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Resumo

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) consiste num grupo heterogéneo de doencas
clonais da célula estaminal hematopoiética essencialmente caracterizado por displasia
morfoldgica, citopenias periféricas com medula hipercelular, ¢ uma hematopoiese
meficaz resultado de um excesso de apoptose ¢ uma anormal proliferacao de blastos na
medula 6ssea. Estes doentes apresentam uma elevada probabilidade de evoluciao para

leucemia aguda, nomeadamente para Leucemia Mieloide Aguda (LMA).

A alteracio que desencadeia esta doenca nao ¢ conhecida, mas pensa-se que tera
origem numa célula estaminal hematopoiética com elevada suscetibilidade a alteracoes
genéticas e/ou epigenéticas que induzem alteracoes na proliferacao, diferenciacio e

sobrevivéncia, culminando na evolucao do clone maligno.

Os mecanismos envolvidos na patogénese de SMD sio ainda, na sua maioria
desconhecidos. No entanto, sabe-se que envolvem alteracoes em genes fundamentais no
processo hematopoiético, que regulam a maturacio e proliferacio celular, o ciclo celular,
a reparacio do ADN e a apoptose. Um dos mecanismos fortemente associado a
patogénese da SMD ¢ a metilacio do ADN, que demonstrou ser responsavel pelo
silenciamento de genes essenciais ao funcionamento celular normal, nomeadamente de
genes supressores tumorais, que se sabe estarem transcricionalmente silenciados, em
consequéncia da metilacio das suas regioes promotoras. Os padroes de metilacao
aberrante sio mecanismos extremamente comuns nas mais variadas neoplasia humanas,
nomeadamente em doencas hematologicas, e sabe-se estarem associados ao inicio do

desenvolvimento tumoral bem como na sua progressao.

Os grupos metilos necessarios ao processo de metilacio podem ter origem em
vias metabolicas que envolvem produtos da dieta, nomeadamente o folato e a vitamina
B12. Estas vitaminas sao elementos chave no metabolismo do carbono, responsavel nao
sO pela producao de moléculas necessarias para a sintese e reparacao do ADN, mas
também pela manutencio dos niveis de S-adenosilmetionina (SAM), o principal dador de
grupos metilo endégeno na maioria das reacoes de metilacio, incluido a metilacio do

ADN.
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A avaliacao do perfil de metilacio de ADN pode ser efetuada em diferentes tipos
de amostras bioldgicas, nomeadamente em sangue periférico, medula 6ssea e tecido
tumoral. A utilizacao de amostras de sangue periférico podera constituir uma forma nao-
mvasiva de andalise de marcadores tumorais com elevado potencial clinico,
nomeadamente na avaliacio do tratamento com agentes hipometilantes. Apesar da
avaliacao do perfil de metilacao em leucocitos do sangue periférico ja ser utihizado como
marcador tumoral em alguns tumores soélidos, como no cancro colorectal, o seu

significado clinico em neoplasias hematologicas permanece desconhecido.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o perfil de metilacio de genes
supressores tumorais e de recetores de morte em amostras de sangue periférico e de
medula 6ssea de doentes com SMD, relacionando-os com os subtipos e com 0s grupos
de risco. Além disso, avaliimos o envolvimento do folato e da vitamina B12 na metilacio

do ADN, correlacionando-os com os dados obtidos.

Para tal, analisamos o perfil de metilacio de genes supressores tumorais (p/J,
pl6, ps3, DAPK ¢ MGM) e de recetores de morte (TRAIL DcRI, TRAIL DcR2,
TRAIL DR4 ¢ TRAIL DR em ADN genémico de amostras de sangue periférico (SP)
e de medula 6ssea (MO) de 82 doentes com SMD de novo, colhidas aquando do
diagnostico, e de 14 controlos ndo neoplasicos. A andlise foi efetuada apos a modificacao

do ADN genomico pelo método do bissulfito, utihizado a Polymerase Chain Reaction

(PCR) especifica de metilacao (MS-PCR).

Os doentes apresentam uma mediana de 1dade de 76 anos (22-92), com um ratio
Masculino/Feminino de 40/42. Os subtipos segundo a Organizacio Mundial de Saide
(OMS) sao CRDU (n=10), ARSA/CRDM-SA (n=8), CRDU (n=41), AREB-1 (n=)),
AREB-2 (n=9), SMD/NMP (n=8) e 5g- (n=1). De acordo com o International Prognostic

Scoring System (IPSS) sao: baixo (n=12), intermédio-1 (n=42) e intermédio-2 (n=9).

Os nossos resultados mndicam que 88,6% das amostras de SP e 61,5% das
amostras de MO dos doentes com SMD apresentam metilacao do gene plJ, e que 22,7%
das amostras de SP e 21,8% das de MO apresentam metilacao do gene p/0. O gene
DAPK encontra-se metilado em 59,19 das amostras de SP e em 66% das amostras de
MO. Os genes TRAIL DcRI ¢ TRAIL DcR2 apresentam metilacao em 11,4% e 18,2%
das amostras de SP, ¢ em 8% e 16% das amostras de MO, respetivamente. O gene

TRAIL DR4 apresenta-se metilado em 15,9% das amostras de SP e em 249% das de MO.

IX



Por ultimo, 29,5% das amostras de SP e 28% das amostras de MO apresentam metilacao
do gene TRAIL DR5. Nenhuma das amostras de doentes ou controlos apresentou
metilacao dos genes poF e MGMT. De um modo geral, observa-se que 97,7% e 83,3%
das amostras de SP ¢ de MO dos doentes, respetivamente, apresentam metilacao de pelo
menos um gene, € 79,5% e 56,4% apresentam mais de dois genes metilados. Além disso,
a metilacio dos genes estudados apresentam percentagens elevadas de concordancia
entre amostras de SP e MO (pls: 72,5%, pl6: 77,0%, DAPK: 67,5%, TRAIL DcRI:
85%, TRAIL DcR2 65%, TRAIL DR4: 62,5%), a excecao do gene TRAIL DR (40%).
No entanto, apenas os genes DAPK ¢ TRAIL DR5 apresentam resultados significativos
(= 0,04 e p=0,031).

Todos os subtipos de SMD apresentam metilacio dos varios genes. A metilacao
do gene pl6 encontra-se mailoritariamente nos subtipos mais avancados (AREB-1 e
AREB-2). Os genes ply e DAPK encontram-se metilados em todos os subtipos,
verificando-se tendéncia para diminuicio muito ligeira com a severidade da doenca. A
metilacio dos genes que codificam os recetores de morte ¢ também comum a todos os
subtipos, a excec¢ao do gene TRAIL DR4 cuja metilacio fo1 apenas observada em
doentes dos subtipos menos agressivos (CDRU, ARSA ¢ CRDM). Nos grupos do IPSS,
verificamos haver metilacio em todos os grupos de risco, no entanto, os grupos de risco
baixo e intermédio parecem apresentar frequéncias de metilacao ligeiramente superiores

as do grupo itermédio-2.

A metilacao dos genes varia de acordo com os niveis de folato e de vitamina B12,
sendo que, de uma forma geral, os doentes com concentracoes séricas de folato e de
vitamina B12 de altas a elevadas apresentam maiores frequéncias de metilacio. No
entanto, este padriao varia entre os varios genes, ¢ com o tipo de amostra em que a

metilacao fo1 analisada.

Os niveis de S-metilcitosina (5-mC) sio superiores em doentes com SMD (8,4 +
4,9) (%) quando comparados aos controlos (1,4 + 0,518). Os niveis de 5-mC variam com
a concentracao de folato, sendo que diminuem com o aumento da concentracao do
folato. No entanto, nio se verificou uma relacio direta entre os nivels de 5-mC e as
concentracoes de vitamina B12, uma vez que os niveis de 5mC nao variam muito nos trés

grupos de doentes.

Assim, concluimos que a metilacio aberrante é um evento bastante comum nos



doentes com Sindrome Mielodisplasica e pode estar relacionada com os subtipos da
doenca e com os grupos de risco do IPSS, confirmando o papel da metilacio do ADN na
patogénese desta doenca. Os nivels séricos de folato e de vitamina B12 parecem estar
relacionados com o perfil de metilacao dos genes estudados, bem como com os niveis de
S-metilcitosina observados nos doentes com SMD. Além disso, existe uma correlacao dos
padroes de metilacio dos varios genes entre as amostras de sangue periférico e as
amostras de medula 6ssea dos doentes com SMD, sugerindo que o sangue periférico
poderd eventualmente constituir um marcador periférico do status de metilacio em

doentes com SMD.

Palavras-Chave:

»2¢” Sindrome Mielodisplasica
28 Metilacio

P24’ Folato/vitaminaB12

P24 Sangue periférico
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Abstract

Myelodysplastic Syndromes (MDS) are a heterogeneous group of hematopoietic
stem-cell disorders characterized by dysplastic features, peripheral-blood cytopenias with
hypercellular bone marrow and meffective hematopoiesis due to excessive apoptosis and
abnormal blast proliferation in bone marrow. These patients have high risk of disease

progression toward leukemic progression, mainly to Acute Myeloid Leukaemia (AML).

The mechanism that triggers this disease i1s not known yet, but it probably
originates from a hematopoietic stem-cell with high susceptibility to genetic and/or
epigenetic changes that induce changes mn cell proliferation, differentiation and survival

that had an advantage growth to the malignant clone.

The mechanisms involved in the pathogenesis of MDS are not completely
understood, but they mvolve key genes in hematopoiesis, that control cell proliferation
and maturation, cell cycle, DNA repair and apoptosis. DNA methylation 1s one of the
epigenetics processes more frequently associated with MDS pathogenesis and several
genes, namely tumor suppressor genes, have been shown to be transcriptionally silenced
n association with promoter methylation. Aberrant methylation 1s extremely common in
all types of cancers, as well as in hematopoietic disorders, and has been associated with

cancer initlation and progression.

The methyl groups necessary for methylation processes are derived from
metabolic pathways that mvolves dietary products, mainly folate and vitamin B12. These
vitamins are key elements in one-carbon metabolism which 1s responsible, not only for
the production of molecules required for DNA synthesis and repair, but also for the
maintenance of S-adenosylmethyonine (SAM) levels, the main methyl donor for DNA

methylation.

There are several types of specimens from which DNA methylation pattern can
be measured and evaluated. Blood-based specimens may be a potential source of
noninvasive cancer biomarkers, mainly for evaluation of hypomethylating agents
treatment. Blood leukocytes from patients with solid tumors, namely colorectal cancer,

exhibit complex and distinct cancer-associated DNA methylation patterns, which might
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be seen as epigenetic biomarkers with significant clinical potential. However, peripheral

blood cell methylation profiles are largely unknown in hematopoietic cancers.

The aim of this work was to mvestigate the DNA methylation status of tumor
suppressor genes (plJ, plo, ps3, DAPK and MGMT) and death receptors (7RAIL
DcR1, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 and TRAIL DRY) of 82 MDS de novo patients at
diagnosis in bone marrow (BM) and peripheral blood (PB) cells, and of 14 non-
neoplastic patients. Genomic DNA was 1solated by standard protocols and modified using

sodium bisulfite followed by a methylation specific PCR.

The MDS patient group median age was 76 years (22-92), gender M/F=40/42,
WHO subtypes: RCUD (n=10), RARS/RCMD-RS (n=8), RCMD (n=41), RAEB-1 (n=)),
RAEB-2 (n=9), MDS/MNP (n=8) and 5q- (n=1) and IPSS: low (n=12), intermediate-1

(n=42) and intermediate-2 (n=9).

Our results showed that 88,69 of PB samples and 61,59 of BM presented pl5
gene methylated, 22,7% of PB and 21,8% of BM presented p/6 gene methylated, 59,1%
of PB and 66% of BM presented DAPK methylated, 11,4% of PB and 18,2% of BM
presented 7TRAIL DcRI methylated, 8% of PB and 169% of BM samples presented
TRAIL DcR2methylated, 15,9% of PB and 249% of BM samples presented TRAIL DR4
methylated and 29,59% of PB and 28% of BM samples presented 7TRAIL DRSS
methylated. None of patients presented ps3 and MGMT gene methylated. Overall,
97,7% of PB samples and 83,3% of BM samples from MDS patients presented at least
one methylated gene, of these 79,5% of PB and 56,4% of BM samples presented two or

more methylated genes.

Moreover, we observed concordant results between BM and PB in 72,5% of
patients for plJ gene, 77,5% for pl16 gene, 67,5% for DAPK gene (p=0,04), 85% patients
for TRAIL DcR1 gene, 65% for TRAIL DcR2 gene, 62,5% for TRAIL DR4 gene and in
40% patients for TRAIL DR5 (p=0,031).

All MDS subtypes presented methylation in several genes. p/6 gene methylation
1s observed mainly in more aggressive subtypes (RAEB-1 and RAEB-2). p/J and DAPK
genes methylation was found in all disease subtypes, with a slight tendency to decrease
with disease severity. Methylation of death receptors genes 1s common to all subtypes,

except for TRAIL DR4 gene which was only observed in less aggressive subtypes, RCUD,
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RARS and RCMD. All IPSS groups presented methylation of several gene promoters,

but low and intermediate-1 risk groups presented higher methylation frequencies.

Gene methylation varies with folate and vitamin B12 levels, patients with higher
levels of folate and vitamin B12 presented higher methylation frequencies. But this
pattern varies between genes, and changes in the two types of samples, peripheral blood

and bone marrow.

MDS patients also presented higher levels of 5-methylcytosine (8,4 + 4,9) (%)
compared with non-neoplastic patients (1,4 £+ 0,518) but without any statistical
significance. The 5-mC level varies with folate concentration, being reduced in patients
with high levels of folate. There 1s no direct association between 5-mC level and vitamin
B12, once this level don’t varies between the three groups of patients with different

vitamin B12 concentrations.

Our results show that aberrant methylation seems to be a common event in MDS
patients and could be related with MDS subtypes and group risk, which suggests an
important role of DNA methylation in MDS pathogenesis. Moreover, folate and vitamin
B12 might be associated with DNA methylation status of the genes studied, as well as with
S-methyleytosine levels seen in MDS patients. We also observed a correlation between
gene methylation patterns between peripheral blood and bone marrow aspirate suggesting
that peripheral blood may possibly be a peripheral marker of methylation status in

patients with MDS.

Key words
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1. Introducio

1.1. Sindrome Mielodisplasica

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um grupo heterogéneo de doencas clonais da
célula estaminal hematopoiética. Os doentes com SMD apresentam maturacio e
proliferacao alterada das células estaminais hematopoiéticas que conduzem ao
aparecimento de caracteristicas displasicas numa ou mais linhagens celulares, sendo
frequentemente acompanhada por hiperplasia medular e aumento da taxa de apoptose.
Esta hematopoiese ineficaz resulta, na grande maioria dos casos, numa ou mais citopenias
periféricas (Nikoloski & Repden, 2012). Estes doentes apresentam ainda uma elevada
probabilidade de evolucao leucémica, nomeadamente para Leucemia Mieloide Aguda
(LMA). O decurso natural desta sindrome ¢ altamente variavel, e pode ir desde uma fase
cronica, que pode durar varios anos, até uma rapida evolucao para leucemia (Hirai,
2003). A SMD pode ser classificada como de novo, em que niao existe uma causa
aparente para o seu aparecimento, ou como SMD secundaria, que resulta da exposicao a
agentes mutagénicos, como por exemplo a quimioterapia e a radioterapia, ou outros

agentes potencialmente toxicos (Foran & Shammo , 2012).

Esta sindrome foi descrita pela primeira vez em 1990 por Leube como
“leukanamie” que a data se pensava ser de origem infeciosa. Algumas décadas mais tarde,
foram relatados varios casos de doentes que, na sequéncia de uma anemia macrocitica,
desenvolveram leucemias agudas, que permitiram fazer a descricao de algumas
caracteristicas mais comuns. O termo “sindrome mielodisplasica” s6 for aceite em 1970,
quando se percebeu que muitos dos doentes, aos quais se tinha diagnosticado “pré-
leucemia”, nao chegavam a desenvolver leucemia aguda, morrendo de complicacoes
resultantes das citopenias (Nimer, 2008). No entanto, sé em 1982, o Grupo Cooperativo
Franco-Americo-Britinico (FAB) designou formalmente este grupo heterogeneo de

doencas por Sindrome Mielodispldsica (Nimer, 2008).

1.1.1. Fatores de Risco

A Sindrome Mielodisplisica ¢ muitas vezes considerada uma doenga
multifatorial, uma vez que pode ser desencadeada pelos mais diversos fatores. A SMD,

especialmente a sua forma primaria, ¢ predominantemente uma doenca caracteristica de
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uma faixa etiria mais avancada, pois o risco de desenvolver esta patologia aumenta
significativamente com a idade. Aproximadamente 86% dos doentes com SMD tém mais
de 60 anos aquando do diagnostico (idade média de 76 anos) (Ma, 2012) e a incidéncia
de SMD aumenta significativamente com o aumento da idade (Figura 1). No entanto, 6%
dos casos de SMD siao diagnosticados em individuos com menos de 50 anos (Ma, 2012),

mcluindo algumas criancas (Ritchie, 2012).

35

20 /
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(por 100 000 individuos)
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Figura 1 Incidéncia anual de Sindrome Mielodisplasica com a idade (Adaptado de Jiadersten & Hellstrom-
Lindberg, 2009)

Esta sindrome apresenta maior mcidéncia em individuos do sexo masculino,
comparativamente ao sexo feminino, num fator de cerca de 1.8 (Teffer1 & Vardiman,
2009). Também os individuos de raca branca demonstram ter uma maior tendéncia para

o desenvolvimento de SMD que individuos de outras racas/etnias (Ma, 2012).

Como referido, a Sindrome Mielodisplasica pode ainda surgir como
consequéncia de anteriores tratamentos, como a radioterapia e a quimioterapia, que sao
frequentemente usados no tratamento dos mais diversos tipos de patologias, sendo
designada nestes casos de SMD secundaria. A taxa de SMD secundaria tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, possivelmente devido ao aumento da taxa de
mcidéncia de doencas neopldsicas, juntamente com o aumento do sucesso no seu
tratamento (Foran & Shammo , 2012). Por outro lado, o aumento da esperanca média de
vida podera também condicionar a taxa de incidéncia desta patologia, uma vez que esta

aumenta significativamente com a idade.
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Outros fatores de risco incluem a exposicao ao benzeno, cuja principal fonte é o
fumo proveniente do tabaco, exposi¢ao ocupacional a solventes, como tintas de cabelo, e
a pesticidas. A relacao entre o consumo de alcool ¢ a SMD for também estudada por
varios grupos de investigacao, no entanto, os resultados sao bastante contraditorios (Ma,

2012).

Recentemente, Ma Xiaomel (2012) verificou a existéncia de uma forte associa¢iao
entre o Indice de Massa Corporal (IMC) ¢ o desenvolvimento de Sindrome
Mielodisplasica. Através deste estudo, Ma concluiu que o risco de desenvolver SMD é
2.18 vezes superior em individuos com IMC superior a 30 (Obesidade), quando

comparados a individuos com IMC inferior a 25 (Peso Normal).

O nisco de desenvolver tanto SMD, como LMA, é também aumentado por
determinadas sindromes genéticas, tais como, a Sindrome de Diamond-Blackfan, a
Sindrome de Shwachman-Diamond, a Disqueratose Congénita, a Anemia de Fanconi e a

Neutropenia Congénita Severa (Tefferi & Vardiman, 2009).

