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

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

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

As alteracdes epigenéticas tém sido reconhecidas na ultima década como
fatores importantes no desenvolvimento do fenétipo maligno.

Os padroes aberrantes de metilacdo sao um mecanismo comum nas
neoplasias humanas, especialmente do sistema hematopoiético. Podem estar
envolvidos varios genes, dentro dos quais o p75, um gene frequentemente
inativado na SMD por metilacdo aberrante das ilhas 5'CpG. A inativacao deste
gene tem vindo a ser associada ao risco de evolucao da doenca para Leucemia
Mieloblastica Aguda (LMA), conferindo mau progndstico. Outros genes, como
op16, p53, DPAK, MGMT e recetores do TRAIL, tém sido menos estudados em
séries de doentes com Sindrome Mielodisplasica.

Os polimorfismos funcionais em genes chave, nomeadamente, da enzima
metilenotetrahidrofolatoreductase (MTHFR), também podem influenciar a
metilacdo do ADN. Sdo conhecidos dois polimorfismos no gene da MTHFR,
C677T e A1298C.
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Até a data, a Leucemia Mieloblastica Aguda e a Sindrome Mielodisplasi-
ca constituem desafios terapéuticos porque o Unico tratamento curativo é o
transplante de células pluripotenciais hematopoiéticas. No entanto, a maioria
destes doentes apresenta uma média de idades superior a 70 anos, estando
mais suscetivel aos efeitos colaterais da quimioterapia. Estas dificuldades po-
dem ser ultrapassadas por terapéuticas dirigidas a alvos moleculares que pas-
sam pela modulacdo dos mecanismos epigenéticos envolvidos na patogénese
destas neoplasias.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar as alteracées moleculares envolvi-
das na Sindrome Mielodisplasica, nomeadamente a relevancia clinica da célula
estaminal leucémica, das alteracdes epigenéticas e da apoptose na patogénese
dos varios subtipos da Organizacao Mundial de Saude (OMS), na evolucao
para Leucemia Aguda, sobrevivéncia e grupos de risco prognoéstico. Além dis-
so, pretendeu-se analisar o potencial terapéutico de farmacos dirigidos a alvos
moleculares, como um inibidor da farnesiltransferase (a-HFPA), um inibidor do
proteasoma (MG262), um inibidor tirosina cinase (Imatinib) e moduladores epi-
genéticos (Tricostatina A e Decitabina), identificando a associacdéo com menor
dose e maior eficacia terapéutica.

Para o efeito estudamos o perfil de metilacdo de genes reguladores do ciclo
celular, p15, p16 e p53, genes moduladores da apoptose, DAPK e recetores do
TRAIL, e genes envolvidos na reparacao do ADN, como o MGMT, em células da
medula 6ssea de 102 doentes com SMD de novo, utilizando a Polymerase Chain
Reaction (PCR) especifica de metilacdo (MS-PCR). Os polimorfismos da MTHFR
(C677T e A1298C) foram analisados por PCR Restriction Fragment Length Poly-
morphism (RFLP). A identificacdo e caracterizacdo da célula estaminal hemato-
poiética (HSC) e estaminal leucémica (LSC) foi efetuada por citometria de fluxo
recorrendo as marcacdes CD34/CD117/CD123/IL-6/TNF-o.. A avaliacao das pro-
teinas reguladoras da apoptose (via membranar e mitocondial), em particular as
proteinas da familia BCL-2, BCL-2 e BAX, o TRAIL e seus recetores, o FAS-L, a IAP
survivina, a caspase 3, o citocromo C e a p53, foi também realizada por citometria
de fluxo utilizando anticorpos monoclonais marcados com sondas fluorescentes.

O potencial terapéutico de farmacos em monoterapia e em associacao foi
avaliado em uma linha celular de SMD/LMA em cultura, as células F-36P, através de
ensaios de viabilidade e proliferagao celular recorrendo ao teste de azul de tripano
ou ao teste da resazurina. O tipo de morte celular foi analisado por citometria
de fluxo, através da dupla marcacao com anexina V e iodeto de propideo, e por
microscopia o6tica, apés coloracao das células com May-Grimwald-Giemsa.

Osdoentestémidade medianade 74 anos(22-89), com umarazao Masculino/
Feminino de 0,8. Os subtipos de SMD segundo a Organizacao Mundial de
Saude sao: Citopenia Refractaria com displasia multilinha (CRDM) (n=52),
Citopenia Refractaria com displasia unilinha (CRDU) (n=12), Anemia Refractaria



com Excesso de Blastos (AREB)-1 (n=8), AREB-2 (n=8), Anemia Refractaria com
sideroblastos em anel (n=6), Sindrome 5g- (n=4) e Leucemia Mielomonocitica
Croénica (LMMC) (n=12) com o seguinte International Prognostic Scoring System
(IPSS): baixo (n=37), intermédio-1 (n=39), intermédio-2 (n=10) e alto (n=1).
Onze dos 102 doentes evoluiram para LMA. Evidencia-se um predominio de
subtipos menos agressivos, o que se reflete em indices de prognéstico de risco
baixo e intermédio.

A andlise de parametros bioquimicos permitiu identificar a eritropoietina
como fator de mau progndstico, quando elevada, estando associada aos
doentes que evoluiram para LMA e a taxas de sobrevivéncia inferiores. Além
disso, os niveis de plaquetas (média mais baixa), a maior percentagem de
blastos (média mais elevada) e de células estaminais mieldides com expressao
de IL-6 (CD34+/CD117+/IL-6+4) e os indices de progndstico (riscos intermédio
e alto) sdo entre todos os parametros avaliados os que podem influenciar a
evolucao para LMA (p<0,05). Destas varidveis estudadas, somente a LDH e
a eritropoietina relevaram impacto na sobrevivéncia, quando os seus niveis
séricos estao elevados.

A andlise da célula estaminal hematopoiética permitiu a identificacdo de
dois grupos de células, um com caracteristicas fenotipicas “normais”, as
HSC, e outro com caracteristicas neoplasicas, as LSC, as quais expressam
diferencialmente IL-6 e TNF-o.. No entanto, os resultados sao mais evidentes
nos doentes do subtipo AREB-2 (a IL-6 predomina na HSC e o TNF-a na LSC).
Estes resultados sugerem a relevancia destes dois marcadores na distincao
destes dois grupos de células estaminais.

O estudo da apoptose mostrou uma diminuicao significativa da caspase 3
no subtipo AREB-2, em comparacdo com os outros subtipos. Estes resultados
corroboram o envolvimento da apoptose na SMD, em particular a resisténcia
2a apoptose nos doentes de alto risco, podendo a caspase 3 vir a constituir um
novo marcador de diagnostico e prognoéstico em doentes com SMD.

Os resultados do perfil de metilacdo mostram que mais de 50% dos
doentes apresentam dois ou mais genes metilados e que, somente 14,7%
da populacao estudada nao apresenta metilacao de nenhum gene. Como a
metilacdo é um evento mais frequente nos subtipos iniciais da SMD, nesta
populacao, sugere a interferéncia da metilacao numa fase inicial da doenca.
Os genes mais frequentemente encontrados metilados sao os genes p75 e
DAPK, em 56% e 54% dos doentes, respetivamente.

Neste sentido, elaboramos uma proposta de um novo indice de progressao,
que denominamos indice de Progressao para Leucemia Aguda (IPLA). Este indice
é caracterizado por uma pontuacao que corresponde a soma dos parametros:
hematoldgicos e bioquimicos, célula estaminal, metilacdo e apoptose, quando
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alterados. Com este tipo de analise verificAmos que os doentes com os subtipos
da OMS que apresentavam as pontuacdes mais elevadas foram os que evoluiram
para LMA. Desta forma, este novo indice de progndstico, podera constituir
uma nova “ferramenta” para avaliar o risco de progressao para LMA.

O gendtipo AC do polimorfismo A1298C da MTHFR mostrou associacdao
com a SMD, mas sem relacao estatistica com os doseamentos séricos do folato
e da vitamina B12 ou com o status de metilacdo dos genes estudados.

Os estudos efetuados na linha celular de SMD permitiram a obtencdo de
dados experimentais relativamente ao potencial terapéutico de novos farmacos
em SMD, nomeadamente das associacdes do o-HFPA com MG262 e/ou Imatinib
e da TSA A com a DEC, mostrando que estas combinacées induzem diminuicao
da proliferacao das células F-36P de modo dependente da concentracdo, do
tempo de exposicdo, do modo e esquema de administracdo dos farmacos,
induzindo morte celular preferencialmente por apoptose.

Em conclusao, este estudo sugere um papel da metilacao na SMD, sobretudo
nos grupos de baixo risco, o que podera alterar a atual abordagem terapéutica.
Revelou ainda uma associacao entre o genétipo AC do polimorfismo A1298C
da MTHFR com a SMD. Permitiu ainda identificar fatores de mau prognéstico,
como a eritropoietina e a LDH, e um novo indice de risco de progressao para
Leucemia Aguda.

Além disso, os novos farmacos testados na linha celular poderdo constituir
uma nova abordagem terapéutica na SMD, em monoterapia ou em esquemas
terapéuticos combinados, o que permitird adiminuicao da toxicidade secundaria,
melhorando a qualidade de vida e a sobrevivéncia destes doentes.

Palavras-chave: sindrome mielodisplasica, epigenética, metilacao,
polimorfismos MTHFR, apoptose, célula estaminal, prognéstico, indice
de risco, terapéuticas dirigidas.



Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of hematologic
disorders characterized by peripheral blood cytopenias with a hypercellular
marrow, ineffective hematopoiesis due to increased apoptosis, and an abnormal
proliferation of blast cells. These disorders associate with an increased risk of
progression to secondary acute leukemia, with a markedly decreased overall
survival and resistance to conventional antileukemic drugs.

The etiopathogenesis of MDS remains unclear. In addition to the features
of bone marrow failure and peripheral cytopenias that are common in MDS,
a clonal proliferation of hematopoietic progenitor cells is characteristic of
the disorder, resulting from genetic mutations and/or hereditary or acquired
epigenetic changes.

Despite ongoing attempts at clarifying the molecular mechanisms of this
pathologic entity, data about the pathogenesis of the promoting step and of
the initial stages of the disease remain scarce.

Over the last decade, epigenetic changes have emerged as an important
factor in the development of the malignant phenotype.

Aberrant patterns of methylation are a common pathogenic mechanism in
human neoplastic disorders, especially within the hematopoietic system. Several
genes can be involved, including p75, a gene that is frequently inactivated in
MDS through the aberrant methylation of 5'CpG islands. The inactivation of
this gene associates with an increased risk of progression to acute myeloid
leukemia (AML), and with a worse prognosis. Other genes, including p76, p53,
DPAK, MGMT and TRAIL receptors, have been less extensively studied in vivo.

Functional polymorphisms in key genes, such as the enzyme methylenetet-
rahydrofolate reductase (MTHFR), can affect DNA methylation. Two such poly-
morphisms have been described in the MTHFR gene: C677T and A1298C.
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AML and MDS are still major therapeutic challenges, with the only curative
treatmentbeingthe transplantation of hematopoietic pluripotent cells. However,
affected patients have an average age over 70 years old, which renders them
more susceptible to the adverse effects of chemotherapy. These limitations
can be overcome by therapies directed at molecular targets, including those
responsible for the modulation of the epigenetic mechanisms involved in the
pathogenesis of these neoplasms.

This study aims to evaluate the molecular changes involved in MDS, especially
the clinical relevance of the leukemic stem cell phenotype, of epigenetic
changes, and of apoptosis, in the pathogenesis of the different World Health
Organization (WHO) MDS subtypes, in the evolution to acute leukemia, and in
survival rates and prognostic risk groups. Additionally, the therapeutic potential
of drugs directed at specific molecular targets - such as a farnesyltransferase
inhibitor (a-HFPA), a proteasome inhibitor (MG262), a tyrosine kinase inhibitor
(imatinib) and two epigenetic modulators (trichostatin A and decitabine) — was
studied, and the association using the lowest dose with the highest efficacy
was identified.

The methylation profile of the cell cycle regulator genes p75, p16 and
p53, the apoptosis modulator genes DAPK and TRAIL receptors, and the DNA
repair gene MGMT, was characterized in bone marrow cells from 102 patients
with de novo MDS, through methylation-specific polymerase chain reaction
(MS-PCR). The C677T and A1298C polymorphisms of the MTHFR gene were
identified through PCR restriction fragment length polymorphism (RFLP). The
identification and characterisation of the hematopoietic stem cell (HSC) and the
leukemic stem cell (LSC) was achieved through the flow cytometric assessment
of CD34,CD117,CD123, IL-6 and TNF-a.. The expression of apoptosis regulator
proteins from the mitochondrial pathway and the cell membrane pathway,
such as the BCL-2 family proteins BCL-2 and BAX, TRAIL and its receptors,
FAS-ligand, IAP survivin, caspase 3, citochrome C and p53 was also analysed
through flow cytometry.

The therapeutic potential of the cited drugs, both in monotherapy and in
association, was determined in an MDS/AML cell line (F-36P), through cell
proliferation assays and the trypan blue exclusion assay. The type of cell death
was determined through flow cytometry, using annexin V and propidium iodide,
and through optical microscopy, using the May-Griimwald-Giemsa stain.

Patients had a median age of 74 years old (range: 22-89), with a male:female
ratio of 0.8. Patients were diagnosed according to WHO criteria as refractory
cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD) (n=52), refractory cytopenia
with unilineage dysplasia (RCUD) (n=12), refractory anemia with excess blasts
(RAEB)-1 (n=8), RAEB-2 (n=8), refractory anemia with ring sideroblasts (RARS)
(n=6), 5g- syndrome (n=4) and chronic myelomonocytic leukemia (CMML)



(n=12), and were classified according to the International Prognostic Scoring
System (IPSS) as low risk (n=37), intermediate-1 (n=39), intermediate-2 (n=10)
and high risk (n=1). Eleven of the 102 patients progressed to AML. The higher
rate of less aggressive WHO subtypes translated into a higher prevalence of
low and intermediate risk prognostic groups.

The analysis of biochemical parameters identified increased erythropoietin
as a negative prognostic factor, associating with decreased overall survival and
higher rates of progression to AML. Increased lactate dehydrogenase (LDH)
levels were the only other biochemical predictor of decreased overall survival.
On the other hand, decreased absolute platelet counts, increased percentage of
blasts, increased percentage of IL-6-expressing (CD34+/CD117+/IL-6+) myeloid
stem cells, and high IPSS risk groups were also predictors of the evolution to
AML.

Our analyses of the hematopoietic stem cell identified two groups of
cells, one with a canonical phenotype (HSC) and the other with neoplastic
characteristics (LSC), which a different expression of IL-6 and TNF-a.. Although
our results suggest that these two markers are useful for the distinction of the
two groups of stem cells, those differences were more marked in RAEB-2, with
IL-6 prevailing in HSC, and TNF-oc in LSC.

Apoptosis studies showed a trend towards an decrease of caspase 3 in RAEB-
2 subtype, corroborating the previously described role of caspase 3 in MDS,
and suggesting that it might be a new diagnostic and prognostic marker.

Methylation profiles revealed that over half of patients had two or more
methylated genes, while only 14.7% had none. Considering that, in our sample,
aberrant methylation is more frequent in early-stage disease, this suggests that
methylation is involved primarily in the initial stages of MDS. The genes that
were most frequently methylated were p75 and DAPK, in 56% and 54% of
patients, respectively.

As a result of our findings, we developed a proposal for a new prognostic
index, the Acute Leukemia Progression Index (ALPI), calculated through the
sum of altered hematologic, biochemical, stem cell, methylation and apoptosis
parameters. We observed that patients with the highest scores were the most
likely to progress to AML, suggesting that this new prognostic index could be
a useful tool to evaluate the risk of progression to over leukemia.

The AC genotype of the A1298C MTHFR polymorphism associated with
MDS, but had no association with serum folate or vitamin B12 levels, or with
the methylation status of the studied genes.

Cell proliferation assays contributed new data on the therapeutic potential
of novel drugs in MDS, especially of the associations of a-HFPA with MG262
and/or imatinib, and of trichostatin A and decitabine, which were shown to
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decrease the proliferation of F-36P cells and induce cell death mostly through
apoptosis, in a concentration-dependent mode influenced by the duration of
exposure, and the protocol of administration.

In conclusion, this study suggests methylation plays a role in MDS, especially
in low-risk groups, which could in the future affect the rationale behind current
therapeutic approaches. In addition, it showed an association between the AC
genotype of the MTHFR A1298C polymorphism and MDS. It also identified
negative prognostic markers, such as increased erythropoietin and LDH levels,
and proposed a new prognostic index for the progression to AML.

The drugs tested in vitro could be a new therapeutic approach in MDS, in
monotherapy or in combination, reducing the adverse effects of treatment,
while improving the quality of life and overall survival of patients.

Key words: myelodysplastic syndrome, epigenetics, methylation,
MTHFR polymorphisms, apoptosis, stem cell, prognosis, risk score,
target therapies.
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 ABREVIATURAS

o-HFPA — alfa-hydroxyfarnesyl phosphonic acid

ADN - acido desoxirribonucleico

ALIPs — precursores imaturos em localizacdo anormal

AML1 - acute myeloid leukemia 1

APAF-1 — apoptotic protease-activating factor-1

AR — Anemia Refratéria

ARDM - Anemia Refrataria com displasia multilinear

AREB - Anemia Refrataria com Excesso de Blastos

AREB-t — Anemia Refrataria com Excesso de Blastos em transformacao
ARN - acido ribonucleico

ARSA — Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel
ASXL1 — additional sex combs like transcriptional requlator 1
ATG - globulina antitimocito

BAP1 - BRCAT-associated protein 1

BCOR - BCL6 corepressor

CDC - Cell-Division Control

¢-FLIP — FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme (FLICE) celular
CRDM - Citopenia Refrataria com displasia multilinear
CTNNA1 - alpha-E-catenin

DAPK - death-associated protein kinase

dATP — desoxiadenosina trifosfato

DEC - decitabina

DISC — complexo sinalizador de inducao de morte

DNMT - ADN metiltransferases

ECACC - European Collection of Cell Cultures

EPO - eritropoietina

EPO-R - recetor da eritropoietina

ERK — Extracelular Signal-Requlated Kinase

ETS — E-twenty six

EVI-1 - Ecotropic viral integration site 1
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EZH2 - enhancer of zeste homolog2

FAB - Franco-Américo-Britanico

FADD - dominio de morte associado a proteina FAS
FADH - flavin adenine dinucleotide

FDA - Food and Drug Administration

FISH — Fluorescence in situ hybridization

FITC — fluoresceina isotiocianato

FLICE — FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme
FLT3 - FMS-like tyrosine kinase 3

FSC - forward scatter

FT - fatores de transcricao

G-CSF — fator estimulador de colénias de granulécitos
GDP - guanosina difosfato

GM-CSF - fator estimulador de colénias de granulécitos e monécitos
GRAF — GTPase regulator associated with the focal adhesion kinase pp125FAK
GSTT1 - glutationa transferase teta 1

GTP - guanosina trifosfato

HAT - histona acetiltransferase

HDACi — inibidores das deacetilases das histonas
HDACs - histonas deacetilases

HSC - hematopoietic stem cell

IAP — proteinas inibidoras da apoptose

ICE — enzima de conversao da interleucina-1o

IDH - isocitrate dehydrogenase

IPLA - indice de progressao para Leucemia Aguda
IL-3 — interleucina 3

IL-6 — interleucina 6

IP — iodeto de propideo

IPSS — International Prognostic Scoring System

IRF-1 — fator regulador do interferao 1

JAK - cinase Janus

LLA — leucemia linfoblastica aguda

LMA — leucemia mieloblastica aguda

LMC - leucemia mieldide crénica

LMMC - leucemia mielomonocitica crénica

LMMJ - leucemia mielomonocitica juvenil

LSC - leukemic stem cell

MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinases

MBP - Methy! Binding Proteins

M-CSF - fator estimulador das colénias de mondcitos
MEK - MAP Kinase/ERK Kinase

MGMT - 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase



MLL — myeloid/lymphoid ou mixed lineage leukemia
MN1 — meningioma 1

MS-PCR - Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction
MTHFR — metilenotetrahidrofolatoreductase

MTRR - 5-metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferase
NADH - nicotinamida adenina dinucleotideo

NADPH - fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo
NF1 — neurofibromatose 1

NMP — neoplasia mieloproliferativa

NPM-MLF1 — nucleophosmin/myeloid leukemia factor 1
NQQ1 - NADPH quinona oxirredutase

NUP98 — nucleoporina 98 kDa

OMS - Organizacao Mundial de Saude

OR - Odd’s Ratio

PARP — PoliADP Ribose Polimerase

PBS - tampao fosfato

PCR - Polymerase Chain Reaction

PDGFR - fator de crescimento derivado das plaguetas
PI3K — fosfatidil inositol-3-cinase

PIK3CG — phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide
PLCy - Fosfolipase Cy

PLP — piridoxal fosfato

PPTM - poro de permeabilidade transitério mitocondrial
PTI — purpura trombocitopénica idiopatica

RFLPs — restriction fragment length polymorphisms

RTK - recetor da tirosina cinase

SAH - s-adenosilhomocisteina

SAM - adenosilmetionina

SF3B1 — splicing factor 3b, subunit1

SPARC — protein acidic and rich in cysteine

SMD - Sindrome Mielodisplasica

SOD - superoéxido dismutase

SPSS — Statistical Package for Social Sciences

SRC — Sarcoma de Rous

SRSF2 - serine/arginine-rich splicing factor2

SSC - side scatter

STATs — Signal Transducers and Activators of Transcription
TEL — ET7S variant gene 6

TET — Ten-eleven-translocation

TGF-B — fator de crescimento tumoral 8

TNF-o — fator de necrose tumoral o

TPO - trombopoietina

XX




XXV

TRADD - Tumor necrosis factor receptor type 1 associated death domain protein
TRAIL - ligando indutor da apoptose relacionado com o TNF

TRAIL-R - recetor do ligando indutor da apoptose relacionado com o TNF
TSA — tricostatina A

U2AF1 - U2 small nuclear RNA auxiliary factor

VEFG - fator de crescimento do endotélio vascular

ZRSR2 - zinc finger, RNA-binding motif nad serine/arginine rich



1.1. Definicao e breve perspetiva historica

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

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

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

Mais tarde, em 1953, Block e a sua equipa (Block, Jacobson, & Bethard, 1953)
expandiram o conceito de modo a incluir neste tipo de entidades nosoldgicas
outras citopenias, para além da anemia. Estes autores relataram 12 casos de
doentes com evidéncia clinica de faléncia medular que desenvolveram LMA
apos uma fase pré-leucémica com 27 meses de duracao. Este facto levou a uma



nova denominacao, de pré-leucemia, que se manteve até 1970s, data em que
se constatou que muitos destes doentes nunca evoluiam para leucemia aguda
porém, faleciam devido as complicacdes infeciosas secundarias a neutropenia.
Deste modo, a terminologia pré-leucemia caiu em desuso e o termo Sindrome
mielodisplasica tornou-se reconhecido ha mais de 50 anos (Nimer, 2008b).

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

1.2. Epidemiologia

As SMD séo as neoplasias hematoldgicas mais frequentes nos idosos (idade
mediana 70 anos), provavelmente refletindo a intervencao prolongada de
multiplos agentes leucemogénicos para o desenvolvimento da doenca (Eva
Hellstrom-Lindberg, 2008). De facto, exceto nas SMD secundarias a radiacao
ou quimioterapia administrada por outra neoplasia, este tipo de patologias é
rara antes dos 50 anos (M. T. Smith et al., 2001). No entanto, pode ocorrer
em qualquer idade, incluindo na infancia (1/milhdo/ano entre os 5 meses e
os 15 anos). De salientar que a maioria dos casos diagnosticados na infancia
esta relacionada com doencas hereditarias que predispéem para SMD, como
a Sindrome de Down, a Sindrome de Bloom, a Sindrome de Schwachman-
Diamond e a Anemia de Fanconi, e apresentam caracteristicas diferentes da
SMD do adulto. Assim, os subtipos Anemia Refractaria com Sideroblastos
em Anel (ARSA) e a Sindrome 5g- raramente sdo observados em criancas,
ao contrario das alteracées do cromossoma 7. De facto, em cerca de 30%
dos casos de SMD diagnosticados na infancia sao detetadas alteracdes do
cromossoma 7, enquanto nos adultos estas s6 se observam em 10% dos
doentes (Niemeyer, 2002).

A verdadeira incidéncia de SMD ¢ dificil estabelecer, devido a diversos
fatores, nomeadamente poucos estudos estatisticos e a existéncia de doentes
com citopenias ligeiras, potencialmente SMD, que nao sao estudados.
Os dados obtidos em estudos europeus mostram que a taxa de incidéncia
anual global de SMD é de 3 a 5/100000 individuos/ano na populacdo em geral,
aumentando para 20 a 50/100000 individuos/ano ap6s os 70 anos de idade
(Ulrich Germing et al., 2004) (Williamson, Kruger, Reynolds, Hamblin, & Oscier,
1994) (Aul, Gattermann, & Schneider, 1992). Nos Estados Unidos da América,



ocorrem cerca de 15000 novos casos/ano, o que indica que as SMD sao pelo
menos tdo comuns como a Leucemia Linfocitica Cronica, a forma mais comum
de leucemia nos paises Ocidentais (Aul, Giagounidis, & Germing, 2001).

No entanto, a incidéncia da doenca tem-se mantido estavel; o aumento
inicial verificado reflete provavelmente um diagnostico precoce e melhorado,
e a tendéncia crescente em investigar doentes idosos com citopenias (Aul &
Germing, 1998) (Reizenstein & Dabrowski, n.d.).

A SMD tem maior incidéncia no sexo masculino, sendo o racio masculino:
feminino de 1.4:1 (X. Ma, 2012) (X. Ma, Selvin, Raza, Foti, & Mayne, 2007).

1.3. Etiologia

A etiologia e o tempo de laténcia da maioria dos casos de SMD primaria ou
de novo permanecem desconhecidos. O facto da idade de apresentacdo ser
tardia pode indicar que o processo de envelhecimento medular tem um papel
nesta entidade. Além disso, o stress oxidativo, mediado por lesdo mitocondrial,
tem sido frequentemente citado como um dos mecanismos envolvidos no
envelhecimento. Embora as alteracdes mitocondriais estejam bem definidas na
ARSA, nao se pode concluir a sua relacdo com o processo de envelhecimento.
Por outro lado, apesar de estarem descritas familias em que mais do que um
elemento tem o diagndstico de SMD, nao existe evidéncia de que esta patologia
tenha uma base hereditaria (S. S. Strom, Gu, Gruschkus, Pierce, & Estey, 2005)
(A. H. West, Godley, & Churpek, 2014).

Numa minoria de casos (15%), a exposicao prévia a quimioterapia ou
radiagao ionizante, esta identificada como fator de risco, designando-se SMD
secundaria ou relacionada com a terapéutica. Nestes casos, o periodo de laténcia
varia entre 1 a 41 anos, nos casos de exposicao prévia a diferentes radiacdes,
e 1 a 10 anos nos casos de terapéutica com agentes alquilantes. Os subtipos
mais frequentemente associados sdo a ARSA e a Leucemia Mielomonocitica
Crénica (LMMC). As alteracdes cromossémicas, embora qualitativamente
semelhantes as SMD de novo, estdo presentes em proporcoes diferentes, assim
como as alteracbes genéticas (Tabela 1). Além disso, a taxa de sobrevivéncia
destes doentes é inferior a dos doentes com SMD de novo, 7 meses versus 32
meses, respetivamente.

A radiacao ionizante é um agente leucemogénico bem conhecido, cujos
efeitos sao dependentes da dose e duracao da exposicdo. Os mecanismos
incluem quebras nas cadeias do acido desoxirribonucleico (ADN) que podem
resultar em deleccdes ou translocacdes cromossdémicas. Um estudo envolvendo




TABELA 1

Frequéncia das mutacdes

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

Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia

Tipo de gene Nome do gene em SMD de novo em SMD-t em LMA de novo em LMA-t
(%) (%)

Supressor tumoral p53 p.m. 5-10 25-30 10-15 20-25
Tirosina cinase FLT3 ITD raro raro 35-50 10
JAK2 p.m. 2-5 2-5 raro raro
Via RAS/BRAF KRAS/NRAS p.m. 10* 10 10 10
PTPN11 p.m. 3-5%* 3-5 3-5 3-5
Fatores de AML1T cr. raro 2 7-10 5-7
transcri¢do CBFB c.r. raro raro 5-8 2-3
MLL c.r. raro raro 5-7 5-7
RAR c.I. raro raro 5-10 2-3
EVIT cr. raro raro 2-3 2-3
AMLT p.m. 10-15 15-30 5-10 2-3
NPM1 p.m. raro 4-5 40-50 15
CEBPA p.m. raro raro 15-20 raro
p.m.: point mutation; ITD: internal tandem duplication; c.r.: chimeric rearranjement; (Adaptado de Pedersen-Bjergaard Jens et a/., 2007)

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

neoplasias hematolégicas induzidas por radiacao, em sobreviventes da bomba
atdmica, mostra que estao associadas a mutacdes do gene acute myeloid
leukemia 1 (AML1), em particular nos doentes que desenvolveram SMD e/ou
LMA (Harada, Tanaka, Kimura, & Inaba, 2003).

Por outro lado, os citostaticos mais frequentemente associados a SMD s&o
os agentes alquilantes e os inibidores da topoisomerase Il, frequentemente
utilizados para o tratamento de linfomas e tumores soélidos. No entanto, o
risco aumenta com a idade e é proporcional ao tempo de exposicao, sendo a
incidéncia maxima 5 a 7 anos apds a exposicao ao agente, com um intervalo
de tempo entre 1 a 10 anos. Estes farmacos podem provocar lesao do ADN e
das suas enzimas de reparacao, levando a perda da integridade cromossomica.
Além disso, nos doentes com linfoma, mieloma multiplo ou neoplasia sélida,
submetidos a transplante autélogo de medula, o risco de desenvolver SMD
relacionada com o condicionamento é variavel, segundo os estudos, entre 1
a 12%. A maioria dos casos ocorre 5 anos apés o transplante e os fatores de
risco incluem a idade e o condicionamento utilizado (Del Cahizo et al., 2000).

Os agentes alquilantes podem causar deleccdes, monossomias ou perda
dos bracos longos dos cromossomas 5 e/ou 7, que podem ser consequéncia da
maior suscetibilidade a quebra centromérica, ap6s exposicdo a estes farmacos.
As mais comuns incluem deleccdes ou perda do braco longo do cromossoma
7 (7g) ou monossomia 7, sem alteracdes do cromossoma 5, resultando em
mutacoes do gene RAS e metilacdo do promotor do gene p75. Seguem-se as
deleccdes ou perda do braco longo do cromossoma 5 (5g) ou monossomia 5,
frequentemente associadas a mutacoes do gene p53. Além do referido, exis-
tem também casos de SMD em doentes previamente tratados para outras neo-
plasias hematolégicas mieldides, como a leucemia promielocitica, devido a sua
elevada taxa de sobrevivéncia. No entanto, a existéncia de outras patologias,



como a Anemia de Fanconi e a Anemia Aplastica, pode aumentar a predisposi-
cao para a ocorréncia de SMD (Sara S. Strom, Vélez-Bravo, & Estey, 2008).

Recentemente, tem sido referida uma hipdtese que procura relacionar a
existéncia de polimorfismos de determinados genes, que codificam proteinas
envolvidas na metabolizacao de fatores ambientais, com a maior suscetibilidade
paraaocorréncia de SMD. Como exemplos podemos citar as enzimas envolvidas
no metabolismo dos carcinogénios (glutationa S-transferase), na defesa contra
o stress oxidativo (superéxido dismutase - SOD, catalase e glutationa peroxidase)
e na reparacao do ADN (RAD51) (Jawad, Seedhouse, Russell, & Plumb, 2006).

O benzeno tem sido referido como um dos toxicos ambientais que frequente-
mente se encontra associado ao desenvolvimento de SMD. As principais fontes
de exposicao a baixas concentracdes de benzeno no quotidiano sao o fumo do
tabaco e a gasolina (Du, Fryzek, Sekeres, & Taioli, 2010) (M. T. Smith, 2001).
Os dados biolégicos in vitro suportam o papel da citotoxicidade do benzeno
nas células hematopoiéticas, em baixas doses, mas ainda ndo existe uma forte
evidéncia epidemiolégica para esta ocorréncia (M. T. Smith & Rothman, 2000).
Por outro lado, a exposicao a elevadas concentracdes de benzeno provoca,
inequivocamente, toxicidade medular, normalmente aplasia, que pode evoluir
para mielodisplasia e/ou LMA (M. T. Smith & Rothman, 2000). A reduzida
atividade da enzima fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH)
quinona oxirreductase, que inativa o metabolito do benzeno altamente téxico,
a benzoquinona, esta associada com o aumento do risco leucémico (M. T.
Smith et al., 2001) (Rothman et al., 1997).

As principais diferencas entre SMD relacionada com a terapéutica e SMD
de novo incluem: idade de apresentacao mais jovem, elevada incidéncia de
evolucao para leucemia aguda, citopenias mais graves, displasia medular
mais marcada (displasia trilinha), diminuicdo da celularidade medular com
fibrose, elevada incidéncia de alteracbes clonais citogenéticas e resisténcia
a terapéutica. Globalmente, estes doentes apresentam um pior prognéstico
(Bacher, Haferlach, Kern, Haferlach, & Schnittger, 2007).

Alguns autores tém reportado uma associacdo com doenca autoimune,
a preceder ou a coincidir com o diagnéstico de SMD, encontrando-se
documentada em estudos epidemioldgicos (Kristinsson et al., 2011) (Zervas,
Geary, & Oleesky, 1974) (Voulgarelis, Giannouli, Ritis, & Tzioufas, 2004)
(Farmakis et al., 2005) (Ramadan, Fouad, Summa, Hasan, & Lo-Coco, 2012)
(Olnes & Sloand, 2011) (Vignon-Pennamen et al., 2006) (Cohen, 2007)
(Enright & Miller, 1997). Uns sugerem que cerca de 10% das SMD representam
uma doenca relacionada com o sistema imune (Voulgarelis et al., 2004). Em
particular, uma mielodisplasia marcada e mantida por SMD pode ocorrer apos
o inicio de certas doencas cutaneas, como o Sindrome de Sweet, o pénfigo
bolhoso, varias formas de vasculite e de doencas reumatoldgicas, incluindo




FIGURA 1

Potenciais mecanismos
celulares e moleculares
envolvidos na SMD.

