria destes doentes apresenta doseamentos séricos de
folato/B12 abaixo da média e um predominio claro dos genétipos da MTHFR
em heterozigotia: CT para o0 677 e AC para o 1298.

Estes resultados sugerem uma associacao entre valores baixos de folato/B12
e SMD, e entre o polimorfismo 677CT e SMD.

5.2. Analise do potencial terapéutico da decitabina e
tricostatina A na Sindrome Mielodisplasica

O principal objectivo da maioria das estratégias terapéuticas na doenca
neoplasica é o aumento da sobrevivéncia. Habitualmente utilizamos farmacos
dirigidos a alteracbes que sabemos estarem presentes na SMD, como a
desregulacao apoptoética, o silenciamento de genes necessario a diferenciacao
da célula hematopoiética, ou excesso de sinalizacdo angiogénica. No entanto,
nenhuma modalidade terapéutica é aceite como standard para a SMD, uma
vez que poucas estratégias provaram alterar a histéria natural da doenca.
Na SMD, a Unica opcao terapéutica associada a um aumento apreciavel da
sobrevivéncia livre de doenca é o transplante alogénico, que sendo altamente
toxico s6 esta disponivel para uma minoria destes doentes, devido a idade e
performance status.

O reconhecimento de que o fenétipo maligno, que caracteriza a SMD, pode
derivar de diversos processos bioldgicos, permitiu o crescimento de novas
estratégias terapéuticas adequadas a fisiopatologia da doenca. A terapéutica
dirigida a alvos pode alterar a histéria natural da doenca.
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O paradigma que envolve a definicdo de alvos moleculares através da analise
bioguimica das células de SMD primaria ou secundaria, e o desenvolvimento
de inibidores/moduladores contra esses alvos seguido da monitorizacao dos
efeitos bioquimicos, levou a criacdo de novas estratégias terapéuticas na SMD.
A inibicdo das DNMT e HDAC sdo exemplos importantes destas novas formas
de tratamento de neoplasias.

Os primeiros relatos sobre alteracées da metilacdo do ADN no cancro
descreviam uma perda global da metilacdo, que poderia levar a tumorigénese
através da activacao de oncogenes ou induzindo a instabilidade cromossémica.
Neste contexto, a hipometilacdo foi vista como um evento promotor do
cancro e nao como terapéutica para o cancro. A ideia de inibir a metilacdo
do ADN por farmacos surgiu de estudos subsequentes, mostrando que,
paralelamente a hipometilacdo global do genoma, existiam genes com ganho
de hipermetilacdo das regides promotoras durante a tumorigénese, processo
este associado ao silenciamento epigenético da expressao génica com perda
da funcao da proteina. Estes factos levaram a um novo interesse em farmacos
com capacidade de inibir as ADN metiltransferases, os hipometilantes.

Para além das modificacbes da metilacio do ADN, as modificacbes
bioquimicas das histonas (cédigo das histonas) também fazem parte das
alteracbes epigenéticas relacionadas com o cancro. Enquanto, a metilacao
do ADN esta relacionada com o silenciamento de genes, as alteracbes das
histonas sao mais dinamicas e podem estar associadas a uma configuracao
da cromatina mais aberta ou fechada. Deste modo, o silenciamento aberrante
de genes no cancro pode ocorrer por metilacao do ADN ou por desacetilacao
das histonas. Assim, a combinacdo de agentes hipometilantes com HDACI
promove, frequentemente, efeitos sinergisticos associados com a reactivacao
de genes aberrantemente silenciados. Esta associacao tem mostrado actividade
clinica significativa em doentes com SMD e LMA. (Grant S., 2007)

Neste sentido, avaliou-se o potencial terapéutico in vitro de moduladores
epigenéticos, um hipometilante, a decitabina (DAC), e um HDACI, a tricostatina
A (TSA), numa linha cellular humana obtida de um doente com SMD, subtipo
AREB-t, as células F36P.

Nesta linha celular encontramos caracteristicas morfolégicas tipicas de cé-
lulas de SMD, nomeadamente displasia, blastos multinucleados com nucléolos
bem visiveis e elevado numero de células em proliferacdo (mitose), com eleva-
do numero de células com elevada expressao de antigénio membranar CD34.



As diferencas de intensidade de fluorescéncia observadas para os antigénios
membranares CD34 e CD45, permitem a discriminacao de diferentes subtipos
de células com base nos niveis de expressao destes marcadores, indicando
que as células F36P sao, possivelmente, células estaminais hematopoiéticas
multipotentes que entram em diferenciacdo durante o processo de cultura
celular.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a TSA e DAC induzem
diminuicdo da proliferacdo das células F36P de modo dependente da
concentracao e do tempo de exposicao, sendo o seu efeito mais acentuado a
partir das 48h de incubacao. Para além do efeito anti-proliferativo observado,
este é acompanhado de um efeito citotéxico mediado preferencialmente por
apoptose.