A taxa de mcidéncia de SMD na populacio geral ¢ de 5 em cada 100 000
individuos por ano, contudo este nimero aumenta para valores entre 22 a 45 individuos
por cada 100 000, quando consideramos apenas a populacao com mais de 70 anos
(Greenberg et al, 2011). No entanto, estima-se que as taxas de incidéncia de SMD
estegam  provavelmente subestimadas, uma vez que ndo incluem doentes que ja

apresentam sintomas da doenca mas que ainda niao foram corretamente diagnosticados

(Al-Amer er al., 2011).

1.1.2. Sintomatologia e Diagnéstico

O diagnostico de SMD ¢ sem davida um enorme desafio nomeadamente em
doentes em fases mais iniciais da doenca, uma vez que esta nio apresenta sintomas
especificos e muitas das suas caracteristicas sio comuns a outras neoplasias mieloides,
que devem ser, cuidadosamente excluidos antes de se efetuar um diagnoéstico definitivo
de SMD (Foran & Shammo , 2012). A suspeita de SMD resulta principalmente de uma
analise sanguinea anormal com contagem completa das células sanguineas (Garcia-
Manero, 2012), sendo por isso desencadeada por sintomas ou sinais sugestivos de

citopenias. Estes sinais incluem, fadiga e o declinio fisico perante atividades diarias de
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rotina que poderdao ser indicativas de anemia, infecoes indicativas de neutropenia,
hemorragias frequentes e mexplicaveis e contusdes que poderao indicar a presenca de
trombocitopenia (Foran & Shammo , 2012). Muitos doentes poderao, no entanto, ser
assintomaticos e sao posteriormente diagnosticados como consequéncia da avahacio de

outras comorbilidades (Foran & Shammo , 2012).

Um dos critérios primarios no diagnostico de SMD € a presenca de displasia em
pelo menos 10% das células de uma das linhas mieloides (Foran & Shammo , 2012;
Teffer1 & Vardiman, 2009), sendo as caracteristicas morfoldgicas quer do sangue
periférico quer da medula éssea extremamente importantes para o estabelecimento do
diagnoéstico. A andlise do sangue periférico ¢ um dos primeiros passos no diagnostico de
SMD, uma vez que os esfregacos revelam, para além da existéncia de citopenias, varias
caracteristicas morfologicas especificas desta sindrome, como, por exemplo, a
hiposegmentacio nuclear de neutréfilos (pseudo Pelger-Huét) (Tefferi & Vardiman,
2009). O diagnostico tera de ser confirmado recorrendo a aspirado e/ou biopsia medular
com colorac¢io para ferro (Foran & Shammo, 2012). O aspirado medular permite avaliar
detalhadamente a morfologia celular e a percentagem de blastos, e determinar a
celularidade e arquitetura medular (Garcia-Manero, 2012). Deve ser também avaliado o
cariotipo, uma vez que o padrio citogenético destes doentes é bastante heterogéneo e
importante no prognoéstico da doenca e, nalguns casos, pode mesmo ser determinante na

selecao da terapia mais adequada (Garcia-Manero, 2012).

1.1.3. Classificagio

Tendo em conta a enorme heterogeneidade desta sindrome, nas ultimas décadas,
varios sistemas de classificacio foram desenvolvidos com o objetivo de uniformizar os
critérios de diagnostico de SMD e de alguma forma estimar a sobrevivéncia e o risco de
progressao para leucemia aguda. De entre os sistemas que surgiram ¢ importante destacar
os sistemas do Grupo Cooperativo FAB (1982) e da Organizacio Mundial de Saide
(OMS), revisto pela ultima vez em 2008.

A classificacio FAB baseia-se essencialmente na percentagem de blastos na
medula 6ssea, no numero de linhagens afetadas e na auséncia ou presenca de

sideroblastos em anel. Este sistema de classificacio considera ainda que ha progressao
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para leucemia aguda quando a percentagem de blastos na medula é superior a 30%.
Tendo em conta todos estes fatores foram distinguidas 5 subcategorias desta patologia:
Anemia Refrataria (AR), Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA), Anemia
Refrataria com Excesso de Blastos (AREB), Anemia Refratiria com Excesso de Blastos
em transformacio (AREB-t) e Leucemia Mielomonocitica Crénica (LMMC) (Teffer1 &
Vardiman, 2009; Greenberg, 2010).

Em 2001, a OMS criou um novo sistema de classificacao de neoplasias mieloides
que, pela primeira vez, mcorporava informacao genética, juntamente com informacao
morfologica, citoquimica, imunofenotipica e clinica (Vardiman et al, 2009). O comité da
OMS modificou algumas das definicoes FAB de Sindrome Mielodisplasica, baixando o
nivel de blastos necessarios para o diagnostico de LMA, de 30% para 20%, passando a
categoria AREB-t para a categoria da LMA. Este comité decidiu ainda colocar a LMMC
numa nova categoria de neoplasias mieloides, que tem caracteristicas mielodisplasicas e
mieloproliferativas, e reconheceu duas novas subcategorias a Citopenia Refratiria com
Displasia Multilinhagem (CRDM) e a Delecao isolada do braco longo do cromossoma 5
(Sindrome 5g-) (Teffer1 & Vardiman, 2009). Mais recentemente, em 2008, este sistema
de classificacio for revisto com o objetivo de incorporar nova informacao clinica e
cientifica, para melhorar os critérios de diagnostico e introduzir novas entidades

patologicas (Tabela 1) (Vardiman er al., 2009).

Nesta revisao foi adicionada uma nova categoria que inclui doentes com displasia
de uma unica linhagem hematopoiética, anemia refratiria, neutropenia refrataria ou
trombocitopenia refrataria, de uma forma geral, designadas de Citopenia Refratiria com
Displasia de Unilinhagem (CRDU) (Vardiman et al,, 2009). Por fim, for ainda adicionada
uma nova entidade provisoria, a Citopenia Refratiria Infantil (CRI), que mclu criancas
com menos de 2% de blastos no sangue periférico e menos de 5% na medula 6ssea, mas
que apresentam evidéncia de displasia em duas ou mais hinhagens. No entanto, criancas
com 2-19% de blastos no sangue e/ou 5-19% na medula devem ser classificadas usando os

mesmos critérios que os adultos (Vardiman et al,, 2009).

Contudo, e tendo em conta o rapido aparecimento de mformacao bioldgica e
genética, o proprio comité da OMS previu que seriam necessarias futuras revisoes deste

sistema de classificacao.
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Tabela 1 Caracteristicas do sangue periférico e da medula 6ssea nas vérias categorias de Sindrome
Mielodisplasica definidas pelo comité da Organizacio Mundial de Satide em 2008.

Patologia Sangue Periférico (SP) Medula Ossea (MO)
S;z;iz?;a dléeii}r;%:ﬁanZE Displasia unilinear: >109% de células

(CRDU): (Anemia Refratiria
[AR]; Neutropenia Refratiria

Unicitopenia e Bicitopenia
Blastos raros ou ausentes

displasicas da linhagem afetada
<5% Blastos

. . (<19%) <15% dos precursores eritroides sao
[NR]; Trombocitopenia .
, . sideroblastos em anel
Refratana [TR])
>15% dos percursores eritroides sao
Anemia Refratiria com Anemia sideroblastos em anel

Sideroblastos em Anel (ARSA)

Auséncia de blastos

Apenas displasia eritroide
<5% Blastos

Citopenia Refratiria com
Displasia de Multilinhagens
(CRDM)

Citopenia(s)
Blastos raros ou ausentes
(<1%)

Auséncia de bastonetes de
Auer
Monoécitos <I1x10°/L

Displasia em >10% das células em 2
ou mais linhas mieloides
(neutrofilos e/ou precursores
eritroides e/ou megacaridcitos)
<5% Blastos
Auséncia de bastonetes de Auer
+15% de sideroblastos em anel

Anemia Refratiaria com Excesso
de Blastos 1 (AREB-1)

Citopenia(s)
Blastos <6%
Auséncia de bastonetes de
Auer
Monoécitos <I1x10°/L

Displasia de Uni ou Multilinhagens
59%-9% Blastos
Auséncia de bastonetes de Auer

Anemia Refratiria com Excesso
de Blastos-2 (AREB-2)

Citopenia(s)
596-9% Blastos
Com bastonetes de Auer
Monoécitos <1x10°/L

Displasia de Uni ou Multilinhagens
1096-199% Blastos
Com bastonetes de Auer

Displasia inequivoca em <109% das

Sindrome Mielodisplésica nio- Citopenias células de uma ou mais linhagens
classificavel (SMD-NC) <1% Blastos mieldides
<5% Blastos
Anemia Megacardcitos normais ou
Sindrome Mielodisplasica Plaquetas normais ou aumentados com ntcleo hipolobado
associada a Delegio isolada do aumentadas <56% Blastos
cromossoma 5q Blastos raros ou ausentes Del(5q) isolada
(<19%) Auséncia de bastonetes de Auer

1.1.4. Prognéstico

(adaptado de Vardiman et al., 2009)

O prognostico de doentes com SMD ¢ extremamente dificil de determinar, no
entanto, tendo sido criados varios sistemas de prognostico. Estes sistemas tém como
principal objetivo a estratificacio do risco de progressio e facilitar a escolha da
terapéutica mais adequada a cada caso especifico, tendo em conta a informacio recolhida
aquando do diagnostico. O sistema de prognostico mais utihizado é o IPSS (International

Prognostic Scoring System) criado em 1997, Este sistema é baseado em trés varidvels
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principais, a percentagem de blastos na medula 6ssea, o nimero de citopenias periféricas
e as anomalias citogenéticas. Apds a avaliacio de cada um destes parametros é feito o
calculo do score que permite mserir cada doente num dos quatro subgrupos de risco
existentes: o grupo de baixo risco, mtermédio-1 (int-1), mntermédio-2 (int-2) e alto risco
(Tabela 2) (Greenberg et al, 1997). Embora este sistema seja facilmente reproduzivel e
facil de utilizar, apresenta algumas hmitacoes, uma vez que nao é muito preciso no
prognoéstico de doentes de baixo risco e atribui pouco valor a citogenética (Garcia-

Manero, 2012).

Tabela 2 Sistema de International Prognostic Scoring System (IPSS) em Sindrome Mielodisplasica.

5-10

Bom Intermédio Mau - -

20ud

9.4 11.8 4.8
0.5-1.0 3.3 5.2 2.7
1.5-2.0 1.1 1.8 1.1
2.5-3.5 0.2 0.3 0.5

* Bom = Normal (-Y; dell5q]; del[20q]); Intermédio: todas as outras; Mau = complexas (>3 anomalias) (anomalias no
cromossoma 7)
* Delini¢oes de Citopenia - Glébulos Vermelhos: hemoglobina <10g/dL. (100g/L); Globulos brancos: contagem
absoluta de neutrofilos <1800/ul; Plaquetas <100 000/ul.

(Adaptado de Al-Ameri, Cherry, Garcia-Manero, & Quintias-Cardama, 2011)

Mais recentemente, este sistema de prognostico foi revisto, de modo a incorporar
novos subgrupos citogenéticos, que passaram de 3 para 5, e a reduzir a percentagem de
blastos minima necessaria para o diagnostico. Assim, foi criado o IPSS-R, que se pensa
vir a ser incorporado em varios centros até que mais informaciao se conheca

relativamente ao prognostico destes doentes (Seiter, 2013; Garcia-Manero, 2012).

Um outro sistema bastante utilizado é o da Organizacio Mundial de Saade, o
WHQO Classification-Based Prognostic Scoring System (WPSS), que for desenvolvido
apos se perceber que a dependéncia de transfusdes sanguineas ¢ um fator de prognostico
mdependente (Garcia-Manero, 2012). Uma das grandes vantagens deste sistema prende-
se com o facto de ser dependente do tempo, 1sto é, pode ser utilizado em qualquer

momento da doenca, sendo o doente classificado como estando num dos grupos de risco
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€ permanece nesse mesmo grupo enquanto o seu score permanecer mnalterado (Malcovati
et al., 2007). As grandes limitacoes do sistema WPSS sao a necesidade da classificacao do
doente segundo a classificacio WHO e da informagao relativa a anteriores transfusoes

sanguineas (Garcia-Manero, 2012).

De uma forma mais geral, os doentes com SMD siao tambem agrupados em dois
grandes grupos, tendo em conta, nao s6 o sistema IPSS, mas também o sistema WPSS.
Deste modo, o grupo de doentes classificados como de alto risco mclul os doentes das
categorias Int-2 e Elevado do IPSS, ou, as categorias elevado e muito elevado do WPSS,
ja o grupo de doentes de baixo risco abrange as categorias baixo e Int-1 do IPSS, ou as
trés categorias mais baixas do WPSS (Muito baixo, baixo e intermédio) (Greenberg et al.,
2011). Esta divisao em dois grandes grupos, permite a estratificacio dos doentes de
acordo com a sobrevivéncia e a progressao para LMA (Lyons, 2012), ¢ tornou-se
extremamente importante para a melhor gestio no que diz respeito as terapias a utilizar

(Greenberg et al., 2011).

1.1.5. Patogénese

O desenvolvimento de SMD e a sua frequente progressao para leucemia aguda
ocorre em varias etapas e engloba multiplos mecanismos e fatores, hereditarios e
ambientais, que atingem a célula estaminal hematopoiética, conduzindo a alteracio da
funcao celular e a consequente evolu¢io do clone pré-maligno (Cortesio, 2010). Na
SMD, a ocorréncia de uma mutacio numa célula estaminal hematopoiética induz
alteracoes na proliferacao, sobrepondo o seu crescimento ao das células normais (Figura
2). Esta célula estaminal neoplasica demonstra evolucio clonal que a torna cada vez mais
suscetivel a multiplas mutacoes posteriores e que pode culminar no desenvolvimento de
leucemias (Hirai, 2003). No entanto, a mutacio inicial ou via de sinalizacao celular

afetada ainda nao sio bem conhecidas (Hirai, 2003; Teffer1 & Vardiman, 2009).

As caracteristicas patogénicas multifatoriais desta sindrome estio correlacionadas
nao s6 com a alteracao inicial da célula estaminal hematopoiética mas também com o
microambiente medular. Para além disso, as alteracoes das vias de sinalizacdo celular
decorrentes do processo de envelhecimento siao também fundamentails no

desenvolvimeno de SMD. Todas estas descobertas demonstraram que as alteracoes
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genéticas e oncogénicas, indicativas de instabilidade cromossomica e genética, e as
alteracoes epigenéticas estao associadas ao desenvolvimento e a consequente progressao
da doenca (Greenberg, 2012). Embora, muitos dos mecanismos envolvidos na
patogénese da SMD sejam ainda desconhecidos, sabe-se que envolvem alteracoes em
genes que codificam proteinas 1mportantes na hematopoiese, nomeadamente na
regulacao da diferenciacio, na maturacao e crescimento celular, no controlo do ciclo
celular, na reparacao do dcido desoxirribonucleico (ADN), na apoptose e na regulacio da

actividade dos telomeros (Gongcalves, 2008).

22 Alteragdo:
Hipermetilagéo
Supressores Tumorais
Oncoproteinas

12 Alteragdo:
Ciclo Celular

Agresséo: Transcrigéo
Quimicos LMA
Radiagé&o

Malignidade

(Idade) Estadio Avangado
P de SMD
Estadio inicial de
Fb SMD

Célula estaminal
Normal
Progressao da Doenca
Apoptoset

Diferenciagdo ~

Hemopoiese displasica
Citopenias periféricas
Sem expansdo dos
blastos

Figura 2 Mecanismos patofisiol6gicos envolvidos na Sindrome Mielodisplasica (Adaptado de Stintzing et
al, 2011)

A base molecular da SMD tem sido intensamente estudada, sendo que até a data
mclur alteracoes cromossomicas como a delecao do cromossoma 5 (5q-), a perda do
cromossoma 7 (-7/7q), delecio do cromossoma 20q e ganho do cromossoma 8 (trissomia
8), entre outras (Nimer, 2008); mutacoes genéticas em varias classes de proteinas tais
como fatores de transcricio (ex: RUNXI1), membros da via das tirosinas cinases (ex:
RAS), mibidores do ciclo celular (ex: p53) e fatores anti-apoptéticos; alteracoes
epigenéticas, como a metilacio do ADN, modificacoes das histonas e ARN de
transferéncia; e ainda, alteracoes do sistema imunitario, modificacoes no microambiente

e mutacoes no spliceossoma (Nimer, 2008; Greenberg, 2012).
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1.1.5.1. Alteracio das vias de sinalizacio, do ciclo celular e da apoptose

No processo de diferenciaciao celular normal ha sempre um equilibrio dinamico
entre o estimulo/repressio da proliferacio celular. No entanto, nas doencas oncologicas,
as células adquirem alteracoes que levam a desregulacao de vias de sinalizacio normal,
nomeadamente as vias de diferenciacio, maturaciao, proliferacio e/ou a resisténcia a

morte celular por apoptose (Cortesao, 2010).

Um dos grandes paradoxos na Sindrome Mielodisplasica é a ocorréncia de um
processo hematopoiético ineficaz e a presenca de citopenias periféricas, em conjunto com
uma medula normal a hipercelular. Este antagonismo tem sido fortemente estudado e
pensa-se que podera ser explicado pelo aumento da proliferacio celular ¢ da morte
celular juntamente com a diferenciacao ineficaz das células progenitoras hematopoiéticas

(Nishino & Chang, 2005).

Deste modo, a desregulacao de vias de proliferacao e de regulacio do ciclo celular
e de vias de sinalizacdo envolvidas na morte celular parecem estar envolvidas diretamente
na patogénese da Sindrome Mielodisplasica, sendo por 1sso de extrema importincia a

compreensiao dos mecanismos envolvidos nestes processos.

O cclo celular das células somaticas engloba quatro fases distintas, a fase G1
(Gapl) em que a célula aumenta de tamanho e prepara para sintese de material genético,
a fase S (Sintese) em que ha sintese de ADN, a fase G2 (Gap 2) de prepara¢ao para a
divisio celular e a fase M (Mitose) durante a qual se da a divisao celular em duas células
filhas (Figura 3). Estas células entram novamente em fase G1, permanecendo nesta fase,
temporaria ou permanentemente, num estado quiescente considerado como fase GO

(Park & Lee, 2003; Gongcalves, 2008).

O controlo do ciclo celular é regulado, espacial e temporalmente, por diversas
moléculas, entre elas as proteinas fosfatases, as CDC (Cell Division Control), as proteinas
supressoras tumorais como a pRb, a pl5, a p16 e a p53 que atuam ao nivel dos pontos de
restricao impedindo a progressiao do ciclo no caso de haver erros no processo, e ainda os
complexos Ciclinas/CDKs (Cinases dependentes de Ciclinas). Estes complexos regulam o
ciclo celular através da sua atividade de cinase de serina/treonina e permitem a passagem

das células pelas diversas fases do ciclo (Gongalves, 2008; Cortesao, 2010).
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Figura 3 Ciclo celular e mecanismos de controlo. A progressao do ciclo pelas suas diferentes fases é
regulada pelos complexos Ciclina/CDK e por genes supressores tumorais, especificos para cada fase do
ciclo. A atividade das CDK ¢ bloqueada por mteracoes com duas familias de proteinas inibitérias, a INK e
a CIP/KIP. O primeiro ponto de restricio (R) regulado pelas proteinas supressoras tumorais pRB e p53
para monitorizacio e reparacao de possivels anomalias (adaptado de Cortesio, 2010; Dehay & Kennedy,

2007)

As CDKs e as ciclinas atuam como reguladores positivos do ciclo celular
induzindo a sua progressio, no entanto, existem também varios reguladores negativos do
ciclo celular, estes incluem os mibidores de cinases dependentes de ciclinas (CDKIs) que
atuam no sentido de parar a progressao do ciclo em resposta a sinais regulatorios (Park &
Lee, 2003). As proteinas pls e pl6 pertencem a familia de inibidores INK, inibindo a
atividade dos complexos Ciclina D/CDK4 e Ciclina D/CDKG6, sendo que a perda de
funcao destes mibidores, leva a progressao inapropriada do ciclo celular (Uchida et al,

1997).