A SMD tem origem provavelmente
em uma stem cell hematopoiética
primitiva geneticamente
transformada. No entanto,
alteracGes genéticas e epigenéticas
adicionais contribuem para a
diversidade fenotipica, (in)eficiéncia
hematopoiética e susceptibilidade
a transformacao leucémica. O tipo
de respostas envolvendo o estroma,
o sistema imune e a produgdo de
citocinas também contribuem para
o fendtipo da doenca, em particular
para a hematopoiese ineficaz e
aumento da apoptose.

(Adaptado de Tefferi A., 2009).

policondrite, polineuropatia e doenca inflamatdria intestinal (Voulgarelis et al.,
2004) (Olnes & Sloand, 2011) (Vignon-Pennamen et al., 2006) (Cohen, 2007)
(Enright & Miller, 1997). A resolucdo da doenca cutanea e da SMD associada
pode ocorrer em simultaneo com a terapéutica dirigida.

1.4. Fisiopatologia

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

Assim, a histéria natural da SMD é altamente variavel, refletindo o conjunto
de alteracdes genéticas e epigenéticas associadas a esta patologia. Por outro
lado, o desenvolvimento da 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,
levando a alteracdo da funcao celular e a emergéncia e consequente evolucao
clonal (Figura 1) (Pfeilstocker et al., 2007). Este clone apresenta instabilidade
gendmica, vantagem de crescimento, displasia e disfuncao celular, como por
exemplo, aumento de secrecao local de citocinas inibitérias, hematopoiese
ineficaz e alteracao da diferenciacdo (Nimer, 2008a).
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Um dos paradoxos da SMD é a presenca de citopenias periféricas com uma
medula hipercelular. O clone mutado evidencia uma aceleracao da proliferacao,
especialmente na linhagem mieléide. No entanto, o aumento da taxa de
proliferacdo da populacdo clonal na medula é rapidamente equilibrado por
um aumento da apoptose. A morte celular pode ser iniciada por linfécitos T
ativados (na tentativa de eliminar o clone maligno), pela secrecao de proteinas
de morte celular (FAS/FAS-Ligando) e/ou citocinas pré-inflamatérias (fator de
necrose tumoral — TNF-a e interleucina-6 — IL-6), pela expressao de proteinas
pro-apoptéticas da familia BCL-2 (BAX, BAD, BAK, entre outras), e/ou através
da deficiéncia de fatores de crescimento hematopoiéticos (alteracdes do
estroma) (Nimer, 2008b) (Mufti, 2004).

Apesar de multiplas tentativas para explicar os mecanismos moleculares
envolvidos na SMD, pouco se sabe sobre a patogénese do passo promotor ou
do estadio inicial. Tem sido referido o envolvimento de varias vias de traducdo
de sinal, nomeadamente a via de sinalizacao envolvendo as proteinas RAS.
Por outro lado, a inativacado do gene supressor tumoral p53 tem sido detetada
em 5a 10% das SMD, principalmente em estadios avancados ou com cariétipos
instaveis, indicando que estas mutacbes podem ter um papel na progressao
leucémica da SMD (Nimer, 2008b) (Valko et al., 2007).

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

Um dos mecanismos envolvidos na morte celular por apoptose pode estar rela-
cionado com o stress oxidativo (Farquhar & Bowen, 2003) (Goncalves et al., 2013),
em particular com a producao de radicais livres de oxigénio (Valko et al., 2007) e a
disfuncao mitocondrial (N. Gattermann, 2000). O stress oxidativo persistente pode
também causar respostas adaptativas nas células neoplasicas, conferindo resistén-
cia a apoptose (Toyokuni, Okamoto, Yodoi, & Hiai, 1995) e, consequentemente, a
terapéutica (Ziemann, Birkle, Kahl, & Hirsch-Ernst, 1999). Alguns estudos mostram
expressao ou atividade aumentada de antioxidantes derivados de tiéis, assim como
de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase, a glutationa peroxidase e
a catalase, em alguns tecidos tumorais quando comparados com controlos normais
(Ziemann et al., 1999) (Sarmento-Ribeiro et al., 2012).

O aumento da expressao e libertacao do ligando indutor da apopto-
se relacionado com o TNF (TRAIL), também conhecido como ligando Apo2
(Apo2l), a nivel medular altera provavelmente a eritropoiese contribuindo
para a anemia, a principal caracteristica da SMD (Campioni et al., 2005).




FIGURA 2

Folato e Vitamina B12
como dadores de grupos
metilo para as reaccées
de metilacdo.

(Adaptado de Stefan de Vogel, 2008).

O mecanismo pelo qual o TRAIL elimina as células é desconhecido. Uma hipo-
tese é a expressao diferencial dos recetores apoptédticos do TRAIL, TRAIL-RT e
-R2, também denominados, DR4 e DR5, e/ou dos seus recetores anti-apopto-
ticos, TRAIL-R3 e -R4, também designados por recetores decoy, DcR1 e DcR2
(Zang, Goodwin, Loken, Bryant, & Deeg, 2001). Um mecanismo alternativo se-
ria a expressao diferencial ou defeitos funcionais dos inibidores citoplasmaticos
da apoptose como a proteina inibidora da enzima de conversao da interleuci-
na-1o (ICE), o dominio de morte associado a proteina FAS (FADD), a proteina
inibidora do FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme (FLICE) celular
(c-FLIP), ou outras proteinas inibidoras da apoptose (IAP) como a survivina, tal
como referido em outros tumores (Badran et al., 2003).

Os padrdes aberrantes de metilacdo sao outro mecanismo comum nas
neoplasias humanas, especialmente do sistema hematopoiético. Podem estar
envolvidos varios genes, dentro dos quais o p75, um gene importante na
regulacdo do ciclo celular na transicdo da fase G1 para S. Este gene codifica
uma proteina inibidora da cinase dependente da ciclina CDK-1 e encontra-se
frequentemente inativado na SMD por metilacdo aberrante das ilhas 5'CpG.
A inativacao deste gene tem vindo a ser associada com o risco de evolucao da
doenca para LMA, conferindo mau progndstico (Hirai, 2003). Numa amostra
de 26 doentes, os resultados sugerem que a metilacdo pode constituir um
mecanismo precoce na etiopatogenia da SMD (Emilia Cortesao, Tese 2011;
Cortesao E., Atualizacdes em Oncologia 2012; Jorge J., 8" YES 2013).

Os grupos metilo necessarios para as reacdes de metilacdo podem derivar
de produtos da dieta como o folato e a vitamina B12 (Ulrey, Liu, Andrews, &
Tollefsbol, 2005) (Figura 2). Permanece no entanto controversa a relacao entre
a ingestao/status do folato e a metilacdo do ADN.
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Os polimorfismos funcionais em genes chave também podem influenciar
a metilacdo do ADN, nomeadamente, os relacionados com a enzima metile-
notetrahidrofolato reductase (MTHFR). Sdo conhecidos dois polimorfismos no
gene da MTHFR, o C677T e 0 A1298C.

O gendtipo da MTHFR parece influenciar a metilacdo, uma vez que, numa
amostra de 26 doentes com SMD, a maioria dos doentes heterozigédticos CT
para o polimorfismo C677T e AC para o A1298T apresentam metilacao do
p16 e/ou p15. Além disso, o gendtipo CT do polimorfismo C677T da MTHFR
parece ser fator de risco para SMD (OR 3,982), nessa populacdo (Emilia
Cortesao, Tese 2011).

1.4.1. Suscetibilidade a lesao e/ou instabilidade genémica

Como mencionado, a SMD pode emergir de uma mutacao somatica da cé-
lula progenitora hematopoiética. A confirmacao da clonalidade foi efetuada
por analise citogenética e estudos de inativacao do cromossoma X em doentes
com SMD (Abrahamson et al., 1991) (Delforge, 2003). No entanto, também
existe suporte cientifico de que as alteracdes citogenéticas, frequentemente
observadas nesta patologia, podem ser adquiridas durante a progressao da
doenca, nao refletindo o evento clonal inicial (Delforge, 2003) (Nilsson et al.,
2002). Independentemente da instabilidade genémica ser um evento primario
ou secundario, esta tem um papel importante na patogénese da SMD, eviden-
ciada pela frequéncia das alteracdes citogenéticas observadas nesta patolo-
gia. Estas alteracbes citogenéticas resultam da acumulacao da lesao gendmica
e/ou da faléncia de reparacao da lesao do ADN.

Por outro lado, o stress oxidativo parece igualmente implicado na
fisiopatologia da SMD, como referido. Alguns autores tém demonstrado existir
uma associacao entre défices e/ou polimorfismos de enzimas antioxidantes,
como a glutationa transferase teta 1 (GSTT1), a NADPH quinona oxirredutase
(NQQ1) (Farguhar & Bowen, 2003), a superoxido dismutase (Gongalves
etal., 2010) e 0 aumento do risco de SMD. De facto, varios estudos mostram
que o desequilibrio redox induzido pelo stress oxidativo na célula pode estar
relacionado com a estimulacao oncogénica, e que a lesao oxidativa do ADN
interfere com a expressao de genes envolvidos na regulacao de varias vias de
transducao de sinal, podendo estar implicadas no processo de carcinogénese
(Valko et al., 2007).

Outro mecanismo possivel para a instabilidade gendmica envolve a
dinamica dos telémeros e a enzima telomerase. O encurtamento dos telémeros
pode resultar na fusao da parte terminal dos cromossomas e consequente
instabilidade cromossémica. Além disso, a reducdao do comprimento do




telémero tem sido reportada como fator de mau prognéstico nos doentes
com SMD (Engelhardt, Wasch, & Guo, 2004) (Ohyashiki et al., 1994) (Paiva &
Calado, 2014) (Dong, Qian, & Yang, 2014) (Poloni et al., 2013).

1.4.2. Modificacoes epigenéticas

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

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

Assim, o termo epigenética refere-se a um numero de modificacoes
bioguimicas da cromatina que, nao alterando a sequéncia primaria do ADN,
tém um importante papel na regulacdo e controlo da expressao génica
(Attwood, Yung, & Richardson, 2002) (Nakayama et al., 1998) (Tsukamoto,
Morita, Karasawa, & Omine, 1992). Deste modo, a transmissdo de informacao
através dos niveis de expressao dos genes opde-se a genética que se refere
a informacdo transmitida na base da sequéncia dos nucleétidos. Herdada
durante a divisao celular, para além da sequéncia de ADN (Feinberg, 2007), a
epigenética mantém a integridade do genoma e a identidade celular (Weber
et al., 2007). Contrariamente as alteracdes genéticas observadas no cancro, as
modificacdes epigenéticas sao de inicio gradual e progressivas, os efeitos sdo
dose-dependentes e potencialmente reversiveis.

As modificacdes epigenéticas podem ocorrer a nivel do ADN (ex. metilagdo do
ADN) e/ou afetar a estrutura das proteinas da cromatina (cédigo das histonas),
entre outras, ambas potencialmente reversiveis (Yoo & Jones, 2006).

De facto, a metilacdo do ADN é um importante mecanismo epigenético de
regulacao da expressao dos genes e da manutencao da integridade e estabi-
lidade do ADN, contribuindo para o aparecimento de modificacdes cromos-
sémicas e desenvolvimento de mutacoes (Mulero-Navarro & Esteller, 2008).
Consiste na adicao de um grupo metilo ao C5 do anel de residuos de citosina
gue precedem as guaninas, os dinucledtidos CpGs, numa reacdo catalizada
pelas enzimas ADN metiltransferases. Esta reacao leva a formacao de metil-



citosina e utiliza S-adenosil-metionina (SAM) como dador de grupos metilo.
Existem trés ADN metiltransferases (DNMT) biologicamente ativas: a DNMTT,
a DNMT3a e a DNMT3b. Nas células neoplasicas a DNMT1 parece ser respon-
savel pela maior parte da metilacao do ADN. Além disso, as DNMTs parecem
também contribuir para a formacado de cromatina inativa por diferentes me-
canismos. Através da sua interacdo direta com as desacetilases das histonas
(HDACs), podem recruta-las para as regides promotoras dos genes, impedin-
do a transcricao desses genes (Figura 3) (Herman & Baylin, 2003).

O genoma humano apresenta uma percentagem muito pequena de
dinucleotideos CpG dispersos ao
quase sempre metilados. No entanto, estes nao se encontram distribuidos

longo do genoma, encontrando-se
aleatoriamente, existindo regides ricas em CpG, denominadas ilhas CpG,
gue ocupam a regido reguladora dos genes (promotor) em cerca de 50%
(Esteller, 2008), nomeadamente genes supressores tumorais, ou outras regides
intergénicas, estando quase sempre nao metilados (Figura 4). Por outro lado,
estes dinucledtidos estao pouco representados no genoma global devido a
desaminacao espontanea da 5-metilcitosina em timidina.
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FIGURA 3

Aspetos da cromatina

envolvendo as ilhas CpG no
promotor de um gene numa
célula normal e neoplasica.

Os locais desmetilados correspondem
a genes ativamente transcritos

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

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

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



FIGURA 4

Perfil de metilacdo dos
dinucledtidos CpG no
genoma humano.

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

a amarelo representam as ilhas

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

(Adaptado de Herman J. G., 2003).
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Assim, numa célula normal, ocorre normalmente hipermetilacdo global do
genoma e hipometilacao localizada, sendo que a metilacdo estd associada
a inativacdo da transcricdo do gene correspondente (Figura 4). Este perfil
de metilacdo altera-se em varios tipos de neoplasias, como representado na
figura 4, levando ao silenciamento de genes supressores tumorais (Herman &
Baylin, 2003).

Numa célula normal, a maioria dos elementos intergénicos repetitivos
de ADN estao metilados, contrariamente a maioria das regides promotoras,
exceto raros genes localizados no cromossoma X nas mulheres. Deste modo,
a metilacao fisioldgica das regides intergénicas podera constituir um processo
importante para a estabilidade genémica. Como mencionado, a metilacao
das ilhas CpG das regides promotoras esta associada ao silenciamento dos
genes. Deste modo, a aberrante metilacao da regidao promotora dos genes
¢ funcionalmente equivalente ao silenciamento de genes promovido por
deleccdo ou mutacdo e, como tal, serve como mecanismo de inativacao
adicional dos genes supressores tumorais. Por outro lado, a auséncia ou
diminuicao da metilacao do ADN da regido promotora esta relacionada com
ativacao da expressao génica. Este processo é mediado pelo recrutamento de
repressores da transcricao como proteinas que ligam grupos metilo, as Methy!
Binding Proteins (MBPs), que fazem parte de um complexo proteico que inclui
as HDACs (Figura 3). A metilacdo do ADN também pode inibir a transcricao
blogqueando diretamente a ligacao dos fatores de transcricao (Mulero-Navarro
& Esteller, 2008).

Outro mecanismo de modulacdo epigenética envolve a modificacdo
das histonas, o denominado “cédigo das histonas”. Existe um grande e
crescente numero destas modificacbes (acetilacdo e desacetilacdo, metilacdo



e desmetilacao, por exemplo), que podem atuar de uma maneira permissiva
ou repressiva na transcricao génica.

O ADN envolve um core de oito histonas formando os nucleossomas, a
unidade estrutural mais pequena da cromatina. Os grupos amina das caudas
terminais das histonas projetam-se para fora do nucleossoma estando sujeitos
a modificacdes poés-transducao, incluindo a acetilacao pelas histona acetil-
transferases (HATs), a metilacdo da lisina pelas histona lisina metiltransferases
(Figura 3) (Quina, Buschbeck, & Di Croce, 2006) (Santos-Rosa & Caldas, 2005),
a ubiquitinacdo, a fosforilacdo e a sumoilacao. Estas modificacdes sao reco-
nhecidas por proteinas especificas que recrutam ativadores da transcricao e
correpressores, estabelecendo uma ordem mais elevada da estrutura cromos-
sémica (Hake, Xiao, & Allis, 2004) (Fischle, Wang, & Allis, 2003). Além disso,
influenciam o grau de compactacdo da cromatina e, consequentemente, a
regulacdo da expressao génica. Deste modo, a acetilacdo dos residuos de lisi-
na nas histonas H3 e H4 esta correlacionada com a cromatina aberta ou ativa,
0 que permite o acesso de varios fatores de transcricao as regiées promotoras
dos genes alvo (Quina et al., 2006) (Santos-Rosa & Caldas, 2005). Pelo con-
trario, a desacetilacao dos residuos de lisina pelas HDACs resulta na compac-
tacao e inativacdo desses genes (Yoo & Jones, 2006) (Figura 5B).

Deste modo, as HATs e as HDACs estdo envolvidas na modificacao da cro-
matina, e, consequentemente, na regulacdo da transcricao génica. As HDACs
incluem um grande numero de proteinas agrupadas em trés classes diferentes
[, I'e lll. A deacetilacdao das histonas restaura a carga positiva dos residuos de
lisina no core das histonas, resultando numa interacdo estreita entre o ADN e
as histonas, o que mantém a cromatina num estado de silenciamento da trans-
cricdo. Contrariamente, a acetilacdo das histonas pode afetar as histonas H3
e H4 em residuos especificos de lisina e neutraliza a carga positiva, quebrando
o complexo ADN-histona, o que facilita o acesso aos fatores de transcricao.
A quebra deste complexo é a base da utilizacao de inibidores da deacetilase
da histona (HDACI) para a ativacdo de genes supressores tumorais silenciados
(Mihara, Takihara, & Kimura, 2007).

Assim, a desregulacao destes mecanismos, metilacaéo do ADN e alteracao
da estrutura da cromatina, pode conduzir a expressdo génica inapropriada
ou silenciamento de genes e, consequentemente, a ‘doencas epigenéticas’
incluindo alteracbes do desenvolvimento, doencas neurodegenerativas e
cancro (Egger, Liang, Aparicio, & Jones, 2004) (Peter A Jones & Baylin, 2002).

Varios tipos de neoplasias apresentam um padrao aberrante de metilacao,
com hipometilacdo global do genoma e hipermetilacdo local gene-especifica
e modificacbes da cromatina (Feinberg, 2007) (Lund & van Lohuizen, 2004)
(Herman & Baylin, 2003) (L. K. Jones & Saha, 2002) (Peter A Jones, 2002) (Peter
A Jones & Baylin, 2002) (Figura 5).




FIGURA 5

Modificacbes epigenéticas
numa célula normal e
cancerigena.

As modificacdes epigenéticas, metilagao
do ADN (A) e a acetilacdo das histonas
(B), estéo profundamente alteradas nas

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

desmetiladas (hipometilagéo localizada),
existindo hipermetilacdo generalizada.
Nas células neoplasicas este perfil de
metilacdo inverte-se. A hipermetilagao
das ilhas CpG localizadas nas regides
reguladores de certos genes, como
genes supressores tumorais, leva ao
seu silenciamento. As modificaces da
cromatina e das histonas (desacetilacéo
e metilacdo) também reprimem a
expressao génica através da associacéo
de nucleosomas as regides promotoras
e do recrutamento de outras enzimas,
formando um complexo repressivo.

(Adaptado de Gal-Yam E. N. et al, 2008).
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A alteracao dos padroes de metilacao esta reconhecida ha mais de 20 anos
em varios tipos de cancro (Tabela 2). O gene da calcitonina CALCT foi um
dos primeiros genes em que foi demonstrado estar hipermetilado no cancro.
Apesar da aparente inexisténcia de relacao causal com a carcinogénese,
a hipermetilacdo do promotor deste gene é um importante indicador do
estado epigenético dos potenciais genes supressores tumorais adjacentes, em
neoplasias sélidas e hematoldgicas. Assim, a hipermetilacao deste gene pode
indicar transformacao leucémica na SMD. Além disso, esta modificacdo parece
ser um marcador clonal nas doencas hematoldgicas, pelo que os seus niveis
elevados podem refletir aumento da massa tumoral, estando associados a um
prognostico desfavoravel (Roman et al., 2001).

De facto, a hipometilacdo global do genoma e a hipermetilacéo localizada
tém sido descritas em neoplasias hematoldgicas (Attwood et al., 2002)
(Nakayama et al., 1998) (Tsukamoto et al., 1992), em particular do gene p75
(CDKN2B ou p15™k4) Este gene codifica uma proteina inibidora da cinase
dependente da ciclina CDK-4 e 6, a proteina supressora tumoral p75™4 (Tabela
2), que regula a transicao da fase G1 para S do ciclo celular (Obaya & Sedivy,
2002). A hipermetilacdo deste gene tem sido associada a SMD (Hopfer et al.,
2009) (Aggerholm, Holm, Guldberg, Olesen, & Hokland, 2006) (Teofili et al.,
2001) (Preisler et al., 2001) (Uchida et al., 1997), estando presente em 30-50%
destes doentes. Correlaciona-se com a percentagem de blastos medulares,
sendo mais frequente em SMD de alto risco (Quesnel et al., 1998) (Uchida et
al., 1997) e com maior tendéncia para evoluir para LMA (Tien et al., 2001),
conferindo mau prognéstico (Hirai, 2003). No entanto, alguns estudos tém



TABELA 2

Tipo de cancro Alteracao epigenética

Colon Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (AMLH1, p16!NK4e, p14ARF, RARB2, SFRP1 e WRN), hipermetilagdo dos micro-
ARNSs (miR-124a), hipometilacdo gendmica global, perda da transcricdo do IGF2, mutacdes dos modificadores
das histonas (EP300 e HDAC?2), diminuicdo das formas monoacetiladas e trimetiladas da histona H4

Mama Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (BRCA-1, E-caderina, TMST e recetor do estrogénio), hipometilacdo
gendémica global

Pulmao Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (p16/Vk42, DAPK e RASSF1A), hipometilagdo gendmica global,
deleces gendmicas do CBP e o fator remodelante da cromatina BRG 1

Glioma Hipermetilagao dos ilhéus CpG (enzima de reparacédo do ADN MGMT, EMP3 e THBST)

Leucemia Hipermetilaco dos ilhéus CpG (EXTT, ID4 e p15!NK4b) translocacbes dos modificadores das histonas
(CBP. MOZ, MORF, MLLT, MLL3e NSDT)

Linfoma Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (p16/VK4a, p73, enzima de reparacdo do ADN MGMT), diminuicdo das
formas monoacetiladas e trimetiladas da histona H4

Bexiga Hipermetilago dos ilhéus CpG (p16™VK4a, TPEF/HPP1), hipermetilagdo dos micro-ARNs (miR-127),
hipometilacdo genémica global

Rim Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (VHL), hipometilacdo gendmica global, perda da transcricdo do /GF2

Prostata Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (GSTPT), amplificacdo genética da HMT £ZH2, modificacdo aberrante
do padréo das histonas H3 e H4

Esofago Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (p16/NK4a, p14ARF), amplificacéo genética da histona demetilase JMJD2C/GASCT
Estomago Hipermetilacdo dos ilhéus CpG (hAMLH1, p 14ARF)

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

Ovario Hipermetilagdo dos ilhéus CpG (BRCAT)

(Adaptado de Esteller M., 2008)

mostrado que a metilacao do ADN pode ocorrer em estadios iniciais, podendo
constituir um mecanismo precoce na etiopatogenia da SMD (Au et al., 2003)
(Emilia Cortesao, Tese 2011; Cortesdo E, Atualizacbes em Oncologia 2012;
Jorge J, 8" YES 2013). Assim, a hipermetilacdo de genes supressores tumorais
pode contribuir tanto para a iniciacdo (Au et al., 2003) como para a progressao
da doenca (Au et al., 2003).

Além disso, a p75 podera atuar como um regulador da proliferacdo e
diferenciacdao em linhagens mielomonocitica e megacariocitica, bloqueando
o ciclo celular (Teofili et al., 2001) (Sakashita et al., 2001).Vérios estudos
sugerem a importancia da hipermetilacdo de promotores de outros genes,
como por exemplo do gene p76 no desenvolvimento de neoplasias, tais
como: neoplasia da mama esporadica (Vallian, Sedaghat, Nassiri, & Frazmand,
2009), carcinomas colorectais em estadios avancados (Goto et al., 2009) e na
progressao de neoplasias hematoldgicas para leucemia aguda.

Como mencionado, a expressao de varios genes supressores tumorais pode
ser regulada por modificacdes epigenéticas, como acontece com 0s genes
p 15N @ p16MN4A entre outros, como referido na Tabela 3. Estes genes estdo
frequentemente inativados por hipermetilacdo em varios tipos de cancro
(Esteller, 2002) (Peter A Jones & Baylin, 2002), nomeadamente em varias
neoplasias hematoldgicas como a Leucemia Mieldide Croénica (LMC), a LMA e
a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) (Chim, Wong, Loong, Lam, & Srivastava,
2007) (Galm, Herman, & Baylin, 2006) (Esteller, Fraga, et al., 2002) (Baylin,

Alteragdes epigenéticas
em varios tipos de
neoplasias



TABELA 3

Vias alteradas pela
hipermetilacao de
promotores de genes
no cancro

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

(Adaptado de Herman J. G., 2003)

Belinsky, & Herman, 2000). No entanto, a metilacdo do gene p15 é referida
como mais frequente em doencas hemato-oncolégicas do que a metilacdo do
gene p16 (Guillermo Garcia-Manero et al., 2002) (G Garcia-Manero, 2003)
(Guillermo Garcia-Manero, 2003). Contudo, numa populacao de 26 doentes
com SMD verificdmos a presenca de metilacdo do p75 e do p76 em 38% e
35%, respetivamente, apresentando a maioria dos doentes (77%) um baixo
risco segundo o IPSS (Emilia Cortesao, 2010).

A metilagdo do p75INK4b também parece estar associada a alteracdes
cromossémicas, incluindo a monossomia e deleccao do 7g e a SMD secundaria
(Au et al., 2003). Na LMMC, outra entidade pertencente ao espectro SMD/
neoplasia mieloproliferativa crénica (SMD/NMP) (Harris et al., 2000), a
frequéncia de metilacdo do p75 foi variavel (Quesnel et al., 1998) (Daskalakis
et al., 2002) (Tessema et al., 2003). Além da metilacdo dos genes p715 e p16,
outros genes podem estar envolvidos.

A death-associated protein kinase (DAPK) é uma proteina cinase pré-apop-
tdtica que estad desregulada numa variedade de neoplasias. Além do seu papel
na apoptose, apresenta um papel importante na autofagia e nas vias de trans-
ducéo de sinal dos fatores de crescimento (Y. Lin, Hupp, & Stevens, 2010). As
regides promotoras do gene da DAPK estdo hipermetiladas em células neopla-
sicas, em comparacao com tecidos normais, incluindo neoplasias do pulmao,
bexiga, cabeca e pescoco, rim, mama e em neoplasias de células B (Bialik &
Kimchi, 2006) (Z6chbauer-Muller et al., 2001) (Lehmann, Celikkaya, Hasemeier,
Langer, & Kreipe, 2002) (Raval et al., 2007). Contudo, a avaliacdo da hipermeti-
lacdo em células neoplasicas e em linhas celulares revelou que o gene DAPK nao
esta globalmente metilado em todos os tumores. Por exemplo, em neoplasias
de células T, como a leucemia aguda linfoblastica T, o gene DAPK nao esta me-
tilado relativamente ao observado em neoplasias de células B que apresentam
niveis significativamente mais elevados de metilacao (Raval et al., 2007).

A frequente metilacdo de DAPK em tumores humanos, em relagcdo a sua
auséncia no tecido normal correspondente, levou varios grupos a propor a sua
utilizacdo como marcador de diagnéstico e no follow-up de diversas neoplasias
(Chan et al., 2002) (Rosas et al., 2001) (H. W. Chang et al., 2003) (Wong



et al., 2004) (Yamaguchi, Asao, Nakamura, Ide, & Kuwano, 2003) (Dulaimi,
Hillinck, Ibanez de Caceres, Al-Saleem, & Cairns, 2004) (Belinsky et al., 2002)
(Fujiwara et al., 2005) (Reesink-Peters et al., 2004) (Gustafson, Furth, Heitjan,
Fansler, & Clark, 2004). Consequentemente, a diminuicao da expressao de
DAPK por metilacao é um evento especifico do cancro, podendo ser usado
no diagndstico e progndstico (Yuregir et al., 2010) (Krajnovi¢, Radojkovic,
Davidovi¢, Dimitrijevi¢, & Krtolica, 2013).

Uma proteina fundamental a manutencao da integridade do genoma é a pro-
teina p53. Esta proteina supressora tumoral desempenha um papel critico na res-
posta ao stress celular através da modulacdo da transformacao, do crescimento
celular, da sintese e reparacao de ADN, da diferenciacdo e apoptose (Woods &
Vousden, 2001) (Vogelstein, Lane, & Levine, 2000). Quando ocorre lesao do ADN
a proteina p53 promove varias vias de resposta, determinando o destino da célu-
la, isto é, a apoptose, o bloqueio do ciclo celular, a senescéncia ou a reparacao do
ADN (Vousden & Ryan, 2009). A via intrinseca da apoptose é ativada pela prote-
ina p53 através da proteina BAX, mas também ativa a via extrinseca, através da
inducao da expressao da apoptotic protease-activating factor-1 (APAF-1) (Robles,
Bemmels, Foraker, & Harris, 2001), do FAS/APO1 (Owen-Schaub et al., 1995), e
dos recetores do TRAIL, DR4 e DR5 (Takimoto & El-Deiry, 2000).

Para além das atividades pré-apoptéticas da p53, estudos recentes revelaram o
chamado “dark side of p53”, em que esta atua como um mediador nas vias anti-
apoptoticas. Uma variedade de alvos anti-apoptoéticas, tais como os recetores do
TRAIL, DcR1 e DcR2, o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (Deb,
Mufoz, Brown, Subler, & Deb, 1994), e o NF-kB (Scholl, McLoughlin, Ehler, de
Giovanni, & Schafer, 2000) sao direta ou indiretamente modulados pela p53. Por
outro lado, a ativacdo da p53 também depende de outros fatores, tais como a dis-
ponibilidade de cofatores, diferencas nos promotores de genes pré- e anti-apop-
toticos, e de modificacbes pos-traducao (Janicke, Sohn, & Schulze-Osthoff, 2008).

Outro gene supressor tumoral com um papel na apoptose é o TRAIL, uma
proteina transmembranar de tipo Il, membro da familia TNF, que pode induzir
apoptose em vdrias linhas celulares de cancro humano (Wiley et al., 1995),
principalmente através da via extrinseca da apoptose (Scaffidi et al., 1998).
Estao descritos cinco recetores do TRAIL, incluindo os recetores de morte DR4
(TRAIL-R1) e DR5 (TRAIL-R2) (Chaudhary et al., 1997) (Walczak et al., 1997),
0s recetores anti-apoptéticos, decoy R1 (DcR1 ou TRAIL-R3) (Schneider et al.,
1997) (MacFarlane et al., 1997) e DcR2 (TRAIL-R4) (Marsters et al., 1997),
Curr Biol 1997) e a osteoprotegerina (OPG) (Emery et al., 1998). Os recetores
transmembranares, DR4 e DR5, contém um dominio citoplasmatico de morte
(DD) e atuam como recetores agonistas do TRAIL. No entanto, DcR1 e DcR2 sao
recetores transmembranares que nao possuem caudas citoplasmaticas e atuam
como recetores antagonistas. Os estudos tém sugerido um papel fisiolégico




do TRAIL na eliminacao das células infetadas com virus e células neoplasicas
(Mezosi et al., 2004) (Nieda et al., 2001) (Takeda et al., 2001). A aberrante
metilacdo do promotor e o consequente silenciamento dos recetores decoy
do TRAIL estdo descritos numa variedade de tumores (Venza et al., 2013), mas
pouco se sabe sobre a relevancia dessa modificacdo epigenética em SMD.

A O°-metilltransferase-metilguanina-ADN (MGMT) é uma enzima de
reparacdo do ADN Unica que remove os grupos alquil mutagénicos e
citotoxicos da posicdo O da guanina (Gerson, 2002) (Margison, Povey, Kaina, &
Santibafez Koref, 2003). A deficiéncia da proteina MGMT induz a acumulacao
de lesdes, predominantemente O°-metilguanina, o que conduz a transicao de
G—A, e a geracao de um "fenodtipo aberrante” (Esteller & Herman, 2004).
A hipermetilacdo da regidao promotora do gene MGMT, localizado no
cromossoma 10026, foi identificada em algumas neoplasias, incluindo linfomas
nao-Hodgkin (LNH) e leucemias agudas (Esteller, 2003) (Esteller, Gaidano, et
al., 2002). No entanto, na SMD, a frequéncia da metilacdo do MGMT e o seu
potencial valor prognéstico ainda nao estao elucidados.

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

Os polimorfismos funcionais em genes chave também podem influenciar
a metilacdo do ADN, nomeadamente, os relacionados com a enzima MTHFR.
Sao conhecidos dois polimorfismos no gene MTHFR, o C677T e o A1298C.
Enquanto alguns estudos relacionam o polimorfismo C677T com a reducao
da metilacdo do ADN em linfocitos humanos, em condicoes de deficiéncia de
folato; pouco se sabe sobre a influéncia do polimorfismo isolado A1298C e a
alteracao da metilacado do ADN (McCabe & Caudill, 2005). Um estudo efetua-
do por E. Cortesdo (2011) numa amostra de doentes com SMD evidenciou que
a maioria dos doentes heterozigéticos CT para o polimorfismo C677T e AC
para o A1298T apresentavam metilacdo do gene p76 e/ou p15. Além disso,
os resultados apontavam para o facto de, nessa populacao, o genétipo CT do
polimorfismo C677T da MTHFR poder ser fator de risco para SMD (OR 3,982)
(Emilia Cortesao, Tese 2011).

Além do mencionado, as neoplasias hematoldgicas resultam, frequentemente
de modificacbes de fatores que controlam a transcricdo e que envolvem a aceti-
lacdo de histonas e a estrutura da cromatina, tendo sido demonstrada atividade
anomala das HAT e HDAC em leucemias mieldides (Mihara et al., 2007).

Por outro lado, as alteracbes cromossémicas, estruturais e numéricas,
detetadas nas leucemias, podem indicar defeitos na estrutura da cromatina,
provavelmente associados a padrées anémalos de metilacdo regional. Este
conceito conduziu as neoplasias hematoldgicas para o centro da investigacao



epigenética. De facto, o papel das modificacoes epigenéticas é atualmente um
dos campos mais estimulantes na investigacao clinica e pré-clinica, em particular
nas neoplasias mieldides. A presenca de mutacdes em genes reguladores do
ciclo celular, como o p15, p16 e p19, tém sido raramente descritas na SMD, ao
contrario da hipermetilacao.