Neste trabalho foi também avaliado se o modo de administracdo e/ou a
associacao dos farmacos influencia o seu efeito citostatico e citotéxico.

Assim, quando as células F36P foram tratadas com baixas concentracoes
TSA e DAC em administracdo diaria, a reducdo da proliferacao celular foi
superior a observada nas mesmas células tratadas com concentracbes mais
elevadas em administracao Unica. Estes resultados sugerem que o esquema de
administracdo dos farmacos é importante na obtencdo da eficacia terapéutica.
Por outro lado, ao permitir a reducdo da dose poderd contribuir para a
diminuicao dos efeitos adversos.

Quando as células foram primeiro incubadas com os dois compostos em
administracdo simultanea e posteriormente com um desfasamento temporal
de 3 horas, em concentracboes inferiores as utilizadas em monoterapia
(inferiores ao IC, ), em associacao simultanea, observou-se potenciacao do
efeito citotoxico. No entanto, este efeito foi mais acentuado quando as células
F36P foram pré-incubadas com o inibidor das deacetilases das histonas, a TSA,
e seguidamente com o hipometilante, a DAC. Estes resultados estao de acordo
com o0s observados noutros estudos em células de LLA (Sarmento-Ribeiro A. B.,
2008; Costa C., 2009).

Posteriormente, analisdmos o tipo de morte celular por citometria de fluxo
com recurso a dupla marcacao com anexina V e iodeto de propideo. Com esta
técnica é possivel distinguir as células viaveis das células mortas através da
alteracao na permeabilidade e composicao membranar, possibilitando ainda
a discriminacao do tipo de morte celular induzida por um composto, se esta
¢ predominantemente por apoptose ou por necrose. Como mencionado,
0s compostos testados induzem, predominantemente, morte celular por
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apoptose tardia e/ou necrose. No entanto, a reducao da proliferacao celular
¢é dependente do modulador utilizado, assim como, do esquema terapéutico.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos nos testes de proliferacao
com rezasurina.

Em conclusao, este estudo sugere que a TSA e/ou DAC poderao constituir
uma nova abordagem terapéutica na SMD, em monoterapia e/ou em esquemas
terapéuticos combinados, o que permitira a diminuicao da toxicidade secundaria
e melhorar a qualidade de vida dos doentes com SMD.



Conclusao

Seguidamente, apresentam-se as principais conclusdes que foram obtidas a
partir da andlise do presente trabalho, envolvendo a epigenética e a nutricao
na Sindrome Mielodispldsica e o potencial terapéutico dos moduladores
epigenéticos.

- A amostra de doentes SMD incluidos no nosso estudo tem um predominio
de subtipos menos agressivos, nomeadamente AR e CRDM, o que se reflecte
em valores de IPSS de risco baixo e intermédio-1.

- Os resultados mostram que 50% dos doentes apresentam pelo menos um
gene metilado. A metilacao do p75 esta presente em 38% dos doentes, en-
guanto a do gene p76 ocorre em 35% dos doentes. No entanto, 4 dos 5 doen-
tes com AR o doente com Sindrome 5g- apresentam metilacao da regiao pro-
motora do p75. Por outro lado, a metilacdo do p76 ocorre em todos os subtipos
com excepcao dos doentes com LMMC e AREB-2. Estes resultados sugerem que
a metilacdo pode constituir um mecanismo precoce na etiopatogenia da SMD.

- Embora sem significado estatistico, os doentes com genes metilados tém
tendéncia para niveis baixos de acido félico e vitamina B12 (p76 para o folato
e p15 para a B12), reforcando o papel destas vitaminas na metilacdo, tal como
tem sido observado em tumores s6lidos nomeadamente colo-rectais.

- Por outro lado, o genétipo da MTHFR parece influenciar a metilacdo, uma
vez que a maioria dos doentes heterozigdticos CT para o polimorfismo C677T
e AC para o A1298T apresentam metilacdo do p76 e/ou p15. Além disso, o
gendtipo CT do polimorfismo C677T da MTHFR parece ser factor de risco para
SMD (OR 3,982).

- Os doentes que evoluiram para LMA foram os esperados em termos
clinicos, mas, ao contrario do que esta descrito na literatura, nao apresentam
metilacdo dos genes estudados.
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- Os estudos efectuados em linhas celulares de SMD mostram que os
moduladores epigenéticos, hipometilantes e inibidores das deacetilases das
histonas (DAC e TSA, respectivamente) induzem diminuicdo da proliferacao e
viabilidade das células F36P de modo dependente da concentracdao, do tempo
de exposicao, do modo e esquema de administracao, induzindo morte celular
preferencialmente por apoptose.

- Assim, este estudo sugere que a TSA e/ou DAC poderao constituir uma
nova abordagem terapéutica na SMD, em monoterapia e/ou em esquemas
terapéuticos combinados, o que permitira a diminuicao da toxicidade secundaria
e melhorar a qualidade de vida dos doentes com SMD.
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