A apoptose consiste num processo de morte celular programada altamente
conservada, envolvido na regulacaio e manutencio dos mais diversos processos
bioldgicos, entre eles a hematopoiese. A ativacao da apoptose pode ser controlada por
duas vias de smalizacao distintas, mas que se encontram interligadas (Figura 4). A via
mtrinseca ou mitocondrial, desencadeada por sinais intracelulares como as lesdes no
ADN, e a via extrinseca ou membranar, iniciada por sinais extracelulares, como por

exemplo agentes citotoxicos (Cortesao, 2010; Gongalves, 2008; Ashkenazi, 2008).

A via extrinseca ¢ desencadeada pela ligacao de higandos especificos, pertencentes

a familia do fator de necrose tumoral (I'NF) que incluem o TNF-q, o ligando FAS (FAS-
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L) e o TRAIL (7 NF-related apoptosis ligand), aos seus recetores membranares TNFR-1,
FAS-R e os recetores de morte 4 ¢ 5 (DR4 e DRS, também designados TRAIL R1 e
TRAIL R2), respetivamente. Esta ligacio, ativa os dominios de morte (DD), comuns aos
varios recetores ja referidos, que vao interagir com proteinas como a FADD (Fas-
associated death domail) e a TRADD (I'NF receptor associated death domain).
Posteriormente, a trimerizacao do complexo FAS/FADD/pro-caspase 8, também
designado de complexo DISC (death-inducing signaling complex), leva a libertacio da
caspase 8 ativa, resultando na ativacio das caspases efetoras responsaveis pela apoptose

(Gongalves, 2008; Parker & Mulfti, 2001).

Recetores de Morte
(Fas, TNF-a e TRAIL)

Estimulo apoptético

(ex: quimioterapia, radioterapia)
Via

Extrinseca

L

Bcl-2, Ba-XL,Mck-1

Figura 4 Vias de sinalizagio apoptotica. A apoptose pode ser iniciada pela via extrinseca, desencadeada pela
activacdo dos recetores de morte pelo fator de necrose tumoral (TNF), pelo ligando FAS ou pelo TRAIL
(TNF-related apoptosis ligand). Esta ligacao induz a formac¢io do complexo DISC (death-inducing signaling
complex) que desencadelia da caspase 8 que posteriormente interage com as caspases 3, 6 ¢ 7. A via intrinseca
pode ser desencadeada por stresse celular que ativa a p53, uma proteina supressora tumoral, que regula
PUMA e NOXA que por sua vez ativam BAX e BAK, que também podem ser ativas pela forma truncada da
proteina BID, a tBID, formada por acio da caspasee8 ativa. BAX ¢ BAK permeabilizam a membrana
mitocondrial externa induzindo o efluxo de citocromo ¢ que em conjunto com o fator ativador da peptidase
apoptotica 1 (APAF-1) e a caspase 9 forma o apoptossoma. A caspase 9 ativa posteriormente cliva e ativa as
caspases efetoras 3, 6 e 7 que vio desencadear a apoptose (adaptado de Ashkenazi, 2008).
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A via intrinseca é regulada por proteinas da famiha da proteina BCL-2 (B cell
lymphoma 2) que inclul proteinas anti-apoptoticas, como a BCI-2 ¢ a BCL-XL
mibidoras da libertacao de citocromo ¢, e proteinas pro-apopticas como BAX ¢ BAK
(Gongalves, 2008). Estas moléculas pro-apopticas participam na permeabilizacio da
membrana mitocondrial, possibilitando a saida de citocromo ¢, que posteriormente se vai
ligar a APAF-1 (apoptosis protease activating factor-1) e a pro-caspase 9, formando o
apoptossoma. Este processo resulta na ativacao da cascata de caspases que culmina na

apoptose (Ashkenazi, 2008).

No entanto, ¢ para que haja um equilibrio dos mecanismos apoptoticos existem
também varios reguladores negativos deste processo. Estes reguladores incluem os
recetores armadilha DcR1 e DcR2 (também designados de TRAIL R4 e TRAIL R)) que
competem pela ligacio do TRAIL, prevenindo a inducio do sinal apoptotico (Parker &
Muft, 2001), as proteinas supressoras tumorais, como a p>3, e as proteinas mibidoras da
apoptose (IAP) que atuam através do bloqueio de diversas caspases (Cortesao, 2010;

Gongalves, 2008).

Na Sindrome Mielodisplasica, um dos grandes fatores que contribui para a
meficiéncia da apoptose e da hematopoiese parece ser a sobre-regulacio de reguladores
negativos da hematopoiese, nomeadamente em SMD de baixo risco (Stintzing et al.,
2011), entre eles o TNF-a, o ligando FAS e o TRAIL juntamente com os seus respetivos
recetores (Kerbauy & Deeg, 2007). Zang et al, demonstraram que o aumento da apoptose
em células da medula 6ssea, de doentes com esta sindrome, ¢ induzido pelo TRAIL,
uma vez que os recetores DR4 e DR) se encontram sobre-regulados nestas células. Zang
observou ainda que a razio entre os recetores agonistas e os recetores armadilha é
significativamente maior na SMD do que em células de medula de dadores saudaveis
(Zang et al., 2001). A importincia da mitocondria na patogénese desta sindrome também
tem sido intensivamente estudada, nomeadamente no que diz respeito a expressao dos
membros pro- e anti-apoptéticos da familia da BCL-2, uma vez que controlam o
potencial de membrana mitocondrial (Bernasconi, 2008). Um desses estudos,
demonstrou que a razao entre BAX/BAD e BCL-2/BCI-2L1 est4 correlacionada com o
indice apoptético e é mais elevado em SMD de baixo risco diminuindo em estadios mais

avancados devido a elevada expressao de BCL-2 (Parker et al., 2000).
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Alem disso, é também conhecido que a progressiao desta patologia ¢ muitas vezes
acompanhada pela mativacio de genes reguladores do ciclo celular, como os genes plJ,
plo e ps3. Todos estes fatos levam a crer que o aumento da morte celular programada
em SMD de baixo risco se deve a um mecanismo homeostitico, que pretende de alguma
forma compensar as elevadas taxas de proliferacao. Por outro lado, o aumento da divisao

celular também tem como finalidade a neutralizacio do excesso de apoptose (Parker &

Muft, 2001).

1.1.5.2. Modificagées epigenéticas

Todas as células de organismos multicelulares derivam de um mesmo codigo
genético, apesar de serem morfologica e funcionalmente muito diferentes. As
caracteristicas especificas de cada tipo celular niao sao definidas apenas geneticamente
mas também através de distintos padroes de expressio génica que sio regulados por
mecanismos epigenéticos (Bejar & Steensma, 2012). A explosio de dados indicativos da
mmportancia dos processos epigenéticos, levou a conclusio de que a genética e a
epigenética funcionam em conjunto nas varias etapas do desenvolvimento de neoplasias

(Jones & Baylin , 2007).

O termo epigenética refere-se a alteracoes na expressiao de genes, clonalmente
herdadas, que nao sio acompanhadas por alteracoes na sequéncia de ADN (Khan er al,
2013; McDevitt, 2012) e que podem ser reversiveis, ao contrario do que acontece com as
alteracoes genéticas. Os mecanismos epigenéticos sio responsavels pela normal regulacao
da embriogénese e do desenvolvimento, sabendo-se também que os fatores epigenéticos
tém um papel importante no controlo da totipoténcia celular, na selecio de linhagens e
na diferenciacaio das células hematopoiéticas (McDevitt, 2012). Os trés maiores
mecanismos epigenéticos sio a metilacio do ADN, a modificacio das histonas e a
regulacao por dcido ribonucleico (ARN) nao codificante - microRNAs ou miRs - e sabe-

se que estes mecanismos estio envolvidos no fenétipo maligno do cancro (Khan er al.,

2013).

A metilacio do ADN ¢, sem duvida, o evento epigenético mais estudado até ao
momento, essencialmente devido ao papel crucial que desempenha na regulacio da

expressaio de genes essencials ao organismo, € em fendémenos como o impriting
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genomico, a nactivacao do cromossoma X e no silenciamento de retrotransposoes e
elementos repetitivos (Yang et al., 2010). Esta metilacio consiste na adicio de um grupo
metilo a uma das quatro bases que constituem a sequéncia de ADN (Issa, 2010). Nas
células de mamiferos, a adicio do grupo metilo ocorre apenas no carbono da posicao 5
do anel de pirimidina do nucleotido citosina (Figura 5) (Baylin, 2005). Esta reacao resulta
na formacao da 5-metilcitosina (bmC), uma base que resulta em alteracoes na ligacio de
factores de transcricio ao ADN (Khan er al, 2013), e que se encontra em
aproximadamente 49 do ADN genomico, principalmente nos dinucleétidos citosina-

fosfato-guanina (CpGs) (Baylin, 2005).

A reacio de metilacao ¢é catalisada pelas ADN metltransferases (DNMTs), que
$a0 assim as responsavels por estabelecer e manter o padrao de metilacao. Nas células de
mamiferos, podemos encontrar trés DNMTs diferentes, a DNMT1, a DNMT3a e a
DNMT3b (Baylin, 2005). Durante a embriogénese, a metilacio de novo de ADN é
mediada pelas DNMT8a e DNMT3b (Yang er al, 2010). Por sua vez, a DNMT1
mantém os padroes de metilacao ao longo das varias divisoes celulares, pois liga-se
prefencialmente a ADN hemi-metilado, ou seja ao ADN apos ser replicado. A DNMT'1
val metilar a citosina complementar que se encontra desmetilada (Bejar & Steensma,

2012).

Citosina (C) 5-metilcitosina (5mC)

Figura 5 Metilagio da citosina. Os residuos de citosina no ADN sio convertidos em 5-metilcitosina pelas
ADN metiltransferases (DNMTs). O grupo metilo é doado pela S-adenosilmetionina (SAM) que é
convertida em S-adenosilcisteina (SAH). (Adaptado de Gronbaek, Hother, & Jones, 2007)

A metilacico do ADN ocorre essencialmente nas citosinas que precedem
guaninas, designadas de dinucleotidos citosina-fosfato-guanina (CpGs), estes dinucleotidos
estao desigualmente distribuidos no genoma, existindo zonas ricas nestes dinucleotidos,
as 1lhas CpG. Estas ilhas sio definidas como regioes do ADN com mais de 500 pares de

bases e cujo conteiido em GC ¢ superior a 50%, e encontram-se, na sua maioria proximas
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das regidoes promotoras de aproximadamente 609% dos genes (Yang et al, 2010). No
entanto, grande parte do genoma esta depletado de dinucle6tidos CpG, essencialmente
devido a relativa mstabilidade da 5mC, uma vez que durante a evolucao, a desaminacao
hidrolitica espontanea da 5mC para uma outra base de ADN, a timina (1), levou a perda
sucessiva destas sequéncias (Gronbaek er al, 2007). Nas células normais, as citosinas que
se encontram nas 1lhas CpG estio normalmente desmetiladas, enquanto os dinucle6tidos
localizados, principalmente em zonas repetitivas e centroméricas, estio metilados. A
desmetilacao de ilhas CpG associadas a promotores de genes permite que ocorra a
transcricao desses mesmos genes, uma vez que permite qua a cromatina fique na sua
forma activa e que seja possivel a ligacio dos fatores de transcricao necessarios (Figura 6)
(Leone et al., 2008). A metilacio das ilhas CpG estd, deste modo, associada a auséncia de
transcricao do promotor envolvido, e este silenciamento ¢é transmitido através das
sucessivas mitoses, assegurando a heranca clonal. Este processo é particularmente notavel

nos fenémenos de mnactivacao do cromossoma X e no imprinting genémico (Issa, 2010).

NORMAL
—

t ompegh ge o Lot ot
!

Regido Promotora

CANCRO

? MR 7 ? ?

Regido Promotora .ﬂ

Figura 6 Metilagio de ADN em células normais e em células neoplisicas. Circulos brancos, dinucleétidos
CpG; Circulos pretos, locais hipermetilados; 1,2 e 3, exoes dos genes representados; x, bloqueio da
transcri¢ao; DNMT, ADN metiltransferases (adaptado de Baylin, 2005)

Embora a metilacdo possa de alguma forma controlar a actividade dos genes, ela
nao pode por si so regular a transcricao. A estrutura local da cromatina também contribui
para a determinacio da expressio do gene (Baylin, 2005). As modificacoes pos-

traducionais de aminodacidos nos terminais das histonas, tais como, metilacio, acetilacio,
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fostorilacao, entre outras, mteragem com outras proteinas de modo a promover a
abertura ou fecho da estrutura dos nucleossomas, caso seja necessario promover ou

bloquear a transcri¢ao de genes, respectivamente (Issa, 2010).

A metilacao das ilhas CpG forma importantes locais de ligacao para as proteinas
de ligacao a metilcitosina, as Metil Binding Proteins (MBPs). Estas proteinas vao mediar
o efeito mibitorio da metilacao das 1lhas CpG na expressao de genes, actuando como
repressores transcricionais. A ligacio das MBPs ¢ seguida do recrutamento de um
complexo proteico que mnclui as desacetilases das histonas (HDACs), estas enzimas vao
alterar o grau de compactacao da cromatina que fica numa configuracio fechada (Figura
7) (Issa, 2010). Quando as ilhas CpG estao desmetiladas, os nucleossomas estio numa
configuracio aberta e transcricionalmente activa, que permite o acesso de fatores de
transcricio e outros coativadores, e de acetiltransferases das histonas (HATs). Estas tém a

capacidade de desdobrar a cromatina favorecendo a transcricao (Baylin, 2005).

Figura 7 Efeitos da metilacio de ADN e da estrutura da cromatina na transcri¢io de genes em células
normais € em células cancerigenas. Bolas com asteriscos a negrito, nucleossomas em que as histonas
apresentam desacetilacio de aminoacidos chave, tal como a lisina 9 da histona 3 e metilacaio do mesmo
residuo (ambos marca de transcri¢ao inativa); bolas com asterisco, nucleossomas com acetilacio da lisina 9
da histona 3 e metilacio da lisina 4 da mesma histona (ambos marcas de transcri¢ao ativa); circulos brancos,
dinucleotidos CpG; circulos pretos, locais hipermetilados; seta com X, repressio transcricional; setas
curvas, atividade transcricional. CA, coativadores da transcricio; CR, corepressores da transcri¢io;
DNMTs, ADN metiltransferases;HAT, Acetiltransferases das histonas; HDAC, desacetilases das histonas;
MBPs proteinas de ligacio a metilcitosinas; TF, fatores de transcricio (adaptado de Baylin, 2005)
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A desregulacio dos mecanismos epigenéticos, tal como a metilacao do ADN e a
alteracao da estrutura da cromatina, tém um papel tio importante como as alteracoes
genéticas no desenvolvimento e progressio de cancro, em particular em leucemias. No

entanto, estes dois mecanismos também atuam em conjunto para o mesmo fim (Leone et

al., 2008; Yang et al., 2010).

Nas doencas neoplasicas ocorrem alteracoes bastante complexas no que diz
respeito a metilacio de ADN. De uma forma geral, estas alteracoes incluem a ocorréncia
em simultineo da hipometilacio global do genoma, a hipermetilacio de ilhas CpG
anteriormente desmetiladas, e ainda, o aumento da expressio das DNMTs (Issa, 2010).
A desmetilacio global do ADN for inicialmente descoberta através do estudo do
conteudo de HmC em tumores, e parece envolver principalmente ADN satélite,
sequéncias repetitivas e locais CpG localizados em introes (Issa, 2010). Pensa-se que esta
hipometilacio exerca um efeito oncogénico atraves da reativacio de sequéncias
silenciadas e de oncogenes, que vao contribuir para o fenotipo neoplasico (Leone et al,
2008; Issa, 2010). Também fo1 ja demonstrado que a hipometilacao global do genoma

pode resultar em instabilidade cromossomica (Khan er al, 2013).

A grande maioria das células neoplisicas apresenta aumento da actividade
enzimatica da DNMT1, no entanto, o aumento dos nivels de mARN de DNMTI,
DNMT38a ¢ DNMT3b também ji foi descrito em algumas neoplasias, incluindo
leucemias, e poderao por essa razao estar implicados no aumento de actividade. As
DNMTs parecem ser reguladas pelo ciclo celular e alguns autores defendem que os
niveis destas enzimas reflectem o estado fisiologico de proliferacio aumentada em
neoplasias. Por outro lado, também se considera que a DNMT1 aumenta apos ativacao
de oncogenes, e € possivel que os seus niveis reflitam as varias alteracoes moleculares

observados nos tumores (Issa, 2010).

No entanto, grande parte dos estudos de epigenética nas neoplasias estio focados
na hipermetilacao das ilhas CpG, e revelaram o silenciamento de muitos genes
supressores tumorais, genes com funcoes celulares e miRs, através da metilacio do ADN
(Yang et al, 2010). A hipermetilacio de varios genes tém sido observada nos mais
diversos tipos de neoplasias mas, no geral, o padrao de metilacio nas celulas cancerigenas
¢ especifico dos tecidos envolvidos (Leone e al., 2008). De acordo com o modelo dos

dois Aits de Knudson, a disrupcao da funcio de genes supressores tumorais necessita que
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haja a perda de funcio de ambos os alelos (Knudson, 2001). Neste contexto, a
hipermetilacio anormal de promotores pode exercer o mesmo efeito que uma mutacio
numa regido codificante ou delecao numa das copias do gene e, por isso, pode ser
considerada como via adicional, que contribul para a perda de um ou dos dois alelos
(Gronbaek et al, 2007; Baylin, 2005). O grande nimero de genes que se sabe estarem
hipermetilados, em varios tipos de neoplasias, sugere que as alteracoes epigenéticas tém
de facto um papel na iniciacio e no consequente desenvolvimento no cancro (Baylin,
2005), incluindo nas neoplasias hematoldgicas (Issa, 2010). Desta forma, a hipermetilacao
do ADN ocorre ao nivel de genes da regulacao do ciclo celular, da reparacao do ADN,
da evasao e adesio celular, da apoptose, da diferenciacao, alterando vias de smalizar
celular fundamentais ao funcionamento normal da célula (Tabela 3) (Baylin, 2005; Leone
et al, 2008). A desregulacao destas vias vair conferir as células afetadas uma maior
capacidade de sobrevivéncia, contribuindo para a progressiao da carcinogénese (Leone et

al., 2008).

Tabela 3 Genes hipermetilados em cancros esporadicos.

Gene ou Produto Fungio Tipo de Tumor
Rb Regulagio do Ciclo Celular Retinoblastoma
APC Via Wnt Cancro colorectal, entre outros
pl4 Regula¢ao do Ciclo Celular Cancro colorectal
pls Regulagio do Ciclo Celular Leucemias
pl6 Regulacio do Ciclo Celular Virias neoplasias
BRCAI Reparacio do ADN Cancro da Mama e Ovirios
VHL Supressor Tumoral® Cancro das células Renais
hMLHI Reparacio de ADN Cancro Endometrial, Géstrico e Colorectal
ER-a Recetor de estrogénios Cancro da Mama, Colorectal, entre outros

*Perda de controlo para a anglogénese regulada por oxigénio. APC, adenomatosis polyposis coli; BRCA1, brest
cancer 1, micio precoce; ER-a, Receptor de estrogénios alfa. hMLHI1, homologo do mutl. humano 1; Rb,
retinoblastoma; VHL, supressor tumoral de von Hippel-Lindau.