O interesse clinico nestas alteracoes epigenéticas deve-se a dois factos: por
um lado, a detecao de alteracoes epigenéticas especificas pode ser utilizada
como marcador tumoral, no diagndstico e prognéstico do cancro (Figura 6);
por outro lado, como a maioria das alteracoes epigenéticas sao reversiveis in
vivo e in vitro, abrem caminho para o desenvolvimento dos novos agentes
terapéuticos no cancro (Figuras 7 e 8), restaurando a funcdo dos genes
silenciados (Figura 9).

!
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FIGURA 6

Importancia da avaliacdo
epigenética no cancro.

(Adaptado de Esteller M., 2008).

FIGURA 7

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

(Adaptado de Esteller M., 2008).
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Atualmente, sabemos que a terapéutica epigenética funciona em algumas
neoplasias hematoldgicas devido ao sucesso dos hipometilantes observado
primeiramente em SMD e LMA (Figura 10) e dos HDACi nos linfomas cutaneos,
0S quais apresentam pouco sucesso como agentes isolados nas leucemias.
Presentemente, nao existe explicacdo para este facto e pode ndo depender
de alteracdes moleculares epigenéticas intrinsecas, mas da otimizacao dose/
esquema dos farmacos. A maioria dos estudos ndo demonstrou uma relacao
entre a inducao da hipometilacdo do ADN ou a acetilacdo/desacetilacao das
histonas e a resposta clinica. No entanto, sendo um dos mecanismos de
silenciamento de genes mediado por metilacdo e pela alteracdo da conformacao
da cromatina, através do recrutamento das desacetilases das histonas (Cameron,
Bachman, My&hdnen, Herman, & Baylin, 1999), a terapéutica combinada de
inibidores da metiltransferase e das desacetilases das histonas podera constituir
uma estratégia terapéutica na SMD (Figura 11).
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FIGURA 10

Validagdo da terapéutica
epigenética e dos testes de
avaliacdo da metilacdo do ADN.

WRN-Werner syndrome gene; BRCA
1-breast cancer 1 gene; MGMT-0-6-
methylguanine-DNA-
-methyltransferase gene;
DAPK-death-associated protein
kinase gene,

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

(Adaptado de Mulero-Navarro S., 2008).
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epigenética.

1.4.3. Alteracdes citogenéticas e genéticas

Como mencionado, o clone SMD deriva da célula pluripotencial. A evidéncia
de clonalidade foi originalmente demonstrada através do mosaicismo da glicose-
6-fosfato desidrogenase, mas também é suportada pela analise por restriction
fragment length polymorphisms (RFLPs), dos genes do cromossoma X, e por
FISH. Varios estudos também mostraram evidéncia de clonalidade na linhagem
linféide, sugerindo que o clone SMD tem origem nas células pluripotenciais
mais imaturas com capacidade de diferenciacao mieldide e linféide (Tefferi &
Vardiman, 2009).

A perda ou o ganho de funcdo de um gene pode resultar de mutacoes
genéticas pontuais, translocacbes cromossémicas, e alteracdes epigenéticas,
como o silenciamento da expressao génica por hipermetilacao. O resultado é
0 ganho de funcdo de um oncogene/proto-oncogene ou perda de funcdo de
um gene supressor tumoral.

1.4.3.1. Alteracdes citogenéticas

Além do mencionado, é de salientar que as alteracbes cromossdmicas
estao descritas em 40-70% das SMD primarias e em mais de 90% das SMD
relacionadas com terapéutica prévia (Delforge, 2003), consistindo normalmente
numa perda, deleccdo ou translocacao. Contudo, é surpreendente verificar



em cerca de 30 a 60% dos casos a presenca de um cariétipo normal numa
doenca clonal. A existéncia de um cariotipo normal traduz bom prognéstico,
semelhante ao observado na Sindrome 5g-, 20g-, ou na perda do cromossoma
Y. Um cariétipo complexo define-se pela presenca de 3 ou mais anomalias
citogenéticas diferentes e ocorre em 10 a 20% das SMD primarias e em cerca
de 90% das SMD secundarias a tratamento.

A complexidade do cariétipo constitui uma diferenca bem documentada
entre SMD primaria e secundaria. As deleccées cromossémicas sao comuns
em SMD, em oposicao as translocacoes equilibradas observadas na LMA.
Na ultima década, a investigacdo tem-se centrado na identificacao de potenciais
genes supressores tumorais nas regides em que ocorre deleccdo. De seguida,
apresentamos as principais alteracdes cromossémicas na SMD envolvendo os
cromossomas 5, 7, 8 e 20, nomeadamente a del5q, del7q, t8 e del20q.

- Cromossoma 5

A perda do cromossoma 5 ou a deleccdo intersticial do seu braco longo
(59-) &€ uma das alteracdes cromossémicas mais comuns na SMD (cerca de
20%) (“Recommendations for a morphologic, immunologic, and cytogenetic
(MIC) working classification of the primary and therapy-related myelodysplas-
tic disorders. Report of the workshop held in Scottsdale, Arizona, USA, on
February 23-25, 1987. Third MIC Cooperat,” 1988), de novo ou secundaria,
independentemente da existéncia de outras alteracdes cromossémicas adicio-
nais (Bernasconi et al., 2005) (Haase et al., 2007) (S. M. Smith et al., 2003).
Esta associada a exposicao prévia a carcinogénios, incluindo benzeno, agentes
alquilantes e radiacdo. Esta anomalia é distinta da Sindrome 5g- que é uma
entidade clinica bem caracterizada por anemia macrocitica refractaria com de-
seritropoiese, megacariocitos com nucleos mono ou hipolobulados, contagens
plaquetares normais ou em numero elevado e deleccao do 5g como Unica
alteracao citogenética. Predomina em mulheres acima dos 50 anos (razao F/
M=3/1) e tem o melhor prognéstico dos subtipos de SMD com baixa incidén-
cia de transformacao leucémica. A deleccao presente na Sindrome 5g- é uma
deleccao intersticial e a heterogeneidade dos pontos de rutura engloba o 5912
ao 5g35. No entanto, a deleccao invariavelmente contém a regiao 5931-33.
Embora nao tenha sido identificado um gene supressor tumoral associado a
esta sindrome, a regido deletada foi recentemente identificada no intervalo
com aproximadamente 1.5-megabase na regiao 5931-932, entre D55413 e 0
gene GLRAT. Esta regidao contém 44 genes, 33 dos quais estao expressos nas
células hematopoiéticas precursoras CD34+, e sao provavelmente responsaveis
pela patogénese desta entidade (Boultwood et al., 2002). Um dos genes mais
relevantes da regido deletada comum em 5932 é a proteina da subunidade
ribossémica RPS14, dado que a perda parcial da sua funcao devido a interfe-
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réncia do ARN, causa um fendétipo semelhante ao observado na Sindrome 5q
(Ebert et al., 2008). Pellagatti et al. (2007) mostraram uma associacdo entre o
gene SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine) e a Sindrome 5q.

De salientar que, no braco longo do cromossoma 5 existem genes
envolvidos na regulacao da hematopoiese, incluindo citocinas e seus recetores,
reguladores do ciclo celular, fatores de transcricao e mediadores de sinalizacao
celular (Kawankar & Vundinti, 2011). A interleucina 3 (IL-3), a IL-4, a IL-5, o
fator regulador do interferdao 1 (IRF-1), o fator estimulador das colénias de
monacitos (M-CSF) e seu recetor, e 0 GM-CSF sao alguns exemplos. Assim, a
perda destes genes pode desempenhar um papel na patogénese da SMD.

Os doentes que apresentam um aumento de blastos medulares e alteracoes
cromossémicas adicionais tém uma sobrevivéncia global inferior aos doentes
com a Sindrome 5q (24 e 25 meses respetivamente, vs. 146 meses) (Giagounidis
et al., 2004). Os cari6tipos complexos incluem normalmente alteracdes dos
cromossomas 5 e 7 (-5/5q-, -7/79-) e estdo associados a uma evolucao clinica
desfavoravel (Pisani & Rainaldi, 2001). Nestas situacdes de mau prognéstico,
assim como na LMA, as regides deletadas localizam-se num locus do 5q
mais centromérico, nomeadamente 5931, tendo sido implicados dois genes
no desenvolvimento da doenca: EGRT (early growth response gene-1) e
alphaE-catenin gene (CTNNA1) (Horrigan et al., 2000) (Joslin et al., 2007) (T.
X. Liu et al., 2007).

Também podem ocorrer translocacdes que envolvem o cromossoma 5, por
exemplo: at(3;5)(925.1;g34), que resulta na proteina quimérica nucleophosmin/
myeloid leukemia fator 1 (NPM-MLF1) associada a SMD em transformacao
leucémica (Yoneda-Kato et al.,, 1996); e a t(5;11)(g31;923), que resulta na
fusao dos genes myeloid/lymphoid ou mixed lineage leukemia (MLL) e GTPase
requlator associated with the focal adhesion kinase pp125FAK (GRAF) descrita
numa crianca com leucemia mielomonocitica juvenil (LMM)J) (Borkhardt et al.,
2000). As t(5;12)(q33;p13), t(5;17)(q33;p13) e t(5;10)(933;921) ocorrem em
20-30% dos casos de LMMC.

- Cromossoma 7

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



Os estudos de tipagem alélica permitiram a identificacdo de trés loci
distintos que sofrem frequentemente deleccdo, 7922, 7931.1 e 7qg31.3.
Aregido entre 7922 e 7936 inclui mais do que um gene supressor tumoral, que
podem estar inativados na LMA e SMD (Chen et al., 2005) (Liang et al., 1998).
A regidao 7922.1 foi sugerida como ponto de quebra tipico das neoplasias
miel6ides (Johnson et al., 1996). Alguns dos genes localizados no braco longo
do cromossoma 7 sao a eritropoietina, o inibidor do ativador da plasmina, o
recetor B da célula T, o gene da asparagina sintetase e da phosphoinositide-3-
kinase, catalytic, gamma polypeptide (PIK3CG).

A analise de doentes com LMMJ, que frequentemente apresentam monos-
somia 7, demonstrou que aproximadamente 30% cursam com mutacoes do
gene da neurofibromatose 1 (NF1) (Shannon et al., 1994). Este gene supressor
tumoral codifica uma proteina com atividade de GTPase, atuando como um
regulador negativo da atividade da proteina RAS (Martin et al., 1990). Como
referido, a ativacdo da proteina RAS ocorre numa proporcao significativa de
adultos com SMD. As mutacdes do gene RAS e a inativacao do gene NFT
parecem desempenhar um papel importante na progressao da SMD com mo-
nossomia do 7 (Stephenson, Lizhen, & Mufti, 1995). Além do mencionado, a
deleccao 7g- esta também associada a mutacdes do gene AMLT e a hiperme-
tilacdo do gene p75 (D H Christiansen, Andersen, & Pedersen-Bjergaard, 2003)
(Debes H Christiansen, Andersen, & Pedersen-Bjergaard, 2004).

Nao existe uma terapéutica dirigida a este subgrupo de doentes com
monossomia 7. O transplante alogénico de células pluripotenciais pode ser
realizado se a idade e a performance status o permitir, embora esteja descrito
neste grupo o elevado risco de recidivas precoces (Haase, 2008). As alteracoes
do cromossoma 7 estao associadas a exposicao a produtos organicos, lixos e
gases (R. R. West, Stafford, White, Bowen, & Padua, 2000). Segundo Raj et al.,
os doentes com SMD ou LMA com monossomia do cromossoma 7, tratados
com azacitidina demonstram uma boa resposta, com remissdes completas
mantidas num follow-up de 10 meses.

- Cromossoma 8

A trissomia 8, a mais comum das trissomias, esta descrita em diversas
neoplasias hematoldgicas, incluindo a SMD, leucemias agudas e crénicas.
Na SMD pode ocorrer isoladamente ou associada a outras alteracoes
citogenéticas. A sua incidéncia como alteracdo citogenética Unica é variavel
e depende do género, idade, exposicdo prévia a genotdxicos e morfologia
celular. Por exemplo, verificou-se uma maior incidéncia em mulheres, na
SMD de novo e em idosos (Paulsson, Sall, Fioretos, Mitelman, & Johansson,
2001). Curiosamente, observou-se que o clone com trissomia 8 desaparecia
no decurso da doenca, fendémeno este independente do numero de blastos ou
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do estadio clinico (Matsuda et al., 1998). Por isso, o seu significado ndo esta
ainda totalmente esclarecido. O papel funcional da trissomia 8 na SMD e LMA
permanece desconhecido, mas o aumento de genes do cromossoma 8 (por
exemplo, ETO ou FGFRT) e a presenca de mutacdes especificas ou genes de
fusdo no cromossoma duplicado podem justificar o fenétipo da neoplasia.

- Cromossoma 17

A deleccao do 17p é observada primariamente em doentes com SMD rela-
cionada com terapéutica e caracteriza-se morfologicamente por desgranulo-
poiese e hipolobulacao pseudo-Pelger-Huet (Lai et al., 1995). O gene p53 esta
localizado na banda 17p13.1 e encontra-se frequentemente afetado quando
ocorre esta deleccdo. O gene p53 é um gene supressor tumoral critico com
funcdes no controlo do ciclo celular, na reparacdo do ADN e na apoptose,
bloqueando a passagem da fase G1 para o inicio da fase S do ciclo celular ou
ativando a apoptose em resposta a lesdo do ADN. Na auséncia da proteina p53
funcional as células continuam a proliferar, mesmo com alteracdes do ADN,
levando a acumulacdo de anomalias cromossémicas adicionais.

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

- Cromossoma 20

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

A regiao crucial delectada estd situada entre D20S174 e D20S17
(Asimakopoulos, White, Nacheva, & Green, 1994) que inclui genes como o
gene que codifica a fosfolipase C, a adenosina desaminase, a topoisomerase
1, o fator libertador da hormona do crescimento, o gene da leucemia mieléide
e 0 gene SRC (o homélogo humano do virus do sarcoma de Rous).

Outra alteracéo descrita recentemente em doentes com SMD, sobretudo
idosos, é o isocromossoma 20q, i(20g-), com perda do material intersticial. Estes
casos apresentam comportamento clinico diferente da Sindrome 20qg-, caracte-
rizado por progressao rapida e sobrevivéncia curta. O i(20g-) pode representar
uma evolucao do cariétipo 20q, predizendo uma evolucao da doenca.



Gelsi-Boyer e seus colaboradores identificaram mutacoes do gene ASXLT,
em neoplasias mielodisplasicas e mieloproliferativas (Gelsi-Boyer et al., 2009).

- Outras alteracdes cromossémicas menos frequentes

Estdo descritas perdas de partes dos cromossomas 3, 11, 12, 13 e Y,
assim como, trissomias envolvendo os cromossomas 6, 13 e 21 (Catenacci
& Schiller, 2005). As alteracdes que envolvem as regides 3926, 11923 e 17p
ocorrem frequentemente nas SMD relacionadas com a terapéutica, e afetam
normalmente os genes EVI1 localizados na regiao 3g26, MLL na 11923, KIPT e
ETV6 na 12p13, e TP53 na 17p13.1.

A perda do cromossoma Y pode ocorrer em doencas hematoldgicas e nao
hematolodgicas, e por si s6 nao representa evidéncia diagnoéstica de patologia
hematolégica. No entanto, quando presente na SMD (ocorre em cerca de 10%),
acarreta um prognostico favoravel, a semelhanca da del(20qg). A classificacao
da OMS refere que estas alteracdes cromossdmicas quando isoladas, sem
displasia celular, ndo sao critérios diagnosticos para SMD (Swerdlow SH, WHO
Classification 2008).

1.4.3.2. Alteracdes genéticas — mutacoes e translocacoes

As alteracoes cromossémicas estruturais recorrentes estao relacionadas com
diferentes prognosticos e continuam a representar um dos mais importantes
fatores de risco, quando os doentes sao estratificados ao diagnostico.
No entanto, aproximadamente 50% dos doentes com SMD apresentam uma
citogenética normal, sem alteracdes estruturais recorrentes, o que sugere
a presenca de outros eventos moleculares na patogénese da doenca. Com
a utilizacdo da sequenciacdo global do ADN, verificou-se que as mutacoes
somaticas sao mais frequentes do que se esperava inicialmente e, que existem
algumas mutacoes idénticas em doentes com SMD e LMA sem alteracoes
citogenéticas.

Estudos recentes demonstraram a presenca de mutacdes em genes que
codificam os componentes da maquinaria de splicing em doentes com SMD
(Tabela 4), e o seu valor prognostico (Tabela 5).
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TABELA 4
anci 8 Frequéncia
Frequéncia das mutacdes Funcéo do gene Descricao da mutacao da mutacao
de genes em doentes com na SMD (%)
SMD DNMT3A |Metilacdo de ADN de novo Mutagdo missense recorrente heterozigota no R882 8
IDH1/2  |Cataliza a interconversao de Mutacéo missense /DH1-heterozigota no R132 e 4-11
isocitrato e o-KG IDH2-heterozigota no R172 ou R140
TET2 Oxida a 5-mC em 5-hmC Mutacdes primarias bialilicas, resultando em perda de fungao 19-26
EZH2 Trimetilacdo progressiva da H3K27 | Mutagdes de inativacdo e sobreexpressao observada em 6,4
neoplasias mieloides
ASXL1  |Fator de transcricdo que mantém | Mutacdes truncadas primarias heterozigotas, que eliminam 14
a expressao do gene HOX o dominio PHD
MLL Metiltransferase H3K4 Translocacdes envolvendo o MLL que resultam em proteina rara
de fusdo ou mutacdes parciais em tandem do MLL
SF3B1  |Gene do spliceosoma importante | Mutagdo missense predominantemente heterozigota em 80% na ARSA
para a repressao do gene HOX | R625, H662 e K700 e 6% na SMD
sem sideroblastos
em anel
SRSF2 | Gene do spliceosoma implicado | Mutacdo missense heterozigota em P95 2% na ARSA
na estabilidade gendmica e 12% na SMD
sem sideroblastos
em anel
U2AF35 |Gene do spliceosoma implicado | Mutagdo missense heterozigota em S34 e Q157 12% na SMD
no splicing dos genes sem sideroblastos
em anel
PHD - plant homeodomain (Adaptada de Larsson C.A., 2013)
TABELA 5
Implicagées prognésticas Gene Doentes (n.°) % com mutacao Progndstico dos doentes com mutacdo vs. wild type
das mutacdes de genes
em doentes com SMD DNMT3A 150 8 Pior prognostico (Jog-rank P=0.005), pior SLE (P=0.009), elevada taxa de
evolucdo em LMA (P=0.007)!
TET2 439 20 Sem impacto na sobrevivéncia2
96 23 Fator de prognostico independente para SG [HR, 5.2 (95% IC, 1.6-16.3);
P=0.005]3
ASXLT 439 14 Pior SG [HR, 1.38 (95% IC, 1.00-1.89); P=0.006]2
EZH2 439 6 Pior SG [HR, 2.13 (95% IC, 1.36-3.33); P=0.001]2
SF3B1 354 20 Progndstico favoravel, maior SLE [HR, 0.1 (95% IC, 0.0-0.7); P=0.02]*
U2AF1 193 7 Répida evolucdo para LMA [HR, 2.53 (95% IC, 0.9-7.13); P=0.079]; sem
impacto na SG [HR, 1.49 (95% IC, 0.54-4.1); P=0.44]>
IC - intervalo de confianca; SLE - sobrevivéncia livre de eventos; SG - sobrevivéncia global (Adaptada de Larsson C.A., 2013)

1- Walter M.J. et al., 2011.

2 - BejarR.etal, 2011,

3 - Kosmider O. et a/., 2009.

4 - Papaemmanuil E. et a/., 2011.
5- Thol F.etal., 2012.

1.4.3.2.1. Mutac6es em genes envolvidos na metilacdo do ADN

A regulacdo da expressao génica através da reprogramacao epigenética é
fundamental para o desenvolvimento e diferenciacdo celular dos eucariotas,
como referido. Como vimos, a principal modificacdo epigenética no Homem
¢ a metilacdo do ADN e o status de metilacdo é regulado pelas ADN
metiltransferases (DNMT) e pelas desmetilases, influenciando a expressao de
genes (Figura 12).

O processo denominado de desmetilacdao ativa parece ser necessario para
ativar genes especificos ou apagar a marca epigenética durante o desenvolvi-
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mento ou em respostas a perturbacdes ambientais. A desmetilacao ainda pode
ser passiva quando nao ha envolvimento de desmetilases e ocorre quando a
manutencdo pelas metiltransferases é inativa durante o ciclo celular. Assim, o
nivel e o padrdo de 5-mC sado determinados por ambos 0s processos de me-
tilacao e desmetilacdo, e as enzimas envolvidas nesses processos devem estar
altamente reguladas (Morgan, Dean, Coker, Reik, & Petersen-Mahrt, 2004).

A 5-metilCitosina, um marcador de metilacdo do ADN, pode também ser
modificado pelas oxigenases dependentes de o-cetoglutarato (o-KG) TETT,
TET2 e TET3, que catalizam a conversao de 5-mC em 5’-hidroximetilcitosina
(5-hmC) (Figueroa et al., 2010). O a-KG obtém-se do isocitrato num processo
catalizado pela desidrogenase do issocitrato 1 (IDH1) no citoplasma e pela
IDH2 na mitocdndria. A sequenciacao de amostras de doentes de SMD e LMA
revelou a presenca de mutacdes em genes importantes na metilacdéo do ADN
como o TET2, IDH1/2 e DNMT3A. Estas mutacdes estao associadas a um padrao
de metilacao aberrante, o que é uma caracteristica comum de SMD e LMA (Ley
etal., 2010) (Delhommeau et al., 2009).

i. DNMT3A

O gene DNMT3, que codifica a DNMT3, esta relacionado com os genes
DNMT1 e DNMT3b, e encontra-se mutado em aproximadamente 8% dos
doentes com SMD. A mutacdo mais comum é uma mutacao missense que
resulta na substituicdo da arginina (R882) por histidina, cisteina, prolina ou
serina (Ley et al., 2010) (Yan et al., 2011). Esta alteracdo genética conduz
a reducao da metilacdo do ADN, sugerindo que a mutacao R882 reduz a
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FIGURA 12

Papel das proteinas, codificadas
por genes mutados na SMD, na
metilacdo do ADN.

As DNMTs catalizam a adicao de um
grupo metil a citosina. As enzimas IDH
sdo responsaveis pela converséo do
isocitrato em a-KG e C02. 0 a-KG

é necessario as proteinas TET para

a oxidacdo de 5-mC em 5-hmC, um
intermediario na desmetilacao do ADN.
As proteinas IDH mutadas metabolizam
0 0-KG em 2-HG, um oncometabolito
que inibe competitivamente a atividade
enzimatica das proteinas TET.

(Adaptada de Larsson C.A., 2013).
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atividade da metiltransferase (Ley et al., 2010). No entanto, as diferencas na
expressao génica, nos padrdes de metilacdo ou na quantidade de 5-mC nao
foram robustamente relacionadas com o status mutacional do gene DNMT3A
(Ley et al., 2010) (Challen et al., 2012). A perda da metilacao de novo impede
a potencial diferenciacdo das HSCs, o que podera explicar o papel destas
mutacdes na patogénese da SMD.

As mutacoes DNMT3A, tipicamente a R882, ocorrem em todos os subtipos
de SMD e correlacionam-se com uma sobrevivéncia global curta e aumento de
risco de evolucao para LMA (Walter et al., 2011).

i. TET2

A dissomia uniparental e as deleccoes que abrangem o cromossoma 4q24
foraminicialmente descritasem doentescomneoplasias mieldides (Delhommeau
et al., 2009). A sequenciacao da regiao mais frequentemente deletada revelou
a presenca de mutacdes somaticas adquiridas no gene TET2 (the ten-eleven-
translocation gene 2) em 19 a 26% de doentes com SMD (Delhommeau et al.,
2009) (Langemeijer et al., 2009). Estas mutacdes estdo presentes na maioria
das células precursoras hematopoiéticas (incluindo progenitores CD34+)
(Langemeijer et al., 2009), e podem ocorrer simultaneamente com as mutacoes
NPM1, FLT3, JAK2, RUNX1, CEBPA, CBL e KRAS. Contudo, séo mutuamente
exclusivas com as mutacdes IDH1/2 (Rafael Bejar et al., 2011), sugerindo uma
via comum para inativacdo da TET2 (Weissmann et al., 2012). E frequente
a presenca de mais do que uma mutacao TET2 (Delhommeau et al., 2009).
As mutacdes missense ocorrem frequentemente em regides conservadas e sao
tipicamente mutacdes C-terminus truncation, que resultam na perda de funcao
da proteina TET2 (Langemeijer et al., 2009). A TET2 cataliza a oxidacdo de
5-mC a 5-hmC, um intermediario da desmetilacdo (Ko et al., 2010) (Tahiliani
etal., 2009). No entanto, o papel desta mutacao na patogénese e na evolucao
da SMD ainda nao esta totalmente esclarecido. Geralmente, a perda da funcao
TET2 leva a uma diminuicao global dos niveis de 5-hmC e acumulacdo de
5-mC, o que é uma caracteristica da hipermetilacdo levando a repressao de
genes (Tahiliani et al., 2009). No entanto, o fenétipo displasico da SMD néao
pode ser atribuido unicamente a presenca desta mutacdo. O mesmo se verifica
nas neoplasias mieloproliferativas, onde as caracteristicas displasicas sao
frustes, mas a mutacao TET2 é relativamente frequente.

Bejar R e colaboradores (R. Bejar et al., 2014) demonstraram que 20% dos
doentes com SMD apresentavam esta mutacao, com citogenética normal e sem
impacto na sobrevivéncia. Contrariamente, outros investigadores apresentaram
um impacto favoravel da mutagao TET 2 na sobrevivéncia global (SG) (Kosmider
etal., 2009). Surpreendentemente, a sua presenca parece melhorar as taxas de
resposta de doentes com SMD de alto risco tratados com azacitidina, embora



sem impacto na sobrevivéncia global (Itzykson et al., 2011). Devido a estas
disparidades de resultados, esta mutacao ndo é utilizada correntemente como
marcador de progndstico na pratica clinica.

iii. IDH1 e IDH2

A IDH1/2 sdo enzimas que catalizam a interconversao de a-KG e isocitrato.
As mutacdes nos genes que codificam estas enzimas partilham uma
caracteristica: a reducdo do o-KG a 2-hidroxiglutarato (2-HG). O 2-HG é
presumivelmente um oncometabolito que contribui para a carcinogénese,
inibindo competitivamente a atividade enzimatica de dioxigenases que
requerem a-KG como cofactor (Figueroa et al., 2010) (Figura 12). Ou seja, as
proteinas TET sao dioxigenases que metabolizam a-KG, e os elevados niveis de
2-HG inibem a atividade enzimatica das proteinas TET. As mutacdes situam-se
nos coddes R132 do IDH1 e R140 ou R172 do IDH2. As mutacdes IDH1/2 sao
menos frequentes em SMD (4-11%), comparativamente a LMA (14-19%), e
estdo relacionadas com uma menor SG (Thol et al., 2010). No entanto, tal
como as mutacdes TET2, o seu valor progndéstico mantém-se controverso,
necessitando de investigacao.

1.4.3.2.2. Mutacoes nos genes de remodelacdo da cromatina

Embora a metilacdo do ADN seja a modificacdo epigenética melhor
caracterizada, a sequenciacao de genes permitiu a identificacdo em SMD de
mutacoes recorrentes nos genes de remodelacao da cromatina, sugerindo um
papel na sua patogénese (Tabela 4). Assim, foram identificadas mutacdes em
genes gque codificam modificadores da histona, como o ASXL1 (additional sex-
comb like-1) e EZH2 (membros da familia polycomb-group - PcG). Os membros
da familia PcG formam complexos proteicos que mantém a repressdao da
transcricao de genes como, por exemplo, o gene HOX.

i ASXL1

Este gene apresenta uma dupla funcdo, mantendo simultaneamente a
ativacao e a repressao dos genes HOX, dependendo da proteina modificadora
de histonas que interage com a ASXL1 (Park, Yoon, Park, Kim, & Um, 2011).
As mutacdes ASXL1 foram identificadas em 3 a 22% dos doentes com SMD
ou LMA, e correlacionam-se com pior SG (Tabela 5) (Patel et al., 2012) (Rafael
Bejar et al.,, 2011). A ASXL1 é um cofactor essencial na atividade enzimatica
do BCRA1 - associated protein 1 (BAP1), e os ensaios de imunoprecipitacao
mostraram que a ASXL1 forma um complexo com a BAP1 nas células leucémicas
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mieldides humanas que ndo apresentam a mutagao ASXL1. A haploinsuficiéncia
seletiva de BAP1 nas células hematopoiéticas de ratos induz um fendtipo
mielodisplasico reminiscente de LMMC, sugerindo que o eixo ASXL1-BAP1
pode ter um papel importante na SMD (Ding et al., 2012). Num estudo com
439 doentes com SMD, as mutacdes do gene ASXL1 foram detetadas em 14%
dos doentes sendo fator de progndstico independente para a sobrevivéncia
(Rafael Bejar et al., 2011).

ii. EZH2

A EZH2 faz parte do componente catalitico do complexo repressivo polycomb
2 (PRC2), onde interage com EED e SUZ12. As mutacdes destes genes foram
descritas em LLA T (Zhang et al., 2012). O gene EZH2 estad sobrexpresso em
diferentes neoplasias epiteliais e linfomas, enquanto as mutagdes que o inativam
sdo observadas em neoplasias mieldides, sugerindo que as alteracdes no PcG
(polycomb-group proteins que apresenta atividade histona metiltransferase)
apresentam consequéncias biolégicas tecido-dependentes (Ernst et al.,
2010). Nos doentes com SMD, as mutacbes EZH2 sao normalmente missense
ou mutacdes truncadas que alteram ou eliminam o dominio SET, levando a
reducao dos niveis de H3K27 me3 (histone H3 on lysine 27) (Ernst et al., 2010)
(Nikoloski et al., 2010). Estas mutacdes foram observadas em 6% dos doentes
com SMD e estao associadas com pior sobrevivéncia global, comparativamente
com os doentes nao mutados (Rafael Bejar et al., 2011) (Ernst et al., 2010)
(Nikoloski et al., 2010). Este facto nao é surpreendente, uma vez que este gene
se situa no cromossoma 7, que € uma area gendmica frequentemente perdida
nesta patologia, e associada a muito mau prognéstico.

ii. BCOR

O gene BCOR codifica o corepressor do BCL6. Foi observada uma mutacao
deste gene em amostras de 26 doentes com SMD (Yoshida et al., 2011).
O BCOR interage com HDACs, e as mutacdes deste estdo associadas as
mutacoes DNMT3A, o que implica um mecanismo epigenético cooperativo na
patogénese da SMD. O estudo também demonstrou que as mutacdes BCOR
conferem uma sobrevivéncia global inferior (Grossmann et al., 2011).

1.4.3.2.3. Mutacoes dos genes do spliceossoma

O spliceossoma é um complexo de ARN e de subunidades proteicas que
removem os introes e exdes alterados dos transcriptos primarios (pré-mARN),
para depois ligar os exdes reconhecidos no ARN maduro (Figura 13).
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Foram descritas mutacdes somaticas em 8 genes do core do spliceossoma
- SF3B1, SRSF2, U2AF35 (U2AF1), ZRSR2, SF3A1, PRPF40B, U2AF65 (U2AF2) e
SF1, sendo mais frequentes nos 4 primeiros. A maioria das mutacoes, exceto
no ZRSR2, sdo missense, e nao nonsense ou frameshift, sugerindo ganho de
funcao e nao reducao dos niveis de fator de splicing.

As mutacdes dos genes do spliceossoma sao altamente especificas dos
doentes com anemia refractéria com sideroblastos em anel (84,9%), ou SMD
sem sideroblastos em anel (43,9%), e na leucemia mielomonocitica crénica
(54.5%), comparativamente com doentes com LMA de novo (6,6%) ou
neoplasias mieloproliferativas (9,6%). Este espectro de mutacdes parece ser
especifico do tipo de doenca (Yoshida K, Nature 2011).

i.  SF3BT

O gene SF3B1 codifica a subunidade 155-kDa do complexo SF3B, que se
liga ao complexo U2snRNP durante a formacdo do complexo A (Figura 13).
Estas mutacoes estdo presentes em mais de 80% dos doentes com ARSA,
encontrando-se apenas em 6% das SMD sem sideroblastos em anel, sugerindo
um papel na patogénese deste subtipo de SMD (Yoshida et al., 2011) (Visconte,
Makishima, Maciejewski, & Tiu, 2012). Comparativamente com os doentes sem
mutacao SF3B1, verificou-se um progndstico mais favoravel em doentes com
a mutacdo e SMD, SMD/NMP ou ARSA, para além de uma menor progressao
para LMA (Papaemmanuil et al., 2011) (Visconte et al., 2012). Outros genes
com splicing de ARN aberrante incluem: ASXL1, CBL, EZH e RUNX.

ii. SRSF2

O SRSF2 é o segundo gene de splicing mais mutado. As mutacoes sao
normalmente missense e sdo mais prevalentes na LMMC (28%), do que na
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FIGURA 13

Mutagbes em LMA e SMD em
genes do spliceosoma.

As mutacdes somaticas foram
evidenciadas em todos os genes major
envolvidos no reconhecimento do
splicing em 3" e comprometimento

do spliceosoma. Estes incluem os
genes SF1, U2AF2, e U2AF1, muito
importantes para a formacdo do
complexo E; assim como, 0s genes
SF3A1, SF3B1, e ZRSR2, que codificam
proteinas essenciais para a estabilizacéo
do complexo splicing A.

(Adaptada de Larsson C.A., 2013).
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ARSA (1,5%), na SMD sem sideroblastos em anel (11,6%) ou na LMA (7%)
(Yoshida et al., 2011). As SMD com a mutacdo SRSF2 estdo associadas a um
elevado risco de transformacdo em LMA e baixa SG (Thol et al., 2012). Verificou-
se, também, uma associacdo com as mutacdes IDH1 e RUNX1 (Makishima et
al., 2012). Esta coexisténcia das mutacoes SRSF2 e RUNX1 pode justificar o
facto de a desregulacao nos dois genes conduzir a um fendtipo e prognoéstico
semelhantes.

iii. ZRSR2

As mutacbes do gene ZRSR2 ocorrem em cerca de 8% das SMD e 8%
das LMMC; sao sobretudo mutacdes nonsense ou frameshift, traduzindo
um papel de perda de funcdo. Damm e colaboradores (2012) (Damm et
al., 2012) verificaram uma relacdo desta mutacdo com os subtipos AREB e
trombocitopenia mais grave; e também um maior risco de transformacao em
LMA e, consequentemente, pior SG.

iv. U2AF1

Estas mutacoes nao foram observadas em doentes com ARSA, mas
ocorrem com frequéncia relativamente semelhante em doentes com SMD sem
sideroblastosemanel (11,6%), LMMC (23%) e LMA (11%) (Yoshida etal., 2011)
(Papaemmanuil et al., 2011) (Visconte et al., 2012) (Abdel-Wahab & Levine,
2011). Ocorrem exclusivamente nos cododes S34 ou Q157 e correlacionam-se
com uma transformacao mais rapida para LMA, embora o seu impacto na SG
nao esteja definido (Thol et al., 2012). As mutacdes U2AF1, a semelhanca das
mutacdes SRSF2, estdo implicadas no splicing anormal de certos genes como o
RUNXT e o TET2, e estdo também associadas as mutacdes ASXL1 e TET2.

As mutacoes SF3B1, SRSF2, ZRSR2 e U2AF1 sdo as mais frequentes alteracoes
genéticas que ocorrem em todos 0s subtipos e sao mutuamente exclusivas.

1.4.3.2.4. Mutacdes no gene TP53

O gene TP53 é o gene supressor tumoral mais frequentemente mutado nas
neoplasias humanas, ocorrendo em cerca de 10% das SMD de novo e LMA, e
em mais de 25% dos doentes com SMD e LMA relacionadas com a terapéutica.
Atualmente, sabe-se que estes doentes apresentam caridtipos complexos
(Mrozek, 2008), resultado de um evento denominado chromothripsis (Figura
14), que ocorre segundo duas hipodteses. A primeira baseia-se no encurtamento
dos teldmeros, o que justificaria este evento ser mais frequente na LMA do
idoso com TP53 mutado, e o aumento de LMA com cariétipo complexo com a
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idade do doente. A outra hipdtese sugere que a chromothripsis ocorre quando
as quebras da dupla hélice do ADN causada por radiacdo ionizante ou agentes
que causem lesao do ADN, sao reparadas pela via dominante nas células com
défice de TP53 - NHF (nhonhomologous end joining) (Rausch et al., 2012).

A funcao da TP53 foi também implicada na patogénese da Sindrome 5g-
(Barlow et al., 2010) (Dutt et al., 2011).

1.4.3.2.5. Mutacg6es no gene RAS

A familia do gene RAS é a mais estudada em SMD, sendo que 10 a 40%
destes doentes apresentam mutacoes do gene RAS. Os genes RAS, H-, K- e
N-, codificam proteinas de transducado de sinal que atuam na via de sinalizacdo
dos recetores dos fatores de crescimento. Apds ativacdo do recetor do fator
de crescimento, ocorre ativacdo das proteinas RAS por ligacdo a guanosina
trifosfato (GTP) promovendo um sinal de proliferacao celular. Posteriormente,
apos a hidrolizacdo do GTP a guanosina difosfato (GDP), as proteinas RAS
tornam-se inativas. A proteina mutada tem menor atividade GTasica, mantendo-
se persistentemente na forma ativa, ou seja ligada a GTP, promovendo um
sinal continuo para o nucleo o que se traduz por um aumento do nivel de
proliferacdo celular. As mutacdes no gene N-RAS estao associadas a elevado
risco de transformacao para LMA e a pior prognéstico.
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FIGURA 14

Representagdo da potencial via
de aquisicdo de alelos mutantes
na SMD, evolucdo para LMA,

e recidiva apos resposta a
quimioterapia standard.

A stem cell normal adquire aleatoriamente
centenas de mutagGes ndo patogénicas

ao longo do do tempo. Em determinado
ponto, uma mutagdo “driver” é adquirida
(por exemplo, TET2) que confere uma
vantagem de crescimento a um determinado
clone. Mutacdes previamente adquiridas
migram com a mutagdo “driver”, estando
presentes em toda a sua descendéncia.
Estas mutacdes perturbam a maturacdo
mieloide normal e induzem rasgos
displasicos clinicamente compativeis com
SMD. A subsequente aquisi¢céo de alelos
mutantes no clone (por exemplo, FLT3)
pode resultar na transformagéo leucémica
(LMA secundaria). Os doentes com LMA
recebem tratamento de inducdo seguido
por quimioterapia de consolidacdo. Alguns
destes doentes podem estar curados pela
erradicacéo do clone e de sub-clones com
composicdo mutacional mais complexa.

No entanto, uma percentagem significativa
dos doentes recidiva apos quimioterapia
devido a resisténcia e reexpanséo
subsequente de clones resistentes. Esta
sequéncia de eventos é impulsionada pela
aquisicdo de novas mutagdes (por exemplo,
RUNX1, ASXL1, e TP53), no clone ou num
sub-clone como uma consequéncia da
seleccdo induzida pelo tratamento ou como
resultado de lesdo no DN directamente
induzida pela quimioterapia citotoxica.

As mutagdes no gene TP53 tém sido
associados a um fenémeno denominado
chromothripsis, podendo ocorrer em
qualquer ponto durante a patogénese

da LMA. Esta induz fragmentacdo
cromossémica resultante de quebras na
cadeia dupla do ADN.

O resultado é um conglomerado de
rearranjos cromossomicos, adicionando
complexidade genémica a proporcionada
pelas indmeras mutacdes pontuais presentes
nos genomas e constitui a base genética
para o crescimento de tumores e resisténcia
aos tratamentos.

(Adaptada de Larsson C.A., 2013).
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1.4.3.2.6. Mutacbes nos genes JAKe MPL

A evidéncia de casos com caracteristicas de SMD e NMP resultou em investiga-
coes que exploraram o status mutacional dos genes JAK e MPL, frequentemente
implicados nas NMP Philadelphia negativas. Szpurka e colaboradores (Szpurka et
al., 2006) analisaram um grupo de 57 doentes com SMD/NMP e verificaram que
onze doentes, particularmente com o subtipo ARSA-T, apresentavam a mutacao
JAK2 (V617F). Este estudo foi sequido por outros que revelaram que as mutacoes
JAK2 ocorrem em aproximadamente 50% dos doentes com ARSA-T, mas é extre-
mamente rara em doentes com ARSA e contagem plaquetar normal (Malcovati et
al., 2009) (Boissinot, Garand, Hamidou, & Hermouet, 2006) (Ceesay et al., 2006)
(Ingram et al., 2006) (Remacha et al., 2006) (Renneville et al., 2006) (Wang et al.,
2006) (Norbert Gattermann et al., 2007) (Olsen et al., 2008) (Raya et al., 2008)
(Schmitt-Graeff et al., 2008) (Schnittger et al., 2008). Estas mutacdes também
foram observadas numa ppercentagem de doentes com LMMC e SMD/NMP, mas
sao raras na SMD em geral. Os doentes com JAK2 (V617F) positivo apresentam
valores de hemoglobina e leucdcitos significativamente superiores, mas nao se
verificaram diferencas na SG e na presenca de fibrose medular comparativamente
com os doentes JAK2 (V617F) negativo (p=0.38) (Raya et al., 2008). Malcovati
(Blood 2009) (Malcovati et al., 2009) detetou a mutacao JAK2 (V617F) em 53%
de doentes com ARSA-T (90 doentes num grupo de 187 doentes com > 15% de
sideroblastos em anel e/ou plaguetas > 450 x 10%L) e em 2/5 de doentes com o
subtipo SMD/NMP. Dois destes doentes apresentavam também a mutacdo MPL,
e um doente evidenciou a mutacao JAK2 do exao 12. Ainda outro estudo inves-
tigou o status do JAK2 em 97 doentes com SMD e del(5q) (Ingram et al., 2006)
e identificou a mutacdo em 6 casos, todos com del(5q) isolada. Estes doentes
apresentavam contagens plaquetares superiores, mas nao diferiam em outros pa-
rametros dos doentes sem mutacdo. Recentemente, foi reportado um caso que
descrevia um doente com a mutacao JAK2 e a del(5q) detetadas em diferentes
clones (Sokol et al., 2010).

1.4.3.2.7. Mutacbes nos recetores de tirosina cinase

Outras mutacgdes descritas na SMD incluem as do recetores de tirosina-cinase,
FLT3 (5% dos casos) e c-KIT. Estes recetores transmembranares de classe lllactivam
vias de sinalizacao celular mitogénicas, desempenhando um papel importante na
hematopoiese.

Existem dois tipos de mutacbes no gene FLT3, as duplicacdes internas em
tandem (FLT3/ITD) no dominio justamembranar, e as mutacdes ativadoras em
looping (FLT3/ALM) no dominio citoplasmatico de tirosina-cinase (D H Christian-
sen, Andersen, Desta, & Pedersen-Bjergaard, 2005). A mutacao ITD do gene FLT3



estd presente, como mutacao somatica, em 15-20% das LMA e 5% das SMD,
sugerindo ser um evento genético tardio. Estes doentes tém pior progndstico o
gue sugere uma associacdo com a transformacao leucémica.

A sobrexpressao de ¢-KIT tem sido relatada em associacao a neoplasias
mieloproliferativas e sindromes mielodisplasicas, mas os dados sobre as
mutacdes no C-KIT em doentes com neoplasias mieldides sao escassos. Além
disso, a prevaléncia de mutacdes no C-KIT em amostras de medula éssea de
individuos com mastocitose sistémica é em grande parte desconhecido. Fritsche-
Polanz R (2001) (Fritsche-Polanz et al., 2001) demonstraram que as sindromes
mielodisplasicas sem evidéncia histoldgica ou citolégica de mastocitose nao
apresentavam mutacoes somaticas nos exons 10, 11, 12, 16, 17 e 18 de C-KIT.
Nas sindromes mielodisplasicas, os niveis de c-KIT parecem variar de acordo
com os subtipos, com maior expressao nas formas mais avancadas da doenca.
Embora o papel funcional de ¢c-KIT ainda nao esteja esclarecido, os resultados
disponiveis na literatura sugerem que os niveis séricos de c-KIT podem refletir as
diversas fases de doencas hematoldgicas (Kawakita et al., 1995).

1.4.3.2.8. Transloca¢des mais frequentes na SMD

A 1(5;12)(q33;p13) foi inicialmente descrita por Srivastava A. (1988) (Srivas-
tava et al., 1988) em doentes com LMMC e eosinofilia. Trata-se de uma alte-
racao cromossoémica recorrente que resulta na fusao entre o gene PDGFR-B no
cromossoma 5 e o gene E-twenty six (ETS)-like, ETS variant gene 6 (TEL), no cro-
mossoma 12 (TEL/ETV6) (Golub, Barker, Lovett, & Gilliland, 1994) (Figura 15).
Sabe-se que esta translocacdo ocorre num grupo extenso de neoplasias mieloi-
des com caracteristicas mieloproliferativas e mielodisplasicas simultaneamente.
Os membros da familia ETS atuam como ativadores da transcricao, enquanto o
PDGFR-B é um recetor de tirosina cinase que ativa multiplas vias de sinalizacdo
intracelulares, incluindo a via das proteinas RAS-RAF.
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FIGURA 15

A 1(5;12)(g33;p13).

(adaptado de http://
atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/
t0512.html).
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A fusdo do gene TEL também foi descrita em associacdo com outros genes
como o Arylhydrocarbon Recetor Nuclear Translocator, meningioma 1 (MNT),
Ecotropic Viral Integration Site 1 (EVI-1) e acyl CoA synthetase 2 em doentes com
SMD com translocacdes variadas (Salomon-Nguyen et al., 2000).

Outro gene identificado como membro de fusdo em doentes com LMA
relacionada com a terapéutica e SMD com translocacbes cromossémicas
envolvendo o cromossoma 11p15.5, é o gene da nucleoporina 98 (NUP98), que
codifica as nucleoporinas, moléculas envolvidas na importacdo e exportacao
de proteinas e ARNs.

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

As translocacoes que envolvem a banda 11923 estao classicamente descritas
nas SMD ou LMA secundarias a tratamento com inibidores das topoisomerases
da classe Il, nas leucemias bifenotipicas, nas leucemias monociticas e nas
leucemias das criancas (Ayton & Cleary, 2001). Os casos de SMD associados a
translocacao 11923 ocorrem cerca de 2 anos apés a exposicao ao etoposido e
estao associados a alto risco de progressao para LMA. O oncogene MLL reside
no 11923, uma regido cromossdmica que se encontra alterada em doentes
com SMD com histéria de exposicdo a este farmaco. Quando presente nos
doentes com LMA normalmente confere mau prognostico.

No entanto, nao esta esclarecido o0 mecanismo exato do gene MLL na SMD
primaria, sugerindo-se que atue como regulador homeostatico da transcricao.
Embora as translocacdes convencionais que envolvem a banda 11923, como
a t(4;11)(g21;923) e a 1(9;21)(g21;923), ndo se encontrem na SMD primaria,
outras como a t(11;19)(q23;p13.1) e a t(11;16)(q23;p13) tém sido reportadas.
Também a duplicacao em série do gene MLL tem sido descrita em doentes com
SMD (Kreuziger, Porcher, Ketterling, & Steensma, 2007) (Siew-Gek Lee et al.,
2004) (Cao et al., 2012).

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

A Sindrome 3921926 foi descrita em doentes com anomalias da megacario-
citopoiese, trombocitose e mau prognostico (Jotterand Bellomo, Parlier, Mihle-
matter, Grob, & Beris, 1992). Nesta regiao estdo incluidos os genes da transfer-
rina e do seu recetor, da lactoferrina, da melanotransferina, do CALLA/CD10 e
do EVI-1. A'inv(3) (q21926) e a t(3;3)(g21;g26) estao incluidas nesta Sindrome.
A t(1;3)(p36;0921) resulta na ativacao do gene MEL1, homdlogo do EVI-1, sob o



controlo da riboforina I, localizado na regido 3921 (Mochizuki et al., 2000). Esta
associada a displasia trilinear e a dismegacariocitopoiese. A (3;21)(q26;q22)
gera um gene quimérico, o AML1/EVI-1, observado na LMA/SMD relacionada
com terapéutica e na crise blastica de LMC (Mochizuki et al., 2000). A fisiopa-
tologia da leucemogénese mediada pelo EVI-7 nao esta clara, mas pode estar
relacionada com efeitos na sinalizacdo do TGF-f (lzutsu et al., 2001).

Buonamici S. e seus colaboradores (2004) (Buonamici et al., 2004) desen-
volveram recentemente um modelo murino de mielodisplasia com alteracoes
no gene EVI-1. Estes animais desenvolveram uma pancitopenia fatal acompa-
nhada de medula hipercelular e desitropoiese.

A 1(3;5)(925.1;934) pode ocorrer na SMD e na LMA, e envolve o gene
NPM na regido 5934 e o gene MLF1 na regidao 3g25.1 (Yoneda-Kato et al.,
1996). O gene NPM esta relacionado com o transporte das nucleoproteinas
ribossémicas entre o nucléolo e o citoplasma. O gene de fusdo resultante pode
afetar o crescimento celular através de alteracoes na replicacdo do ADN, no
processamento do ARN ou na expressao génica.

1.4.4. Micro-ARNs

Os micro-ARNs (miARNSs) sao uma classe de pequenas moléculas de ARN
nao codificantes, recentemente identificada, que regulam a expressao génica
pos-transcripcional, apresentando um papel na regulacao da expressao proteica
reprimindo a traducdo ou destabilizando o ARNm alvo. No Homem, foram
identificados 2246 miRNAs maduros (miRBase 19.0, agosto 2012) que regulam
1/3 dos genes humanos. Desde a sua descoberta, estes foram associados as
varias funcoes celulares: proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. Tém também
um papel importante no desenvolvimento de neoplasias e na manutencao
das caracteristicas bioldgicas do embridao, adulto e células hematopoiéticas
precursoras tumorais (Hatfield & Ruohola-Baker, 2008) (Shcherbata et al.,
2006). Adicionalmente, ha evidéncia de um papel crucial no desenvolvimento
hematopoiético (Felli et al., 2005) (Georgantas et al., 2007). Embora os miRNAs
tenham sido identificados como reguladores importantes na hematopoiese e
a sua expressao aberrante tenha sido associada a varios tipos de leucemia, sé
recentemente foram implicados na patogénese da SMD. O perfil de expressao
dos miRNAs e a investigacdo em ratos permitiram identificar quais os implicados
na SMD (Figura 16). No entanto, o seu papel na evolucao de SMD para LMA
permanece por esclarecer.

Os dados atuais sugerem que a expressao aberrante de miARNs apresenta um
maior impacto se associada a alteracdo de genes de uma via de sinalizacdo, e nao
somente a um alvo ARNm, embora ambos 0s cenarios possam ser possiveis.
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FIGURA 16

Contribuicdo dos miARN para a
patogénese da SMD.

A figura representa somente os miRNAs
sobreexpressos (na caixa vermelha) e os
sobexpressos (na caixa verde), em SMD,
que foram identificados em mais do que

um estudo.

(Adaptada de Rhyasen G.W. et al.,
2012).
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Os miARNs apresentam um potencial papel como utensilio de diagndstico,
prognostico e avaliacao de resposta em doentes com SMD, podendo melhorar
a abordagem nesta patologia.

1.4.5. Alteracdes nas vias de sinalizacao celular

A regulacao epigenética aberrante e as alteracbes genéticas sao impres-
cindiveis na patogénese da SMD, uma vez que permitem a fuga aos meca-
nismos de controlo de crescimento, diferenciacdo e morte, originando o fe-
nétipo maligno das células neoplasicas (Feinberg, 2004) (Herman & Baylin,
2003) (Baylin et al., 2000) (P. A. Jones, 1999) (P. A. Jones & Laird, 1999).
Por outro lado, os eventos epigenéticos podem afetar a expressao génica, e o
efeito cumulativo das alteracoes genéticas e epigenéticas altera as vias de sinal-
izacdo dos fatores de crescimento, a regulacao do ciclo celular e a apoptose.

O ciclo celular é o processo fisiolégico que resulta na divisao celular (Tyson,
Csikasz-Nagy, & Novak, 2002), convergindo nele diversas vias de sinalizacdo
intracelular que o transformam no alvo final de uma variedade de sinais
proliferativos iniciados habitualmente pela ligacdo de fatores de crescimento
aos seus recetores de membrana. A complexa interacdo entre os sinais
proliferativos e as proteinas inibitérias condiciona determinados mecanismos de
acao moleculares que culminam no blogueio ou na entrada no ciclo celular.

Ao longo da vida da célula, cada periodo de divisdo celular (mitose) é se-
parado por um periodo de duracdo muito variavel, a interfase, na qual se re-
conhecem 3 periodos distintos: fase G1 onde ocorre crescimento celular, fase



S onde ocorre a sintese de ADN e fase G2 em que a célula se prepara para
a mitose, sintetizando proteinas (Figura 17) (Cooper G. M. & Hausman R. E.,
2006). Os pontos criticos na regulacao do ciclo celular sdo as transicoes entre
as diferentes fases, em particular as transicdes G1/S e G2/M. A perturbacao
da homeostase do ciclo celular é indiscutivelmente um dos acontecimentos
mais importantes na transformacao oncogénica (Ortega S, Current Genomics
2002). Os genes que codificam proteinas implicadas na estimulacdo do ciclo
celular sdo proto-oncogenes, como por exemplo, as ciclinas e as cinases de-
pendentes das ciclinas (CDK, _,). De igual modo, os genes que codificam pro-
teinas reguladoras que inibem o ciclo celular sao genes supressores tumorais,
de que sao exemplos o gene p53, CDKN2A e CDKN2B, estes ultimos codificam
as proteinas p16INK4A e p15INK4B, respetivamente (Figura 17).

Os complexos proteicos Ciclina/CDK possuem atividade de serina/treonina-
cinase e atuam através da ativacao ou inativacao de determinadas proteinas,
determinando deste modo a passagem das células pelas vérias fases do ciclo
celular. A subunidade CDK destes complexos é constitutivamente expressa
na célula e possui atividade catalitica, cuja ativacao depende da ligacdo a
subunidade reguladora, a Ciclina. Esta subunidade é sintetizada apenas em
resposta a determinados estimulos.
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FIGURA 17
0 Ciclo Celular.

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

e p53 permitindo a monitorizacdo

do volume celular e a reparacao do
genoma em caso de lesdo. (Adaptado
de Earnshaw, 2004). Estdo ainda
representados os reguladores
negativos, pRB, p15, p16, p21,p27, e
positivos, ciclinas e CDKs, e o factor de
transcricéo E2F.
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FIGURA 18

Vias de sinalizacdo celular ativadas
pela eritropoietina.

Esté representada a ativacdo das vias de
sinalizacéo pela JAK2. A JAK2 e os outros
membros da familia das cinases Janus sao

proteinas tirosina cinase que funcionam

como intermediarios entre os recetores
membranares e as moléculas sinalizadoras
intracelulares. As proteinas JAK estao
constitutivamente associadas com os
dominios citoplasmaticos dos recetores.
Normalmente a ativacdo celular ocorre
quando a ligacdo de um ligando, Epo ou
trombopoietina (Tpo), induz a dimerizagao do
seu recetor e a sua alteracao conformacional
com consequente ativacdo da JAK. Os dois
recetores associados a JAK aproximam-se
permitindo a transfosforilagdo um do outro.
As JAKs fosforiladas e ativadas, por sua vez,
fosforilam os dominios citoplasmaticos dos
recetores, que por esse meio se tornam locais
de ligagdo para uma cascata de moléculas
sinalizadoras, particularmente os STAT. Os
STATSs estdo ligados a residuos de tirosina
fosforilados nos dominios citoplasmaticos
dos Epo-R e Tpo-R, tornando-se eles mesmos
substratos para fosforilacao e ativacéo pela
JAK ativada. As moléculas STATs ativadas,
migram para o ntcleo, onde atuam como
fatores de transcricdo ligando sequéncias
especificas reguladoras que ativam ou
reprimem a transcricdo de genes alvo.

(Adaptado de Vannuchi A. et al, 2009).

1.4.5.1. Vias de proliferacao celular

A hematopoiese ineficaz caracteristica da SMD promoveu a investigacao
das vias de sinalizacdo celular envolvidas na transducdo de sinais mediados
pela eritropoietina (EPO) e outros fatores de crescimento hematopoiéticos.
A primeira envolve uma complexa cascata de eventos, com inicio na ligacao
da EPO ao seu recetor (EPO-R) (W. Ma et al., 2010). Seguidamente, a cinase
Janus, JAK2, é ativada, levando a fosforilacdo de residuos de tirosina de varias
proteinas (Figura 18), nomeadamente, fatores de transcricdo (FT), os signal
transducer and activator of transcription (STATs). A ativacdo do STAT5, um dos
FT importantes na sinalizacao da EPO, est4 alterada na SMD (Hoefsloot et al.,
1997) (Spinelli et al., 2012). Esta observacao associada a presenca do EPO-R
nos doentes com SMD indica que a alteracdo desta via de sinalizacdo pode
ter um papel importante neste tipo de patologias (Backx, Broeders, Hoefsloot,
Wognum, & Loéwenberg, 1996).

Como mencionado, as vias de sinalizacdo conducentes a proliferacao celular
iniciam-se geralmente pela ligacdo de fatores de crescimento a um recetor
membranar, a maioria dos quais com funcdo de tirosina-cinase culminando
na transcricdo de genes reguladores, que codificam proteinas envolvidas na
diferenciacao, proliferacéo e progressao do ciclo celular.

Sobrevivéncia
Diferenciacdo
Proliferacdo
Oncogénese

Genes alvo



Além do EPO-R, tém particular importancia na hematopoiese, os recetores
de tirosina-cinase da familia dos recetores das tirosinas cinases (RTK) tipo Il
nomeadamente o recetor FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) (Figura 19), os
recetores c-KIT, c-FMS (colony-stimulating factor-1 recetor) e PDGFR (Platelet-
Derived Growth Factors). Como representado nas figuras 18 e 19, apds
ativacao do recetor pelo respetivo ligando, varias vias efectoras intracelulares
podem ser ativadas, como a via do Fosfatidil Inositol-3-Cinase (PI3K), a via de
sinalizacao RAS/MAPK (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases, associada
as proteinas RAS-RAF), a via da Fosfolipase Cy (PLCy) e a via JAK/STAT (Small,
2006) (Parcells, lkeda, Simms-Waldrip, Moore, & Sakamoto, 2006).

A familia de proteinas RAS é formada por 3 GTPases de pequeno peso
molecular denominadas N-RAS, H-RAS e K-RAS (Rodriguez-Viciana, Sabatier, &
McCormick, 2004). Os genes NRAS, HRAS e KRAS sao oncogenes conhecidos
desde ha longa data. O gene NRAS foi inclusivamente o primeiro oncogene
identificado em células neoplasicas humanas (E. H. Chang, Furth, Scolnick, &
Lowy, 1982). Estas proteinas estao situadas no lado citosélico da membrana
celular, acopladas a recetores do tipo tirosina-cinase (Reuveni, Klein, & Levitzki,
2003). O seu papel principal é a transducao de sinais iniciados pela ligagcao de
fatores de crescimento ao seu recetor especifico. Quando ativa, a proteina RAS
pode desencadear vias efectoras, entre as quais a via das cinases MAPK e a via
da PI3K/Akt (Rodriguez-Viciana et al., 2004). O resultado final é a expressao de
genes codificadores de proteinas responsaveis pela progressao do ciclo celular
e pela sobrevivéncia celular (F. Chang et al., 2003).

! { {
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FIGURA 19

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

A ativacao do recetor FLT3 induz
ativacdo das vias PI3K/AKT e

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

(Adaptado de Stirewalt D. L., 2003).
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A via das RAS/MAPK, altamente conservada nos organismos eucarioticos, é
ativada apos ligacdo de um fator de crescimento ao seu recetor, com atividade
de tirosina-cinase. Daqui resulta a estimulacdo de uma proteina tirosina-cinase
e subsequente ativacao da proteina RAS, a qual ativa a serina/treonina-cinase
RAF, e posteriormente a proteina MAP Kinase/ERK Kinase (MEK). Esta proteina
vai ativar, por fosforilacdo de residuos treonina e tirosina, proteinas que sao
membros da familia Extracelular Signal-Regulated Kinase (ERK) (Figura 19).
A proteina ERK migra para o nucleo e ativa, por fosforilacao, outras proteinas
cinases e fatores de transcricao como o ELK-1, o c-JUN e 0 c-MYC, que regulam
a transcricao de genes envolvidos na proliferacao e no ciclo celular (Beaupre &
Kurzrock, 1999a) (Beaupre & Kurzrock, 1999b). A via das MAPK é assim uma
das vias de sinalizacao celular que permite que as células que se encontram
na fase GO/G1 do ciclo celular entrem em ciclo e se dividam, originando
duas células-filha. Por exemplo, a expressao da Ciclina D1, responsavel pela
progressao da fase G1 para S, é induzida pela ativacdo da via das MAPK por
fatores de crescimento (Cooper G. M. & Hausman R. E., 2006).

Outra via celular também ativada pela proteina RAS é a via do PI3K/AKT
(Figura 19), que é responsavel pela transducao de sinais iniciados pela ligacao
de fatores de crescimento aos respetivos recetores de membrana (E. H. Chang
et al., 1982). Estas funcdes conferem a esta proteina um papel central ndo
s6 na proliferacdo e crescimento como também na sobrevivéncia da célula
(Lodish, Hilton, Klingmdiller, Watowich, & Wu, 1995).

Deste modo, as proteinas RAS sdo um componente essencial na cascata de
sinalizacdao da proliferacao celular em resposta a uma variedade de estimulos
extracelulares, incluindo os fatores de crescimento. As mutacdes do gene RAS
foram identificadas em 15% das SMD e estdo associadas a mau prognostico
e a elevada taxa de transformacéo leucémica (Padua et al., 1998) (Paquette et
al., 1993).

Ao longo do processo de diferenciacdo celular ocorre um equilibrio
dinamico entre estimulo/repressdo da proliferacao celular. O facto de que a
maior parte das células do nosso organismo se encontra numa fase G0/G1
permite que os tecidos/células efetuem a sua maturacdo e especializacdo
coordenadas, dependendo do organismo em questdo. Porém, nas neoplasias,
as células adquirem alteracdes que levam a desregulacdo da sinalizacao
normal, em particular dos padrées normais de diferenciacdo, maturacao,
proliferacdo e/ou resisténcia a morte celular por apoptose (Azevedo C., 1999).
O sistema hematopoiético constitui um bom exemplo. De facto, a hematopoiese
normal resulta de um equilibrio entre a proliferacao, a diferenciacdo e a morte
celular.



1.4.5.2. Vias de morte celular programada

A apoptose, ou morte celular programada, foi inicialmente descrita por Wyllie
e colaboradores em 1980 (Wyllie, Kerr, & Currie, 1980). Trata-se de um fenémeno
fisiolégico de selecao natural a escala celular, cujo principal papel é a eliminacao
de células desnecessarias ou potencialmente nocivas, como aquelas infetadas
por virus ou geneticamente alteradas pela acdo de agentes mutagénicos.
A apoptose intervém em processos bioldgicos tao variados como aembriogénese,
a renovacao de células epiteliais e hematopoiéticas, a involucao ciclica dos
orgaos reprodutivos da mulher, a atrofia induzida pela remocao de fatores de
crescimento ou hormonas, a regulacao da resposta imunitaria e a citotoxicidade
mediada por células (Bleackley & Heibein, 2001). Independentemente do
estimulo, a apoptose também parece ser um importante mecanismo de
eliminacdo de células em transformacao neoplasica. A perturbacdo da apoptose
é, portanto, um dos processos envolvidos na oncogénese, concorrendo para ela
através de varios proto-oncogenes e genes supressores tumorais que codificam
proteinas que intervém neste mecanismo bioldgico.

As células em apoptose sdo caracterizadas morfologicamente por retracdo
do volume celular com condensacdo do citoplasma e nucleo, fragmentacao
nuclear e formacao de vesiculas apoptéticas, e “blebbing” da membrana plas-
matica, com preservacao da sua integridade. As células em apoptose sao pos-
teriormente fagocitadas pelos macréfagos, embora com resposta inflamatéria
pouco evidente (Greenberg, 1998) (Walker, Harmon, Gobé, & Kerr, 1988), num
processo que dura em média cerca de 3 horas. A apoptose distingue-se da ne-
crose (Bleackley & Heibein, 2001), na medida em que a célula ndo sofre edema
intracelular, o contetdo celular nao é libertado para o intersticio e ocorre na de-
pendéncia de consumo energético sob a forma de ATP. Assim, a morte celular
programada é um mecanismo de morte celular intrinseco geneticamente pro-
gramado, dependente de energia, altamente conservado durante a evolucao e
envolvido na regulacdo e manutencao de varios processos fisiolégicos basicos
durante o desenvolvimento do organismo adulto.

Este tipo de morte pode ser desencadeado por condicbes intrinsecas (em
resposta ao stress ou lesdes no ADN) ou extrinsecas (em resposta a substancias
citotodxicas ou a ligandos de recetores de morte da familia do fator de necrose
tumoral, TNFa, como o proprio TNFa, o ligando do FAS, FAS-L, e o ligando
indutor da apoptose relacionado com o TNF -TRAIL). Assim, os iniciadores da
via apoptotica incluem uma variedade de estimulos enddgenos e agressdes
exdgenas, em particular, hormonas esteroides e diferentes citocinas, como
TNF-o, FAS-L e fator de crescimento tumoral B (TGF-B), citostaticos, radiacoes
gama e UV, quimicos e virus (Greenberg, 1998).
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FIGURA 20

Esquematizacdo das vias
extrinseca e intrinseca da
apoptose.

A via extrinseca inicia-se pela interacdo
de FAS-L com o recetor FAS com
consequente ativacdo da cascata de
caspases 8, 1 e 3. A via mitocondrial
pode ser ativada por leséo do ADN ou
através da proteina Bid (via caspase

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

a Caspase 9 forma o apoptosoma, que
ativa a Caspase 3. Esta proteina pode
inibir diretamente fatores de transcricdo
e outras proteinas com funcées na
reparacéo do ADN, para além de induzir
a fragmentacdo da estrutura nuclear e
do ADN.

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

Existem duas vias major de sinalizacdao da apoptose, a via extrinseca ou
membranar e a via intrinseca ou mitocondrial. Ambas as vias culminam
na ativacao de uma familia de proteases de cisteina citosolicas aspartato
especificas, as caspases. Estas enzimas sao as moléculas efectoras de morte,
responsaveis pela clivagem de proteinas citosélicas e nucleares que resultam na
destruicao celular. Assim, a morte apoptética decorre da ativacao de recetores
pertencentes a familia do TNFa, como os recetores do FAS e do TRAIL (TRAIL-Rs)
(via extrinseca ou de recetores de morte) e/ou do envolvimento da mitocondria
(via intrinseca ou mitocondrial), como esta representado na figura 20 (Cooper
G. M. & Hausman R. E., 2006 - livro).

A via extrinseca € iniciada pela atuacao direta de certas moléculas sobre a
membrana celular. £ o caso da proteina transmembranar FAS (CD95) (Holler et
al., 2000), dos recetores do TNF-o. (TNR-R1) e do TRAIL (TRAIL-R1 e TRAIL-R2)
(Miyazaki & Reed, 2001), e das enzimas dos granulos liticos dos linfécitos T
citotoxicos (perforina, granzima A e granzima B) (Bleackley & Heibein, 2001).
O evento inicial comum a esta via é a ativacdo da caspase 8 que, por sua vez,
desencadeara a ativacao das caspases efectoras (caspases 3, 6 e 9) (Figura 20)
(Jane E Parker & Mufti, 2004) (Zang et al., 2001).

A estimulacdo dos recetores pelos respetivos ligandos ou anticorpos
agonistas causa a agregacao dos mesmos e alteracdo conformacional do
dominio de morte citoplasmatico. Seguidamente, ocorre o recrutamento de
moléculas adaptadoras intracelulares como o FADD ou TRADD e a caspase 8,
formando-se o complexo sinalizador de indugao de morte, DISC (Chinnaiyan,
O'Rourke, Tewari, & Dixit, 1995), com consequente ativacdo das caspases,
responsaveis pela apoptose (Figura 20). As proteinas FADD e TRADD funcionam
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]
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como moléculas adaptadoras universalmente utilizada por estes recetores,
respetivamente FAS e TNF-R1/TRAIL-Rs) (Holler et al., 2000) (Figura 20).