(adaptado de Baylin, 2005)

Devido a natureza clonal e elevado potencial de transformacio leucémica, a
Sindrome Mielodisplasica foi considerada um modelo valido para a andlise da metilacao
durante o processo oncogénico. Esta avaliacio permite verificar quais os eventos

moleculares que poderao estar associados a progressio da doenca, e se os padroes de
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metilacao aberrante ocorrem em estadios mais iniciais ou mais tardios da oncogénese,

quando ja se desenvolveram uma ou mais alteracoes genéticas (Musolino et al., 2010).

Grande parte dos estudos epigenéticos envolvendo doentes com Sindrome
Mielodisplasica sao focados na metilacio de ADN. O silenciamento de genes induzido
por hipermetilaciao esta descrito em muitos genes nesta sindrome (Tabela 4), mcluindo
genes envolvidos na regulacio do ciclo celular (pl5, pl6), na apoptose (DAPK), na
adesao e motiidade (CDHI), entre outros (Issa, 2010). A variedade de genes metilados
pode ser encontrada em doentes em estidios mais iniciais da doenca, aletando vérias
funcoes celulares. No entanto, a progressio da doenca estd associada a eventos
epigenéticos adicionais, que sio muito comuns em estidios mais avancados (Greenberg,
2012). A metilacao de cada um destes genes em separado tem um impacto funcional
minimo na SMD, ndo sendo sequer expressos nas células hematopoiéticas normais.
Contudo, os doentes com SMD apresentam hipermetilacio de varios genes em

simultaneo, o que podera contribuir para a heterogeneidade da doenca (Issa, 2010).

Tabela 4 Alguns dos genes hipermetilados em Sindrome Mielodisplasica e as suas respetivas frequéncias de

metilagio.
Gene Frequéncia de metilagio (%) Fungio
Calcitonina 50 Diferenciacio
Inibidor das cinases dependentes de ciclinas; ciclo
pls 23-80
celular/proliferagio
DAPK 50 Serina pro-apoptotica/Treonina cinase
RASSFI 9 Regulador negativo da sinalizagio RAS
FHIT 50 Metabolismo das purinas
HICI 32 Repressor da transcri¢io
CDHI1 15-27 Adesio e Motilidade
CTNNAI1 10 Catenina alfa
ER-a 7-19 Recetor de estrogénios
RIL 36-70 Supressor tumoral, pro-apoptotico
CDH13 21 Adesio e Motilidade
NORI 15 Proteina com dominio nitro-oxidorado
NPM2 90 Nucleofosmina/Nucleoplasmina 2 envolvido no
desenvolvimento
OLIGZ2 41 Fator de transcrigio basico hélice-loop-hélice
PGRA 45 Recetor de progesterona
PGRB 45 Recetor de progesterona

(adaptado de Issa, 2010)
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Deste modo, a compreensao de todos o0s mecanismos —epigenéticos,
nomeadamente da metilacio de ADN, parece ser de extrema importincia para a
caracterizacao molecular na Sindrome Mielodisplasica. Tal deve-se a possibilidade de
reverter todas as alteracoes epigenéticas farmacologicamente, através da utihizacio de
agentes hipometilantes, no caso da hipermetilacio do ADN, reativando genes
anteriormente silenciados. De facto, mibidores das DNMT, como a azacitidina e a

decitabina encontram-se aprovados pela FDA para tratamento de SMD de alto risco.

Por outro lado, o padrao de metilacio de determinados genes é cada vez mais
utilizado como marcador molecular de neoplasias. A utilizacao de genes hipermetilados
como biomarcadores ¢ bastante vantajosa uma vez que este tipo de modificacio ¢ muito
caracteristica das células tumorais, para além disso as técnicas de analise de
hipermetilacio, como o MS-PCR (methylation specific polvmerase chain reaction), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a eletroforese capilar de alta eficiéncia
(HPCE), siao bastante rapidas e sensiveis. Podemos ainda destacar o fato de o ADN ser
uma molécula bastante estivel e de poder ser obtido de uma vasta quantidade de
amostras, como o sangue periférico e o sangue medular (Mulero-Navarro & Esteller,
2008). A observacao da presenca de biomarcadores epigenéticos podera deste modo
fazer a detecao mais precoce da doenca, avaliar qual o estado de progressao, e ainda
prever a resposta clinica a determinados tipos de farmacos (Mulero-Navarro & Esteller,

2008; McDevitt, 2012).

1.1.5.2.1. Relacio da Sindrome Mielodisplasica e o metabolismo do folato e da vitamina
B12

Nos ultimos anos tem sido dada bastante atencio ao papel dos nutrientes na
expressao génica pela sua interacio com polimorfismos genéticos ¢ com a modulacio da
metilacio do ADN. A alteracio da homeostase de processos essenciails como o
metabolismo do carbono pode ocorrer em resultado da deficiéncia de dois nutrientes
essenciais envolvidos neste processo metabolico, o folato e a cobalamina, mais conhecida

por vitamina B12 (Das & Singal, 2004).

O metabolismo do carbono esta dividido em dois grandes ciclos, um responsavel
pela producao de purinas e timidina e o outro responsavel pela sintese de metionina e de

S-adenosilmetionina (SAM) (Das & Singal, 2004). Nesta via metabolica, os grupos metil
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sao doados pelo s-metiltetrahidrofolato (5-metlTHF), resultante da conversao irreversivel
de 5,10-metilenotetrahidrofolato  (5,10-metilenoTHF) a 5-metltetrahidrofolato  (5-
metllTHF) pela metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (Crider, e al, 2012). Esta
reaccao ¢ importante para a manutencao do fluxo de grupos metil para a remetilacao da
homocisteina a metionina pela reacdo da metionina sintetase dependente da vitamina

B12, com posterior formacio de S-Adenosilmetionina (Figura 8) (Crider, et al., 2012).

Folato

/ Metionina Tetrahidrofolato

S-Adenosilmetionina

Sintese de Acidos
Nucleicos

CH3 n:i?-ntt:)t':sn: 5,10-metileno
tetrahidrofolato
Vitamina B12
S-Adenosilhomocisteina Metiltetrahidrofolato
redutase
FAD
Metilagdo do ADN .
+ Proteinas L, 5-metil
Homocisteina tetrahidrofolato

Cisteina

Figura 8 Formagio de S-Adenosilmetionina dependente de vitamina B12 e do metabolismo do Acido
Folico. (adaptado de Crider, et al. 2012; Cortesio, 2010)

Deste modo, o folato e a vitamma B12 adquirem um papel de extrema
mmportancia, uma vez que poderao regular processos como a metilacaio do ADN.
Nomeadamente, o folato que adquire interesse como agente quimiopreventivo devido ao

seu papel na sintese, reparacao e metilacio do ADN (Cortesao, 2010).

Viarios estudos tém avaliado os niveis de folato e vitamina B12 em vdrias
neoplasias, como ¢ o caso de um estudo desenvolvido por Johansson, ef al, em 2008,
que concluiu que elevadas concentracoes de B12 poderio estar associadas a um aumento

do risco para cancro da proéstata em estadio avancado.

1.1.6. Tratamento

Tendo em conta o aumento do nimero de casos de SMD, é também cada vez

maior o esforco colocado na descoberta de terapéuticas capazes, nio s6 de curar esta
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doenca, mas também de melhorar a qualidade de vida dos doentes e alterar a historia

natural da doenca.

As terapéuticas usadas em SMD devem ser, no entanto, otimizadas para cada
doente, tendo em atencao varios fatores, como o subtipo, por exemplo, a lenalidomida
que estd aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da
Sindrome 5q-, a categoria IPSS, a idade, o estado fisico e as comorbidades de cada
doente (Lyons, 2012). Como a maioria dos doentes com SMD apresentam
medianamente 70 anos a data do diagnostico, as op¢oes terapéuticas tornam-se muito
limitadas devido as comorbilidades e as caracteristicas anormais das células estaminais
hematopoiéticas e do microambiente (Greenberg, 2010). Para a escolha da terapéutica a
utilizar é também de enorme importiancia ter em consideraciao a vontade do doente, que

¢ o fator mais determinante (Lyons, 2012).

Os objetivos terapéuticos, bem como o tratamento a utilizar, variam consoante o
grupo de risco em que o doente se insere, como ja referido. Deste modo, os principais
objetivos nos doentes de baixo risco sao a melhoria hematologica, a independéncia de
transfusoes, a manutencao ou melhoria da qualidade de vida e o atraso na progressio da
doenca (Lyons, 2012). Nestes casos, sio utilizadas varias terapéuticas de suporte em que
podemos destacar as transfusoes de produtos sanguineos, nomeadamente de globulos
vermelhos e de plaquetas (Lyons, 2012), as terapéuticas de quelatacio de ferro, nos casos
em que hda acumulacio de ferro no sangue (Greenberg, 2010), e ainda, a administraciao
de fatores de crescimento hematopoiéticos, uma vez que promovem o crescimento e
diferenciacao dos percursores hematopoiéticos (Al-Amen er al, 2011). Este tipo de
terapéutica 1mplica icialmente a observacao, monitorizacio clinica, avaliacio

psicossocial e avaliacio da qualidade de vida dos doentes (Greenberg et al., 2011).

No caso dos doentes de alto risco, a terapéutica tem como principal finalidade
alterar o decurso natural da doenca, através de tratamento mais agressivos (Lyons, 2012).
Estes tratamentos incluem os agentes hipometilantes, os protocolos de quimioterapia e o
transplante alogénico de células estaminais hematopoiéticas (Garcia-Manero & Fenaux,
2011). Os agentes hipometilantes sao bastante importantes no tratamento de SMD
devido a importancia das alteracoes epigenéticas nesta doenca. Estes fatos levaram a
aprovacao pela FDA de dois agentes andlogos de citosinas, a 5-azacitidina (AZA) e a 5-

aza-2-desoxiazacitidina (DAC) para o tratamento desta sindrome. A AZA é o unico
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agente hipometilante que prolonga significativamente a sobrevivéncia global de doentes
de alto risco, quando comparada a terapéuticas convencionais, no entanto ambos estao
associados a um aumento significativo da qualidade de vida dos doentes (Lyons, 2012).
Os protocolos de quimioterapia mais utihizados em SMD de alto risco sao semelhantes
aos utilizados na LMA de novo, que tiram partido das combinacoes de
antraciclina/citarabina. Porém, os doentes candidatos a esta terapéutica sio muito poucos,
uma vez que a quimioterapia sé € aconselhiavel em doentes relativamente novos, com
cariotipo favoravel, particularmente os candidatos a transplante quando é necessaria uma
reducio rapida da percentagem de blastos antes do mesmo (Garcia-Manero & Fenaux,
2011). Na Europa, também ¢ bastante utilizado o regime de baixas doses de citarabina,
no entanto, este tratamento pode levar a mielossupressao severa (Garcia-Manero &
Fenaux, 2011). O unico tratamento potencialmente curativo em SMD ¢é o transplante
alogénico de células estaminais hematopoiéticas. Contudo, apenas um niamero muito
limitado de doentes ¢é candidato a esta terapéutica, devido a baixa disponibilidade de
dadores compativeis e a idade, normalmente avancada, dos doentes com esta sindrome
(Al-Ameri et al,, 2011). Uma das decisdes mais importantes a tomar quando se utiliza este
tipo de tratamento, é sem divida o momento exato em que deve efetuado, sendo
necessario fazer um balanco entre a possivel progressio da doenca e o risco de

morbidade e mortalidade a longo prazo que podera resultar do transplante (Al-Ameri et

al, 2011).

Sao também muitas as terapéuticas em Investigacdo para o tratamento da
Sindrome Mielodisplasica. De entre estas podemos destacar, os inibidores das
farnesiltransferase, que mibem a ativacao de proteinas dependente da prenilacao, como é
o caso do produto do proto-oncogene RAS (Al-Amern et al, 2011). Também as terapias
munossupressivas, como os corticoesteroides, a 1munoglobulina ntravenosa e o
anticorpo monoclonal anti-CD52 alemtuzumab tém sido muito estudados em SMD
(Lyons, 2012). Os inibidores das desacetilases das histonas parecem ser bastantes
promissores devido ao elevado nimero de alteracoes ja estudadas nesta sindrome (Al-
Ameri et al, 2011). Finalmente, também se tém estudado varios tipos de combinacoes
entre firmacos ja existentes e novos farmacos, como é o caso da associacio da
lenalidomida e da azaciidina em doentes de alto risco, e do romiplostim,
agentetrombomimético, com a azacitidina ou a lenalidomida em casos de baixo risco

(Lyons, 2012).
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2. Objetivos

Este trabalho tem como principal objetivo correlacionar o perfil de metilacao, de
amostras de sangue periférico e de medula 6ssea, de doentes com Sindrome
Mielodisplasica colhidas aquando do diagnostico, e correlaciond-lo com a clinica. Deste

modo do pretende-se:

P25 Avaliar o perfil de metilacio dos genes supressores tumorais (p15, pl6, ps3,
DAPK e MGMT) e dos recetores de morte (TRAIL DcR1, TRAIL DcR2, TRAIL
DR4 e TRAIL DRY) nos doentes com SMD

Pae® Comparar o perfil de metilacio dos varios genes entre as amostras de sangue

periférico e de medula 6ssea de cada doente

Pne® Relacionar os dados obtidos com as caracteristicas clinicas de cada doente,

mcluindo os subtipos de SMD e o IPSS

e Relacionar o perfil de metilacio com o metabolismo do folato e da vitamina

B12 nos doentes

e Avaliacao da metilacio global das amostras de SMD, através da quantificacio

da 5-Metilcitocina
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3. Materiais e Métodos

3.1. Estudos realizados nos doentes com Sindrome Mielodisplésica e nos controlos nio-
neoplasicos

3.1.1. Selecdo e Caracterizagao dos doentes e controlos

Neste estudo participaram 96 individuos, dos quais 82 doentes com Sindrome

Mielodisplasica (SMD) e 14 controlos nao neopldsicos sem critérios de diagnostico.

A selecdo e caracterizacao dos doentes com SMD e dos controlos nao neoplasicos
for efetuada no Servico de Hematologia Clinica do Centro Hospitalar ¢ Universitario de
Coimmbra (CHUC/HUC) e na consulta de Oncologia do Servico de Medicina do Hospital

Distrital da Figueira da Foz, EPE, de acordo com os critérios internacionais.

Posteriormente, foi feita a divisio dos doentes com SMD, segundo a classificacio
da OMS, nos varios subtipos da doenca, tendo em conta todos os critérios de diagnostico

definidos pela mesma organizacio.

Os doentes foram ainda distribuidos em trés grupos de risco distintos de acordo
com o sistema de prognostico IPSS: o grupo de baixo risco (Baixo), o grupo de risco

mtermédio-1 (Int-1) e o grupo de risco intermédio-2 (Int-2).

3.1.2. Extracio e quantificagio do ADN genémico

A extracao de ADN genomico de sangue periférico e de medula 6ssea dos doentes
com SMD e dos controlos foi realizada através do protocolo de extracio de ADN para
amostras de sangue desenvolvido por Bartlett & White (Bartlett & White, 2003), apos

otimizacio do mesmo.

Assim, num tubo conico de 10 ml, colocou-se 500 ul de sangue periférico ou
medula 6ssea e adicionou-se 2 ml de solucio de lise de globulos vermelhos, que contém
0,01 M Tris HCI (Tris Base, ULTROL® Grade, Calbioquem®), 320 mM Sucrose (D(+)-
Sucrose, AppliChem), 5 mM de MgCl: e 19 Triton X100 (MpBiomedicals).
Seguidamente, agitou-se durante 4 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a
mistura a 3.000 xg durante 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. De seguida,
adicionou-se 160 ul de solucao de lise celular, que contém 4 M T'ris HCI, 150 mM NaCl,
0,06 M EDTA (EDTA Na.,, MpBiomedicals) e 1% de SDS (SDS pure, AppliChem), e
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mcubou-se a mistura no banho a 65°C entre 15 a 20 minutos. Apos arrefecimento da
mistura a temperatura ambiente, adicionou-se 350 ul de cloroférmio frio e colocou-se
numa placa giratéria durante 30 a 60 minutos. De seguida e apés centrifugacio a 240 xg
durante 2 minutos, recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml, e
descartou-se o pellet. Ao sobrenadante adicionou-se 420 ul de Etanol (MERCK) frio para
precipitar o ADN. Com a ajuda de uma pipeta estéril colheu-se o novelo de ADN para
um novo tubo 1,5 ml, e deixou-se secar a temperatura ambiente para evaporacao do

etanol. Por fim, ressuspendeu-se o ADN em 100 pl de tampao de eluicao.

ApOs a obtenciao das amostras de ADN genomico efetuou-se a quantificacio da
concentracao e grau de pureza das amostras por espectrofotometria de absorcao
recorrendo ao NanoDrop” 1000 Spectrophotometer. O grau de pureza do ADN ¢
determinado através da razao 260nm/280nm. Para a quantificacao e determinacio da
pureza das amostras de ADN usou-se como referéncia o tampao de eluicao no qual o
ADN fo1 dissolvido, que se designou de branco. Foram consideradas apenas as amostras

com grau de pureza entre 1.7 ¢ 1.9, ¢ cuja concentracio de ADN fosse superior a 100

ng/ul. As amostras foram posteriormente armazenadas a -20 °C.

3.1.3. Analise do perfil de metilagio dos genes plJ, p16, DAPK, p53, MGMT, TRAIL
DcR1, TRAIL DcRZ, TRAIL DR4 e TRAIL DR5

Para a andlise do perfil de metilagao dos genes plJ, plo, DAPK, ps3, MGMT,
TRAIL DcRI, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 e¢ TRAIL DRJ5 for realizado um PCR
especifico de metilacao, o MS-PCR (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction).
Para a detecio da metilagio, o ADN genomico tem de ser previamente modificado com
bissulfito, que vai converter os residuos de citosina nao metilados em uracilos, enquanto
as citosinas metiladas permanecem inalteradas. Esta alteracio permite a identificacao dos

genes que se encontrem metilados e desmetilados.
3.1.3.1. Modificagio do ADN com Bissulfito

A modificacio do ADN genémico, isto €, a conversio das citosinas nao metiladas
em uracilos, for realizada através da utilizacio do kit de modificacio EZ DNA

Methylation-Gold™ Kit, da ZYMO RESEARCH, seguindo as instru¢oes do fabricante.
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Resumidamente, misturaram-se 100 ng de ADN genémico, num volume total de
20 ul, a 130 ul de CT Conversion Reagent, para proceder a modificacio do ADN. Esta
modificacio ¢é realizada através de um ciclo de desnaturacio (98°C durante 10 minutos)
passo onde ocorre a desnaturacao do ADN, e um ciclo de conversao pelo bissulfito e
temperatura, que ocorre a 64°C durante 2,5 horas, num termociclador (MyCycler™
BioRad). De seguida, o ADN modificado foi colocado numa coluna de purificacio,
Zymo-Spin™ IC Column, e ap6s a adicio de diferentes tampoes de lavagem e

centrifugacoes, obteve-se 0 ADN modificado puro. O ADN modificado for guardado a -

4°C para posterior utilizacao.

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

O ADN modificado dos doentes e dos controlos for posteriormente amplificado
através da técnica de MS-PCR, segundo o protocolo definido por Herman er al. (1996)

(Herman et al., 1996), com algumas alteracoes.