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

A via intrinseca é, ao invés, o resultado da perturbacao da homeostase mi-
tocondrial, ocorrendo, por exemplo, em consequéncia da privacdo de fatores
de crescimento ou como resultado do stress oxidativo. A diminuicao do poten-
cial de membrana mitocondrial leva a abertura de “poros” na membrana da
mitocdndria com a consequente libertacdo de citocromo C mitocondrial para
o citosol (Danial & Korsmeyer, 2004). Este forma um complexo proteico com a
apoptotic protease-activating factor-1 (APAF-1), a procaspase-9 e desoxiadeno-
sina trifosfato (dATP) (Rothman et al., 1997) (X. Liu, Kim, Yang, Jemmerson, &
Wang, 1996), o apoptosoma, ocorrendo posteriormente a ativacdo da Caspase
3 (Figura 20). Este mecanismo envolve um conjunto de proteinas pertencentes
a familia da proteina BCL-2, integrantes da estrutura de um canal proteico de-
nominado por alguns autores, poro de permeabilidade transitério mitocondrial
(PPTM). Estas moléculas interagem entre si formando dimeros cujas funcoes se
opdem: por exemplo, enquanto os complexos BCL-2/BCL-2 desempenham um
papel antiapoptético, os complexos BCL-2/BAD, BCL-XL/BAD e BAX/BAX pos-
suem funcoes pré-apoptéticas, permitindo a abertura do poro.

A familia das proteinas BCL-2 compreende uma multiplicidade de moléculas
reguladoras, em que a proteina antiapoptética BCL-2 foi a primeira a ser
identificada. E codificada por um gene localizado em 1821 e foi descoberta
em células de linfoma B folicular portadoras da translocacdo t(14;18) (Gross,
McDonnell, & Korsmeyer, 1999). A familia BCL-2 inclui a maioria dos reguladores
de apoptose mais importantes, como os membros antiapoptéticos, Bcl-2, Bcl-
w, Bcl-X, Mcl-1 e A1 e os membros pro-apoptéticos, Bax, Bak, Bad, Bik, Bid,
Bok, Bim, Bod, Bmf, Hrk, Nix, Noxa, PUMA e Bcl-X. (Hinds et al., 2003) (Droin,
Guéry, Benikhlef, & Solary, 2013). Outras moléculas pré-apoptoticas, como as
proteinas BAX e o BAK, estimulam a libertacdo do citocromo C da mitocdndria,
através da formacao de homo- e heterodimeros que criam poros ou canais na
membrana para facilitar a libertacdo do citocromo C e outras proteinas pro-
apoptoticas (Desagher et al., 1999) (Hsu, Wolter, & Youle, 1997) (Schendel et al.,
1997) (Zha, Aimé-Sempé, Sato, & Reed, 1996) (Economopoulou et al., 2008).
Por outro lado, as proteinas BCL-2 e BCL-X_inibem a apoptose bloqueando a
libertacao do citocromo C, através da ligacao direta e sequestro do citocromo
C e APAF-1, ou interagindo com as proteinas BAX ou BAK, inibindo a formacao
de poros (Eskes, Desagher, Antonsson, & Martinou, 2000) (Oltvai, Milliman, &
Korsmeyer, 1993) (Kerbauy & Deeg, 2007).
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Deste modo, as vias extrinseca e intrinseca convergem na cascata de
sinalizacdo mediada pela Caspase 3. Esta proteina estimula caspases efectoras
como as Caspases 6 e 7, podendo também inibir diretamente fatores de
transcricao e outras proteinas com funcdes na reparacado do ADN.

Por outro lado, para manter o equilibrio dos mecanismos de sinalizacao
celular apoptoticos, existem varios reguladores negativos do processo, para
além das proteinas anti-apoptéticas da familia BCL-2 e das proteinas supressoras
tumorais (ex. p53), sendo de salientar as proteinas da familia IAP (XIAP, clAP1,
clAP2, NAIP, ML-IIAP e survivina). Estas proteinas regulam negativamente a
apoptose, interferindo com a ativacao da Caspase 9 e formacao do apoptosoma,
inibindo desta forma a atividade de caspases efectoras (Figura 20).

A proteina p53 é provavelmente a proteina pré-apoptoética mais amplamente
estudada (McCubrey & Demidenko, 2012), sendo codificada por um gene onco-
supressor (TP53) localizado no cromossoma 17p13.1 (Isobe, Emanuel, Givol,
Oren, & Croce, n.d.). Trata-se de um fator de transcricao que, em resposta
a detecdo de danos no genoma, tem a capacidade de induzir determinados
genes responsaveis pela apoptose, e pelo blogueio do ciclo celular e reparacao
do ADN. Quando os danos sao minimos e recuperaveis, a p53 bloqueia o
ciclo celular e estimula a expressao da maquinaria enzimatica reparadora se
0s danos sao extensos e irreparaveis, a proteina ativa a cascata apoptética
através da estimulacdo da expressao de proteinas BAX (T. Fu, Min, Xu, Chen,
& Li, 2012). Assim, a sua atividade influencia diversos mecanismos biol6gicos
a escala celular, como a transcricao genética, a sintese e reparacao do ADN, o
ciclo celular, a apoptose e a senescéncia (Bergamaschi et al., 2004). As funcdes
mais relevantes da p53 resumem-se, no entanto, ao bloqueio do ciclo celular
em G1 (determinado pelo aumento da expressao de p21CIP1) e na inducao
da apoptose (determinada pelo aumento da expressao de BAX, BAK e PIG-3)
(Bergamaschi et al., 2004). Pode ser regulada negativamente por uma proteina
inibidora, a iIASPP (inhibitory member of the apoptosis-stimulating proteins of
the p53 family) (Bergamaschi et al., 2004), e pelas proteinas Mdm2 (murine
double minute 2) e MdmX ou Mdm4 (double minute 4 protein), responsaveis
pela seletividade da p53 pelas sequéncias de ADN dos genes alvo. Devido
as propriedades fisiolégicas relevantes do gene p53, este foi considerado o
guardiao do genoma, tendo uma importancia fulcral na carcinogénese humana
(T. Fu etal., 2012).

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



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

A evidéncia de alteracbes na apoptose intramedular nos estadios
iniciais da SMD foi sugerida pelo exame morfoldgico do aspirado medular,
imunocitoquimica, citometria de fluxo e detecdao molecular de proteinas
ativadas relacionadas com a apoptose (J E Parker & Mufti, 2000). O aumento
da apoptose nos progenitores medulares enquadra-se na clinica dos estadios
iniciais da SMD, que cursam com citopenias periféricas e medula hipercelular.
Do mesmo modo, a diminuicdo da apoptose pode explicar a progressao da
doenca com acumulacao de células progenitoras imaturas e/ou resistentes a
apoptose.

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

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

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

1.4.6. Desregulacao do sistema imune e ambiente medular

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

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



Osensaios clinicos mostram que aglobulinaantitimécito (ATG) e aciclosporina
tém atividade no tratamento de grupos de doentes com SMD selecionados
(Killick et al., 2003) (Molldrem et al., 2002) (Jonasova et al., 1998). Estudos
mais recentes avaliaram a eficacia do tratamento com imunossupressao e com
anti-TNF, uma vez que os niveis de acido ribonucleico mensageiro (ARNm) e
da proteina TNFo. estdo elevados em amostras de sangue periférico e medula
de doentes com SMD (Deeg et al., 2004) (Rosenfeld & Bedell, 2002) (Molnér,
Berki, Hussain, Németh, & Losonczy, 2000). As respostas ao tratamento
com ATG estdo associadas ao desaparecimento dos clones de linfécitos T
com clonalidade V beta envolvidas na supressao da hematopoiese ex vivo
(Kochenderfer, Kobayashi, Wieder, Su, & Molldrem, 2002). Por outro lado, os
fatores preditivos de resposta a terapéutica imunossupressora incluem idade
jovem, presenca de clone de hemoglobinuria paroxistica noturna, expressao de
HLA-DR15, hipocelularidade e cariétipo normal (Saunthararajah et al., 2002).

No entanto, o mecanismo subjacente a autoimunidade na SMD permanece
por esclarecer. A hipdtese de que os linfécitos T reagem especificamente con-
tra os antigénios nos progenitores clonais da SMD permanece por confirmar.
Ilgualmente, nao esta claro por que alguns doentes respondem a imunossu-
pressao e outros nao.

Além de células do sistemaimune (incluindo os macréfagos), o microambiente
medular é constituido por fibroblastos, adipdcitos, células endoteliais e por uma
matriz proteica que constitui o estroma de suporte medular. Embora controverso,
existe uma evidéncia crescente que alteracdes no estroma de suporte podem
afetar a hematopoiese normal, podendo estar implicadas na SMD.

A observacao do aumento da apoptose medular em doentes com SMD
em estadios iniciais, ja referida, colocou a hipdtese de que o meio ambiente
medular poderia constituir um mediador na fisiopatologia da SMD. De facto,
tem sido evidenciado em amostras de medula e soro de doentes, deficiéncia
relativa ou aumento da producao de varias citocinas, incluindo IL-1j, IL-6,
IL-8, stem cell fator, eritropoietina, TGF-B, fator estimulador das colénias de
granulécitos e mondcitos (GM-CSF) e TNF-a, (Fontenay-Roupie et al., 1999)
(Calado, 2011). O aumento do TNF-o. tem sido consistentemente associado a
uma elevada expressao de FAS nas células CD34+. Este fator pode ser produzido
pelos macrofagos e, também, pelos linfécitos medulares.

Por outro lado, a angiogénese tem um papel importante no crescimento
tumoral e na metastizacdo (Folkman, 1995). O aumento da densidade micro-
vascular foi demonstrado na medula de doentes com doencas hematolégi-
cas, incluindo SMD (Michael G Alexandrakis et al., 2004) (Padr¢ et al., 2000).
A neovascularizacao é mediada por uma variedade de moléculas angiogénicas
libertadas pelas células tumorais e células normais do hospedeiro. O aumento
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anormal de algumas citocinas angiogénicas e fatores de crescimento, tais como
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), Basic fibroblast growth fa-
tor, angiogenina, TNF-o. e TGF-B, em amostras de LMA foi reportado por Albitar
M. (2001) (Albitar, 2001), Alexandrakis M. G. (2005) (M G Alexandrakis et al.,
n.d.) e Faderl S. (2004) (Faderl & Kantarjian, 2004). O recetor soluvel do VEGF
foi indicado como fator prognéstico em doentes com LMA e SMD (Hu et al.,
2004).

1.5. Caracteristicas clinicas

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

Cerca de 20% doentes com SMD primaria sao inicialmente assintomaticos,
e o diagnostico é efetuado apdés um hemograma de rotina. A maioria dos
doentes apresenta clinica de insuficiéncia medular. Predominam os sinais e
sintomas de anemia (80%), como a astenia e a intolerancia ao exercicio. Menos
frequentemente, a clinica inicial pode ser de natureza infeciosa ou hemorragica
(20%), caracterizada por infecdes bacterianas recorrentes (sobretudo pneu-
monias bacterianas e infecées cutaneas, em doentes com neutropenia inferior
a 1,0 G/L) ou equimoses faceis ou espontaneas. Raramente apresentam febre
nao relacionada com a infecdo. Outros doentes apresentam sintomas sistémicos
ou aspetos caracteristicos de autoimunidade, como artralgias. Esta situacao
pode ser devida a associacao existente entre SMD e algumas doencas raras de
base imunoldgica, como a dermatose neutrofilica aguda (Sindrome de Sweet),
o pioderma gangrenoso, a vasculite cutanea e a policondrite recidivante.
Os doentes com citopenias graves, elevada percentagem de blastos, ou
alteracbes citogenéticas apresentam um quadro clinico muito semelhante ao
da LMA. Por outro lado, os doentes que ndo exibem nenhum destes aspetos
laboratoriais podem ter uma sobrevivéncia longa.

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



1.6. Caracteristicas laboratoriais

O hemograma revela uma ou mais citopenias (20% bicitopenia e 30-50%
pancitopenia), mais frequentemente anemia macrocitica sem reticulocitose.
A leucopenia com neutropenia e/ou a trombocitopenia podem ser evidenciadas
inicialmente ou ocorrer mais tarde durante a evolucdo da doenca. Pode
ocorrer trombocitose na anemia refractaria, na Sindrome 5g- e na anemia
refractaria com sideroblastos em anel. A monocitose absoluta superior a
1,0 G/L é caracteristica da LMMC. O esfregaco de sangue periférico revela
alteracdes morfoldgicas, como hipogranulacdo dos neutréfilos com nucleos
hiposegmentados (pseudo Pelger-Huét), macrocitose e plaquetas gigantes, e/
ou presenca de células imaturas da série eritroide e mieléide (Figura 21).

O aspirado medular é tipico, normalmente consiste numa medula
hipercelular com displasia em >10% de uma linha celular; megacariocitos
atipicos (micromegacariécitos mono ou bilobados), hiperplasia eritroide com
assincronismo maturativo, alteracdes de maturacao nalinha mieléide e aumento
dos blastos ou sideroblastos em anel (em alguns doentes). No entanto, em 15
a 20% dos doentes a medula é hipocelular, semelhante a anemia aplastica.
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FIGURA 21

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

A) dismorfia e anisocitose
eritrocitaria;

B) células pseudo-Pelger-Huet;
() deseritropoiese medular;
D) sideroblastos em anel;

E) pequenos megacaridcitos
displasicos;

F) megacariécitos de
tamanho médio com nucleos
hipolobulados.

(Adaptado de Tefferi A., 2009).
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As alteracdes cromossomicas clonais sao detetadas pelo cariotipo
convencional em 40-70% dos casos de SMD de novo e em 95% dos casos
de SMD secundaria a terapéutica. Neste ultimo grupo, 90% correspondem
a deleccao parcial ou completa dos cromossomas 5 e/ou 7 e a cariétipos
complexos. Nao existem alteracdes citogenéticas especificas da SMD ou de um
subtipo morfolégico, exceto a Sindrome 5g-.

A bidpsia 6ssea nem sempre é necessaria para estabelecer o diagnéstico de
SMD, particularmente se o doente é muito idoso e debilitado, e se as opcodes
terapéuticas sao limitadas. No entanto, esta amostra pode fornecer informacéao
valiosa para o diagnéstico e prognoéstico, tais como a hipercelularidade, a
displasia, particularmente megacariocitica, as alteracdées na arquitetura medular
(por exemplo a presenca de precursores imaturos em localizacdo anormal -
ALIPs), a invasao por blastos e a fibrose. Os ALIPs sao grupos de mieloblastos
e promieldcitos com localizacao intertrabecular anormal, devido a producao
autdcrina do fator de crescimento do endotélio vascular. Possibilita, por outro
lado, a exclusao de outras doencas que podem mimetizar a SMD, em particular
a leucemia de hairy cells, linfoma ou metastase.

A detecdo de células CD34+ por citometria de fluxo no aspirado medular,
ou por imunocitoquimica em amostras de tecido ¢sseo podera ser importante
uma vez que parte dos blastos sao CD34+.

Os parametros bioquimicos nao apresentam alteracbes, a excecao da
lactato desidrogenase (LDH) e da B2-microglobulina (32M). A LDH pode estar
aumentada devido a elevada taxa de proliferacdo e/ou apoptose medular.
Abeta2-microglobulinafoiidentificadacomofatorde prognésticoindependente
para a SG e para a transformacao em LMA, em doentes com SMD de alto
risco (IPSS) (Gatto et al., 2003) (Neumann, Gattermann, Barthelmes, Haas, &
Germing, 2009).

1.7. Diagnéstico, classificacao e progndstico

Para o diagnostico da SMD é essencial o exame da medula 6ssea (aspirado,
bidpsia, citogenética) e do sangue periférico, os quais revelam as caracteristi-
cas morfoldgicas da doenca e excluem outras situacdes que cursam com cito-
penias.

Nos ultimos 25 anos, foram propostos varios critérios de diagnéstico para
SMD, sendo de salientar os sistemas de classificacao FAB (1982) e da Organiza-
cdo Mundial de Satdde (OMS) (2001 e 2008). Além disso tém sido utilizados va-
rios sistemas de score progndstico, sendo o mais conhecido e utilizado o IPSS.



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

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

A detecao de células CD34+ por citometria de fluxo ou por imunocitoquimica
pode fornecer informacao diagnoéstica e prognoéstica. Os estudos por citometria
de fluxo multiparamétrica podem também evidenciar maturagao anomala da
linhagem mieldide (Nimer, 2008a).

Para se considerar que uma linhagem celular é displasica é necessario que
pelo menos 10% das células apresentem displasia. Além disso, a presenca
de uma alteracao citogenética clonal em doentes com evidéncia clinica e
morfoldgica de displasiareforca o diagnéstico de SMD. No entanto, as alteracoes
citogenéticas estao presentes em cerca de 40 a 60% dos casos de SMD, e em
menor percentagem nos subtipos de baixo risco (Tefferi & Vardiman, 2009).

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

Em 2001, a OMS propds uma nova classificacdo, em que os subtipos se
correlacionam melhor com o prognostico, resposta ao tratamento e progressao
para leucemia do que os da classificacao FAB. Os subtipos incluem a anemia
refractaria com displasia multilinear (ARDM), a separacdo da AREB em duas
categorias com base na percentagem de blastos, uma inferior a 10% e outra
superior ou igual a 10%, a Sindrome 5@-, e a SMD nao classificada (com e sem
sideroblastos em anel). Esta classificacdo foi revista em 2008 pela OMS, dando
origem a novos subtipos como representado nas tabelas 6 e 7.

Como mencionado, o IPSS é um sistema de avaliacao do prognéstico dos
doentes com SMD classificados segundo os critérios da OMS. Baseia-se na
percentagem de blastos na medula, no padrao citogenético e no numero de
citopenias sendo Util para avaliacao da sobrevivéncia e do risco de evolucao
para leucemia aguda, facilitando, deste modo, a decisdo clinica (Tabela 8).
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TABELA 6

Classificacao da
OMS das neoplasias
mielodisplasicas/
mieloproliferativas

TABELA 7

Patologia

Sangue Periférico

Medula Ossea

Leucemia mielomonocitica cronica

- Monocitose > 1x109 G/L
- Auséncia de gene de fusdo BCR-ABL 1
- < 20% blastos

- Displasia em 1 ou mais linhagem mieldide*
- <20% blastos (mieloblastos, monoblastos
e promondcitos)

Sem rearranjo PDGFRA ou PDGFRB

Leucemia mieléide crénica atipica
BCR-ABL 1 negativa

- Leucocitose. Neutrofilia.

- Displasia neutrofilica

- Precursores dos neutrofilos =10%

- Blastos < 20%

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

- Basofilia minima

- Mondcitos < 10 %

- Displasia dos neutrdfilos + displasia das
outras linhagens
<20% blastos

Leucemia mielomonocitica juvenil

- Monocitose > 1x109 G/L
- < 20% blastos
- Leucdcitos frequentemente > 10x109 G/L

<20% blastos (mieloblastos, monoblastos
e promondcitos)

Neoplasia
Mielodisplasica/Mieloproliferativa nao
classificavel

- Caracteristicas mistas SMD/SMP

- Sem diagndstico prévio de SMD/SMP

- Sem historia recente de fator de
crescimento ou citotoxico

- Auséncia de gene de fusdo BCR-ABL 1

- Sem rearranjo PDGFRA ou PDGFRB

Caracteristicas mistas SMD/SMP
<20% blastos

Anemia** refrataria com
sideroblastos em anel e trombocitose
marcada (ARSA-T) (entidade
provisoria)

- Trombocitose persistente >450x109 G/L

- Anemia

- BCR-ABL 1 negativa

- Exclusdo de casos com t(3;3)(321;q26),
inv(3)(q21g26) e del(5q) isolada

Caracteristicas morfologicas de ARSA
>15% dos precursores eritroides sao
sideroblastos em anel

- Megacariocitos anormais semelhantes aos
observados nos SMP BCR-ABL 1 negativo

Classificacdo da OMS das
SMD

* LMMC pode ser diagnosticada mesmo se a displasia é minima ou ausente se os outros requisitos sdo preeenchidos

(Adaptado de Swerdlow S. H., 2008)

e existir uma alteracdo citogenética ou molecular clonal adquirida nas células hematopoiéticas, ou monocitose
persistente durante 3 meses, com exclusdo das outras causas de monocitose.
** Na classificacao WHO de 2008 o cut-off das plaquetas é 450x10° G/L em vez de 600x10° G/L (classificacdo WHO
2002) para o diagnéstico de trombocitémia essencial. Cerca de 50% das ARSA-T apresentam a mutacdo JAK2, mas

esta ndo é um critério de diagnostico

Patologia

Sangue Periférico

Medula Ossea

Citopenias Refratérias com displasia
unilinear:

- anemia refratéria

- neutropenia refrataria

- trombocitopenia refrataria

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

- Displasia unilinear; >10% de células
displasicas da linhagem afetada

- <5% blastos

<15% dos precursores eritroides sao

sideroblastos em anel

Anemia refratéria com sideroblastos
em anel

- Anemia
- Auséncia de blastos

- Somente displasia eritride

>15% dos precursores eritréides sao
sideroblastos em anel

<5% blastos

Citopenia refrataria com displasia
multilinear

- Citopenia(s)
Blastos raros ou ausentes (<1%)
Auséncia de bastonetes de Auer

- Displasia em =10% das células de 2 ou
mais linhagens mieldides
<5% blastos

- Mondcitos <1x109 G/L - Auséncia de bastonetes de Auer
- + 15% sideroblastos em anel
Anemia refrataria com excesso de | - Citopenia(s) - Displasia uni ou multilinear

blasto -1

<5% blastos
Auséncia de bastonetes de Auer
Mondcitos <1x109 G/L

5-9% blastos
Auséncia de bastonetes de Auer

Anemia refrataria com excesso de
blastos- 2

- Citopenia(s)

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

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

SMD néo classificavel

Citopenia(s)
<1% blastos

Displasia inequivoca em <10% das células
de uma ou mais linhagens mieléides
<5% blastos

SMD com del(5q) isolada

- Anemia

Plaguetas normais ou aumentadas
Bastonetes de Auer +

Blastos raros ou ausentes (<1%)

- Megacariocitos normais ou aumentados
com nucleos hipolobados

- <5% blastos

- del (5g) isolada

- Auséncia de bastonetes de Auer

(Adaptado de Swerdlow S. H., 2008)
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TABELA 8

0 0,5 1,0 1,5 2,0

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

Sobrevivéncia Tempo até transformacao em
mediana (anos) LMA (para 25%, em anos)

Grupo de risco Pontuacao

Baixo risco 0 5.7 9.4
INT-1 0.5-1.0 3.5 33
INT-2 1.5-2.0 1.2 1.1

Alto Risco > 2.5 0.4 0.2

- ndo aplicavel; Bom — normal, -y, del(5q), del(20q); mau — complexo (> 3 anomalias) ou anomalias do cromossoma 7; (Adaptado de Greenberg, P. et a/., 1997)
intermédio — qualquer outra anomalia.

No entanto, este indice apresenta varias limitacdes: valoriza mais a percentagem
de blastos do que a citogenética; baseia-se em doentes nao tratados, com
diagnostico de novo de SMD e exclui os subtipos SMD-t e LMMC com leucécitos
> 12G/L. Este aspeto também se aplica ao WPSS (Tabela 9), outro score
proposto por Malcovati e colaboradores (2007) que inclui a classificacao da
OMS, embora este seja um indice dinamico, uma vez que inclui a dependéncia
transfusional como uma variavel independente de mau prognoéstico.

Na pratica clinica, dividimos os doentes em SMD de baixo e alto risco,
segundo o IPSS, em que baixo risco inclui o baixo e int-1, e alto risco inclui as
categorias de int-2 e alto. Esta separacao é pratica porque reflete as diferentes
estratégias terapéuticas nestes 2 grupos.

Greenberg e seus colaboradores propuseram em 2012 o IPSS-R baseado num
estudo multicéntrico internacional. Baseia-se em 5 subgrupos citogenéticos em
vez de 3, resultando em 5 grupos de risco de diferente prognéstico (Tabela 10).

Também a fibrose medular grau 2 e 3 estd associada a mau progndstico
(Matteo Giovanni Della Porta & Malcovati, 2011) (B. Fu et al., 2014).

Sistema de Score
prognostico Internacional
(IPSS) para SMD

TABELA 9

Score
Variavel 0 1 2 3
Subtipo OMS AR, ARSA, del(5q) CRDM AREB-1 AREB-2
Cariétipo Bom Intermédio Mau -
Necessidade Transfusional Néo Regular - -
Grupo de risco WPSS 0 (muito baixo)

1 (baixo)
2 (intermédio)

AR - anemia refrataria; ARSA - anemia refratria com sideroblastos em anel; CRDM - citopenia refrataria com (Adaptado de Malcovati L., 2007)
displasia multinha; AREB - anemia refrataria com excesso de blastos; OMS - Organizacdo Mundial de Satide.

WPSS (WHO
classification-based
prognostic scoring
system) para SMD
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TABELA 10

IPSS-R Grupos e
pontuacao de prognostico

Sub d o o

Prggr?ggfigg (02) Alteragdes Citogenéticas
Muito bom 4% -Y; del(11q)
Bom 72% normal; del(5q); del(12P); del(20q); dupla incluindo del(5q)
Intermédio 13% del(7q); +8; +19; i(17q); qualquer destas alteracdes simples ou dupla em clones independentes
Mau 4% -7; inv(3)/t(3)/del(3q); dupla incluindo -7/del(7q); complexas: 3 alteracbes
Muito mau 7% Complexas: >3 alteracdes

A o Pontuacao
Varidveis Prognésticas 0 0,5 1 15 2 4 5
Citogenética Muito boa - Boa - Intermédia Ma Muito ma
Blastos na MO, % <2% = >2%-<5% = 5%-10% >10% =
Hemoglobina >10 = 8-<10 <8 = = =
Plaquetas >100 50-<100 <50 - - - -
Neutrdfilos, contagem absoluta >0,8 <0,8 - - - - -

] - Doentes Sobrevivéncia Transformacao
Grupo de Risco Pontuacao n YN
. - (%) (mediana, anos) sy, go; doentes; 1C95%)

Muito Baixo <1,5 19 8,8 NR (14,4 - NR)
Baixo >1,5-3 38 53 10,8 (9,2 - NR)
Intermédio >3-4,5 20 3 3,2(2,8-4,4)
Alto >4,5-6 13 1,6 1,401,1-1,7)
Muito Alto >6 10 0,8 0,73(0,7-0,9)

(Adaptado de Greenberg, PL. et af., 2012)

A importancia prognoéstica da comorbidade foi avaliada por Della Porta
e colaboradores (2011) (Matteo G Della Porta et al., 2014), levando ao
desenvolvimento de um indice de comorbidade para SMD dependente do
tempo (MDS-CI). A patologia cardiaca, hepatica, renal, pulmonar e os tumores
solidos influenciam de forma independente o risco de morte nédo relacionada
com evolucao leucémica.

As mutacdes pontuais nos genes TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, NRAS e
ASXL1 (Rausch et al., 2012) (Rafael Bejar et al., 2011) (Patel et al., 2012) tém
sido associados a mau prognostico em varias publicacbes. As mutacdes no
spliceossoma em SRSF2 (Thol et al., 2012) e U2AF1 foram também associadas
a mau prognostico, enquanto as mutacdes SF3B1 parecem estar associados
a uma maior sobrevivéncia (Visconte et al., 2012). A relevancia clinica do
padrao mutacional do MDS ainda esta por esclarecer e, atualmente, a triagem
mutacional ndo é recomendada como pratica clinica diaria.

1.8. Tratamento

Na tabela 11 estao inumeradas as varias opcdes terapéuticas atualmente
disponiveis para a SMD, de acordo com a idade, performance status e
comorbilidades do doente, para além do subtipo de SMD e IPSS associado.



59

TABELA 11

"Best supportive care”: transfusdes, antibiéticos

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

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

Agentes imunomoduladores: lenalidomida*, ATG, CsA, talidomida

Quimioterapia de baixa dose (citarabina em baixa dose)

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

Transplante alogénico de medula ou de PBPC

* aprovado pela FDA-Food and Drug Administration para o tratamento de SMD. (Adaptado de Nimer S. D., 2008)
** disponivel somente em ensaios clinicos.
G-CSF — fator estimulador de coldnias de granulécitos; CsA — Ciclosporina A; PBPC — células hematopoiéticas pluripotenciais periféricas.

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

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

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

Para o tratamento da SMD de alto risco esta indicado o uso de azaciti-
dina. E um farmaco hipometilante que pode reativar genes supressores tu-
morais ou reguladores do ciclo celular que se encontram inativos no clone
SMD por metilacao de regides reguladoras dos genes. Além disso, a azaciti-
dina também apresenta atividade citotoxica. Num estudo controlado rando-
mizado este farmaco foi utilizado na dose de 75 mg/m?/d, SC, durante 7 dias
cada 28 dias, e comparado com o tratamento de suporte em doentes com
anemia dependente de transfusdes e citopenias periféricas graves. Em 60%
dos doentes tratados com azacitidina verificou-se melhoria clinica (reducao
de 50% das necessidades transfusionais), enquanto esta apenas se observou
em 5% dos doentes que receberam terapéutica de suporte ap6s 4 meses.

Tratamento de doentes
com SMD
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Além disso, 7% dos doentes tratados com azacitidina atingiram resposta com-
pleta e o risco de transformacao leucémica ou morte reduziu significativamen-
te.

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

Outro farmaco estudado no tratamento da SMD é a talidomida, um
imunomodulador e antiangiogénico. Este farmaco suprime a producdo de
citocinas pro-apoptoéticas e melhora a anemia em cerca de 20% dos doentes.
No entanto, é pouco tolerada pelos idosos porque causa fadiga, sedacao,
obstipacdo, retencao hidrica, tonturas e neuropatia periférica (Oh & Gotlib,
2008).

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

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

Por ultimo, os esquemas de quimioterapia utilizados na LMA, permitem
atingir remissdes completas em 40 a 60% de doentes SMD selecionados;
nos idosos o risco de mortalidade relacionada com o tratamento é superior
e as remissoes sao curtas. Por outro lado, os doentes com risco elevado de
transformacao leucémica devem ser considerados para transplante alogénico,
uma vez que a quimioterapia nao é curativa na SMD. Embora o transplante
alogénico seja a Unica terapéutica curativa, a maior parte dos doentes nao sao
elegiveis para este procedimento devido a idade avancada. A taxa de recidiva
apos transplante é mais elevada na AREB e AREB-t (50-70%) do que na AR e
ARSA (<5%). Assim, o transplante com condicionamento nao mieloablativo
pode ser uma potencial abordagem terapéutica destes doentes (Sekeres,
2009).

Em Portugal, no ambito do Grupo Portugués de Mielodisplasia as
recomendacdoes para tratamento sdo as apresentadas na figura 22.
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1.9. Prognéstico e Evolucao

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

As variaveis mais importantes associadas com a sobrevivéncia e o risco de
evolucao para LMA sdo a percentagem de blastos e as alteracoes citogenéticas.
O numero de citopenias periféricas é de importancia prognéstica secundaria.
O IPSS permite uma estimativa do curso clinico utilizando estes parametros,
como mencionado (Tabela 8).

Apesar da utilidade destes sistemas de pontuacdo na pratica clinica, o
resultado varia consideravelmente entre doentes com SMD com pontuacoes
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FIGURA 22

Algoritmo de tratamento na
SMD, pelo GPM.
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idénticas (Valent et al., 2007). Embora as alteraces citogenéticas na SMD
sejam consideradas os fatores de progndéstico independentes mais importantes,
o valor prognostico é limitado pela diversidade citogenética inerente a estas
doencas (Haase et al., 2007). A utilizacdo de parametros adicionais seria Util
para melhorar o poder prognoéstico da IPSS.

Em 2005 Germing et al. (U Germing et al., 2005) mostraram que a inclusao
da lactato desidrogenase (LDH) como parametro de prognostico melhora o IPSS.
De igual forma, os niveis séricos de B2-microglobulina (B2M) ao diagnostico,
em doentes com SMD, correlacionam-se com a sobrevivéncia global e com o
risco de evolucao para LMA, especialmente na SMD de alto risco (Neumann et
al., 2009) (Gatto et al., 2003) (Tsimberidou et al., 2008).

A relacao entre progndstico e metilacdo do ADN tem sido investigada na
SMD em um uUnico gene (D H Christiansen et al., 2003; J. Lin et al., 2008)
(Quesnel et al., 1998; Tien et al., 2001; Wu et al., 2006) ou em combinacdes
de genes (Aggerholm et al., 2006; Grovdal et al.,, 2007). Embora existam
fortes evidéncias de que essas alteracoes epigenéticas possam contribuir para
a leucemogénese e para o comportamento biolégico da doenca (Bennett
et al., 2009; Guo et al., 2005), o impacto de certos genes da metilacdo no
progndstico e na evolucdo nao esta totalmente esclarecido.



A analise da literatura mostra que os mecanismos envolvidos na patogénese
da SMD sao multiplos e complexos e envolvem varias alteracdes genéticas e
epigenéticas que atingem a célula pluripotencial em varias etapas, originando
alteracdes na proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células do sistema
hematopoiético. Estes mecanismos podem contribuir para o risco de
evolucao para LMA e resisténcia as terapéuticas convencionais. No entanto,
0s mecanismos moleculares envolvidos na patogénese dos estadios iniciais e
na transicao para LMA, assim como a relevancia clinica desses mecanismos
para o diagndstico, para a avaliacdo do prognéstico, identificacdo de novos
grupos de risco e como novos alvos terapéuticos ainda nao estao totalmente
clarificados.

Dentro deste contexto, com este projeto pretendemos estudar as alteracoes
moleculares envolvidas na SMD, nomeadamente a relevancia clinica da célula
estaminal leucémica, das alteracoes epigenéticas e da apopotose na patogénese
dos varios subtipos de SMD e na evolucao para LMA. Além disso, esperamos
com este estudo contribuir para a caracterizacdo de novos marcadores de
progndéstico e alvos terapéuticos que permita identificar novos grupos de risco,
melhorando a classificacdo da SMD e a selecao de estratégias terapéuticas
dirigidas e personalizadas.

Especificamente pretendemos:

— ldentificar e caracterizar as células estaminais hematopoiéticas e
estaminais leucémicas de modo a clarificar o seu papel no diagnéstico e
prognostico da SMD.

— Clarificar os mecanismos moleculares envolvidos na proliferacdo e
apoptose na SMD, nomeadamente o envolvimento das vias de sinalizacdo
mediadas pelo recetor FLT3 e c-KIT, e das proteinas reguladoras da
apoptose (via membranar e mitocondial), em particular as proteinas da



familia BCL-2, BCL-2 e BAX, o TRAIL e seus recetores, o FAS-L, a IAP
survivina, a caspase 3, o citocromo C e a p53, e a sua correlacdo com as
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos doentes, incluindo a evolucao
para LMA, sobrevivéncia e grupos de risco prognéstico.