Desta forma, ao ADN modificado foi adicionado um primer directo ¢ um primer
mverso, indicados na Tabela 5, numa concentracao de 0,25 uM, mistura de dNTP’s
(desoxiucleotidos trifostatados de adenina, guanina, citosina e timina) a 0,2 mM, cloreto
de magnésio (NZYtech), tampio (reaction buffer for Supreme NZYTaq DNA
polymerase), aproximadamente 100 ng de ADN e 1 U de polimerase (Supreme
NZYTaq DNA polymerase, NZYtech).

A rea¢ao de PCR iniciou-se com um ciclo de desnaturacio inicial de 15 minutos a 95°C,
seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 95°C durante 30 segundos, emparelhamento a
temperatura, indicada na Tabela 5, durante 30 segundos e extensao a 72°C durante 30

segundos. A reacao for finalizada com um ciclo de extensio de 10 minutos a 72°C,
recorrendo-se novamente ao termociclador MyCycler™ BioRad. Foram também
amplificados em simultineo trés amostras de controlo, uma amostra sem ADN, a que
designamos de Branco, o controlo universal metilado e o controlo universal desmetilado

(EprTect PCR Control DNA Set, Qiagen).
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Tabela 5 Sequéncia de Primers especificos utilizados no MS-PCR

Tamanho

Primer | TE Sequéncia do Primer (ob) Referéncia
PIOF 5 TAGTGAGGATTTCGCGACGC-8’
148
Ji 50°C 5-ACGACCGATCGTTAACTCCG-3’
PSR 60°C ’ CTCC (Herman et al.,
\ . 996
p1OF S TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-8 1996)
234
plOR 65°C 5-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3
DAPKF 5-GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC-3
100 (Russo et al., 2005)
DAPKR | 60°C 5-CCCTCCCAAACGCCG-3
PISEF 5 TTCGGTAGGCGGATTATTTG-8 . .
. (Gonzalez-Gomez
193 al., 2003)
= PISR 60°C 5-AAATATCCCCGAAACCCAAC-3 et at, Z00¢
&
g | momrF S TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3
§ 81 (Esteller et al,
o | MCMTR | 550 5-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3 2000)
©
< DR4F 5“TTCGAATTTCGGGAGCGTAGC-3'
91
DR41R 60°C 5"GTAATTCAATCCTCCCCGCGA-3'
DRSF 5“GAGTAGTGAAAGATTAGTTCGCGTC-3'
199
DRSR 58°C 5-CCGAAACGTTCTATCCCCG-3'
(Lee et al., 2009)
DcRIF 5" TTACGCGTACGAATTTAGTTAAC-3'
125
DcRIR | 60°C 5-~ATCAACGACCGACCGAAACG-3'
DcR2F 5“GGGATAAAGCGTTTCGATC-3'
138
DcRZR | 60°C 5-CGACAACAAAACCGCG-3'
ploF 5-GTTAGAGTGAGGTGGGGTAGTGAGGATTTTGTGATGT-3’
154
pISR 60°C 5" TACAATAACCAAACAACCAATCATTAACTCCA-8’ (Herman et al.,
1996)
plor S TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’
234
pIOR 60°C 5-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3’
DAPKF 5-GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT-3
106 (Russo et al., 2005)
DAPKR | 60°C 5-CAATCCCTCCCAAACACCAA-3’
pISIF S TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT-3 . :
. (Gonzalez-Gomez
3 27 21, 2003)
_g PISR 60°C 5-CCAATCCAAAAAAACATATCAC-3’ et at, 200
g MGMTF S TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-8
g 03 (Esteller, et al.,
[ Ve g
A | MGMTR | ¢6C 5-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-S' 2000)
)
g DR1F 5“GTAGTGATTTTGAATTTTGGGAGTGTAGT-3'
102
DR4R 60°C 5-CTCATAATTCAATCCCCACAA-3'
DRSF S TGTTTGAGTAGTGAAAGATTAGTTTGTGTT -3’
208
DRSR 60°C 5-ACAACCAAAACATTCTATCCCCA-3'
DcRI1F S “GAATTTTTTTATGTGTATGAATTTAGTTAAT-3' (Lee et al, 2009)
135
DcRIR | 60C 5-CCATCAAACAACCAAAACA-3'
DcR2F 5"TTGGGGATAAAGTGTTTTGATT-3'
145
DcR2R | 60°C 5-AAACCAACAACAAAACCACA-3'
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Ap6s a amplificacao, os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose
(NZYtech) a 2%, corados com GreenSafe (NZYtech) e utilizando o marcador de pesos
moleculares de 100 pb (NZYDNA Ladder V, NZYtech), e posteriormente analisados

sob luz ultravioleta.

3.1.4. Avaliagio dos niveis de metilagio de 5-metilcitosina nos doentes com Sindrome

Mielodisplasica

Para a avaliacio da metilacio global das amostras dos doentes com SMD fo1
efetuada a quantificacao da S-metilcitosina através do s-Methylcyvtosine DNA ELISA kit,
da Enzo Life Sciences, seguido as indicacoes do fabricante.

A 100ng de ADN genémico foi adicionado tampao de revestimento até perfazer os
100ul, e para se proceder a sua desnaturacio num termociclador (MyCycler™ BioRad) a
98°C durante 5 minutos, os tubos devem ser transferido de mmediato para gelo.
Posteriormente, adicionou-se o ADN aos pocos da placa de ELISA ¢ incubou-se a 37°C
durante 1 hora. Apos a incubacao, for efetuada uma série de lavagens com o tampao de
ELISA, bem como uma nova incubacio de 37°C durante 30 minutos com o mesmo
tampao. De seguida, for preparada a mix de anticorpos de acordo com o protocolo do
fabricante, da qual se adicionou 100ul a cada poco, a que se seguiu um novo periodo de
mcubacao a 37°C durante uma hora. Apés a incubacio, procedeu-se novamente a uma
série de lavagens, que foram seguidas da adicao de 100ul de HRP developer que deve
ser deixado a temperatura ambiente entre 11 a 60 minutos para que este mude de cor. A
leitura da absorvancia nos comprimentos de onda de 405nm e 450nm foi efetuada num
espectrofotometro leitor de placas (Synergy™ H'T Multi-Mode Microplate Reader,

BioTek Instruments).

3.1.5. Anilise estatistica

O tratamento estatistico dos dados fo1 realizado através da utilizacao do programa
SPSS (Statistical Package for Social Sciences). Apoés se verificar a normalidade da nossa
populacio de doentes, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, optou-se pela utilizacao do

teste nao paramétrico de amostras independentes de Kruskal-Wallis na andlise dos
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parametros com valores absolutos. Para a andlise da frequéncia de metilacao dos varios
genes utilizou-se o teste Chi-quadrado com o teste de simulacoes sucessivas de Monte

Carlo. Em todos os teste realizados considerou-se um nivel de significincia estatistica a

99% (p<0.0).
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4. Resultados

4.1. Caracterizacio dos doentes com Sindrome Mielodisplasica e dos controlos nio

neoplasico

Este estudo foi realizado em 82 doentes com Sindrome Mielodisplasica, sendo 42 do
sexo Feminino (F) e 40 do sexo Masculino (M), numa razao (F/M) de aproximadamente
1:1. A mediana de 1dades ¢ de 76 anos, com um intervalo entre os 22 ¢ os 92 anos. Estes
doentes foram caracterizados segundo o sistema de classificacao da Organizacaio Mundial
de Saade, tendo em conta os critérios morfologicos e clinicos das células da medula 6ssea
e do sangue periférico necessarios para um correto diagnostico dos doentes. Desta forma,
dos 82 doentes estudados, 10 foram classificados como Citopenia Refratiria com
Displasia de Unilinhagem (CRDU), dos quais 7 como Anemia Refratiria (AR), 2 com
Neutropenia Refratiria (NR) e 1 com Trombocitopenia Refratiria (T'R), 5 foram
classificados como Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA), 41 com
Citopenia Refratiria com Displasia de Multilinhagens (CRDM), 3 como Citopenia
Refratiria como Displasia de Multilinhagens com Sideroblastos em Anel (CRDM-SA), 5
como Anemia Refratiria com Excesso de Blastos tipo 1 (AREB-1), 9 como Anemia
Refratiria com Excesso de Blastos tipo 2 (AREB-2), 1 como Sindrome 5g- ¢ 8 como
Sindrome Mielodisplasica/Neoplasia Mieloproliferativa (SMD/NMP - LMMC) (Figura
9).

H AR (n=7)

H NR (n=2)

u TR (n=1)

B ARSA (n=5)

B CRDM (n=41)

H CRDM-SA (n=3)
i AREB-1 (n=5)

® AREB-2 (n=9)

11 5g- (n=1)

u SMD/NMP (n=8)

Figura 9 Caracterizacio da populagio de doentes com Sindrome Mielodisplasica de acordo com o sistema
de classificagio da Organizacio Mundial de Saude. AR, Anemia Refratiaria; NR, Neutropenia Refrataria;
TR, Trombocitopenia Refratiaria; ARSA, Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel; CRDM, Citopenia
Refrataria com Displasia de Multiinhagens; CRDM-SA, Citopenia Refratiria com Displasia de
Multilinhagens com Sideroblastos em Anel; AREB-1, Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-1; AREB-
2, Anemia Refratiria com Excesso de Blastos-2; 5q-, Sindrome 5q; SMD/NMP, Sindrome

Mielodisplasica/Neoplasia Mieloproliferativa Al
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Tendo em conta as caracteristicas do caridétipo, a percentagem de blastos na
medula 6ssea e as citopenias existentes, 63 doentes foram ainda classificados segundo o
International Prognostic Scoring System (IPSS), em 3 grupos de risco: 12 de baixo risco,
42 de rnsco mtermédio-1 e 9 de risco intermédio-2 (Figura 10). Apesar do IPSS
estabelecer quatro grupos de prognostico, nenhum dos doentes analisados neste estudo

apresentava prognéstico de alto risco.

i Baixo HInt-1 i Int-2

Figura 10 Caracterizagio da populagio de doentes com Sindrome Mielodisplasicas segundo o Internationai
Prognostic Scoring System (IPSS). Baixo, baixo risco; Int-1, risco intermédio 1; Int-2, risco intermédio 2.

Neste estudo foram ainda envolvidos 14 controlos nao neoplasicos, individuos sem
critérios de diagnostico de neoplasia, dos quais 3 do sexo femiino e 11 do sexo

masculino, com mediana de 1dades de 71 anos, num intervalo entre os 34 e os 86 anos.

4.2. Avaliacio do perfil de metilagio dos genes supressores tumorais e de recetores de

morte em doentes com Sindrome Mielodisplasica

A andlise do perfil de metilacao dos promotores dos genes supressores tumorais p/J,
plo, ps3, DAPK e MGMT, e dos recetores de morte da familia do TRAIL, 7RAIL
DcR1, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 ¢ TRAIL DR, foi realizada por PCR especifico de
metilacio como o descrito na sec¢ao 3.1.3.2.. Esta andlise fo1 efetuada em amostras de
sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) dos doentes com Sindrome

Mielodisplasica e dos controlos. A figura 11 representa um gel de agarose a 4%
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representativo da anilise da metilacio no SP e MO dos genes p/Je pl6 obtda por PCR-

especifico de metilacao da amplificacaio do ADN genomico modificado.

pmMmbmvMDbDMDMD MDM _

o UTI—
L p15

LI
_ pl6

o

e e
1 2 3 4 CD cM

Figura 11 Gel de agarose representativo dos resultados obtidos por PCR-especifico de metilacio (MS-PCR)
dos genes plj e pl6 em amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) de quatro dos
doentes com Sindrome Mielodisplasica. 4: amostras de doentes; M, alelo metilado; D, alelo desmetilado;
CD: controlo universal desmetilado; CM: Controlo universal metilado.

Inicialmente, fomos comparar o perfil de metilacio entre as amostras de medula

ossea (MO) de controlos e de doentes com Sindrome Mielodisplasica.

Como podemos ver na figura 12, os controlos e doentes com SMD nao apresentam
metilacao dos promotores dos genes po3 e MGM'T. Além disso, apenas as amostras dos
doentes com SMD apresentam metilacao das regidoes promotoras dos genes pl6, TRAIL
DcR1, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 e TRAIL DR5. Por outro lado, verificou-se aumento
da frequéncia de metilacio nos promotores dos genes plJy e DAPK nos doentes com
SMD (pl15: 61,5%; DAPK: 61,5%), relativamente aos controlos (plJ: 52,9%; DAPK:
50%). Tendo em conta o nimero de genes metilado por cada amostra verificamos que as
amostras dos doentes com SMD apresentam um maior nimero de genes metilados,
comparativamente aos controlos. De facto, cerca de 83,3% dos doentes SMD apresentam
pelo menos 1 gene metilado, enquanto que em apenas 42,9% dos controlos isto se

verifica (p<0,05, Figura 12)
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Figura 12 Avaliacio do perfil de metilagio dos genes plJ, pl6, ps3, DAPK, MGMT, TRAIL DcRI,
TRAIL DcR2, TRAIL DR4 e TRAIL DR5 em amostras de medula 6ssea (MO) de individuos controlo

(CTL) e de doentes com Sindrome Mielodisplasica (SMD). * p < 0.05
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Seguidamente analisaram-se as frequéncias de metilacio nos mesmos genes nas
amostras de sangue periférico e compararam-se com as obtidas na MO (Figura 13). Tal
como observado nas amostras de medula Ossea, as regidoes promotoras dos genes pJJ e
MGMT encontram-se desmetiladas no sangue periférico de doentes e controlos.
Relativamente a frequéncia de metilacio dos restantes genes nas amostras de sangue
periférico, podemos observar que, de uma forma geral, nio existem diferencas
significativas na metilacao entre os dois tipos de amostras, nomeadamente no que diz
respeito a metilacio do promotor do gene pl/6 (SP: 22,7%; MO: 21,8%), DAPK (SP:
59,19%; MO:66%) e do TRAIL DR (SP: 29,5%; MO: 28%). Porém, podemos destacar a
diferenca observada na metila¢ao da regiao promotora do gene plJ (SP: 88,69%; MO:

61,5%).

100 SMD

Metilacao (%)

915 916 953 OP‘?* " GN\‘( [l R

R4 R5
1‘?~P‘“’ ¢ 1F~P‘\L ¢ .ﬁp\\- 0 1‘1"“' 0

mSP = MO

Figura 18 Avaliacio do perfil de metilagio dos genes pls, pl6, ps53, DAPK, MGMT, TRAIL DcRI,
TRAIL DcRZ, TRAIL DR4 ¢ TRAIL DR5 em amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea
(MO) de doentes com Sindrome Mielodisplasica (SMD).
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De modo a verificar o grau de concordancia do padrio de metilacio entre
amostras de sangue periférico e de medula 6ssea dos doentes com SMD, fomos avaliar a
percentagem de concordancia entre os dois tipos de amostras para os varios genes (figura
14). Assim, podemos verificar (figura 14) que todos os genes estudados apresentam
percentagens de concordancia relativamente elevadas (pl2: 72,5%, pl6: 77,5%, TRAIL
DcRI: 85%, TRAIL DcRZ 65%, TRAIL DR+ 62,5%) sem significado estatistico
(p>0,05), com excecao para o gene TRAIL DRY que apresenta um valor de concordancia
consideravelmente mais baixo (409%) que os restantes genes com significado estatistico
(7=0,031). O gene DAPK apresenta um grau de concordancia bastante consideravel de

67,5%, mas também ele com diferencas estatisticamente significativas (p=0,046).
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Figura 14 Percentagem de concordincia do perfil de metilagio dos genes plJ, p16, DAPK, TRAIL DcRI,
TRAIL DcR2 TRAIL DR4 e TRAIL DR5 de amostras com resultados concordantes entre amostras de
sangue periférico (SP) ¢ de medula 4ssea (MO) de doentes com Sindrome Mielodisplasica (SMD).
* p<0.05

No entanto, e como um dos objetivos do nosso trabalho ¢ verificar se podemos
utilizar amostras de sangue periférico em substituicao das amostras de medula Ossea,
fomos calcular a concordancia apenas em doentes que apresentam metilacio dos genes

na medula 6ssea.

Como podemos observar na tabela 6, existe de fato alguma concordancia entre
amostras de MO e de SP, mas sem qualquer significado estatistico devido ao nimero de

amostras. Podemos no entanto destacar a elevada concordancia no perfil de metilacio

dos genes plse DAPK.
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Tabela 6 Percentagem de concordiancia e niimero de amostras concordantes para o perfil de metilagio dos
genes pls, plo, DAPK, TRAIL DcRI, TRAIL DcRZ2, TRAIL DR4 ¢ TRAIL DR5 em doentes com

Sindrome Mielodisplisica com metilagio na medula 6ssea

TRAIL | TRAIL | TRAIL | TRAIL

pl5 | pl6 | DAPK |\, b Der2 | DR4 | DRS
C‘mc?;‘)ﬁnda 9%6.5 | 60 | 79 0 0 10 7.1
N°¢ de Amostras 98 3 18 0 0 1 1
o neordantes ooy |6y | e | @ | © | an | ap

E importante ainda referir que todas as discrepancias que observamos sio
bidirecionais, isto ¢, observamos amostras de sangue periférico positivas ¢ medula 6ssea

negativa, e vice-versa.

Por ultimo, fomos analisar as amostras com metilacao de pelo menos um ou dois
ou mais genes. Deste modo, como podemos observar na tabela 7, 97,7% das amostras de

SP e 83,3% das amostras de MO apresentam pelo menos um dos genes metilados.

Contudo, quando analisamos a percentagem de amostras com metilacio de
promotores de dois ou mais genes, verificamos uma reducio consideravel nos dois tipos

de amostras (SP: 79,5%; MO: 56,49%), porém mais acentuada nas amostras de MO.

Tabela 7 Percentagem de amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) dos doentes com
Sindrome Mielodisplisica com metilagio de pelo menos um dos genes estudados (pelo menos 1) ou com
metilacio de dois ou mais genes (2 ou mais).

SMD
SP MO
% (n) % (n)
97,7 83,3
Pelo menos 1 43/44 65/78
) . 79,5 56,4
ou mais 85/44 44/78
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4.2.1. Avaliacio do perfil de metilagio dos genes pl14, pl6, DAPK, TRAIL DcR2,
TRAIL DR4 ¢ TRAIL DR5 de acordo com os subtipos SMD da classificacio da
Organizagio Mundial de Satde.

Posteriormente, procedemos a andlise do perfil de metilacio da regiao promotora
dos varios genes tendo em conta os diferentes subtipos de SMD definidos pela
Organizacao Mundial de Saiidde (OMS). Para esta andlise, foram considerados os subtipos
CRDU, que inclui os 7 doentes com AR, os 2 com NR e 1 doente com TR, ¢ ARSA/
CRDM-SA, incluindo respetivamente 5 e 3 doentes. De referir que nao for feita a analise
do subtipo 5q- uma vez que a nossa populacio possui apenas um doente deste subtipo,

que nao nos permite estabelecer uma relacao.

Para correlacionar os subtipos de SMD com a metilacao dos genes em estudo, fomos
tentar perceber se a metilacio das regides promotoras de genes ¢ comum a todos os
subtipos de SMD. Como podemos verificar através da figura 15, observa-se elevado
numero de doentes com pelo menos um gene metilado nas amostras de SP de todos os
subtipos de SMD, a excecao das amostras de doentes mcluidos no subtipo CRDU.
Quando analisamos as amostras de MO, verificamos uma reducio na percentagem de
amostras com pelo menos um gene metilado relativamente as amostras de SP, bem como

diminuicdo da frequéncia de metilacio nos subtipos mais avancados da doenca.

Quando analisamos a percentagem de amostras com dois ou mais genes metilados
observamos uma maior heterogeneidade entre os varios subtipos de SMD e uma
diminuicio consideravel em comparacao a percentagem de amostras com pelo menos
um dos genes metilados (Figura 15). No entanto, verificamos que o padrao de metilacao
se mantem nas amostras de MO, isto ¢, a semelhanca do que observamos na anilise da
metilacao de pelo menos um dos genes, ha uma diminuicao da metilacao nos subtipos
mais avancados da doenca. Podemos ainda destacar que os doentes do subtipo AREB-2
sa0 0s que apresentam menor percentagem de amostras com dois ou mais genes

metilados, comparativamente aos restantes subtipos.
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Figura 15 Frequéncia de metilagio em amostras de sangue periférico (SP) € de medula 6ssea (MO) com
metilacio de pelo menos um dos genes metilados ou com dois ou mais genes metilados, em doentes com
Sindrome Mielodisplisica (SMD) de acordo com o subtipo da Organiza¢gio Mundial de Saide. CRDU,
Citopenia Refratiria com Displasia de Unilinhagem; ARSA/CRDM-SA, Anemia Refratiria com
Sideroblastos em Anel/Citopenia Refrataria com Displasia de Multilinhagens e Sideroblastos em Anel;
CRDM, Citopenia Refratiria com Displasia de Multilinhagens; AREB-1, Anemia Refratiria com Excesso
de Blastos-1; AREB-2, Anemia Refratiria com Excesso de Blastos-2; SMS/SMP, Sindrome
Mielodisplasica/Neoplasia Mieloproliferativa

Posteriormente, procedemos a andlise 1solada de cada um dos genes de acordo
com os subtipos da doenca. No entanto, a andlise do perfil de metilacao do gene TRAIL

DcR1 nao fol incluida, devido ao nimero muito reduzido de amostras metiladas.

Como podemos observar na figura 16, a regiao promotora do gene p/J encontra-
se metilada em todos os subtipos de SMD), no entanto a frequéncia de metilacao nas
amostras de medula 6ssea dos doentes com AREB-2 estd significativamente reduzida
quando comparada as amostras de SP, bem como as amostras relativas aos restantes
subgrupos. Também no caso do gene p/6, podemos verificar que se encontra metilado
em doentes pertencentes a todos os subtipos estudados, no entanto observamos um

ligeiro aumento da frequéncia de metilacio nos subtipos mais avancados da doenca,
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AREB-1 e AREB-2. O gene DAPK também apresenta elevada frequéncia de metilacio
nos doentes com SMD, sendo apenas ligeiramente inferior nos doentes do subtipo
AREB-2. No que diz respeito aos genes que codificam os recetores do TRAIL, todos
apresentam, de uma forma geral, frequéncias de metilacio relativamente baixas e

variaveis entre os varios subtipos.
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Figura 16 Avaliagio do perfil de metilagio dos genes pl4, pl6, DAPK e TRAIL DcR2 em amostras de
sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) de doentes com Sindrome Mielodisplasica de acordo com
os subtipos definidos pela Orgamzagio Mundial de Saade. CRDU, Citopenia Refrataria com Displasia de
Unilinhagem; ARSA/CRDM-SA, Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel/Citopenia Refratdria com
Displasia de Multilinhagens com Sideroblastos em Anel; CRDM, Citopenia Refrataria com Displasia de
Multilinhagens; AREB-1, Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-1; AREB-2, Anemia Refrataria com
Excesso de Blastos-2; SMD/NMP, Sindrome Mielodisplasica/Neoplasia Mieloproliferativa

No entanto, é importante destacar que o gene 7TRAIL DR4 apresenta metilacao
do seu promotor apenas nos subtipos CRDU, ARSA/CRDM-SA e CRDM. Devido ao
reduzido nuimero de amostra em cada subtipo de SMD, a andlise estatistica da
comparacao da frequéncia de metilacao entre as amostras de sangue periférico e de
medula 6ssea so foi efetuada nos doentes do subtipo CRDM. Deste modo, verificamos

que apenas o perfil de metilacaco do gene TRAIL DR5 apresenta diferencas

estatisticamente significativas (p=0,044).

4.2.2. Relagio entre o perfil de metilagio dos genes pl), pl6, DAPK, TRAIL DcR2,
TRAIL DR4 e TRAIL DRS) e o indice de prognéstico International Prognostic
Scoring System em doentes Sindrome Mielodisplasica

Para avaliarmos se existe uma relacio entre o perfil de metilacio e os diferentes

grupos de risco do IPSS, fomos analisar a metilacao dos genes em estudo em cada um
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dos grupos de risco (Tabela 8). Deste modo, como podemos observar na tabela 8, todas
as amostras de SP apresentam metilacio no promotor de pelo menos um dos genes,
mdependentemente do grupo de risco. No entanto, na andlise da metilacao de dois ou
mais genes em amostras de SP verificamos diminuicao da frequéncia de metilacaio nos

doentes ncluidos no grupo de risco intermédio-2.

As amostras de MO destes doentes apresentam ligeira diminuicio da frequéncia
de metilacao relativamente as amostras de SP, relativamente a metilacao de pelo menos
um gene. Quando avaliamos a metilacio de dois ou mais genes na MO podemos
observar diminui¢io da frequéncia de metilacio comparativamente as amostras de SP e
as frequéncias de metilacao pelo menos um dos genes metilados. Por outro lado,
observamos que a frequéncia de metilagio nas amostras de SP ¢ de MO diminui a

medida qua aumenta o risco (Tabela 8).

Tabela 8 Percentagem de metilagio de pelo menos um dos genes ou de dois ou mais genes em amostras
de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) nos doentes com Sindrome Mielodisplasica de acordo
com o grupo risco do International Prognostic Scoring System (IPSS).

Pelo menos 1 gene metilado | 2 ou mais genes metilados
(%) (%)
: : SP 100 100
Baixo Risco
MO 91,7 75
. . SP 100 78,9
Risco Intermédio-1
MO 85 47,5
. . SP 100 100
Risco Intermédio-2
MO 44,4 33,3

Posteriormente, avaliou-se a relacio do perfil de metilacio de cada gene de

acordo com os grupos de risco prognostico (figura 17).

Relativamente a metilacio do promotor do gene DAPK, verificamos que ¢
bastante heterogénea, quer entre os varios grupos de risco, quer entre as amostras de SP e

de MO. No que diz respeito ao gene TRAIL DcR2, podemos observar que apresenta
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percentagem de metilacio ligeiramente elevada nas amostras de MO dos doentes
incluidos no grupo de baixo risco, no entanto, observamos também aumento
consideravel de metilacio nas amostras de SP nos doentes de risco mtermédio-2. As
amostras de SP dos doentes com SMD analisadas apresentam menor frequéncia de
metilacio do gene TRAIL DR4 com o aumento do risco da doenca, estando mesmo
ausente nos doentes de risco intermédio-2. Este facto nao se verifica nas amostras de
MO, que apresentam uma percentagem de metilacao deste gene semelhante em todos os
grupos de risco. Por dltimo, o gene TRAIL DR) niao apresenta grandes variacoes de

metilacao entre os varios grupos de risco.
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Figura 17 Avaliacio da do perfil de metilagio dos genes pl5, pl6, DAPK , TRAIL DcRZ, TRAIL DR4 e
TRAIL DRJ5 nas amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) de doentes com Sindrome
Mielodisplasica (SMD) de acordo com o International Prognostic Scoring System (IPSS). Baixo - risco
baixo; Int-1 - risco intermédio 1; Int-2 - risco intermédio 2.
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A andlise estatistica da relacao entre amostras de sangue periférico e de medula
Ossea tendo em conta os varios grupos de risco também s6 pode ser efetuada no grupo de
risco Intermédio-1 devido ao maior ntimero de doentes nele incluido. Deste modo,
verificamos que apenas ha significado estatistico na relacao entre amostras de SP ¢ MO

avaliadas para o gene p/6 (p=0.044).

4.2.3. Anilise dos niveis séricos de folato e a sua relacio com o perfil de metilacio

Posteriormente, fomos verificar se o perfil de metilacao dos genes em estudo se
correlaciona com os niveis séricos de folato, uma vez que o folato é co-factor na
remetilacio da homocisteina a metionina, garantindo desta forma a formacio de S-
adenosilmetionina, o principal dador de grupos metilo na metilacio do ADN. No
entanto, para podermos fazer uma analise mais detalhada dividimos os doentes de acordo
com a gama de valores considerada normal para este parametro.

Deste modo, consideramos os valores normais para o folato entre 1 e 20 ng/ml,
tendo em conta este valor dividimos os doentes em trés grupos distintos, um grupo que
mcluil doentes com valores séricos de folato entre 1 ¢ 10 ng/ml e que designamos de
grupo Baixo (B) e que mclui mais de 50% dos doentes (tabela 9), um grupo doentes com
valores entre 11 e 20 ng/ml (Grupo Aumentado - A) e um grupo com doentes cujos

valores de folato sérico sao superiores a 20 ng/ml (Grupo Elevado - E).

Tabela 9 Distribuicio dos doentes com Sindrome Mielodisplasica de acordo com os niveis séricos de
Folato

Concentracio sérica de Folato (ng/ml) | N® de Doentes

Grupo B 1-10 30
Grupo A 11-20 8
Grupo E >20) 18

Na andlise dos varios genes em estudo e os grupos definidos de acordo com os
niveis de folato (Figura 18), verificimos que na metilacio do gene p/J em amostras de
sangue periférico, os doentes mcluidos no grupo A tém uma frequéncia de metilacio
mais reduzida que nos grupos B e E, sendo que nas amostras de MO este padrao se
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repete mas com frequéncias de metilacio mais reduzidas que nas amostras de SP. No
que diz respeito ao gene pl6'podemos observar que a sua frequéncia de metilacao é mais
elevada nos grupos B e A, estando mesmo ausente em amostras de sangue periférico dos
doentes com niveis elevados de folato (grupo E). Relativamente a frequéncia de metilacao
do promotor do gene DAPK podemos observar que nas amostras de SP ha uma
tendéncia para aumento da frequéncia a medida que aumenta a concentracao de folato,
no entanto este padrao inverte nas amostras de MO. Também o gene TRAIL DcRI
apresenta aumento de frequéncia de metilacio com o aumento dos niveis de folato nas
amostras de SP. Ja para o gene TRAIL DcR2 observou-se diminui¢ao na sua frequéncia
de metilacio nas amostras de MO com o aumento da concentracao de folato. Nos genes
que codificam os recetores de morte, verificamos que, o TRAIL DR4 apresenta elevada
frequéncia de metilacio nas amostras de SP nos doentes incluidos no grupo A e que

nenhuma das amostras de MO dos mesmos doentes apresenta metilacio do gene TRAIL

DRo.
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Figura 18 Anilise do perfil de metilacio dos genes pld, pl6, DAPK, TRAIL DcRI1, TRAIL DcR2,
TRAIL DR4 e TRAIL DR5 em amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) de doentes
com Sindrome Mielodisplasica distribuidos de acordo com os niveis séricos de Folato. Grupo B: 1-10
ng/ml; Grupo A: 11-20 ng/ml; Grupo E: >20 ng/ml.
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4.2.4. Andilise dos niveis séricos de vitamma B12 e a sua relagio com o perfil de

metilacio

Posteriormente, procedemos a uma andlise semelhante para os niveis séricos de
vitamina B12, deste modo, considerando como valores normais de vitamina B12 no
sangue 210-900 pg/ml, distribuimos os doentes em trés grupo. O grupo com niveis sérico
de vitamina B12 baixo entre 210-555 pg/ml a que designimos Grupo B, o grupo que
mclui doentes com niveis altos (Grupo A) de vitamina B12, entre 556-900 pg/m, e por
ultimo um grupo que inclui os doentes apresentam niveis de vitamina B12 elevados, ou

seja superiores a 900 pg/ml sangue (Grupo E) (tabela 10).

Tabela 10 Distribui¢io dos doentes com Sindrome Mielodispldsica de acordo com os niveis séricos de
Vitamina B12

Concentragio sérica de Vitamina B12 (pg/ml) | N¢ de Doentes

Grupo B 210-5505 23
Grupo A 556-900 14
Grupo E >900 19

Por dltimo estudamos a relacio entre o perfil de metilacio dos varios genes em
estudo e os grupos de doentes que tém em conta os valores séricos de vitamina B12
(Figura 19). Como podemos observar pela figura 19, os valores da percentagem de
metilacio do gene plJ nas amostras de SP siao consideravelmente elevados nos doentes
dos grupos A e L, no entanto, quando avaliamos as amostras de MO verificamos
tendéncia para reducio na frequéncia de metilacio do gene plJ proporcional ao
aumento da concentracio de vitamina B12. A metilacdo do gene p/6'em amostras de SP
parece ser ligeiramente superior nos doentes com valores aumentados de vitamia B12
(grupo A e E). No caso do gene DAPK verificamos haver aumento da sua frequéncia de
metilacdo com o aumento da concentracio de vitamina B12, em amostras de SP e de
MO. No que diz respeito aos genes que codificam os recetores do TRAIL, podemos
observar que o seu perfil de metilacio é relativamente baixo em todos os grupos, no
entanto verificarmos ligeiro aumento na metilacio do gene TRAIL DcR2 com maiores

niveis de concentracio vitamina B12, bem como elevada frequéncia de metilacao do gene
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TRAIL DR verificada nas amostras de medula 6ssea dos doentes com concentracoes
altas de vitamina B12 (Grupo A). Podemos, ainda, destacar a grande percentagem de
amostras de sangue periférico com metilacio do promotor do gene TRAIL DRS nos

doentes mcluidos no grupo E.
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Figura 19 Anilise do perfil de metilacio dos genes plJ, p16, DAPK, TRAIL DcR1, TRAIL DcRZ, TRAIL
DR4 ¢ TRAIL DRS5 em amostras de sangue periférico (SP) e de medula 6ssea (MO) de doentes com
Sindrome Mielodisplésica distribuidos de acordo com os niveis séricos de Vitamina B12. Grupo B: 210-
555 pg/ml; Grupo A: 556-900 pg/ml; Grupo E: >900 pg/ml.

4.2.5. Avaliacio dos niveis de metilacio de 5-metilcitocina em doentes com Sindrome

Mielodisplasica

Como dltima andlise, quantificimos os niveis de S-metilcitocina (bmC) através da
técnica de ELISA, de modo a avaliarmos a metilacao global nos doentes com SMD,
comparando-os ainda com os varios subtipos da doenca, os grupos de risco e com o0s

niveis séricos de folato e de vitamina B12.
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Como podemos observar na figura 20, a percentagem de 5mC ¢ ligeiramente

mais levada nos doentes com SMD (8,4 + 4,9), quando comparada a dos controlos (1,4 +
0,518) no entanto as diferencas nao tem significado estatistico.

20 ~
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10 -+

% de 5mC

CTL SMD

Figura 20 Percentagem de 5-metilcitocina (5mC) nas amostras controlo (CTL) e nas amostras de doentes
com Sindrome Mielodisplisica (SMD). Os resultados expressos em percentagem (%) representando a
média £ desvio padrio de cada populagao.

Quando comparamos os niveis de S>-metilcitocina com os varios subtipos de SMD
(hgura 21), verificamos que estes varlam entre os varios subtipos, sendo os doentes

AREBZ2 os que apresentam niveis mais elevados ¢ os CRDM os niveis mais baixos.
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Figura 21 Relacio entre a percentagem de 5-metilcitocina (5mC) e os subtipos de Sindrome
Mieclodisplasica definidos pela Organizagio Mundial de Saiide (OMS). CRDU, Citopenia Refratiria com
Displasia de Unilinhagem; ARSA, Anemia Refratiaria com Sideroblastos em Anel; CRDM, Citopenia
Refratiria com Displasia de Multilinhagens; AREB-1, Anemia Refratiria com Excesso de Blastos-1; AREB-
2, Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-2.

Quando avaliamos a relacao da percentagem de S-metilcitocina e os varios grupos

de risco prognoéstico do IPSS (figura 22), podemos observar que os doentes mcluidos no
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grupo de risco Intermédio-1 possuem baixos valores de S-metilcitocina, quando
comparado com os dois restantes grupos, enquanto os doentes de risco Intermédio-2 sao
os que apresentam valores mais elevados de 5mC. E importante, ainda, destacar o

aumento da 5mC dos doentes de risco intermédio-1 para os de mtermédio-2.
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Figura 22 Relagio entre a percentagem de 5-metilcitocina (5mC) e os grupos de risco do Infernationa
Prognostic Scoring System (IPSS) em doentes com Sindrome Mielodisplasica. Baixo: baixo risco; Int-1:

risco intermédio-1; Int-2: risco intermédio-2.

Por fim analisamos, como ja referido, a relacao dos niveis de H-metilcitocina com
os grupos definidos de acordo com as concentracoes séricas de Folato e de Vitamina

B12.

Na andlise da comparacao entre a HmC e os valores séricos de folato (figura 23),
nao observamos grande variacao dos valores de 5mC entre o grupo de doentes com baixo
niveis de folato (Grupo B) e o grupo com altos niveis de folato (Grupo A). Contudo,
verificamos diminui¢cao consideravel nos valores de 5mC nos doentes do grupo E, isto é,
nos doentes com elevados niveis de folato, relativamente aos grupos B e A, no entanto

sem significado estatistico.
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Figura 23 Relagio entre a percentagem de 5-metilcitocina (5mC) e os grupos de doentes com Sindrome
Mielodisplasica definidos de acordo com as concentragoes séricas de Folato. Grupo B: 1-10 ng/ml; Grupo
A: 11-20 ng/ml; Grupo E: >20 ng/ml.
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5. Discussio

5.1. Anilise do perfil de metilacio dos genes supressores tumorais € de recetores de

morte de doentes com Sindrome Mielodisplasica

A SMD consiste num grupo heterogéneo de doencas clonais da célula estaminal
hematopoiética, essencialmente caracterizado por hematopoiese ineficaz, citopenias
refratarias, medula 6ssea hipercelular e, ainda, por um elevado risco de evolucio para
LMA (Issa, 2010; Khan, er al, 2013). Sendo uma doenca de enorme heterogeneidade
clinica e molecular, torna-se um grande desafio o seu diagnostico e a sua classificacao.
Por esta razao, tém sido desenvolvidos varios sistemas de classificacao que permitem de
alguma forma organizar e uniformizar os critérios de diagnéstico da doenca, e estimar o
risco de progressio da mesma, bem como a sobrevivéncia dos doentes. O sistema de
classificacao desenvolvido pela OMS, em 2008, é atualmente o mais aceite, € reconhece
sete subtipos distintos da doenca, tendo em conta as caracteristicas morfoldgicas, a
percentagem de blastos na medula 6ssea e o nimero de linhagens afetadas (Vardiman et
al., 2009). Para a avaliacio do prognostico destes doentes foi ainda criado um indice de
prognostico, o IPSS, que categoriza os doentes em baixo risco, risco intermédio-1, risco
mtermédio-2 e alto, de acordo com o numero de citopenias dos doentes, a percentagem

de blastos na medula 6ssea e as alteracoes citogenéticas (Teffer: & Vardiman, 2009).