— Avaliar a influéncia do perfil de metilacdo de genes no diagndstico
e prognostico de doentes com SMD, nomeadamente de 9 genes
reguladores da proliferacdo e/ou do ciclo celular e/ou da apoptose, os
genes p15, p16, p53, MGMT, DAPK e os recetores do TRAIL (TRAIL-R1,
-R4, -R3 e -R4), e correlacionar este perfil com parametros hematoldgicos
e bioquimicos e com os marcadores de apoptose referidos, assim como
com os subtipos da OMS, a evolucdo para LMA, sobrevivéncia e grupos
de risco progndstico.

— Avaliar o papel dos polimorfismos da MTHFR, A1298C e C677T, na
etiopatogenia e no progndstico de doentes com SMD, de modo a
identificar novos marcadores moleculares para a classificacdo da SMD.

— Analisar a eficacia de terapéuticas dirigidas a alvos moleculares na SMD,
particularmente, inibidores da farnesiltransferase, da tirosina-cinase, do
proteasoma, das deacetilases das histonas e hipometilantes, identificando
a melhor estratégia terapéutica com a menor dose de farmaco/s, ou seja,
que possua maior eficacia com menor toxicidade quando translacionada
para a pratica clinica. S6 assim sera possivel prolongar a sobrevivéncia e
melhor a qualidade de vida dos doentes com SMD.
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teriais e Métodos

Considerando os objetivos definidos para o presente trabalho, os estudos
foram realizados em:

— doentes com Sindrome Mielodisplasica de novo;
— linha celular de mielodisplasia, F-36P (European Collections of Cell Cultures).

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica dos Hospitais da Universidade
de Coimbra (atual CHUC) e autorizado por declaracdo do Conselho de
Administracdo da mesma instituicdo.

3.1. Estudos realizados em doentes
com Sindrome Mielodisplasica e controlos

3.1.1. Selecdo dos doentes

Neste estudo participaram 102 doentes com SMD de novo. Para os estudos
dos MTHFR foram ainda utilizadas 263/248 amostras de individuos saudaveis.

A selecao e caracterizacao dos doentes com SMD foi efetuada no Servico de
Hematologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC/
HUC) e na consulta de Oncologia do Servico de Medicina do Hospital Distrital
da Figueira da Foz, EPE, entre outubro de 2009 e marco de 2014.

As amostras de doentes com SMD utilizadas neste estudo foram obtidas
de sangue periférico e aspirado medular durante os procedimentos efetuados
ao diagndstico em doentes com idade superior a 18 anos, que preenchiam
os critérios clinicos e laboratoriais para o diagnoéstico desta patologia, apés
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caracterizacao morfolégica por microscopia 6tica e avaliacdo citogenética por
cariétipo convencional e fluorescence in situ hybridization (FISH).

Para a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas dos doentes com SMD o0s
esfregacos de sangue periférico e medula foram corados com os meios May-
Grinwald-Giemsa e, posteriormente, analisados por microscopia 6tica. Os
aspetos considerados na analise morfoldgica foram: a presenca de displasia
em mais de 10% das células de uma linha celular, a percentagem de blastos,
de mondcitos (avaliada pela coloracdo com o-naftil-butirato-esterase) e de
sideroblastos em anel (avaliada pela coloracao de Perls).

O estudo citogenético realizado por cariétipo convencional permitiu
pesquisar as alteracdes cromossémicas mais frequentes (delecoes, trissomias e
monossomias). Para a analise citogenética, as amostras obtidas de medula foram
processadas por G-banding com coloracao tripsina-Giemsa. As metafases foram
examinadas num microscépio ético ZEISS (AXIOPLAN 2 e AXIOSKOP 2 plus) e a
analise cromossémica foi realizada segundo as recomendacoes da classificacao
do International Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature,
1995. A técnica de FISH utiliza sondas fluorescentes e permite a detecao de
deleccdes de um locus autossémico especifico e de alteracdes numéricas dos
cromossomas recorrendo a sondas centrométricas, em células interfasicas.
As sondas utilizadas foram: CEP8 Trissomia, LSI 20q 12(del), LSI 5q 33-34 (del) e
LSI 7g 31 (del). Assim, esta técnica permite a obtencao de informacao adicional
em doentes com cariétipos inconclusivos e, ocasionalmente, revela alteracoes
cromossémicas nao identificadas pela citogenética convencional.

Os doentes foram classificados segundo a classificacdo da OMS de 2008 e a
avaliacao do progndéstico foi efetuada utilizando o IPSS, o IPSS-R e o World Health
Organization (WHO) WPSS. Para a determinacao do IPSS foram utilizados os fatores
de progndstico descritos na literatura (Greenberg, 1997), isto é, a percentagem de
blastos na medula, as alteracdes citogenéticas e o nimero de citopenias (Tabela
8). Também foi utilizado o IPSS-R, para o qual foram utilizados os seguintes
parametros: citogenética, % de blastos medulares, valores de hemoglobina,
plaguetas e neutrofilos (Tabela 10). O WPSS para além de contemplar o resultado
citogenético, utiliza o subtipo segundo a classificacdo da OMS e a necessidade
transfusional (Tabela 9).

Os controlos saudaveis sem patologia conhecida, para o estudo dos
polimorfismos da enzima MTHFR, foram selecionados no Centro Regional de
Sangue de Coimbra, apés exame fisico e testes laboratoriais (hematoldgicos e
bioguimicos) de rotina.



3.1.2. Determinacao dos parametros hematolégicos e
bioquimicos dos doentes

Em todos os doentes foram recolhidos os parametros hematolégicos
disponibilizados no hemograma, por citometria e citologia (leucécitos,
neutrdéfilos, mondcitos, hemoglobina, plaguetas).

Amaioriadosdoentesapresentatambémdoseamentosséricosde acidofélico,
vitamina B12, ferritina, desidrogenase do lactato (LDH) e eritropoietina.

Todos estes dados hematoldgicos e bioquimicos foram recolhidos e utilizados
na analise estatistica (Tabela 12).

67

TABELA 12

Parametro Até abril 2011 Apos abril 2011
Acido félico (ng/mL) 3-20 > 5,4
32-microglobulina (mg/L) 1,09-2,53 <21
Desidrogenase do lactato (U/L) < 248
Eritropoietina (mUl/mL) 3,5-15,0 4,3-29,0
Ferritina (ng/mL) ¢ 10-300 ? 10-120
& 25-340 & 20-250
Vitamina B12 (pg/mL) 175 - 1500 211-911

3.1.3. Analise das amostras dos doentes por citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar e quantificar
células ou outras particulas biolégicas baseada na dispersao de luz, frontal
(forward scatter — FSC) e lateral (side scatter — SSC), emitida por uma fonte
de luz (laser de &rgon), e pela fluorescéncia emitida por fluorocromos (APC
— aloficocianina; PerCP — peridinina de clorofila; PE — R-Phycoerythrin; FITC
—isotiocianato de fluoresceina, entre outros) ligados a anticorpos monoclonais
ou outros compostos (Bernas, 2006).

Para caracterizar e identificar as células estaminais e o envolvimento da
apoptose na SMD, recorreu-se a citometria de fluxo utilizando anticorpos
monoclonais com sondas fluorescentes.

3.1.3.1. Isolamento e caracterizacdo de células estaminais pluripotenciais

Para o isolamento das células CD34+ em doentes (cell sorting) foi utilizado
o sorting celular magnético recorrendo a esferas (kit de isolamento de célula

Valores normais dos
parametros bioquimicos



68

progenitora CD34, MACS; Miltenyi Biotech GmgH, Bergisch Gladbach,
Germany), de acordo com as normas dos fabricantes. A pureza e quantificacdo
das células CD34+ foram determinadas por citometria de fluxo (Liesveld, 2004),
recorrendo a marcacao com anticorpo anti-CD34 marcado com APC.

A distincao entre célula estaminal progenitora hematopoiética normal
e leucémica foi efetuada utilizando um painel de anticorpos monoclonais
conjugados com a seguinte combinacao: CD34/CD117/CD123/GlicoP.

O marcador CD45 foi testado em cada combinacdo para permitir um gating
primario das células brancas da medula, baseado na expressao do antigénio
CD45 e SSC. A andlise de células CD34+ foi realizada utilizando as quidelines
cell-gating e as células foram caracterizadas utilizando a combinacado CD34/
CD33/CD45.

As células dos doentes com SMD foram inicialmente marcadas com os
anticorpos anti-CD34-APC (BD Biosystems) e anti-CD45-PerCP (BD Biosystems)
de modo a identificar diferentes populacées celulares com base na expressao dos
antigénios de superficie CD34 e CD45. Assim, incubou-se, aproximadamente,
um milhao de células de medula éssea dos doentes com SMD com 1 pg de
anticorpo monoclonal anti-CD34-APC e com 1 pg de anticorpo monoclonal
anti-CD45-PerCP durante 10 minutos a temperatura ambiente e na auséncia
de luz. Seguidamente, incubou-se as células com 2 mL de tampao de lise (BD
BioSystems) durante 10 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz.

Posteriormente, as células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) por
centrifugacdo a 300 xg durante 5 minutos, ressuspensas em 400 uL de PBS e
analisadas num citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado
com um laser de argon utilizando o comprimento de onda de excitacao de
525 nm. Foram adquiridas 50.000 células através do programa CellQuest™ e
os dados obtidos foram analisados e quantificados usando o programa Paint-
a-Gate 3.02. Os resultados sao expressos em % de células e em média de
intensidade de fluorescéncia (MIF).

3.1.3.2. Avaliacdo de marcadores moleculares envolvidos nas vias de sinalizacao
da apoptose

O estudo efetuado por citometria de fluxo permitiu analisar simultaneamente
diversos parametros celulares: a maturacdo e diferenciacao celular, e a
presenca de moléculas (membranares e citoplasmaticas), por marcacao com
anticorpos monoclonais ligados a fluorocromos. Os anticorpos monoclonais
utilizados foram: anti-CD34, anti-CD45, anti-CD33, anti-CD117, anti-CD123,
antiglicoproteina membranar e citoplasmatica, anti-IL-6 e anti-TNF-o, segundo
as combinacdes descritas na tabela 13.
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TABELA 13
Tubo APC PerCP-Cy5.5 PE FITC Combinagdes de
1 CD34 CD123 CD117 Glicoproteina P anticorpos monoclonais e
(BD biosystems) (BD biosystems) (BD biosystems) (BD Pharmingen) fluorocromos
2 CD34 D123 D117 IL-6%
(BD biosystems) (BD biosystems) (BD biosystems) (BD Pharmingen)
3 CD34 D123 D117 TNF-alfa*
(BD biosystems) (BD biosystems) (BD biosystems) (BD Pharmingen)
4 D34 D33 CD45
(BD biosystems) (BD biosystems) (BD biosystems)
5 CD34 CD45 FAS FAS Ligando
(BD biosystems) (BD biosystems) (BD Pharmingen) (SC antibodies)
6 CD34 CD45 TRAIL Ligando Caspase 3 ativa*
(BD biosystems) (BD biosystems) (BD Pharmingen) (BD Pharmingen)
7 CD34 CD45 TRAILR1 Survivina*
(BD biosystems) (BD biosystems) (R&D Systems) (R&D Systems)
8 D34 CD45 TRAIL R2 P53*
(BD biosystems) (BD biosystems) (R&D Systems) (Immunostep)
9 CD34 CD45 TRAIL R3 Citocromo C*
(BD biosystems) (BD biosystems) (R&D Systems) (SC antibodies)
10 CD34 CD45 TRAIL R4 Glicoproteina P*
(BD biosystems) (BD biosystems) (R&D Systems) (BD Pharmingen)
" CD34 CD45 BAX* BCL2*
(BD biosystems) (BD biosystems) (SC antibodies) (BD biosystems)

* citoplasmatica

A determinacao da expressao de proteinas envolvidas nas vias de apoptose
(membranar e citoplasmatica) foi efetuada em células isoladas de amostras
de medula éssea e analisadas por citometria de fluxo, utilizando anticorpos
monoclonais contra BAX, BCL-2, p53, FAS, FAS Ligando, TRAIL Ligando,
recetores do TRAIL (R1, R2, R3 e R4), Caspase 3, Citocromo C, Glicoproteina P e
Survivina. Os blastos foram isolados com base no blast orthogonal light scatter
e expressao de CD45, e as células estaminais cancerigenas foram identificadas
conforme descrito na seccdo 3.1.3.1.

Para a marcacao das proteinas membranares, foram adicionados simulta-
neamente os anticorpos anti-CD34 e anti-CD45, como descrito em 3.1.3.1.,
e também 1 ug de anticorpo membranar (Glicoproteina P, FAS, FAS Ligando,
TRAIL Ligando, R1, R2, R3, R4), segundo a combinacao da tabela 13, durante
10 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Seguidamente, in-
cubou-se as células com 2 mL de tampao de lise (BD BioSystems) durante 10
minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz.

Posteriormente, as células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) por
centrifugacdo a 300 xg durante 5 minutos.

Seguidamente procedeu-se a marcacao das proteinas citoplasmaticas.
Adicionou-se 100 pL de solucdo A (solucao fixante do kit da Imunostep) e
incubou-se 15 minutos. Apds nova lavagem, adicionou-se 100 pL de solucao
B (solucdo permeabilizante da Imunostep) e, posteriormente, o anticorpo
citoplasmatico (Glicoproteina P, IL-6, TNF-a,, Caspase 3, Survivina, p53,
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Citocromo C, BAX, BCL2). Ap6s nova incubacao de 15 minutos e lavagem,
ressupendeu-se com 400 pL.

3.1.4. Analise do perfil de metilacdo dos doentes

3.1.4.1. Extracao e quantificacdo do ADN gendémico

A extracao de ADN gendémico da medula 6ssea dos doentes com SMD
foi realizada ao diagnostico, através do protocolo de extracdo de ADN para
amostras de sangue desenvolvido por Bartlett & White (Bartlett, 2003), apds
otimizacao do mesmo. Assim, num tubo cénico de 10 mL, colocou-se 500 pL
de medula 6éssea e adicionou-se 2 mL de solucao de lise de glébulos vermelhos,
que contém 0,01 M Tris HCI (Tris Base, ULTROL® Grade, Calbioquem®), 320
mM Sucrose (D(+)- Sucrose, AppliChem), 5 mM de MgCl2 e 1% Triton X100
(MpBiomedicals). Sequidamente, agitou-se durante 4 minutos a temperatura
ambiente, centrifugou-se a mistura a 3.000 xg durante 5 minutos e descartou-
se 0 sobrenadante. De seguida, adicionou-se 160 pL de solucao de lise
celular, que contém 4 M Tris HCI, 150 mM NaCl, 0,06 M EDTA (EDTA Na2,
MpBiomedicals) e 1% de SDS (SDS pure, AppliChem), e incubou-se a mistura
num banho aquecido a 65°C durante 15 a 20 minutos. Apods arrefecimento
da mistura a temperatura ambiente, adicionou-se 350 pL de cloroférmio frio
e colocou-se numa placa giratéria durante 30 a 60 minutos. De seguida e,
apos centrifugacdo 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 pL 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
de 1,5 mL, e deixou-se secar a temperatura ambiente para evaporacao do
etanol. Por fim, ressuspendeu-se o ADN em 100 yL de tampéao de eluicao
(Tris-HCL a 10 mM e EDTA a 1 mM, pH=8,0). As amostras de ADN genémico
foram posteriormente quantificadas e o grau de pureza das amostras foi
analisado por espectrofotometria de absorcdo, recorrendo ao NanoDrop®
1000 Spectrophotometer. O grau de pureza do ADN é calculado através da
determinacdo da razdo das densidades oOticas determinadas a 260nm e a
280nm (260nm/280nm). Para a quantificacdo e determinacao da pureza das
amostras de ADN usou-se como referéncia o tampao de eluicdo no qual o
ADN foi dissolvido, que se designou de branco. Foram consideradas apenas
as amostras com grau de pureza entre 1.7 e 1.9, e cuja concentracao de ADN
fosse superior a 100 ng/pL. As amostras foram posteriormente armazenadas
a-20 °C.



3.1.4.2. Andlise do perfil de metilacao dos genes p15, p16, DAPK, p53,
MGMT, TRAIL DcR1, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 e TRAIL DR5

Para a analise do perfil de metilacdo dos genes p75, p16, DAPK, p53 (Van
Noesel, 2002), MGMT, TRAIL DcR1, TRAIL DcR2, TRAIL DR4 e TRAIL DR5 (Yeh,
2003) foi realizado um PCR especifico de metilacdo, o MS-PCR (Methylation-
Specific Polymerase Chain Reaction) (Herman, 1996).

Para a detecao da metilacdo, o ADN gendmico tem de ser previamente
modificado com bissulfito de sédio, que vai converter os residuos de citosina
nao metilados em uracilos, enquanto as citosinas metiladas permanecem
inalteradas. Esta alteracao permite a identificacdo dos genes que se encontrem
metilados e desmetilados (Figura 23).

Tratamento com Bissulfito Analise do gel
(Sequéncia de interesse: 5'...GCGATACTCGCATCG....) (Ethium bromide-stained agarose gels)

Possibilidade 2: ADN metilado Tubo 2 Possibilidade 2: ADN metilado
Primer “U” Primer “M"
5'...GCMGATACTCMGCATCMG... ADN tratado com bissulfito Wells —
]
TRATAMENTO COM BISSULFITO 0 TP
~g Produtos
5'...GCMGATAUTCMGUATCG. .. “M” primers

(hibrida com a sequéncia de ADN metilado)

Modificacdo do ADN com Bissulfito de sédio

A modificacdo do ADN gendmico, isto é, a conversdo das citosinas nao
metiladas em uracilos, foi realizada através da utilizacdo do kit de modificacdo
EZ DNA Methylation-GoldTM Kit, da ZYMO RESEARCH, segundo as instrucoes
do fabricante. Resumidamente, misturaram-se 100 ng de ADN genémico, num
volume total de 20 pL, a 130 pL de CT Conversion Reagent, para proceder
a modificacdo do ADN. Esta modificacdo é realizada através de um ciclo de
desnaturacao (a 98°C durante 10 minutos), e um ciclo de conversao pelo
bissulfito e a temperatura de 64°C durante 2,5 horas, num termociclador
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FIGURA 23
Methylation specific - PCR.
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(MyCyclerTM BioRad). De seguida, o ADN modificado foi colocado numa
coluna de purificagcdo, Zymo-SpinTM IC Column, e ap6s a adicao de diferentes
tampobes de lavagem e centrifugacdes, obteve-se o ADN modificado puro.
O ADN modificado foi guardado a -4°C para posterior utilizacao.

Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction (MS-PCR)

O ADN modificado dos doentes foi posteriormente amplificado através
da técnica de MS-PCR, segundo o protocolo definido por Herman JG et al.
(1996), com algumas alteracoes. Desta forma, a 100 ng de ADN modificado
foi adicionado um primer directo (forward — F) e um primer inverso, de acordo
com o indicado na tabela 14, numa concentracdo de 0,25 uM, uma mistura de

TABELA 14
Sequéncia de Primers Primer TE Sequéncia do Primer Tala)zg;ho Referéncia
especificos utilizados na 15F 5 TAGTGAGGATTTCGCGACGC-3'
o ; :
- o 148
MS-PCR p15R | OO 5 ACGACCGATCGTTAACTCCG 3’ oo et ol 1996
PI6F | gouc | 5 -TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC- o ‘
p16R 5-GACCCCGAACCGCGACCGTAAS'
DAPKF 5'-GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC-3'
O, /.,
papkR | &0 [ 5CCCTCCCARACGLCG S’ 100 AEEEDEE, 2005
pS3F 5 TTCGGTAGGCGGATTATTTG-3'
° 193 |Gonzalez-Gomez et al., 2003
0 oosr | 007 ST AAATATCCCCOARACCCAACS onzalezhomez et .,
=8 MGMTF 5’ TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3'
° 81 Esteller et al,, 2000
=l MGMTR| | 5 GCACTCTTCCGAAAACGARACG 3 selereta
B DRAF | . | S-TICGAATITCGGGAGCGTAGC-S o
DR4R 5 GTAATTCAATCCTCCCCGCGA3'
DRSF | (g | 5-GAGTAGTGAMGATTAGTTCGCGTCS 1%
DRSR 5'-CCGAAACGTTCTATCCCCG3' e et al. 2008
DR1F | 0| 5'-TTACGCGTACGAATTTAGTTAAC3' - N
DRIR 5 ATCAACGACCGACCGAAACG3'
DCR2F | .| 5-GGGATAAAGCGTTTCGATCS 58
DR2R 5'-CGACAACAAAACCGCG3'
PISF | ¢ouc | 5-GTTAGAGTGAGGTGGGGTAGTGAGGATITIGIGATGTS' |
p15R 5'-TACAATAACCAAACAACCAATCATTAACTCCA-3' Ceman et ol 1996
PI6F | (o | 5-TATIAGAGGGTGGGGTGGATTGT3| s '
p16R 5 CAACCCCAAACCACAACCATAA 3’
DAPKF 5 GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT-3'
° 106 Russo et al,, 2005
pAPKR | *0 € | 5-CAATCCCTCCCAAACACCAAS usoetd
N psaF 5" TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT-3"
S ° 247 lez- /2
R 53R || 5-CCAATCCARAAARACATATCACS Gonzalez-Gomez et al, 2003
[}
2 MGMTF 5 TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3"
° 93 Esteller et al,, 2000
FB NGMTR| ©© [ 5-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA S’ stefereta
8 ORIF | . | 5-GTAGIGATTTIGAATITIGGGAGTGTAGES 0
=3 DRAR 5"-CTCATAATTCAATCCCCACAA'3'
DRSF | 1o | 5-TGTITGAGTAGTGARAGATIAGTTTGTGTT-3 o8
DRSR 5 ACAACCAAAACATTCTATCCCCA S’ e et al. 2008
DORIF | o | 5-GAATTTTTITATGTGTATGAATTTAGTTAAT-3 135 .
DGRIR 5'-CCATCAAACAACCAAAACA3'
DRZF | .| 5-TTGGGGATAAAGTGTTTTGATT-3 s
DR2R 5 AAACCAACAACAAAACCACA 3’




dNTP’s (desoxinucledtidos trifosfatados de adenina, guanina, citosina e timina)
0,2 mM, cloreto de magnésio (NZYtech), tampao [reaction buffer for Supreme
NZYTaq DNA polymerase; constituicao: 670 MM Tris-HCI, pH 8.8, 160 mM
(NH,),S0,, 400 mM KCI, 0.1% Tween 20; volume: 10% do total utilizado na
reacao] e 1 U de polimerase (Supreme NZYTagq DNA polymerase, NZYtech).
A reacao de PCR iniciou-se com um ciclo de desnaturacao inicial de 15 minutos
a 95°C, sequida de 35 ciclos de desnaturacao a 95°C durante 30 segundos,
emparelhamento a temperatura indicada na tabela 14, durante 30 segundos
e extensao a 72°C durante 30 segundos. A reacao foi finalizada com um ciclo
de extensao de 10 minutos a 72°C, recorrendo-se novamente ao termociclador
MyCyclerTM BioRad. Foram também amplificados em simultaneo trés amostras
controlo, uma amostra sem ADN, a que designamos de Branco, o controlo
universal metilado e o controlo universal desmetilado (EpiTect PCR Control DNA
Set, Qiagen). Apds a amplificacdo, os produtos da PCR foram analisados em
gel de agarose (NZYtech) a 4% em TBE (Tris:89 mM; EDTA-Na2: 2 mM; acido
borico: 89 mM), corado com GreenSafe (NZYtech), utilizando o marcador de
pesos moleculares de 100 pb (NZYDNA Ladder V, NZYtech), e posteriormente
analisados sob luz ultravioleta.

3.1.5. Detecao de mutacdes no gene FLT3

O estudo das mutacbes FLT3 foi efetuado nos doentes de acordo com o
descrito no ponto 3.2.3. da linha celular.

3.1.6. Analise genotipica das variantes polimdrficas da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase dos doentes e controlos

Para correlacionar o status do folato com as alteracées epigenéticas nos genes
estudados, foram avaliados os polimorfismos da MTHFR C677T e A1298C de
acordo com um protocolo adaptado de Frosst et al. and Weisberg et al. (Skibola,
1999).

Neste procedimento foram colhidos 3 mL de sangue por puncdo venosa,
em tubos contendo EDTA, a doentes com SMD e a controlos ndo-neoplasicos e
saudaveis. Nestas amostras foram detetados os polimorfismos MTHFR, C677T e
A1298C, segundo a metodologia desenvolvida por Frosst P. (1995) e Weisberg
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[. (1998). Esta técnica baseia-se na alteracdo das bases azotadas nos locais de
reconhecimento das endonucleases de restricdo Hinfl e Mboll, respetivamente.
Deste modo, a substituicdo pontual de nucledtidos nestes locais conduz ao
aparecimento ou perda de locais de restricao. Posteriormente, os produtos de
digestao podem ser visualizados por eletroforese.

Assim, foi amplificado 100 ng de ADN gendémico, obtido de acordo com
o referido em 3.1.4.1., utilizando um primer direto e um primer inverso (5'-
GAAGCAGGGAGCTTTGAGG-3' e 5'-ACGATGGGGCAAGTGATG-3' para o
polimorfismo C677T e 5'-AGAGCAAGTCCCCCAAGGA-3" e 5'-CTTTGTACC
ATTCCGGTTTG-3' para o polimorfismo A1298C) na concentracao de 20 uM e
dNT’s (desoxinucleoétidos trifosfatados de adenina, guanina, citosina e timina)
numa concentracao de 100 uM, cloreto de magnésioa 1.5 mM e 2 U de HotStart
Taq polymerase (Quiagen). A PCR iniciou-se por uma fase de desnaturacao
inicial a temperatura de 94°C durante 10 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao (95°C durante 30 segundos), emparelhamento (56°C e 55°C
durante 30 segundos, respetivamente para o polimorfismo C667T e A1298C)
e extensao (72°C durante 30 segundos), e um periodo de extensao final a
72°C durante 5 minutos, utilizando o termociclador My Cycler (BioRad).

Apds amplificacdo dos fragmentos de ADN gendmico, contendo os locais
polimoérficos C667T e A1298C do gene da MTHFR, procedeu-se a digestao
enzimatica durante a noite dos fragmentos obtidos, respetivamente, com a
endonuclease de restricao Hinfl e Mboll (New England BiolLabs). Os produtos
digeridos foram posteriormente analisados em gel de agarose (NZYtech) a 2%
em TBE (Tris: 89 mM; EDTA-Na2: 2 mM:; &cido bodrico: 89 mM), corado com
GreenSafe /NZYtech) e utilizando o marcador de pesos moleculares de 100 pb
(NZYDNA Ladder V, NZYtech), e sequidamente visualizados sob luz ultravioleta.

As amostras de ADN gendmico dos doentes com SMD e dos controlos
saudaveis foram amplificadas simultaneamente com uma amostra controlo sem
ADN de modo a despistar possiveis contaminacdes na mistura de amplificacao.

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



3.2.Estudosrealizados nalinha celular de Mielodisplasia
humana

3.2.1. Caracterizacdo e manutencao da linha Celular F-36P

No presente trabalho foi utilizada uma linha celular de SMD, as células F-36P,
obtidas no European Collection of Cell Cultures (ECACC), [banco de cultura
Health Protection Agency Culture Collections (http://www.hpacultures.org.uk/
aboutus/ecacc.jsp)]. Esta linha celular cresce em suspensao e foi estabelecida
por Chiba et al. (Chiba, 1991), a partir de células isoladas do liquido pleural
de um doente do sexo masculino com 65 anos de idade com diagnoéstico de
SMD, subtipo AREB-t (Classificacdo OMS 2001), em progressdo para LMA.
Atualmente, esta linha celular é considerada Leucemia Mieloblastica Aguda,
de acordo com a classificacdo da OMS de 2008.

As células F-36P crescem em suspensdo, em meio de cultura apropriado, sob
condicoes de assepsia, a temperatura de 37°C e numa atmosfera humidificada
contendo 5% CO,.

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640, adquirido da Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Sintra, Portugal, sob forma liquida e estéril. Este meio contém
na sua composicao 2000 mg/L glucose, L-glutamina e bicarbonato de sédio,
ao qual foi adicionado 50 ng/mL de rh IL-3 e 10% de Soro Fetal Bovino (FBS),
previamente inativado por aquecimento a 56 °C durante 30 minutos, e 5 mL
(10%V/V) de uma solucao de antibiéticos contendo penicilina (10.000 unidades)
e estreptomicina (10 mg/mL).

As células foram colocadas em cultura numa densidade de 6-7x10° células/
mL. Atendendo a velocidade de crescimento e a taxa metabdlica das células,
a mudanca de meio foi efetuada a cada 3 dias, de acordo com a curva de
crescimento previamente efetuada. A densidade celular foi avaliada diariamente,
por contagem do numero de células viaveis num hemocitdmetro (ou Camara
de Neubauer), utilizando o método de exclusao pelo Azul de Tripano (TB). Para
o efeito, a 5 pL de suspensao celular adicionou-se a mesma quantidade de TB
(diluicdo de 1:1). Apds homogeneizacao, esta suspensdo celular foi colocada
num hemocitémetro, procedendo-se a contagem das células no microscopio
otico de luz invertida.

Para a manutencao de cultura celular, e sempre que necessario, procedeu-
se a centrifugacao das células a 125 xg durante 5 minutos, de modo a remover
o meio. De seguida, as células foram novamente ressuspensas num volume de
meio, de modo a manter a concentracao de células referidas anteriormente.
A cada passagem das células observou-se a morfologia, a cor do meio, o padrao
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de crescimento e a densidade e tomou-se nota do nimero de passagens, de
modo a otimizar as condicoes de crescimento e a manutencao da cultura.

3.2.2. Avaliacao do Efeito Citotoxico e Citostatico de Farmacos
Anticancerigenos

Os efeitos citotédxico e citostatico induzidos pelo tratamento das células F-36P
com farmacos dirigidos a alvos moleculares, em monoterapia e em associacao
com farmacos, foram avaliados recorrendo a elaboracédo de curvas dose-resposta
e pela andlise dos mecanismos moleculares envolvidos nesse efeito.

3.2.2.1. Estabelecimento de Curvas Dose-Resposta

As células de mielodisplasia F-36P foram mantidas em cultura nas condicdes
referidas em 3.2.1. Para o estabelecimento de curvas dose-resposta procedeu-
se a avaliacao da viabilidade e densidade das células tratadas com os farmacos
em estudo, através do método do Azul de Tripano e do Teste da Resazurina
durante 72 horas.

Para este efeito foram transferidas 0,6x10° células/mL da suspensao celular
de F-36P para caixas multiwells, onde foram incubadas com concentracdes
crescentes dos farmacos. Simultaneamente, foram incubadas células apenas
com meio, na auséncia de farmacos, que serviram de controlo. O procedimento
foi executado numa camara de fluxo laminar, transferindo-se sequidamente a
placa para uma estufa a 37 °C com uma atmosfera humidificada contendo 5%
de CO,.

Foram preparadas trés placas correspondentes aos periodos de 24, 48 e 72
horas de incubacao, o que permitiu a analise da viabilidade e densidade celular
a cada 24 horas. As células foram submetidas a uma centrifugacao prévia de
125 xg durante 5 minutos para remocao de eventuais células mortas, de modo
a obter uma viabilidade proxima dos 100% no inicio da incubagao (tempo
zero).

Os farmacos utilizados para o tratamento das células foram:

— Ara-C, também denominado de Citosina Arabinosideo ou Citarabina, na
gama de concentracdes entre 50 nM e 100 M.

— o~HFPA, acido a-hidroxifarnesilfosfonico, um inibidor da farnesiltransfe-
rase, utilizado na gama de concentracdes entre 500 nM e 250 pM;



— Imatinib, um inibidor de proteinas com atividade de tirosina-cinase,
utilizado na gama de concentracoes entre 25 nM e 200 nM;

— MG262, um inibidor da subunidade 20S do proteasoma, utilizado na
gama de concentracdes de 1 nM a 150 nM;

— Decitabina (DEC), um hipometilante, utilizado na dose de 1 a 100 uM,;

— Tricostatina A (TSA A), inibidor das desacetilases das histonas, utilizado
na dose de 10 a 5000 nM.

As células foram tratadas com os farmacos referidos, em monoterapia e em
associacao entre si (hnomeadamente as combinacdes entre a-HFPA e Ara-C,
o-HFPA e Imatinib, o-HFPA e MG262 e ainda, DEC e TSA A).

A cada 24 horas de incubacdo efetuou-se a contagem tanto das células
vivas como das células mortas, recorrendo ao método do Azul de Tripano e
observacao ao microscopio 6tico de luz invertida. Os parametros de viabilidade
celular e densidade celular foram calculados do seguinte modo:

— Densidade celular (n.° células vivas/ml) = média do nimero de células
vivas x fator de diluicdo / unidade de volume

— Viabilidade celular (% de células vivas) = n.° de células vivas + n.° de
células mortas / (n.° total de células) x 100.

As associacoes foram incubadas em simultdneo e com desfasamento de
4 horas entre os farmacos. Para cada ensaio foram efetuados os calculos da
viabilidade e densidade, das médias dos valores da viabilidade e densidade
obtidos, e os desvios-padrao respetivos. Partindo destes dados foi possivel a
construcao dos graficos de Curvas Dose-Resposta.

3.2.2.2. Avaliacao do tipo de Morte Celular Induzida por Farmacos
Anticancerigenos

Para avaliar o tipo de morte induzido pelos farmacos em estudo recorreu-se

a analise morfolégica por microscopia 6tica e a técnica de citometria de fluxo,
utilizando a marcacao com Anexina V (AV) e lodeto de Propideo (IP).

Andlise da Morfologia Celular por Microscopia Otica

As células F-36P incubadas nas concentracoes referidas anteriormente
durante 48 horas, a uma densidade inicial de 0,75 x 10° células/mL, foram
recolhidas e centrifugadas durante 10 minutos a 1000 xg (de modo a concentrar
a amostra). Removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento com
20 pL de soro fetal bovino, procedendo-se seguidamente a elaboracao de
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esfregacos. Posteriormente, para identificar as caracteristicas morfoldgicas das
células recorreu-se a técnica de coloracao de May-Griinwald-Giemsa (soluto
de eosinato de azul de metileno em metanol). Ao esfregaco, adicionou-se uma
guantidade de soluto de May-Griinwald durante 3 minutos, de modo a cobrir
toda a lamina, para que ocorra a fixacao das células pelo metanol. Em seguida
adicionou-se igual quantidade de agua bidestilada (ou dgua tamponizada a
pH 7.2) durante um minuto, de modo a permitir a dissociacao do corante e a
identificacdo das varias estruturas celulares. Retirou-se o excesso de corante e
cobriu-se a lamina com solucdo de Giemsa, durante 15 minutos (preparada de
fresco e diluida com agua destilada, na proporcdo de 1:1). Esta solucdo contém
o corante eosinato de azul de metileno, que cora as estruturas azuréfilas.
Finalmente, lavou-se o esfregaco em dgua corrente e, apds secagem, procedeu-
se a observacao ao microscépio 6tico de luz invertida.

Anélise da Morte Celular por Citometria de Fluxo

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

Uma das caracteristicas das células em apoptose é a alteracao da distribuicao
dos fosfolipidos dos folhetos da bicamada lipidica que constitui a membrana
celular. Assim, quando se inicia a morte celular por apoptose ocorre
translocacao da fosfatidilserina, um fosfolipido de carga negativa, do folheto
interno para o folheto externo da membrana celular. A anexina V é uma
molécula com elevada afinidade por fosfolipidos de carga negativa, como
a fosfatidilserina, ligando-se a este fosfolipido na presenca de calcio (Ca?*).
Quando conjugada com um fluorocromo, a anexina V permite determinar
a localizacao da fosfatidilserina na membrana celular e identificar as células
em apoptose inicial (Sgonc, 1998). Por outro lado, as células em necrose
perdem integridade da membrana celular, permitindo a entrada do IP para
o interior da célula. O IP ¢ um composto que se intercala na dupla cadeia
de ADN emitindo fluorescéncia. A perda de integridade membranar, ou seja,
a rutura da membrana celular, ocorre também nas fases mais avancadas da
apoptose permitindo a entrada do IP.

Quando as células sdo expostas simultaneamente a anexina V e ao IP é
possivel distinguir as células vivas (que ndo marcam com anexina V e IP),
as células em apoptose inicial (que marcam com anexina V), as células em
apoptose tardia/necrose (que marcam simultaneamente com anexina V e IP) e
as células em necrose (que marcam com IP) (Aubry, 1999; Gorman, 1997).



Assim, nas células F-36P incubadas, durante 48 horas, na auséncia e na
presenca dos farmacos, nas condicdes descritas anteriormente, foi avaliada a
viabilidade e o tipo de morte celular induzida por estes compostos. Recolheu-
se um mL de suspensdo celular contendo 1 milhdo de células e lavou-se
com tampao fosfato (PBS) por centrifugacdo durante 5 minutos a 1.000 xg.
O sedimento obtido foi processado de acordo com as instrucoées do kit de
detecdo de morte celular da Immunotech. O sedimento foi colocado em
gelo e ressuspenso em 100 pL de tampao de ligacdo frio e incubado com
1 pL de anexina V-FITC e 5 yL de IP, durante 15 minutos ao abrigo da luz.
Adicionou-se mais 400 pL de tampao de ligacao e procedeu-se a analise num
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson), equipado com um laser
de argon, utilizando os comprimentos de onda de excitacao de 525 nm e de
640 nm, respetivamente para a anexina V-FITC e para o IP. Foram adquiridos
10.000 eventos através do programa CellQuest™ e os dados obtidos foram
analisados usando o programa Paint-a-Gate 3.02. Os resultados sdo expressos
em percentagem de células de cada uma das subpopulacbes identificadas
com base na positividade e/ou negatividade de marcacao para a anexina V e
para o IP (Sarmento-Ribeiro A. B., 2000).

3.2.3. Detecao de Mutacdes dos genes RAS e FLT3

3.2.3.1. Gene RAS - Extracao, quantificacao e detecao de ADN

A detecdo de mutacoes nas trés isoformas do gene RAS, N-RAS, K-RAS
e H-RAS na linha celular F-36P foi executada por sequenciacdo automatica.
Assim, procedemos a identificacdo das mutacdes no gene N-RAS, no codao
12 (na posicao com 279-289 pares de bases) da sequéncia GGT, responsavel
pela codificacdo do aminoéacido glicina (Gli), no codao 61 (no segmento entre
434-436 pb) na sequéncia CAA, codificante do aminoacido prolina (Pro).
No gene H-RAS procedeu-se a identificacdo de mutacdes nos coddes 12 (222-
224 pb) na sequéncia GGC e 61 (370-372 pb) na sequéncia AGG, codificantes
de glicina (Gli) e arginina (Arg), respetivamente. Por fim, analisou-se a existéncia
de mutacdes no gene K-RAS nos coddes 12 (215-217 pb), na sequéncia GGT e
13(218-220 pb), na sequéncia GGC e no codao 61 (362-364 pb), na sequéncia
CAA.

Para o efeito o ADN das células F-36P foi previamente isolado, purificado,
amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction) e posteriormente
sequenciado.
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Extracado de ADN recorrendo ao Kit /flustra™ blood genomicPrep Mini Spin
Kit (GE Healthcare)

O ADN das células F-36P foi extraido de acordo com os procedimentos
mencionados no kit utilizado. Assim, as células foram sujeitas a uma
centrifugacao de 125 xg, sendo ressuspensas em 400 pL de tampao de lise.
A mistura obtida foi posteriormente agitada no vortex durante 15 segundos e
incubada durante 10 minutos. Montou-se uma coluna contendo uma malha
de silica-gel num tubo de recolha. Ressuspendeu-se cuidadosamente as células
lisadas com uma micropipeta e transferiu-se a mistura para a superficie da
malha da coluna. Centrifugou-se a 11.000 xg durante um minuto para que o
ADN fosse adsorvido na malha, removeu-se o sobrenadante do tubo coletor e
adicionou-se novamente 500 pL de tampao de lise. Repetiu-se 0 passo anterior,
de modo a proceder aumallise completa e a desnaturacdo de eventuais proteinas
residuais. Em seguida, adicionaram-se 500 pL de tampao de lavagem (diluido
previamente com etanol) e centrifugou-se a 11.000 xg durante 3 minutos.
Retirou-se o sobrenadante e efetuou-se nova centrifugacdoa 11.000 xg durante
1 minuto, de modo a remover todo o etanol eventualmente retido (o que
poderia afetar significativamente o produto final). A coluna foi posteriormente
transferida para um eppendorf estéril. Adicionou-se diretamente na malha 200
UL de tampao de eluicdo, previamente incubado a 70 °C durante 1 minuto.
Posteriormente, procedeu-se a uma centrifugacao a 11.000 xg, recolhendo-se
o eluido que contém o ADN.

A quantidade de ADN nas amostras foi determinada por espetofotometria.
Para tal, utilizou-se um tubo branco contendo 500 pL agua e outro tubo
contendo 10 pL de amostra e 490 ulL de agua (diluicao 1:50). A quantidade de
ADN na amostra foi determinada por meio da expressao:

— Concentragao do ADN na Amostra = 50 pg/mL x A, x Fator de Diluicao,

considerando-se que a cada unidade de absorvancia a 260 nm correspondem
50 pg/mL, e o fator de diluicdo foi de 50x.

O grau de pureza da amostra foi determinado pela razao entre as densidades
6ticas (DO) avaliadas no comprimento de onda (A) de 260 nm e de 280 nm, de
acordo com a expressao: DO 260 / DO 280

amostra amostra’

As amostras foram consideradas puras para a razao igual a 1,8 (foram
utilizadas as amostras com um grau de pureza entre 1,7 e 1,9).

Amplificacdo dos genes de N-RAS, K-RAS e H-RAS por PCR

A partir do ADN obtido, procedeu-se a amplificacao dos genes N-RAS, H-RAS
e K-RAS, utilizando um tubo branco e um controlo positivo de ADN proveniente



de outra amostra. Devido a presenca de intrdes entre os locais a amplificar, foi
necessario proceder a amplificacdo dos coddes 12 e 13 separadamente do
codao 61 para cada isoforma do gene RAS (N-RAS, K-RAS e H-RAS), para cada
amostra. Foi executado o PCR padrao, tendo-se utilizado primers forward (PF)
e reverse (PR), desenhados no programa Beacon Designer®, com as sequéncias
apresentadas na Tabela 15.
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TABELA 15

Primer Sequéncia do Primer

N-RAS — coddes 12 e 13
PF 5'-GACTGAGTACAAACTGGTGG-3'
PR 5'-AATATGATCCCACCATAGAG-3'
N-RAS — codao 61
PF 5'-ATTCTTACAGAAAACAAGT-3'
PR 5'-AACCTCTACAGGTACTAGGA-3'
o H-RAS — coddes 12 e 13
E PF 5'-CAGGAGACCCTGTAGGA-3'
g PR 5'-ATCCAGAACCATTTTGTGG-3'
= H-RAS - coddo 61
° PF 5'-GGAGAGGCTGGCTGTGTGAA-3'
< PR 5'-TCAACCAACACCAAGTCTTTT-3'
K-RAS — coddes 12 e 13
PF 5'-ACATGTTCTAATATAGTCAC-3'
PR 5'-CGAATATGATCCAACAATAG-3'
K-RAS — codéo 61
PF 5'-TTCCTACAGGAAGCAAGTAGT-3'
PR 5'-GAGTCTTTGCTAATGCCATG-3'

Posteriormente, foram efetuados 40 ciclos de PCR com a seguinte sequéncia:
5 -95°C; 1"-95°C; 1"-56°C; 45" -72°C; 5 —-72°C.

Detecdo do produto de ADN por eletroforese, gel e agarose

A técnica de eletroforese consiste na separacéo de moléculas com carga
por migracao diferencial numa matriz porosa (gel), durante a aplicacao de
um campo elétrico. O fracionamento das moléculas é efetuado principalmente
consoante o seu tamanho e caracteristicas do gel. A distancia de migracao das
diferentes moléculas varia na razao inversa ao tamanho do fragmento do ADN,
isto €, com o0 numero de pares de bases.

De modo a confirmar a amplificacdo dos segmentos do ADN procedeu-se
a detecao do produto por eletroforese em gel de agarose a 2%. Pesou-se 1,4
g de agarose em po e adicionaram-se 70 ulL de TAE 1x. A mistura foi aquecida
num micro-ondas até dissolver toda a agarose, seguindo-se um arrefecimento
até 50-60 °C. Numa hotte adicionaram-se a mistura anterior 2,5 pL de brometo
de etideo a 10 mM, sob agitacao para melhor dissolucao e homogeneizacao.
O conteudo foi colocado num compartimento delimitado lateralmente, tendo-
se aplicado um “pente” para demarcacao dos pocos, onde a amostra vai ser

Sequéncia de Primers
especificos utilizados na
amplificacdo dos genes
RAS
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aplicada. Ap6s o gel ficar com consisténcia sélida removeu-se cuidadosamente
0 pente e colocou-se o “berco” na tina de eletroforese, submergido o gel
em tampao TAE 1x. Procedeu-se a preparacdo das amostras, adicionando
1,5 uL de tampéao de corrida (Azul de Bromofenol) a 5 pL de cada amostra;
preparou-se a diluicao do marcador de pesos moleculares de 100 pb (NZYDNA
Ladder V, NZYtech), tendo-se adicionado 1 pL de marcador de peso molecular
(MPM), 1,5 pL de tampao de corrida perfazendo-se depois o volume com 2,5
uL de agua. Colocaram-se as amostras e o marcador de pesos moleculares
(MPM) diluido nos respetivos pocos, regulou-se o gerador para 90 volts e a
eletroforese decorreu durante 20 minutos. O gel foi posteriormente observado
no transiluminador, fotografado e identificado.

Purificacdo do produto de PCR por Jet Quick PCR Product Purification Spin
Kit (Genomed)

Para garantir que nao ocorram interferéncias na sequenciacao é necessario
proceder a varios passos de purificacdo do ADN, de modo a remover os dNTPs
e primers excedentes das reacoes anteriores.

Para o efeito iniciou-se a purificacdo pela diluicdo de 20 pyL da amostra de
ADN com 80 plL de tampao H1 (tampdao de ligacdo, constituido por hidroclorido
de guanidina e isopropanol). Cada mistura foi aplicada diretamente numa
membrana contida numa coluna e colocada num tubo coletor. Foi usada uma
membrana com capacidade de adsorcao para fragmentos de ADN entre 100
e 1000 pb, uma vez que os fragmentos amplificados relativos aos genes RAS
possuem entre 280 a 330 pb. Centrifugou-se durante 1" a 12.000 rpm, e
eliminou-se o sobrenadante do tubo coletor. De seguida, foram adicionados
500 pL de tampao H2 (tampao de lavagem, contendo NaCl, EDTA, Tris-HCl,
diluido em etanol) na coluna, seguindo-se nova centrifugacao de 1" a 12.000
xg com rejeicdo do sobrenadante no tubo coletor. Marcaram-se novos tubos
de recolha, transferindo-se para os mesmos a coluna, onde se adicionou,
diretamente na malha, 30 pL de agua, deixando a eluir por 1'. O passo final
consiste na centrifugacao a 12.000 rpm durante 2'. Seguidamente recolheu-se
o eluido contendo o ADN.

Marcacao do ADN com o kit Big Dye™ v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied

Bioscience)

A técnica “dye terminator sequencing” (Figura 24) permite a incorporacao
dos quatro ddNTPs (didesoxinucleédtidos) que bloqueiam o alongamento da
cadeia a partir do ponto onde o terminador foi inserido, combinado com
diferentes sondas fluorescentes na cadeia simples do ADN obtido (http://web.
siumed.edu).




A presente técnica consiste numa PCR de sequenciacao, onde cada reacao
contém um 1 pL de amostra, 2 pL de tampao do kit, 2 pL de Mix BD1.1
(contendo Tag-polimerase, MgCl, e os terminadores Big Dye™), 14 pL de agua
e TuL de primer, perfazendo um total de 20 pL de reacdo. Foram efetuadas
reacbes com o primer forward e primer reverse, separadamente, de modo
a obter a confirmacdo para cada sequéncia. Os tubos sao colocados no
termociclador e sujeitos a 25 ciclos com a seguinte sequéncia: 10” a 95 °C; 5”
a50°C; 4" a60 °C.

Molde de Sequéncia

Primer 3" pasconhecida \

— —
N — =
e DNA — DeSNAtUracio s me—
\ polimerase — —
4 dNTPs

Segmentos de
4 ddNTPs ADN Marcados
com os Terminadores

Purificacado com o kit /llustra™ AutoSeq G-50 Dye Terminator Removal® (GE

Healthcare)

Este processo permite a eliminacao dos terminadores em excesso no
produto anteriormente obtido através de filtracdo numa coluna contendo gel
sephadex G-50 para ADN. Apds agitacao no vortex, a coluna é submetida a
uma centrifugacao durante 1 minuto a 2.000 xg. A aplicacdo das amostras
na coluna devera ser efetuada imediatamente, nao deixando a resina secar.
Transferiu-se assim a coluna para um tubo coletor final, aplicando-se toda a
amostra no centro da resina. Efetuou-se uma centrifugacdo a 2.000 xg durante
1', tendo-se recolhido a amostra purificada no tubo coletor.

Sequenciacdo automatizada por eletroforese capilar

De modo a iniciar o processo de sequenciacdo, aplicaram-se 17 pL de agua
bidestilada e 3 pL de produtos do PCR de sequénciacao obtido numa placa
de sequenciacao. Apods programacdo do sequenciador ABI3130 (Applied
Biosystems™), procedeu-se a separacao dos ADN marcados com os ddNTPs
por eletroforese capilar (com resolucao de 1 pb). A migracao efetua-se em
funcdo do tamanho dos fragmentos, o que permite proceder ao alinhamento
das bases nucleotidicas das sequéncias em analise.
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FIGURA 24

Técnica “dye terminator
sequencing”.

A figura esquematiza a sintese da
cadeia de ADN complementar com

a incorporacao de ddNTPs, segundo

a tecnologia “dye terminator
sequencing”. Esta abordagem permite
que o processo se dé numa Unica
reacao, tornando-o simultaneamente
mais rapido e eficaz.

(Adaptado de http://web.siumed.edu).
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Os electrosferogramas obtidos foram analisados e confirmados por
comparagao com a sequéncia obtida utilizando o primer inverso. A existéncia
de eventuais espectros sobrepostos no electrosferograma foi reavaliada tendo-
se considerado significativo quando o “pico” inferior possui uma altura minima
de 25% do “pico” que o sobrepde.

Comparacao da similaridade entre sequéncias obtidas e publicadas por
utilizacdo do programa “Basic Alignment Search Tool”

A verificacao da similaridade da sequéncia obtida com sequéncias presentes
em bases de dados foi efetuada recorrendo ao endereco da Internet www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST, ao programa “Basic Alignment Search Tool” (BLAST), que
procede a analise matematica/estatistica entre sequéncias (www.ebi.ac.uk).
Apo6s a identificacdo dos locais de similaridade entre sequéncias, efetuou-se
nova comparacao com o eletrosferograma, avaliacdo das dissimilaridades e
correcao das sequéncias obtidas dos genes N-RAS, H-RAS e K-RAS.

3.2.3.2. Gene FLT3 - Detecao das mutacoes ITD e D825V

A detecao de mutacdes no gene FLT3 foi efetuada no ADN extraido da linha
celular F-36P, de acordo com o descrito em 3.1.4.1., através da utilizacdo do
Kit FLT3 Box 1.0 (Genebox). Com a utilizacdo desta metodologia foi possivel
avaliar dois tipos de mutacao no gene FLT3: as duplicacdes internas em tandem
(ITD) e a mutacao D835V, relacionada com a troca do aminoacido aspartato
(Asp, D) por uma valina (Val, V), na posicao 835 pb.

O procedimento deste kit é simples, de analise rapida e quase direta. Utiliza
uma placa de PCR que contém primers desidratados e vermelho de cresol (um
indicador de pH que adquire cor roxa em meio alcalino e amarela em meio
basico), permitindo a amplificacdo especifica do segmento do ADN a estudar.
A identificacdo dos fragmentos de ADN é posteriormente efetuada por analise
da amostra em eletroforese em gel de agarose a 2%. As placas contém também
um controlo positivo interno, que amplifica o gene PICT (small ubiquitin-like
modifier 1), originando fragmentos com 790 pb.

Detecdo da Mutacéo ITD no gene FLT3

A detecdo de duplicacdes internas em tandem (ITD), no gene FLT3, foi
avaliada por comparacao do tamanho dos fragmentos obtidos através da reacao
de PCR. Considera-se que existe a mutacao ITD para fragmentos superiores a
234pb (comprimento do segmento nomal), ou seja a forma mutada contém
segmentos que excedem 234 pares de bases.



Num eppendorf efetuou-se a mistura de 30uL de dgua bidestilada estéril
com 15 pL de PCR Master Mix (Tampéao NH,, Cloreto de Magnésio (MgCl,),
Glicerol e Tag ADNpolimerase, agitando-se vigorosamente durante 15
segundos. Seguidamente, transferiram-se 9 pL da mistura anterior para cada
poco da placa de PCR a utilizar. Juntou-se entdao 1 pL de cada amostra de
ADN tendo-se adicionado igual quantidade de agua para um outro poco, que
operou como ‘branco’.

A placa foi selada e submetida a PCR, utilizando os seguintes parametros:
1 ciclo de 1" a 96 °C (desnaturacao); 5 ciclos a 25" a 96 °C (desnaturacao) —
45" a 70 °C (emparelhamento) - 30" a 72 °C (extensao); 21 ciclos a 25" a 96
°C (desnaturacao) —~ 45" a 65 °C (emparelhamento) - 30" a 72 °C (extensao);
4 ciclos a 25" a 96 °C (desnaturacao) — 1" a 55 °C (emparelhamento) — 2" a
72 °C (extensao); 1" a 72 °C (extensao final).

Os produtos do PCR foram posteriormente identificados e analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, tendo-se utilizado uma voltagem de
115 volts.

Detecdo da Mutacdo Pontual D825V no gene FLT3

Para a detecao da mutacao pontual D825V no gene FLT3 utilizada a placa de
PCR para a detecao destas mutacdes, fornecida pelo kit FLT3 Box 1.0 (Genebox).
Esta placa encontra-se organizada segundo colunas contendo primers para
cada um dos alelos a estudar, D ou V. Um controlo positivo interno amplifica o
gene PICT, originando fragmentos com 790 pb.

A 14 uL da Master Mix do PCR adicionaram-se 30 pL de agua bidestilada
estéril, distribuindo-se a mistura por 2 tubos eppendorf. A um dos tubos
foi adicionado 2 pL de ADN, agitando-se vigorosamente. Ao outro tubo
foi adicionada igual quantidade de &gua bidestilada estéril, constituindo o
‘branco’ para as reacoes. Pipetaram-se 10 pL da mistura contendo ADN para
um poco da placa contendo a mistura para amplificacao do alelo D e a mesma
guantidade para um poco com mistura para amplificacao do alelo V. Procedeu-
-se do mesmo modo com a mistura contendo a agua.

A placa foi selada e colocada no termociclador. Os produtos do PCR foram
detetados por eletroforese em gel de agarose a 2%.
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3.2.4. Analise do mecanismo de acao dos farmacos
anticancerigenos

Para avaliarmos a eficacia do farmaco o-HFPA na inibicdo da farnesiltrans-
ferase recorremos a expressao de laminas A/C, uma forma frequentemente
utilizada como marcador farmacodinamico de farnesilacao.

De igual modo, para analisarmos o efeito da inibicdo do proteossoma pelo
farmaco MG262 recorremos a analise dos conjugados da ubiquitina, enquanto
para a avaliacao do efeito hipometilante da DEC utilizamos a MS-PCR.

3.2.4.1.Avaliacao da expressao de laminas, conjugados da ubiquitina e moléculas
da apoptose, por citometria de fluxo

Para analisar o efeito de inibicdo do proteossoma e da farnesilacdo induzida
pelos farmacos MG262 e a-HFPA avalidamos, respetivamente, a expressao
dos conjugados de ubiquitina e de laminas A/C, recorrendo a anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos. Avaliamos também a expressao
de moléculas reguladoras da apoptose como a BAX, BAD, BCL2, survivina,
caspase 3, FAS-R, e do ciclo celular como a ciclina D1, conjugados direta e
indiretamente com flurocromos.

Para este efeito foram efetuadas incubacbes das células F-36P com
uma densidade 1x10°% células/mL, durante 48 horas. As concentracoes
farmacoldgicas a analisar foram previamente selecionadas com base em curvas
dose-resposta, tendo-se avaliado as células incubadas em monoterapia com
0-HFPA na concentragdo de 150 pM (IC_ ) e 100 nM de MG262 (IC, ), e com
as associacdes farmacologicas de 50 nM de Ara-C e 100 pM de o-HFPA (4H),
de 100 nM de Imatinib com 50 uM a-HFPA (4H) e ainda de 50 pM de a-HFPA
em adicao simultanea com 25 nM de MG262.

A 1x10° de células em suspensao, tratadas nas condicoes anteriormente
referidas, adicionou-se 100 pL de solucdo A (solucdo fixante) num tubo
de citémetro, e incubou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente,
no escuro. Adicionou-se 1 mL de PBS e centrifugou-se a 300 xg durante 5
minutos, decantando-se depois o sobrenadante. Sequidamente adicionou-se
1 pg de anticorpo anticonjugados de ubiquitina conjugado com FITC, 1 ug de
anticorpo anti-lamina A/C conjugado com PE, e 100 pL de solucao B (solucao
permeabilizante), homogeneizando com a micropipeta, e incubou-se no escuro,
a temperatura ambiente, durante 15 minutos. Efetuaram-se duas lavagens
consecutivas, por adicdo de 1 mL de PBS e centrifugacdo a 300 xg durante 5
minutos, desprezando o sobrenadante. O sedimento foi entao ressuspenso em



400 pL de PBS, ficando pronto para a leitura no citémetro de fluxo.

O mesmo protocolo foi efetuado para as moléculas BCL2, BAX, caspase 3,
ciclina D1 e survivina.

Para a marcacdao da proteina BAD, foi necessaria a utilizacéo de um
anticorpo secundario, executando-se, apés a incubacao do anticorpo primario,
a adicao de 20 uL de anticorpo secundario ligado a APC, diluido em PBS (1/10).
Aincubacdo decorreu durante 20’ a temperatura ambiente e na auséncia de luz,
seguindo-se duas lavagens consecutivas PBS (como descritas anteriormente) e
ressuspensao final em 500 pL do mesmo.

Para a marcacao do recetor do FAS, uma molécula existente na membrana
celular, procedeu-se de acordo com o protocolo a seguir descrito. A uma
suspensao celular contendo 1x10° células foi adicionado 1 mL de PBS e
centrifugou-se a 1.500 xg durante 5'. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se
10 pL de anticorpo primario e incubou-se no escuro, a temperatura ambiente,
durante 15’. Adicionou-se 1 mL de PBS e centrifugou-se a 1.500 xg durante
5’, desprezando o sobrenadante. Procedeu-se a adicao de 20 plL de anticorpo
secundario diluido em PBS (1/10) e incubou-se durante 20’ a temperatura
ambiente, no escuro. Apés a adicdo de 1 mlL de PBS, centrifugou-se a
1.500 xg durante 5. A seqguir, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se
o sedimento em 500 pL de PBS.

Foram construidos histogramas e dot plots para as condicdes do estudo,
apo6s a aquisicao de dez mil eventos por cada condicao.

Os resultados sao expressos em % de células que expressam cada uma das
moléculas em estudo, bem como, em média de intensidade de fluorescéncia e
representam a média + desvio padrao de 3 ensaios independentes.

3.2.4.2. Analise do perfil de metilacdo dos genes p75 e p16 por MS-PCR

Extracdo e quantificacdo do ADN gendmico

A extracdo de ADN gendomico das células F-36P foi realizada através do
protocolo de extracdo de ADN utilizado para amostras de sangue desenvolvido
por Bartlett & White (Bartlett, 2003), como descrito na seccao 3.1.4.1.

Anélise do perfil de metilacdo por MS-PCR

Para a analise do perfil de metilacdo dos genes p75 e p16 foi realizado um
PCR especifico de metilacdo, o MS-PCR, cujo procedimento esta descrito na
seccao 3.1.4.2.
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3.3. Analise estatistica

Colocamos as seguintes hipoteses de estudo:

H,.: ha diferenca estatistica entre os subtipos para indices de prognostico,
parametros hematolégicos, bioquimicos, metilacdo de genes, polimorfismos
da MTHFR, célula estaminal e moléculas da apoptose.

Apresentamos aqui a hipdtese estatistica alternativa e ndo a nula por
facilidade de escrita, sendo que a hipotese nula é por definicdo a contraria
da apresentada. Estas hipoteses resumem as hipoteses devidas para cada
parametro individualmente que, por serem idénticas, e por facilidade de leitura,
nao sao apresentadas.

H.,: ha diferenca estatistica entre os individuos com evolu¢ao para LMA e os
outros para indices de progndstico, parametros hematoldgicos, bioquimicos,
metilacdo de genes, polimorfismos da MTHFR, célula estaminal e moléculas da
apoptose.

H, . ha diferenca estatistica entre os individuos que morreram e os outros para
indices de prognéstico, parametros hematolégicos, bioquimicos, metilacdo de
genes, polimorfismos da MTHFR, célula estaminal e moléculas da apoptose.

H, . ha associacdo estatistica entre a amostra e o grupo de controlo para os
polimorfismos da MTHFR.

Os testes usados foram os do Qui-Quadrado, para a independéncia, o
Mann-Whitney para 2 varidveis ordinais ou continuas, o de Kruskal-Walis para
mais do que duas variaveis, e a correlacdo de Spearman para a associacao de
duas variaveis ordinais. Na aplicacdo de testes temos de especificar um valor
para o (nivel de significancia) e normalmente utiliza-se «=0,05, que é uma
medida de erro ligada ao acaso.

O valor de o representa a probabilidade maxima de cometermos um erro
guando rejeitamos a hip6tese nula. Em ciéncias da saude, uma probabilidade
de 0,05 de cometer um erro na rejeicdo da hipdtese nula é, geralmente,
considerada uma probabilidade de erro aceitavel.

O teste de independéncia do Qui Quadrado, simbolizado por x? é um teste
de hipodteses nao paramétrico que se destina a encontrar um valor da dispersao
para duas variaveis nominais, avaliando a sua associacao. O principio basico
deste método é comparar proporcdes, isto &, as possiveis divergéncias entre as
frequéncias observadas e esperadas para um certo evento. (Maroco J., 2003).
Quando o valor esperado das células é menor ou igual a 5, é usado o teste exato
de Fisher para examinar a significancia da associacdo entre duas variaveis.



O teste de Wicoxon-Mann-Whitney, ou simplesmente teste de Mann-
Whitney, é o teste nao-paramétrico adequado para comparar as funcdes de
distribuicdo de uma variavel pelo menos ordinal medida em duas amostras
independentes. Este teste pode também ser utilizado como alternativa ao
teste t-Student para amostras independentes, nomeadamente quando os
pressupostos deste teste nao sao validos.

O teste de Kruskal-Wallis (KW) é uma extensao do teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney. E um teste ndo paramétrico (ANOVA ndo paramétrica) utilizado para
comparar trés ou mais grupos. E usado para testar a hipdtese nula de que
todas as populacoes possuem funcdes de distribuicdo iguais contra a hipotese
alternativa de que ao menos duas das populacbes possuem funcbes de
distribuicao diferentes.

Na correlacdo de Spearman (Spearman’s rank-order correlation) o
coeficiente mede a forca da associacao entre duas varidveis e pode ser usado
com o pressuposto duma relacdo monoténica entre as varidveis que podem ser
ordinais, intervalares ou de razao.

Od(ds ratio ¢ uma medida relativa que permite a comparacao entre o grupo
de estudo em relacao ao grupo de controlo.

O desempenho de um teste, ou a precisdo de um teste para discriminar casos
de doenca de casos nomais é avaliada utilizando a curva Receiver Operating
Characteristic (ROC) A area sob a curva ROC é uma medida de quao bem um
parametro pode distinguir entre dois grupos de diagnéstico (doente/normal).

A analise de sobrevivéncia foi efetuada recorrendo a metodologia de Kaplan-
Meier e as diferencas foram avaliadas pelos métodos de Log-rank e Wilcoxon.
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Resultados

4.1. Resultados na amostra de doentes com SMD

4.1.1. Caracterizacdo da amostra

A amostra é constituida por 102 doentes de raca caucasiana com o
diagnostico de SMD de novo. Os estudos foram efetuados em amostras de
sangue periférico e medula 6ssea, recolhidos durante os procedimentos de
diagnéstico, num periodo de 55 meses.

A andlise da distribuicao por sexo revela um maior nimero de doentes do sexo
feminino (58 doentes) em comparacdo com o nimero de doentes do sexo mas-
culino (44 doentes) (Figura 25), com uma relacao masculino/feminino de 0,8.

Os doentes tém uma mediana de idades de 74 anos (22-89 anos), com uma

média de 73,1 anos (Figura 25), ndo se observando diferenca estatistica entre as
idades dos homens e das mulheres (Teste de Mann-Whitney p — value>0,05).
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FIGURA 25

Caracterizacdo da populacdo
de doentes com SMD por sexo
e idade.
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FIGURA 26

Caracterizacdo da populacdo
de doentes com SMD segundo
a OMS 2008.

AR - anemia refrataria;

ARSA - anemia refrataria com
sideroblastos em anel;

NR - neutropenia refrataria;

TR - trombocitopenia refrataria;

5g- - sindrome 5q-;

AREB - anemia refrataria com excesso
de blastos;

LMMC - leucemia mielomonocitica
crénica.

De acordo com a classificacdo da Organizacao Mundial de Saude (OMS) de
2008 esta populacdo de doentes com SMD esta distribuida por 7 subtipos: 12
doentes (11,76%) com anemia refractaria com displasia unilinha (CRDU); 52
doentes (50,98%) com citopenia refractaria com displasia multilinha (CRDM); 6
doentes (5,88%) com anemia refractaria com sideroblastos em anel (ARSA); 8
doentes (7,84%) com anemia refractaria com excesso de blastos tipo 1 (AREB-
1); 8 doentes (7,84%) com anemia refractaria com excesso de blastos tipo 2
(AREB-2); 4 doentes (3,92%) com Sindrome 5 g- e 12 doentes (11,76%) com
leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) (Figura 26). Como podemos verificar
na figura 26, a maioria dos doentes pertence ao subtipo CRDM, representando
metade da populacao em estudo (52 doentes; 51%).

AREB-2

A avaliacdo do progndéstico foi efetuada utilizando o International Prognostic
Scoring System (IPSS), o Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-
R) e o World Health Organization (WHO) Prognostic Scoring System (WPSS).

Para a determinacao do IPSS foram utilizados os fatores de prognéstico
descritos na literatura (P. Greenberg et al.,, 1997), isto é, a percentagem de
blastos na medula, as alteracbes citogenéticas e o numero de citopenias
(Tabela 8). Este score permitiu a distribuicao dos doentes com citogenética
conclusiva (87 doentes), em 4 categorias de risco: baixo (37 doentes; 42,53%);
intermédio-1 (39 doentes; 44,83%), intermédio-2 (10 doentes; 11,49%) e alto
(1 doente; 1,49%) (Figura 27). E evidente o predominio de doentes com IPSS
baixo e intermédio-1 representando 87,4% da populacdao de doentes com
SMD incluidos no estudo (76 doentes), que constituem o grupo denominado
de baixo risco utilizado na pratica clinica para decisao terapéutica.
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Também foi utilizado o IPSS-R, para o qual foram utilizados os seguintes
parametros: citogenética, % de blastos medulares, valores de hemoglobina,
plaquetas e neutréfilos (Tabela 10). A utilizagcdo deste score proposto em 2012
(P. L. Greenberg et al., 2012) permitiu a classificacdo de 86 doentes em 5
grupos de risco: 20 doentes de muito baixo risco (23,96%), 32 doentes de
baixo risco (37,2%), 19 doentes de risco intermédio (22,04%), 12 doentes
de alto risco (13,95%) e 3 doentes de muito alto risco (3,48%) (Figura 28).
Em 16 doentes nao foram aplicados estes scores por citogenética inconclusiva
(n=15) ou doentes com LMMC com contagem de leucdcitos superior a 12 G/L
(n=1) (taxa de exclusdo 15,7%). Mesmo com a divisdo das categorias de risco
e a introducao de um grupo de risco intermédio, mantém-se o predominio de
doentes de baixo risco (52 doentes; 60,5%).

O WPSS (Malcovati, 2007), para além de contemplar a analise citogenética,
utiliza o subtipo segundo a classificacdo da OMS e a necessidade transfusional
(Tabela 9). De acordo com este indice dividimos a amostra em 5 grupos:

Muito alto

Alto

Muito baixo

Intermédio

Baixo
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FIGURA 27

Caracterizacdo da populagdo de
doentes com SMD, segundo o
IPSS.

FIGURA 28

Caracterizacdo da populagdo de
doentes com SMD, segundo o
IPSS-R.
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FIGURA 29

Caracterizacdo da populagdo de
doentes com SMD, segundo o
WPSS.