O evento que desencadela todo o processo de desenvolvimento da Sindrome
Mielodisplasica ainda nao é conhecido, no entanto, a grande mstabilidade genética das
células estaminais hematopoiéticas poderd constituir uma possivel explicacio, uma vez
que as torna extremamente suscetivels a multiplas mutacoes genéticas que levam ao

estabelecimento do clone pré-maligno (Hirai, 2003).

Os mecanismos envolvidos na patogénese da SMD também ainda nio estao
definidos mas sabe-se que envolvem alteracoes em vias de sinalizacio essenciais ao
completo desenvolvimento das células hematopoiéticas. Estas vias mcluem processos
como a regulacao da diferenciacao, maturacao e crescimento celular, da apoptose, do

controlo do ciclo celular e reparacao de lesoes no ADN (Stintzing et al., 2011).

Embora esta sindrome seja caracterizada por uma medula celular normal a
hipercelular, grande parte dos doentes apresentam citopenias no sangue periférico. Este
paradoxo tem sido atribuido a apoptose excessiva dos progenitores hematopoiéticos,

nomeadamente em estidios menos avancados da doenca (Parker er al, 2000; Stintzing et
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al., 2011), contribuindo para algumas das caracteristica que definem a SMD, como as
carateristicas morfologicas displasicas, a hematopoiese ineficaz e a faléncia medular
(Nishino & Chang, 2005). Desta forma, o excesso de apoptose podera atuar como um
processo homeostatico que controla o nimero de células. No entanto, a progressao
leucémica pode surgir pela aquisicio de lesoes genéticas e/ou epigenéticas que levam ao
bloqueio da apoptose ou que promovam a proliferacao celular, que se sobrepoe a
apoptose (Parker er al, 2000). O estudo de possivels alteracoes nestas duas vias de
sinalizacdo poderda fornecer informacio crucial para um melhor entendimento da
patogénese da SMD, e consequentemente, auxiliar o desenvolvimento de terapéuticas

direcionadas, que poderio atuar de forma eficaz nestes doentes.

Um dos mecanismos que se sabe estar envolvido na patogénese de Sindrome
Mielodisplasica ¢ a alteracao dos padroes normais de metilacio do ADN, processo que
tem sido cada vez mais associado nao sé as neoplasias hematoldgicas, mas de um modo

geral, a todas as neoplasias.

A frequéncia deste processo e a grande variedade de genes envolvidos, bem como
a grande variedade de tumores que se sabe possuirem nivels de metilacao elevadas,
refletem o 1mportante papel das alteracoes epigenéticas na Inicliacio e consequente
progressio do cancro (Leone et al., 2008). A alteracio nos mecanismos de metilacio do
ADN, torna-se assim extremamente importante no processo oncogénico, uma vez que se
encontram envolvida num sem numero de processos bioldgicos como a regulacio da

expressao génica (Fukushige & Horii, 2013).

A hipermetilaciao aberrante das ilhas CpGs associadas a promotores de genes leva
ao silenciamento transcricional de multiplos genes, nomeadamente de genes supressores
tumorais. Enquanto alguns genes se encontram hipermetilados em vérios tipos de
neoplasias, de uma forma geral, o padrio de genes hipermetilados é especifico do tecido
em questao (Leone et al, 2008). No entanto, a hipermetilacao aberrante foi ja descrita

como sendo um processo frequente em diversas doencas hematologicas (Leone et al,

2008; Boulwood & Wainscoat, 2007).

Na Sindrome Mielodisplasica cada vez é maior o nimero de genes cujo promotor
se encontra hipermetilado, nomeadamente de genes supressores tumorais e genes
envolvidos em wias de sinalizacio como a regulacio do ciclo celular, apoptose,

anglogénese e de reparacao do ADN, entre outras (Issa, 2010).
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Um dos genes mais frequentemente estudado na SMD ¢, sem duvida, o gene plJ
que codifica a proteina que regula o ciclo celular através da ibicio das cinases
dependentes de ciclinas (CDK) 4 e 6. A hipermetilacio deste gene ¢ umas alteracoes
epigenéticas mais comuns em SMD, encontrando-se metilado em cerca de 50% a 80%
dos casos (Uchida et al, 1997; Hofmann et al.,2006; Solomon et al,, 2007). A metilacao
do gene pls é Dbastante frequente nio sé6 na SMD, mas em varias neoplasias

hematologicas (Herman er al, 1997).

O gene DAPK é também um dos mais estudados em SMD, e fo1 ja descrito como
estando desregulado nesta doenca em consequéncia da sua hipermetilacao em 47% dos
doentes. Estes doentes encontram-se normalmente em estadios avancados da doenca,
nomeadamente em estadios de progressio para LMA, demonstrando que a
hipermetilacaio do gene DAPK poderd representar um passo inicial no processo de

evolucio leucémica (Voso et al., 2004).

Contudo, a variedade de genes descritos como estando hipermetilados na
Sindrome Mielodisplisica tem aumentado ao longo dos ultimos anos, e cada vez mais se
verifica existir uma forte associacao entre o grau de metilacio aberrante e o prognostico
desta doenca. Virios estudos tém evidenciado que a progressao de SMD para LMA esta
associada a um aumento da taxa de metilacio em regioes promotoras chave e que a
sobrevivéncia dos doentes com um excesso de metilacio ¢ largamente comprometida

(Khan et al, 2013).

Uma das caracteristicas mais importantes da metilacio do ADN, e que a distingue
fortemente das mutacoes genéticas, é, sem duvida, a sua reversibilidade. Esta propriedade
faz das alteracoes epigenéticas um alvo terapéutico bastante atrativo. A terapia epigenética
tem evoluido consideravelmente nos dltimos anos, ¢ tem como principais alvos dois
principais mecanismos, a metilacio do ADN e a desacetilacao das histonas. Desta forma,
o conhecimento dos perfis de metilacio podera ser de extrema importancia para a
escolha da melhor estratégia terapéutica, nao s6 em doentes com Sindrome

Mielodisplasica, mas de um modo geral, em doentes oncologicos.

Tendo em conta todos estes aspetos, no nosso estudo avaliamos o perfil de
metilacao dos genes supressores tumorais pld, pl6, ps3, MGMT e DAPK e dos genes
recetores de morte da familia do TRAIL, TRAIL DcRI, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 e
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TRAIL DRY) em amostras de sangue periférico e de medula 6ssea de doentes com

SMD, colhidas aquando do diagnostico, e de controlos nao neoplasicos.

Para tal, for analisada uma populacio de 82 doentes com SMD, classificados
segundo o sistema de classificacaio da Organizacio Mundial de Satde e, ainda,
distribuidos tendo em conta os grupos de risco do IPSS, com uma distribuicio etaria e
por sexos semelhante ao que se encontra até agora disponivel na literatura. A distribuicao
da nossa amostra pelos varios subtipos de SMD nido é homogénea, uma vez que ha uma
predominancia de doentes incluidos nos subtipos menos agressivos, nomeadamente no
subtipo CRDM, fato que se reflete nos grupos de risco do IPSS. No que diz respeito, aos
controlos nio neoplasicos, verificamos um predominio do sexo masculino, ¢ uma

mediana de 1dades consideravelmente mferior a da populacao de doentes.

Na literatura existente até a data, verificamos que a analise do perfil de metilacao
de diversos genes ¢é efetuada, maloritariamente, em amostras de medula 6ssea e, nalguns
casos em amostras de sangue periférico. No entanto, sao muito reduzidos os estudos que
fazem uma andlise de comparacao dos resultados de metilacio de genes entre os dois
tipos de amostras, para poder averiguar se os resultados sio sobreponiveis. Deste modo,
a nossa analise tem, também, como objetivo avaliar a concordancia da metilacio entre
amostras de sangue periférico e de medula 6ssea. A escolha da utihzacao das amostras de
medula 6ssea foi feita, tendo em conta, a semelhanca entre os padroes de metilacaio em
células precursoras CD34+ apos o seu 1solamento ou em células mononucleares da

medula 6ssea, de doentes com Sindrome Mielodispldsica (Aggerholm ez al, 2006).

A avaliacao global do perfil de metilacao dos genes em estudo demonstrou que a
frequéncia de metilacio é um processo bastante frequente nos doentes, pois podemos
verificar que 97,7% das amostras de sangue periférico, bem como 83,3% das amostras de
medula 6ssea apresentam metilacio de pelo menos um dos genes em estudo. Contudo,
quando avaliamos a metilacio de dois ou mais genes, podemos observar uma ligeira
reducao, nomeadamente nas amostras de MO. Estes valores estio de acordo com o
descrito na literatura, nomeadamente num estudo de Hofmann er a/ (2006), que verificou

uma frequéncia de metilacio de pelo menos um gene em 80% dos doentes estudados.

Na andlise do perfil de metilacio dos genes plJ e pl6, foi-nos possivel verificar
uma maior frequéncia de metilacao do gene plJ, relativamente ao p/6, que apresenta

uma frequéncia de metilacio bastante reduzida. A frequéncia de metilacio observada
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para o gene pld em amostras de medula 6ssea é de 61,5% das amostras de MO, uma
percentagem dentro dos valores descritos até a data (509% a 80%) nesta doenca (Uchida et

al., 1997; Christiansen et al., 2003; Solomon et al., 2008), como mencionado.

Quando analisamos a frequéncia de metilacio do gene plJ tendo em conta a
progressao da doenca, verificimos que a metilacio deste gene nio varia muito nos varios
subtipos da doenca, com excecao dos doentes AREB-2, onde a metilacio diminui. De
igual modo, os doentes com IPSS mais alto, ou seja de maior risco prognostico
apresentam reducao da metilacio da regido promotora do gene plo. Estes resultados nao
estao de acordo com o que tem sido descrito por outros autores que referem aumento da
frequéncia de metilagio do gene plJ nos subtipos de alto risco, mdicando a possivel
mnfluéncia deste processo na progressiao leucémica (Uchida ef al, 1997; Christansen et
al., 2003). A diferenca que observamos nos nossos resultados podera estar relacionada
com o fato de a nossa andlise ser efetuada aquando do diagnoéstico dos doentes, nao
mcluido amostras de doentes apds a progressao da doenca, ou ainda estar relacionado

com o reduzido nimero de doentes incluidos nos subtipos mais agressivos da doenca.

Relativamente, a andlise da metilacio do gene p/6, podemos constatar que as
nossas amostras apresentam uma frequéncia de metilacio deste gene de 21,8%,
ligeiramente inferior a alguns dos dados descritos na literatura (30% a 40%) (Solomon et
al., 2008; Cortesao, 2010). No entanto, a informacio relativa a metilacao deste gene nio é
muito concordante, uma vez que existem outros estudos que indicam uma frequéncia de
metilacio do gene pl6 relativamente mais baixa ou até mesmo existente (0% a 8%)
(Hofmann er al.,2006; Christiansen et al., 2003; Uchida ef al, 1997). A metilacao do gene
pl6 quando analisada tendo em conta os subtipos da OMS, revelou aumento nas
amostras de doentes mcluidos em subtipos mais agressivos, como AREB-1 ¢ AREB-2.
No entanto, nio sio sobreponiveis aos dados ja existentes que apontam para maior
metilacio do gene p/6 em subtipos menos agressivos (Cortesao, 2010). No entanto, ao
avaliarmos a relacdo com os grupos de risco do IPSS verificamos maior metilacio no
grupo de doentes SMD de baixo risco. Estes resultados podem ser devidos ao fato do
numero de doentes com informacio relativa ao IPSS ser reduzido, relativamente ao

numero de doentes nos subtipos, e a populacio estudada ser sobretudo de baixo risco.

Na andlise da metilacio da regiao promotora do gene DAPK, que codifica para
uma proteina cinase associada a morte celular, encontramos metilacio do promotor deste

gene em 66% das amostras analisadas, sendo um resultado ligeiramente superior aos
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descritos em estudos anteriores (45% a 65%) (Voso et al., 2004; Quian et al., 2010). A
metilacao de DAPK encontra-se ainda fortemente associada a subtipos mais agressivos,
como descrito por Quian ef al, que mostra também uma forte contribuicio da
hipermetilacao do DAPK na progressao leucémica dos doentes com SMD. No entanto,
0s nossos resultados nao demonstram aumento da metilacio deste gene nos subtipos
mais avancados da doenca, que mais uma vez podera ser explicado pelo fato de nao ter
sido efetuado um acompanhamento destes doentes ao longo da progressio da doenca ou
da populacao estudada ser malortariamente de subtipos menos avancados,

nomeadamente do subtipo CRDM.

Tendo em conta o importante papel que os processos apoptoticos parecem ter na
patogénese de SMD, sdo varios os estudos que focam as alteracoes em reguladores da
apoptose, entre eles o TRAIL e os seus respetivos recetores. Zang et al, (2007) verificou
haver aumento da apoptose induzida pelo TRAIL em células de medula de doentes com
SMD, observando ainda haver sobre-regulacio dos recetores de morte (7RAIL DR4 ¢
TRAIL DRY), bem como uma elevada razao entre os recetores de morte e os recetores
armadilha (7RAIL DcRI ¢ TRAIL DcRY nos doentes com SMD quando em

comparacao com controlos.

Tendo em conta a informacao relativa ao papel do TRAIL e dos seus recetores
na Sindrome Mielodisplasica analisaimos o perfil de metilacio dos quatro recetores do
TRAIL na nossa populacio de doentes. Em todos os genes que codificam estes recetores
verificamos uma frequéncia de metilacao relativamente baixa. Nos genes TRAIL DcR1 e
TRAIL DcRZ, que codificam os recetores anti-apoptoticos, observamos metilacio dos
seus promotores em 8% e 16% dos casos respetivamente, sendo que na avaliacao da
metilacio dos genes TRAIL DR4 ¢ TRAIL DR5, que codificam os recetores pro-
apoptoticos, 24% e 28% das amostras, respetivamente, apresentavam hipermetilacio da
regiao promotora destes dois genes. Embora os nivels de metilacio sejam bastante
reduzidos, podemos ainda observar que a metilacio do gene TRAIL DcR2 abrange
todos os subtipos de SMD a exceciao do subtipo AREB-2, sendo mais elevado no grupo
de baixo risco. No caso dos genes TRAIL DR4 e TRAIL DR5 observamos que a sua
metilacao é mais evidente em subtipos menos avancados da doenca, sendo que o gene
TRAIL DR4 se encontra metilado apenas nos subtipos CRDU, ARSA ¢ CRDM, mas

abrangente a todos os grupos do IPSS. Contudo, as frequéncias de metilacao destes genes
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sao muito reduzidas, principalmente dos genes TRAIL DcRI ¢ TRAIL DcR2, para

podermos fazer uma avaliacio tendo em conta os subtipo e os grupos de risco de SMD.

Os niveis de metilacio dos genes que codificam os recetores TRAIL ainda nao se
encontram descritos na literatura para os doentes com Sindrome Mielodisplisica ou
outras doencas hematologicas, no entanto, varios estudos de metilacio em tumores
solidos tém sido desenvolvidos com o mesmo objetivo. Um desses estudos fol realizado
em amostras de cancro da proéstata, que permitiu observar frequéncias de metilacao na
ordem dos 409% para os genes TRAIL DcRI e TRAIL DcR2 e dos 5% nos recetores pro-
apoptoticos. Este estudo permitiu observar que a metilacio dos genes TRAIL DcRI e
TRAIL DcR2tem uma correlacao significativa com a sobrevivéncia dos doentes (Suzuki
et al., 2006). Um outro estudo, com o objetivo de avaliar a percentagem de metilacao dos
genes que codificam os recetores do ligando TRAIL fo1 desenvolvido em linhas celulares
e amostras tumorais de varios tipos de neoplasias. Este estudo permitiu verificar a
frequente metilacio dos genes TRAIL DcR1 e TRAIL DcR2 em vérios tipos de
neoplasias soélidas, mas também no linfoma (41%) ¢ no mieloma maltiplo (56%), nio
observando valores de metilacio dos genes TRAIL DR4 e TRAIL DR consideravels

em todos as amostras estudadas (Shivapurkar er al, 2004).

No nosso estudo fomos também avaliar o perfil de metilagao dos promotores dos
genes po3 e MGMT nas amostras dos doentes, contudo nenhuma apresentou metilacao
da regiao promotora de qualquer um dos dois genes. O gene MGMT codifica uma
enzima reparadora de ADN, que segundo alguns estudos se encontra hipermetilado em
cerca de 40% das amostras de gliomas e de carcinoma coloretal, no entanto esta
frequéncia é mais reduzida (cerca de 25%) no cancro do pulmao de nio-pequenas
células, linfoma e no cancro do pescoco e da cabeca (Esteller er al., 1999). Na Sindrome
Mielodisplasica a metilacio do MGMT o1 avaliada em alguns estudos, com resultados de
metilacao extremamente reduzidos de 4,9% (Solomon et al, 2008) e de 6% (Hofmann et
al., 2006). Porém, no estudo desenvolvido por Solomon et al, os 3 doentes com
metilacao do gene MGMT sao casos de doentes com LMA secundaria a SMD, que nao
incluimos no nosso estudo. O facto de nenhum dos doentes estudados nao terem, até ao
momento, evoluido para LMA e do nosso estudo ter sido realizado em amostras ao

diagnoéstico, podera justificar estas diferencas.

Também a andalise do gene pJJ permitiu verificar que nenhuma das amostras se

encontra metilada para nos doentes com SMD. A p53 é uma proteina supressora tumoral

69



Avaliacdo do perfil de metilagdo em Sindrome Mielodisplasica— Estudo comparativo entre sangue periférico e medula 6ssea

Discussao

chave, cuja ativacao pode levar ao bloqueio do ciclo celular e a inducio de genes
reparadores do ADN, ou pode promover a progressio para senescéncia ou apoptose
(Bejar & Steensma, 2012). A p53 encontra-se alterada numa grande quantidade de
neoplasias, alteracoes que foram ja descritas na SMD e na LMA, onde se observou que
aproximadamente 10% dos casos de SMD possuem uma mutacao da p53 (Bejar et al,
2011). Outros estudos apontam para bloquelo da cadeia de processos mediados pela
po3, pelo silenciamento epigenético do gene pl4ARF, um gene supressor tumoral, que
entre outras funcoes, ¢ responsavel pela ativacao de bloqueio do ciclo celular dependente
da p53 (Robertson & Jones, 1998). O resultado que obtemos no nosso estudo poderd,
desta forma, estar relacionado com o elevado niimero de alteracoes genéticas que afetam
este gene, e consequente a proteina que este codifica. Assim, este resultado podera estar
relacionado com o facto das alteracoes genéticas do pJJ serem mais importantes que as

alteracoes epigenéticas na SMD.

Deste modo, no nosso estudo podemos verificar que a metilacio aberrante de
promotores é um processo frequente em amostras de sangue periférico ¢ de medula

ossea de doentes com Sindrome Mielodisplasica, resultados ja obtidos em varios estudos

(Aggerholm et al., 2006; Jiang et al., 2009)

5.2. Anilise comparativa do perfil de metilacio dos genes supressores tumorais € de
recetores de morte entre amostras de medula 6ssea e de sague periférico de doentes com

Sindrome Mielodisplasica

Cada vez é maior a necessidade do desenvolvimento de testes moleculares nio-
mvasivos de detecao e de diagnostico com base em amostras de sangue. O fato do sangue
periférico ser uma amostra rica em diversos conteudos celulares e moleculares, que
fornece informacao relativa ao estado de saide do doente, faz dele uma amostra 1deal
para o desenvolvimento de diagnosticos ndo mvasivos para o cancro, nomeadamente para

a detecao de biomarcadores (Hanash er al, 2011).

Tendo como base este conceito, fomos avahar o grau de concordancia do perfil
de metilacio dos varios genes estudados entre as amostras de sangue periférico e de
medula 6ssea dos doentes com Sindrome Mielodisplasica. Esta andlise permitiu-nos
verificar que, de uma forma geral, todos os genes apresentam valores de concordancia

relativamente elevados (p19: 72,5%; pl6: 77,50%; DAPK: 67,5%; TRAIL DcRI: 65%;
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TRAIL DcR2 65%; TRAIL DR+ 62,4%; TRAIL DRJ: 40%), com excecio do gene
TRAIL DR5. Embora s6 os genes DAPK ¢ TRAIL DRJapresentem resultados com
significado  estatistico, ou seja, apenas estes dois genes nao sio concordantes
estatisticamente, parece-nos que os graus de concordiancia verificados poderao indicar a
elevada similaridade entre os dois tipos de amostras. No entanto, esta avaliacio inclui

todos os doentes, mesmo os que nio apresentam hipermetilacio dos genes.

De modo a perceber se este padrio se mantem quando consideramos apenas as
amostras metiladas, efetuamos uma nova avaliacao tendo por base as amostras dos
doentes que apresentavam metilacao dos genes na medula ossea. Os resultados obtidos
varlam em relacdo aos anteriores, sendo observada uma reducao do grau de
concordancia no gene p/6 e nos genes que codificam os recetores do TRAIL, sendo esta
bastante acentuada nestes ultimos, provavelmente devido ao reduzido namero de
amostras de medula 6ssea com metilacao destes genes. Contudo, o grau de concordancia
dos genes plJy e DAPK aumentou (p15: 96,5%; pl6: 77,5%). Assim, este estudo sugere-
nos que pelo menos o perfil de metilacao dos genes plJe pl6'podera ser utilizado como

biomarcador nas amostras de sangue periférico dos doentes com SMD.

Nenhum estudo tendo como base este conceito foi realizado em amostras de
doentes com Sindrome Mielodisplasica, no entanto, um estudo desenvolvido no nosso
grupo de mvestigacao, avaliou a metilacao dos genes plse DAPK entre amostras de SP e
de MO de doentes com Gamapatia Monoclonal, observando uma forte correlacio dos

resultados entre os dois tipos de amostras (Geraldes er al, 2013)

Existem também varios estudos que fazem a comparacio entre amostras de
biopsias tumorais e outros tipos de amostras, como ¢ o caso do sangue periférico. Um
desses estudos avaliou a detecio da metilacio do gene p/6 em amostras de biopsias
tumorais do carcinoma hepatocelular e plasma ou soro dos mesmos doentes, detetando
metilacio nas amostras de plasma em 13 das 16 (81%) amostras de tecido tumoral
metiladas para o mesmo gene (Wong et al, 1999), um valor muito aproximado do

verificado nas nossas amostras relativo ao mesmo gene.

Uma andlise muito semelhante fo1 efetuada entre amostras de biopsias de cancro
do colo do utero e amostras de plasma, analisadas para os genes DAPK, pl6 ¢ MGMT,
sendo que dos 23 doentes com os dois tipos de amostras, todos apresentavam padroes de

metilacio semelhantes entre elas (Yang et al., 2004).
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Deste modo, parece-nos que a avaliacao do padrao de metilacio em amostras de
sangue periférico podera constituir uma boa abordagem para a detecao de biomarcadores
tumorais, que poderao ser extremamente importantes na detecao precoce de neoplasias e
outras doencas, no diagnostico e estadiamento de multiplos tumores, e ainda na escolha
da melhor estratégia terapéutica, bem como na previsio da resposta a determinadas
estratéglas terapéuticas e¢ mesmo na monitorizacdo da terapéutica com agentes

hipometilantes.

5.3. Andlise do perfil de metilagio e da sua relacio com os niveis séricos de folato e

Vitamina B12 nos doentes com Sindrome Mielodisplasica

Como referido anteriormente, varios nutrientes envolvidos no metabolismo do
carbono, como o folato ¢ a vitamina B12 entre outros, tém sido frequentemente
associados ao desenvolvimento de neoplasias. A manutencao deste processo metaboélico é
de extrema Importincia, uma vez (ue assegura processos (Ao Importantes como a
remetilacio normal da homocisteina, a formacao da S-adenosilmetionina ¢ a metilacao

do ADN.

Neste contexto, fomos avaliar a relacio entre os perfis de metilacio dos genes em
estudo e os valores séricos de folato e de vitamina B12 medidos nos doentes. Para uma
melhor andlise dos nossos resultados, efetuamos a divisio dos doentes tendo em conta a
gama de concentracoes séricas de folato, criando trés grupos distintos, um que inclui os
doentes com niveis baixos de folato (Grupo B), outro com niveis altos (Grupo A), e um
outro com os doentes que possuem niveis elevados de folato (Grupo E). Esta divisao
permitiu-nos verificar que mais de 509 dos nossos doentes apresentam niveis baixos de
folato sérico. Nestes grupos podemos observar que, de uma forma geral, os doentes do
grupo B apresentam menor frequéncia de metilacio em amostras de sangue periférico,
com excecao para a metilacio do gene plJ, que apresenta uma frequéncia de metilacao
semelhante e mais elevada no grupo B e no grupo E. Por outro lado, verificamos que no
caso dos genes DAPK e¢ TRAIL DcRI existe uma tendéncia para o aumento da
metilacao proporcional ao aumento da concentragao de folato sérico, em amostras de SP.
No entanto, parece-nos haver maior percentagem de metilacio nas amostras de sangue
periférico dos doentes incluidos no grupo com altas concentracoes séricas de folato.

Quando analisamos as amostras de medula 6ssea observamos uma alteracao do padrao
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verificado no sangue periférico, isto €, genes como o DAPK, e os genes que codificam os
recetores do ligando TRAIL, apresentam reducio da percentagem de metilacao com o

aumento das concentracoes de folato.

Embora, nio exista grande informacao relativa a influéncia do folato em amostras
de doentes com SMD, um estudo recente demonstrou que a baixa concentracio de
folato pode estar relacionada com a metilacio dos genes em amostras de medula Ossea,
nomeadamente no p/6 (Cortesao, 2010). Estes resultados nao se encontram em acordo
com a nossa avaliacio, no entanto se tivermos em conta os nossos resultados apenas para
o gene plo, vertficamos que a sua metilacio ¢é, de fato, higeiramente aumentada. Por
outro lado, o nosso estudo inclul um maior nimero de amostras o que podera explicar a

diferenca de resultados entre os dois estudos.

Virios estudos tém, no entanto, sido concebidos no sentido de perceber o papel
mais direto na metilacio do ADN, através da avaliacao do perfil de metilacio de varios
genes, ou através da andlise da metilacao global, tendo em conta os niveis de folato dos
doentes. Contudo os resultados ja descritos apresentam uma grande variabilidade de
conclusoes, nao se verificando uma relacao exata entre os niveis de folato e a metilacao
de ADN, até porque baixas concentracoes de folato podem resultar quer em
hipometilacio quer em hipermetilacao, levando a desregulacao deste processo (Crider ef
al.,2012). Um estudo desenvolvido por Kim ef al., examinou a metilacao em trés /ocr e
verificou que os nivels elevados de folato estavam relacionados com o aumento de
metilacao do gene p/3 mas nao dos genes pl6 e hMLHI (Kim et al., 2011). O que esta
de alguma forma relacionado com os nossos resultados uma vez que verificimos
diferentes comportamentos nos varios genes, para as diferentes concentracoes de folato.
No entanto, os estudos descritos até a data apresentam resultados bastante divergentes,
provavelmente explicados pelos diferentes desenhos experimentais. Mas, as evidéncias
sugerem que baixas concentracoes de folato estio associadas a diminuicao da metilacio
global do ADN e consequentemente a maior risco de desenvolvimento de tumores

(Crider et al., 2012).

Posteriormente, dividiram-se os doentes em trés grupos tendo em conta os valores
séricos de vitamina B12, de modo semelhante ao que realizamos para os niveis de folato.
A distribuicao desta amostra nos varios grupos ¢ mais heterogénea, que no caso do folato,
no entanto, o grupo de doentes com baixos niveis séricos de vitamina B12, inclu, ainda

assim, 45% dos doentes. Esta andlise permitiu-nos verificar que nas amostras de sangue
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periférico a frequéncia de metilacio é consideravelmente mais elevada nos grupos de
doentes com valores elevados de vitamina B12, de uma forma geral, em todos os genes
que analisamos, mas mais evidente nos genes plJ ¢ DAPK. Nas amostras de medula
ossea, o padrao de metilacio dos genes, tendo em conta as diferentes concentracoes de
vitamina B12, ¢ diferente do observado nas amostras de SP. Sendo que nestas amostras
se verifica que a metilacio dos genes em estudo ¢ comum a todos os grupos com as
diferentes concentracoes de vitamina B12. No entanto, no caso, dos genes p/6'e TRAIL
DcRI nenhum dos doentes incluidos no grupo de doentes com altos niveis de vitamina

B12 apresenta metilacao destes genes.

Os estudos que relacionam a metilacio do ADN em doentes com SMD, ou

outras doencas hematologicas, saio muito reduzidos.

A relagao das concentracoes de vitamina B12 e o risco de cancro tem sido estudada em
tumores solidos, no entanto com resultados contraditorios. Um destes estudos, fol
desenvolvido em doentes com cancro da prostata, e observou que o aumento da
concentracao de vitamina B12 podera estar associado ao aumento do risco deste cancro,
em casos avancados da doenca (Johansson er al, 2998). No entanto, um outro estudo,
desenvolvido em amostras de cancro do pancreas, concluiu existir uma relacio inversa
entre o risco de cancro e as concentracoes séricas de folato, vitamina B6 e vitamina B12,
em doentes em que estes nutrientes foram obtidos apenas através da dieta

(Schernhammaer et al,, 2007).

A nossa andlise permitiu verificar que a metilacio do ADN é um processo
frequente em todos os grupos de doentes definidos tendo em conta as concentracoes
séricas de folato e vitamina B12. De um modo geral, nio se observa um padrao definido
entre os dois fatores analisados. No entanto, parece haver uma relacio entre o aumento
da metilacio do gene DAPK e a o aumento da concentracio de folato no sangue
periférico, bem como da concentracio de vitamima B12. Parece-nos também evidente,
existirem diferentes significados bioldgicos, para a metilacio nas amostras de sangue
periférico e de medula 6ssea, uma vez que se verificam padroes de distribuicio da
metilacaio muito diferentes entre elas. No entanto, mais estudos devem ser desenvolvidos

no sentido de perceber o que esta por detris destas diferencas.
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5.4. Andlise de 5-metilcitosina nos doentes com Sindrome Mielodisplasica e a sua relacdo

com os niveis séricos de folato e vitamina B12

As alteracoes na metilacio global do genoma tém sido cada vez mais associadas as
neoplasias, no entanto, ainda nio se sabe se estas alteracoes representam diferencas
epigenéticas na suscetibilidade para a doenca. Embora, a hipermetilacio de regioes
especificas do genoma, as ilhas CpG, seja um mecanismo muito caracteristico das células
tumorais, este coexiste juntamente com a hipometilacao global do genoma. Esta
hipometilacio parece estar envolvida, essencialmente no ADN satélite, nas sequéncias
repetitivas e nas 1lhas CpGs localizadas em mtroes. Esta hipometilacao for micialmente

descrita apos se quantificar o contetido de S-metilcitosina em tecidos tumorais.

Tendo estes fatores em conta, fomos analisar a 5-metilcitosina nas amostras de
sangue periférico de doentes com SMD e em amostras controlos. Posteriormente,
verificamos qual a sua relacio com os varios subtipos da SMD e com os varios grupo de
risco do IPSS. Fomos ainda verificar se existe algum tipo de associacio entre os valores

de 5mC e os valores séricos de folato e de vitamina B12.

A nossa amostra de doentes com SMD apresentam valores médios de 5mC
ligeiramente superior aos valores observados na nossa amostra controlo, resultado que

esta de acordo com o verificado anteriormente neste estudo.

Na andlise da relacao entre os valores de SmC e os varios subtipos de SMD,
podemos observar que a percentagem de 5mC varia ao longo dos varios subtipos, no
entanto, observamos valores mais reduzidos no subtipo CRDM. Por outro lado, nos
doentes com AREB-2 observam-se valores de 5-metilcitosina mais  elevados,

relativamente aos restantes subtipos.

Também na andlise da percentagem de H-metilcitosina nos varios grupos de risco do
IPSS verificamos que os doentes incluidos no grupo de risco mtermédio-1 apresentam
niveis mais reduzidos de 5mC. Por outro lado, os doentes de risco do grupo intermédio-2

apresentam os valores mais elevados de 5mC de entre os trés grupos em estudo.

Este resultado parece apontar uma tendéncia para aumento da metilacio do ADN
nos doentes com subtipos mais agressivos de SMD. No entanto, a quantificacio da 5-
metilcitosina ndo nos permite afirmar se este aumento da metilacao se deve a metilacao
especifica de genes ou a metilagcao de sequéncias repetitivas do genoma, que previnem a
mstabilidade genémica bem como possivels rearranjos (Crider et al, 2012). De modo a
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determinar se o aumento dos niveis de 5-metilcitosina observados nos doentes com SMD
se deve a metilacao especifica ou a metilacio de sequéncias repetitivas do genoma,
iremos continuar este estudo com a quantificar os niveis de metilacio das sequéncias

ALU e LINE-1.

Por udltimo, fomos verificar se diferentes concentracoes séricas de folato e de
vitamina B12 poderio estar associadas a diferentes percentagens de 5-metilcitosina, e
consequentemente, a diferentes nivels de metilacio. No caso do folato, podemos
observar uma relacio mversa entre os valores de 5mC e as concentracoes de folato no
sangue, uma vez que parece haver uma tendéncia para aumento da percentagem de 5mC
com o aumento dos nivels de folato. Embora tenhamos observado valores muito

semelhantes desta base metilada nos grupos B e A.

No caso da Vitamma Bl12, niao existem grandes variacoes dos valores de -
metilcitosina entre os trés grupos de doentes com diferentes valores de vitamina B12. No
entanto, os doentes mcluidos no grupo A tém valores de 5mC ligeiramente inferiores aos

restantes dois grupos de doentes.

Um dos fatores que podera influenciar os valores de folato e vitamina B12 ¢ a
enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), extremamente importante no ciclo
do folato, uma vez que catalisa de forma irreversivel a conversio do 5,10-
metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato (Crider et af, 2012). No entanto, esta
enzima apresenta dois polimorfismos, C677T e A1298C que estiao associados a reducio
da atividade desta enzima. Um dos estudos focado no polimorfismo C667T, concluiu
que este polimorfismo fluéncia os niveis de metilacio através da interacio com os niveis
de folato. Esta conclusio surgiu apos observarem que os doentes portadores do genétipo
677TT apresentam niveis baixos de metilacico do ADN, quando comparados a
portadores do genétipo 677CC, tendo em conta que apenas os doentes com genotipo
677TT com baixos niveis de folato apresentam diminuicio da metilacio (Friso et al,
2002). Estes polimorfismos tém sido associados a varias neoplasias, como por exemplo as
neoplasias hematologicas. Um destes estudos verificou que o genotipo MTHFR 677TT
esta associado ao aumento do risco para LLA (Kim er al, 2009). Também um dos
estudos efetuados no nosso laboratério demonstrou existir uma forte associacio entre
valores baixos de folato e de vitamina B12 e SMD, e entre o polimorfismo 677CT e a
SMD (Cortesio, 2010). Também no nosso estudo se verificou que a maioria dos doentes

apresenta baixos valores séricos de folato e vitamina B12.
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Todos estes dados, sugerem, no entanto, que os niveis de metilacio observados nos
nossos doentes, bem como os niveis de folato e vitamina B12 poderio estar
condicionados pelas variantes polimérficas da enzima MTHFR. De modo a confirmar a
participacao das variantes polimorficas da enzima MTHFR na relacao entre os niveis de
folato ¢ de wvitamma Bl2 e o perfil de metlacio nestes doentes, sera realizada

futuramente a genotipagem desta enzima nos doentes incluidos neste estudo.
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6. Conclusio

De seguida apresentam-se as principais conclusoes obtidas apds a analise de todos
os dados recolhidos na realizacao deste trabalho, focado na avaliacao do perfil de
metilacio no sangue periférico e na medula 6ssea em doentes com Sindrome

Mielodisplasica.

»25® A amostra de doentes em estudo inclui maioritariamente doentes de subtipos
menos agressivos da doenca, nomeadamente da Citopenia Refratiria com
Displasia de Multilinhagens, que é transposto para os grupos de risco do IPSS,

dos quais predomina o grupo de risco intermédio-1

2e” Estes resultados apontam para elevadas frequéncias de metilacio aberrante
em varios genes na Sindrome Mielodisplasica, tendo em conta os valores obtidos
para os varios genes em estudo, nomeadamente dos genes pls e DAPK. Os
genes que codificam recetores do TRAIL também apresentam metilagio em
SMD, no entanto em frequéncias mais reduzidas. Os genes p5>3 ¢ MGM'T nio
apresentam metilacio em nenhuma das amostras. De um modo geral, as amostras
apresentam elevadas frequéncias de metilacaio em pelo menos um dos genes,
valor que diminui quando avaliamos a metilacao de dois ou mais genes, mas que
se mantem em valores bastante consideraveis. Deste modo, a metilacio de ADN

parece estar fortemente associada a patogénese de SMD.

»e” A metilacio de ADN observada neste estudo parece ser transversal a todos os
subtipos de SMD, bem como a todos os grupos de risco do IPSS. No entanto, o
padrao de metilacio dentro dos subtipos e dos grupos de risco parece ser
especifico de cada gene, variando consoante o gene em estudo. Este fato podera
mdicar que a metilacaio do ADN tem um papel em todo o processo de progressao
da Sindrome Mielodisplasica.

P2’ A nossa amostra evidéncia uma predominancia de doentes com baixas

concentracoes séricas de folato e de vitamina B12. Sendo que, se verifica aumento

do nimero de doentes com metilacio em grupos com elevados niveis destes
nutrientes, isto ¢, a metilacaio de ADN ¢é mais evidente nos grupos de doentes
com niveis de folato e vitamina B12 altos a elevados. Estes resultados evidenciam

o importante papel destes nutrientes, folato e vitamina B12, no processo de

metilacio.
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Do A andlise dos nivels de S-metilcitosina nos doentes com  Sindrome

Mielodisplasica, demonstrou um aumento dos mesmos quando em comparacao
aos valores obtidos nos controlos. No entanto, a relacao da percentagem de 5mC
e os subtipos de SMD nio é muito definida, mas evidencia aumento dos mesmos
em subtipos mais agressivos, como o AREB-2. Dados muito semelhantes foram
obtidos na sua relacdo com os grupos de risco do IPSS.Os resultados obtidos
apos andlise da relacio entre os nivels de S-metilcitosina e os nivels de
folato/vitamina B12, evidenciam maior percentagem de HmC em doentes com
baixos nivels de folato, sendo que estes dois fatores se relacionam de forma
mversa. No entanto, no caso da vitamina B12 nio se observa um padrio definido,
uma vez que os niveis de 5mC sao muito semelhantes entre os varios grupos com

diferentes concentracoes de vitamina B12.

Pre® Os resultados sugerem uma forte correlacio do perfil de metilacio analisada

nas amostras de sangue periférico e amostras de medula 6ssea, observada através
de elevados graus de concordancia entre as duas amostras, nomeadamente para
os genes pld e DAPK. Esta forte correlacao podera evidenciar o potencial clinico

do sangue periférico como biomarcador tumoral na SMD.
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