FIGURA 30A

Distribuicdo do IPSS segundo os
subtipos OMS.

muito baixo (16 doentes; 20,78%), baixo (27 doentes; 35,06%), intermédio
(20 doentes; 25,97%), alto (13 doentes; 16,88%) e muito alto (1 doente;
1,3%). A semelhanca dos scores anteriores em 25 doentes, nao foi possivel
a aplicacdo do WPSS (taxa de exclusao 24,5%), excluidos por citogenética
inconclusiva ou diagnostico de LMMC (Figura 29).

Muito alto

Alto

Muito baixo

Intermédio

Na analise dos indices de prognéstico nos varios tipos da OMS, verificou-se
existir uma diferenca estatistica entre os subtipos da OMS para os 3 indices de
progndstico, com um valor — p<0,05 (Figura 30). Ou seja, os doentes com 0s
subtipos CRDM e AREB-2 apresentam valores de IPSS, IPSS-R e WPSS superiores
aos doentes dos outros subtipos (p<0,05) (Figuras 30A, B e C, respetivamente).
Também os doentes com o subtipo AREB-1 tém pontuacdes de IPSS-R e WPSS
superiores quando comparados com os doentes dos restantes subtipos, ainda
nao citados (p<0,05). Quanto aos doentes pertencentes ao subtipo LMMC, tal
como os subtipos AREB-1 e -2 e CRDM, tém valores de IPSS-R significativamente
mais elevados (p<0,05).
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4.1.2. Caracterizacao clinica, laboratorial e molecular dos
doentes com SMD segundo o subtipo da OMS

Nas tabelas A1 e A2 (anexos) estao representadas as caracteristicas clinico-
laboratoriais e moleculares estudadas nos doentes com SMD e agrupadas
por subtipo OMS. Foram analisadas as médias, desvios padrdao, medianas e
frequéncias dos parametros para cada subtipo da OMS.

Na tabela A1 estdo representados os indices de prognoéstico (IPSS, IPSS-R e
WPSS), os parametros hematolégicos (leucocitos, neutréfilos, hemoglobina, pla-
guetas, blastos e sideroblastos em anel) e bioquimicos (acido félico, vitamina B12,
LDH, ferritina, eritropoietina e f2-microglobulina) e a analise citogenética.
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Na tabela A2 estao representadas outras variaveis estudadas nesta amostra:
idade, género, metilacdo de genes, polimorfismos da MTHFR, célula estaminal e
moléculas da apoptose, igualmente agrupadas segundo os subtipos da OMS.

As tabelas A3 e A4 replicam as tabelas A1 e A2 mas apenas para o subgrupo
de 11 individuos que evoluiu para LMA.

A tabela A5 foi utilizada para o calculo de um novo indice de Progressao e
representa uma pontuacao que traduz uma maior probabilidade de evolucao
para LMA. Este indice é calculado através da soma das variaveis representadas
na tabela A1 (parametros hematoldégicos e bioquimicos, célula estaminal,
perfil de metilacao e moléculas de apoptose) alteradas, em que cada variavel
contribui com um ponto quando anormal para cada subtipo.

4.1.2.1. Andlise de parametros hematoldgicos

Os parametros hematoldgicos analisados foram: leucdcitos, neutrdfilos,
hemoglobina, plaquetas, % de blastos e de sideroblastos em anel na medula.
Todos estes valores foram analisados no geral e para cada subtipo da OMS
2008 e depois comparados entre os varios subtipos.

Assim, analisou-se a existéncia de diferenca estatistica entre os subtipos da
OMS 2008 para os parametros hematoldgicos (hipdtese H1a), tendo-se verificado
diferenca estatistica para as variaveis leucdcitos, neutrofilos, hemoglobina,
plaguetas, blastos e sideroblastos em anel (p < 0,05) (Figuras 31 a 33).

Como podemos verificar na Figura 31, os doentes com LMMC sao os que
apresentam, em média, uma contagem de leucécitos mais elevada (8 G/L) em
relacdo aos outros subtipos (p<0,05), enquanto os doentes com os subtipos
AREB e CRDM tém leucopenia (média de 1,2 e 1,9 G/L, respetivamente).
A contagem absoluta de neutréfilos € também inferior nos subtipos AREB e
CRDM e, como seria de esperar, na NR (p<0,05).

Os doentes com a Sindrome 5g- apresentam em média um valor de he-
moglobina mais baixo, em oposicdo aos doentes dos outros subtipos de SMD
(p<0,05). Estes apresentam valores de hemoglobina superiores ou iguais a
10 g/dL, sendo os doentes com NR e TR 0s que apresentam valores de hemoglo-
bina mais elevados (superior a 12 g/dL) (Figura 32). Pelo contréario, os doentes
com TR sdo os que apresentam valores de plaquetas mais baixos, como seria de
esperar, a semelhanca dos doentes com os subtipos CRDM e AREB (valor médio
de plaquetas na AREB-2 < 50 G/L) (p<0,05) (Figura 33). Os doentes com Sindro-
me 5g-, AR e ARSA apresentam plaquetas em nimero normal.

Como seria de esperar a contagem de blastos medulares é superior nas
AREB e a contagem de sideroblastos em anel é superior na ARSA (p<0,05).
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FIGURA 31

Valores de leucdcitos e neutréfilos
dos doentes com SMD, segundo
os subtipos OMS.

FIGURA 32

Valores de Hemoglobina dos
doentes com SMD, segundo 0s
subtipos OMS.

FIGURA 33

Valores de plaquetas dos doentes
com SMD, segundo os subtipos
OMS .
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FIGURA 34

Distribuicdo das alteracoes
citogenéticas pelos subtipos
OMS 2008.

4.1.2.2. Analise do perfil citogenético

Na avaliacdo do perfil citogenético considerou-se a presenca de um
cariotipo normal quando foram observadas 20 metafases 46 XX ou XY. No
entanto, 15 doentes ndo apresentaram resultados conclusivos por citogenética
convencional, embora 11 destes apresentem um estudo citogenético por FISH
normal, ou seja, a pesquisa das quatro alteracoes citogenéticas mais frequentes
[trissomia 8, del(7q), del(5q) e del(20q)] foi negativa.

Para além do cari6tipo normal foram detetadas outras alteracoes citogenéticas
como a trissomia do cromossoma 8, a monossomia do 5 e a deleccdo do 5q, a de-
leccao do 7q, a deleccao do 20q, a auséncia do cromossoma Y e o caridtipo com-
plexo, quando observadas 3 ou mais alteracoes citogenéticas. A descricdo deste
perfil segundo os subtipos da OMS 2008 esta representada na figura 34.

Na nossa amostra, 15 doentes (14,7%) nao apresentam resultado citoge-
nético conclusivo, embora 11 deles apresentem um FISH normal para as quatro
alteracoes citogenéticas pesquisadas, conforme referido. A maioria dos doentes
(62 doentes ou seja 71,3%) tem um cariétipo normal, sendo a maior parte do
subtipo CRDM (43,5% dos doentes). Em 13 doentes (14,9%) foi evidenciada
a trissomia do cromossoma 8, na maioria dos casos isoladamente (8 doentes),
mas também associada a alteracbes do cromossoma 5 (n=4), a deleccdo do 7q
(n=1) e a auséncia do cromossoma Y (n=1).

Além do subtipo CRDM ser o que apresenta maior nimero de doentes com
cariotipo normal é também o que apresenta um maior nimero de doentes com
trissomia do cromossoma 8, embora as diferencas encontradas ndo tenham
significado estatistico.
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4.1.2.3. Analise dos parametros bioquimicos

Os parametros biogquimicos analisados nesta amostra foram o doseamento séri-
co do acido félico, da vitamina B12, da ferritina, da eritropoietina, da LDH e da 32-



microglobulina. Tal como para os parametros hematolégicos, foi calculada a média,
a mediana e o desvio padrao para cada variavel, e efetuada a comparacdo nos
diferentes subtipos da OMS 2008, como representado na Tabela A1 dos anexos.

Como podemos observar na Tabela A1, os doentes com o subtipo NR apre-
sentam os valores mais baixos de acido félico, vitamina B12, ferritina e f2-micro-
globulina. Pelo contrério, nos doentes com Sindrome 5g- verificou-se a presenca
de niveis séricos de acido félico, eritropoietina e f2-microglobulina mais elevados.
A B2-microglobulina encontra-se, em média, elevada nos doentes com AR, Sin-
drome 5g-, CRDM e AREB-1. Este parametro apresenta uma média mais baixa no
sibtipo ARSA (p<0,05). A ferritina encontra-se mais elevada nos subtipos ARSA
e AREB-2. Os doentes do subtipo CRDU, ou seja os doentes com AR, NR e TR,
apresentam médias de eritropoietina significativamente mais baixas em relacao
aos doentes dos outros subtipos (p<0,05). A LDH ¢é ligeiramente superior nos
doentes com AREB-2. Contudo, as diferencas observadas apresentam significa-
do estatistico, entre os subtipos da OMS 2008, para os parametros biogquimicos
(hipdtese H1a), eritropoietina e a f2-microglobulina (p < 0,05) (Figura 35 e 36).
Ou seja, verificamos que os doentes pertencentes ao subtipo ARSA apresentam,
em média, valores de B2-microglobulina inferiores aos dos doentes dos restantes
subtipos; e que os doentes do subtipo NR tém, em média, valores de eritropoieti-
na inferiores aos dos doentes com os outros subtipos.
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FIGURA 35

Valores de eritropoietina nos
doentes com SMD, segundo 0s
subtipos OMS.

FIGURA 36

Valores de B2-microglobulina nos
doentes com SMD, segundo 0s
subtipos OMS.
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FIGURA 37

Avaliagdo da metilagdo dos genes
pl15,p16,DAPK, R1,R2,R3 e R4
em doentes com SMD.

4.1.2.4. Analise do perfil de metilacao

Nos doentes com SMD incluidos no nosso estudo foi analisado o status de
metilacdo dos genes reguladores do ciclo celular e/ou apoptose p15, p16, p53,
DAPK e, os recetores do TRAIL, R1, R2, R3 e R4, assim como um gene envolvido
na reparacao do ADN, MGMT. O status de metilacdo dos genes p75 e p16 foi
avaliado em todos os doentes; enquanto a metilacdo dos restantes genes foi
avaliada em 78 dos 102 doentes (taxa de exclusao de 23,5%). Os genes p53
e MGMT nao estavam metilados em nenhum dos doentes testados. Por outro
lado, os genes p15 e DAPK encontram-se metilados em mais de 50% dos
doentes estudados (55,9% e 53,8%, respetivamente), o p76 e o TRAIL-R1 e
R2 em mais de 20% dos doentes (24,5%, 25,6% e 24,4%, respetivamente),
enquanto o TRAIL-R3 e R4 apenas se encontram metilados, respetivamente,
em 11,5% e 17,9% dos doentes (Figura 37).

Posteriormente, fomos analisar o perfil de metilacdo dos genes referidos
nos varios subtipos SMD da OMS (Figuras 38 e 39).

A metilacdo do gene p75 é mais frequente nos doentes com Sindrome
59- (75%), AR (67%) e CRDM (64%) e menos frequente nos doentes com
0 subtipo AREB-2 (13%). Também o p76 se encontra mais frequentemente
metilado na Sindrome 5g- e na TR (50%), em oposicao ao subtipo LMMC, em
que apenas 8% dos doentes apresentam este gene metilado. Quanto ao gene
DAPK, verificou-se que a maior parte dos doentes pertencentes aos subtipos
AREB-1, ARSA, NR e LMMC apresentam este gene metilado (83%, 83%, 70%
e 67%). Em oposicao, os doentes com os subtipos AREB-2 e TR ndo apresentam
metilacao deste gene (Figura 38). Nos restantes subtipos, ou seja na AR, CRDM
e Sindrome 5@-, a percentagem de doentes que apresenta este gene metilado
varia entre 33% e 50% (Figura 38).

Quanto aos recetores do TRAIL pré-apoptéticos, R7T e R2, 67 % dos doentes
com NR apresentam estes genes metilados. Metade dos doentes com TR e Sin-
drome 5g- tém o R7 metilado; e metade dos doentes com AREB-1 apresenta o
R2 metilado. Nos doentes pertencentes aos subgrupos AR, AREB-1 e 2 e LMMC
nao se verificou metilacdo do recetor R7; e nos doentes pertencentes aos sub-
grupos AR, TR, Sindrome 5g- e AREB-2 nado se constatou metilacao de R2.
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Os recetores antiapoptéticos do TRAIL-R3 e R4, mostram um perfil de
metilacdo diferente. O R3 estd metilado apenas em 33% dos doentes com
ARSA, enquanto nenhum doente pertencente aos subtipos Sindrome 5g-,
CRDU e AREB-2 apresenta este gene metilado. O R4 também esta metilado em
33% dos doentes com ARSA e também na mesma percentagem de doentes
com AR. Em oposicao, nenhum doente com NR, TR, Sindrome 5g- e AREB-2
apresenta metilacao deste gene (Figura 39).

Em suma, no geral, embora sem significado estatistico, é evidente a maior
frequéncia de genes metilados nos subtipos de SMD sem excesso de blastos.

4.1.2.5. Analise das moléculas de apoptose

O estudo das proteinas envolvidas nas vias de apoptose foi efetuado na
maioria dos doentes (99 doentes; taxa de exclusdo de 2,94%), através da
determinacdo por citometria de fluxo da expressao (MIF) e da percentagem
de células que expressam as moléculas membranares e citoplasmaticas com
funcoes pro- e anti-apoptoéticas. As proteinas pro-apoptéticas analisadas foram
as proteinas BAX, TRAIL-R1 e R2, FAS ligando, caspase 3, citocromo C e p53 e
as anti-apoptoéticas foram a survivina, BCL2, TRAIL-R3 e R4.
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FIGURA 38

Perfil de metilagdo dos genes p15,
p16 e DAPK segundo os subtipos
OMS.

FIGURA 39

Perfil de metilacdo dos recetores
do TRAIL sequndo os subtipos
OMS.
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FIGURA 40A

Distribuicdo das moléculas
anti-apoptéticas membranares
segundo os subtipos da OMS.

FIGURA 40B

Distribuicdo das moléculas
anti-apoptoticas citoplasmaticas
segundo os subtipos da OMS.

Os resultados estao representados nas figuras 40 a 42 tendo em linha de
conta a localizacdo membranar e citoplasmatica das proteinas anti-apoptéticas
(Figura 40) e das pro-apoptoticas (Figura 41), além da razdo entre estes dois
grupos de proteinas reguladoras da apoptose (Figuras 42).

Como podemos verificar na figura 40, os doentes com AREB-2 sdo
0s que apresentam tendencialmente menor percentagem de células a
expressar os recetores anti-apoptéticos do TRAIL, -R3 e -R4 (7,6% e 18,9%,
respectivamente) (Figura 40A). Contudo, é o subtipo de SMD que tem maior
percentagem de células a expressar survivina (17,6%) (Figura 40B) e menor de
TRAIL-R1 e R2 (Figura 41A), citocromo C e caspase 3 (17,8%, 8,1%, 2,7% e
2,9%, respectivamente) (Figura 41B). Apenas as diferencas encontradas para
a caspase 3 sao estatisticamente significativas (p<0,05), no que diz respeito ao
subtipo AREB-2. A percentagem de células que expressa caspase 3 varia desde
8,4%, nos doentes com CRDM, a 20,7% nos doentes com NR (Figura 41B),
ou seja é cerca de 2,9 vezes a 10,4 vezes superior em relacao aos doentes com
AREB-2.

Verificou-se diferenca estatistica entre AREB-2 e 0s outros subtipos somente
para a caspase 3 (hipotese H1a).
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Nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas na analise das
médias de intensidade de fluorescéncia em relacdo aos subtipos OMS, com
excecao das razdes entre os MIF das moléculas pré e anti-apoptéticas.

4.1.2.6. Andlise das mutacoes FLT3

Somente um dos 102 doentes estudados apresentava a mutacdo de ITD do
gene FLT3. Trata-se do doente mais jovem, e que evoluiu para LMA.
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FIGURA 41A

Distribuicdo das moléculas
pré-apoptoticas membranares
segundo os subtipos da OMS.

FIGURA 41B

Distribuicao das moléculas
pré-apoptaticas citoplasmaticas
segundo os subtipos da OMS.

FIGURA 42

Razédo moléculas pré-apoptéticas/
anti-apoptoticas.
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4.1.3. Andlise da célula estaminal por citometria de fluxo

Sendo a SMD uma doenca da célula estaminal, efectudmos a caracterizacao
desta célula na maioria dos doentes (71 doentes, taxa de exclusao 30,4%),
conforme descrito na seccdo de materiais e métodos (Figura 43A-D).

Como podemos verificar na figura 43A, os doentes com AREB-2 sdo
0s que apresentam, em média, maior percentagem de células estaminais
hematopoiéticas, ou seja células CD34 positivas (8,6%). Pelo contrario, os
doentes com LMMC, ARSA e Citopenias Refractarias, em particular com NR
e TR, sdao os que tém menor percentagem destas células (1,76% e 1,2%,
respectivamente). Além disso, as células CD34 dos doentes AREB-2 evidenciam
uma tendéncia para o aumento da percentagem de células que expressam IL-6
e TNF-o (Tabela A2) assim como do recetor de tirosina cinase, c-KIT (42,5% das
células sdo CD117 positivas) e da subunidade alfa do recetor da IL-3 (84,1%
das células sao CD123 positivas), relativamente aos outros subtipos de SMD
(Figura 43C). De salientar que as células CD34/CD117 positivas dos doentes
com AREB-2 e LMMC apresentam um aumento significativo da percentagem
de células que expressa, respectivamente, IL6 e TNF-q, relativamente aos outros
subtipos SMD.

Para analisar a relevancia da célula estaminal cancerigena na SMD fomos
avaliar a percentagem destas células nos varios subtipos da OMS (Figura 43B)
e comparar, nestas células, os marcadores referidos anteriormente, com os
das células estaminais com fendétipo aparentemente normal (Figura 43-D e
Tabela A2 dos Anexos).

Assim, a percentagem de células estaminais cancerigenas (CD34+/CD117+/
CD123+) é mais elevada nos doentes com CRDM, AREB-1 e ARSA (22,2%,
22,6 e 29,7%, respectivamente), sendo os doentes com AR e AREB-2 os que
apresentam menor percentagem destas células (7,4% e 10%, respectivamente)
(Figura 43B). Nestas células, a percentagem que expressa IL-6 € superior
nos doentes com CRDU, sendo sobretudo significativo na TR, enquanto a
percentagem que expressa TNF-o. é mais elevada nos doentes AREB-2 (Figura
43D). No entanto, quando comparamos a percentagem destas células que
expressa IL-6 e TNF-a,, com a das células com um fenétipo nao neoplasico
(CD34+/CD177+/CD123-) verificamos que é inferior nos doentes com 5g-,
CRDM e LMMC, sendo a diferenca mais acentuada para a IL-6 nos doentes
com AREB-2 (Figura 43D).



CD34 (%)

CD34/CD117/CD123 (%)

Média de células (%)

70

50-

AR

8.62

1.73

AREB-1 AREB-2 ARSA

CRDM

LMMC

1.76

NR

TR

60 -

50

40 -

30

22.62

22.16

12.22

-10 T T T T T
5g- AR AREB-1 AREB-2 ARSA CRDM LMMC  NR TR
100
Il Cp34/CD117_P
50 | [ cp34scpi23_p
60 —
40
20
0 -
AR NR TR 5¢- ARSA CRDM  AREB-1 AREB-2  LMMC

105

FIGURA 43A

Percentagem de células CD34 nos
doentes com SMD.

FIGURA 43B

Percentagem de células
estaminais cancerigenas em
doentes com SMD.

FIGURA 43C

Percentagem de células CD34
que expressam CD117/c-KIT e
CD123/IL3-R.
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FIGURA 43D

Avaliacdo da percentagem de
células estaminais normais e
neopldsicas que expressam IL-6 e
TNF-o em doentes com SMD.
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4.1.4. Analise dos polimorfismos da MTHFR

Uma vez que a enzima MTHFR participa no metabolismo do folato, essencial
nas reacoes de formacao de SAM, um dador de grupos metilo, fomos avaliar
a frequéncia dos diferentes gendtipos do gene que codifica esta enzima bem
como os polimorfismos, A1298C e C677T, nos 102 doentes com SMD e em
263 e 248 controlos saudaveis (MTHFR A1298C e C677T, respetivamente).

Para o polimorfismo A1298C verificAmos diferenca estatistica, com
p-value<0,05 (0,0127), e para o polimorfismo C677T verificdmos nao haver
diferenca estatistica, p-value>0,05 (no entanto, o valor é quase borderline
p-value=0,057) (Tabela 16 e 17). Ou seja, utilizando o teste do Qui Quadrado
constatdmos uma associacao entre a SMD e o gendtipo AC do polimorfismo
A1298C da MTHEFR. Este dado foi confirmado pelo Odds Ratio (OR - 2; I1C —1,3-
3,2; p—0,004).

O grupo de controlo comparado com os individuos com evolucdo para LMA
nao apresentou associacao estatistica.

TABELA 16
Polimorfismos da MTHFR MTHFR A1298C Controlo Amostra
A1298C A/A 123 (46,8%) 34 (33,3%)
A/C 105 (39,9%) 56 (54,9%)
c/C 35 (13,3%) 8 (7,8%)
TABELA 17
Polimorfismos da MTHFR MTHFR C677T Controlo Amostra
6771 Ala / Ala 98 (39,5%) 50 (49,0%)
Ala / Val 113 (45,6%) 41 (40%)

Val / Val 37 (14,9%) 7 (6,8%)




Com o objetivo de avaliar a interferéncia de polimorfismos funcionais nas
reacoes de metilacdo nos varios subtipos de SMD da OMS 2008, analisdmos
os polimorfismos da MTHFR, A1298C e C677T nestes doentes e efetuamos e
correlaciondmos os dados obtidos com o perfil de metilacdo dos genes estudados
(Figuras 44 a 47).

Quanto ao polimorfismo da MTHFR C677T, a maior parte dos doentes com
genes metilados tem o gendtipo Ala/Ala, com excecao do grupo de doentes
com metilacdo do gene p16 (Figura 44).

Analisando o polimorfismo da MTHFR A1298C, verificamos que o gendtipo
A/C é o mais frequente nos doentes com genes metilados, exceto no grupo
de doentes com metilacdo do gene TRAIL-R4, em que o gendtipo A/A esta
presente em maior numero de doentes que o gendtipo A/C (Figura 45).
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FIGURA 44A

Distribuicdo das variantes
genotipicas da MTHFR C677T em
funcdo do perfil de metilacdo dos
genesp15,p16 e DAPK.

FIGURA 44B

Distribuicdo das variantes
genotipicas da MTHFR C677T em
funcao do perfil de metilagdo dos
genes TRAIL-R1, R2, R3 e R4.
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FIGURA 45A

Distribuicdo das variantes
genotipicas da MTHFR A1298C
em funcéo do perfil de metilacdo
dos genes p15, p16 e DAPK.

FIGURA 45B

Distribuicdo das variantes
genotipicas da MTHFR A1298C
em funcéo do perfil de metilacdo
dos genes TRAIL-RT,R2, R3 e R4.

FIGURA 46

Distribuicao das variantes
genotipicas da MTHFR A1298C
em fungdo dos subtipos OMS.
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Qualquer um dos gendtipos mais frequentemente encontrados na nossa
populacdo, A/C para o polimorfismo A1298C da MTHFR ou Ala/Ala do
polimorfismo da MTHFR da C677T, esta presente em maior nUmero de doentes

que apresenta metilacao dos genes p75 e DAPK, que sao também os genes
mais frequentemente metilados nestes doentes.

Relativamente aos subtipos da OMS, nao foi evidenciada diferenca estatistica
entre os gendtipos da MTHFR e os subtipos da OMS (Figuras 46 e 47).
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4.1.5. Analise dos doentes que evoluiram para LMA e determi-
nacao de um novo indice de progressao para Leucemia Aguda

Do total da amostra de 102 doentes, 11 evoluiram para LMA sendo 7
doentes com AREB-2, 2 doentes com CRDM, 1 doente com AREB-1 e outro
com LMMC. As tabelas A3 e A4 (anexo) referem-se a este grupo de doentes.

Verificou-se diferenca estatistica entre os individuos com evolucao para
LMA e os outros para as seguintes variaveis: % de sideroblastos e blastos, IPSS,
IPSS-R, WPSS, plaquetas, eritropoietina, CD34/CD117/IL-6, todos com valor-
p<0,05 (hipotese H1b).

Ou seja, os doentes que progrediram para LMA apresentam, em média,
uma % de blastos medulares superior e um nivel sérico de eritropoietina
superiores aos doentes que ndo progrediram. Também apresentam um maior
numero de células com expressao de CD34/CD117/IL-6, para além de indices
de progndstico de alto risco. No entanto, o valor médio de plaquetas é inferior
no grupo que evoluiu para LMA.

As curvas ROC demonstraram que a % de blastos é o parametro que mais
prediz a evolucdao com 90%, sequido pela célula estaminal com marcacdo
CD34/CD117/CDIL-6 e a variavel eritropoietina (Figura A1 e Tabela A6).

4.1.5.1. 0 novo indice de progressao para Leucemia Aguda (IPLA)

Com base nos nossos resultados, foi construido um novoindice, designado por
IPLA, que soma o numero de variaveis (parametros hematoldgicos e bioquimicos,
célula estaminal, perfil de metilacdo e moléculas de apoptose) com valores
alterados para cada subtipo da OMS 2008, representando uma pontuacao que
traduz uma maior probabilidade de evolucao para LMA. (Tabela A5 dos anexos).
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FIGURA 47

Distribuicdo das variantes
genotipicas da MTHFR C677T em
funcdo do subtipos da OMS.



O IPLA é calculado através da soma das variaveis alteradas, em que cada variavel
contribui com um ponto quando anormal para cada subtipo.

Pode-se verificar que os subtipos que apresentam o “risco” mais elevado,
sdo os que correspondem aos doentes que progrediram para LMA. Assim, o
novo IPLA é também significativo (p-value<0,05), sendo que todos os individuos
com evolucao para LMA apresentam uma pontuacao superior a 6. Por exemplo,
7 dos 8 doentes com o subtipo AREB-2 evoluiram para LMA e o indice “risco”
neste subgrupo soma uma pontuacao de 19.

Ainda para os individuos com evolucao para LMA encontramos as seguintes
correlacbes significantes: diretas - R4 e hemoglobina (p=0,652); FAS e
sideroblastos em anel (p=0,738); e inversas - p53 e vitamina B12 (p=-0,691),
blastos e sideroblastos em anel (p=-0,650).

4.1.6. Analise dos doentes que faleceram

Dos 102 doentes incluidos desde o inicio do estudo (55 meses) faleceram 35
doentes (34,3%). Destes, fazem parte os 11 doentes que evoluiram para LMA,
ja descritos no ponto anterior. Dos restantes 24 doentes, 18 (75%) faleceram
por complicacdes secundarias as citopenias que apresentavam e seis doentes
faleceram devido a outras causas nao relacionadas com a doenca.

Da andlise deste grupo de doentes, verificamos diferenca estatistica para as
seguintes variaveis: blastos, IPSS, IPSS-R, WPSS, hemoglobina, ferritina e CD34,
todos com valor-p<0,05 (hipdtese H1c).

Ou seja, o grupo de doentes que faleceu apresenta uma maior % de blastos
medulares e de células CD34, um nivel de ferritina sérica superior e indices de
prognostico de alto risco. Este grupo de doentes apresenta, em média, um
valor de hemoglobina inferior ao dos doentes que nao faleceram.

4.1.7. Analise da sobrevivéncia

Por ultimo, efetudmos a andlise de sobrevivéncia de acordo com a
metodologia de Kaplan-Meier e as diferencas foram avaliadas pelos métodos
de Logrank e Wilcoxon, para a populacao total e em funcdo de determinados
parametros: progressao para LMA, perfil de metilacao, citopenias e variaveis
bioquimicas (B2-microglobulina, LDH, ferritina, vitamina B12, eritropoietina).

— Sobrevivéncia global da populacao

Analisamos a sobrevivéncia global (OS) dos 102 doentes com SMD e verifi-
camos que aos 23 meses de follow-up, 50% dos doentes estavam vivos e aos
36 meses apenas 32% dos doentes permanecia em seguimento (Figura 48).
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— Sobrevivéncia sequndo a progressao para LMA

O grupo de 11 doentes que evoluiu para LMA apresenta uma taxa de so-
brevivéncia inferior ao grupo que nao progrediu, comprovado por um p <0,01
(0,0000) (Figura 49).
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— Relacao entre perfil de metilacdo e sobrevivéncia

Para estudarmos a influéncia do perfil de metilacdo na sobrevivéncia fomos
determinar as curvas de sobrevivéncia de cada subgrupo de doentes em
funcdo da auséncia e/ou presenca de 1 ou mais de 2 genes metilados em
particular para os genes p15, p16, DAPK, R1, R2, R3 e R4 (gene metilado vs
nao metilado). Embora se verifique uma diferenca na sobrevivéncia no que diz
respeito aos doentes com o gene p75 metilado vs ndo metilado, esta diferenca
nao é estatisticamente significativa (p=0,0889) (Figura 50).

FIGURA 48

Sobrevivéncia Global da
populacdo.

FIGURA 49

Sobrevivéncia dos doentes que
evoluiram para LMA vs os doentes
sem progressao.



FIGURA 50

Relagdo entre status de metilacdo
do gene p15 e sobrevivéncia.

FIGURA 51

Relacdo entre a LDH sérica
e a sobrevivéncia.
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— Relacao entre parametros bioquimicos e sobrevivéncia

Neste estudo de sobrevivéncia, analisdmos os parametros 32-microglobulina,
LDH, ferritina, vitamina B12 e eritropoietina na sobrevivéncia. Excluimos o fola-
to sérico para esta analise, uma vez que alguns doentes faziam suplementacdo
com 4cido fdlico a data de diagndstico, portanto, a data de recolha dos dados.
Para as variaveis 2-microglobulina, LDH, ferritina, vitamina B12 e eritropoietina
utilizdmos os valores de referéncia citados na seccao materiais e métodos, sendo a
comparacao efetuada entre os subgrupos de doentes com valores normais em rela-
cao aos gque tém valores elevados. Para o parametro eritropoietina e ferritina, efetu-
amos ainda a divisao em outros subgrupos: eritropoietina (baixo vs normal vs <100
mUI/mLvs 100-500 mUI/mL vs =500 mUl/mL) e ferritina (baixo vs normal vs elevado).

Assim, verificdmos diferenca estatisticamente significativa na sobrevivéncia
para as variaveis LDH (p=0,0048) e eritropoietina (p=0,0336), ou seja, 0s
doentes que apresentam valores acima do limite superior da normalidade,
para as duas variaveis, ttm uma sobrevivéncia inferior aos doentes com valores
dentro da normalidade (Figuras 51 e 52).
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— Relacao entre parametros hematoldgicos e a sobrevivéncia

Por ultimo, analisdmos a sobrevivéncia por citopenias (anemia, neutropenia e
trombocitopenia) na sobrevivéncia. Nesta analise, utilizamos os cut-off considera-
dos no IPSS, ou seja, doentes com hemoglobina inferior a 10 g/dL em compara-
cao com os doentes com hemoglobina superior ou igual a 10 g/dL, doentes com
neutréfilos inferiores a 1,8 em relacdo aos que tém valores superiores ou iguais
a 1,8 G/L e plaquetas inferiores a 100 G/L vs superior ou igual a 100 G/L. Deste
modo, comprovamos uma diferenca estatisticamente significativa para o parame-
tro hemoglobina (p=0,0249), sendo que os doentes com valores de hemoglobina
mais baixos apresentam taxas de sobrevivéncia superiores (Figura 53). Para a vari-
avel neutroéfilos, nao se verificou diferenca estatistica na sobrevivéncia (p=0,09).
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FIGURA 52

Relacdo entre a eritropoietina e a
sobrevivéncia sérica.

FIGURA 53

Relagdo entre a hemoglobina e a
sobrevivéncia.



FIGURA 54

Analise da sobrevivéncia entre os
subtipos da OMS.

AR - anemia refrataria; NR - neutropenia
refratéria; TR - trombocitopenia refrataria;
Sindrome 5g-; ARSA - anemia refrataria
com sideroblastos em anel; AREB - anemia
refrataria com excesso de blastos;

LMMC - leucemia mielomonocitica crénica;
CRDM - citopenia refrataria com displasia
multilinha.

— Relacao entre os subtipos da OMS 2008 e a sobrevivéncia

A analise da sobrevivéncia para os varios subgrupos demonstrou existir
uma diferenca estatisticamente significativa para este parametro (p=0,004)
(Figura 54).
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4.2. Estudos efetuados na linha celular F-36P
4.2.1. Caracterizacao da linha celular F-36P

No presente trabalho foi utilizada a linha celular F-36P, obtida de um doente
com Sindrome Mielodisplasica do subtipo AREB-t, sequndo a classificacdo da
OMS de 2001, ou LMA segundo a classificacdo da OMS de 2008.

De modo a conhecer o ritmo de crescimento destas células, foi elaborada a
curva de crescimento, obtida pelo célculo do logaritmo do nimero de células
vidveis presentes na cultura celular, a cada 24 horas, durante 96 horas. Como
se pode verificar na figura 55, ocorre um crescimento exponencial até as 72
horas de incubacao, apresentando um tempo de duplicacdo entre as 24 e as
48 horas. O ritmo de crescimento diminui a partir das 72 horas de incubacao,
provavelmente devido ao efeito de inibicdo por contacto e deplecdo de
nutrientes no meio de cultura, atingindo um plateau que se mantém até as
96 horas.
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4.2.2. Detecao de mutacdes nos genes RAS e FLT3
4.2.2.1. Detecao de mutagdes nos genes RAS por sequenciacao

A detecdao de mutacdes nas trés isoformas do gene RAS, N-RAS, H-RAS e
K-RAS, foi efetuada por sequenciacdo, a partir de uma amostra de ADN extra-
ido das células F-36P com concentracdo de 745 pg/ml e uma razéo D.0.260/
D.0.280 de aproximadamente 1,8, de acordo com o referido na seccao de
materiais e métodos. A técnica de sequenciacao permite, através da construcao
de eletrosferogramas, obter uma sequéncia nucleotidica amplificada que inclui
os codoes a estudar. Assim, como se observa na figura 56, a isoforma N-RAS
apresenta a sequéncia GGT para os coddes 12 e 13, e CAA para codao 61.
A isoforma K-RAS apresenta a sequéncia GGT no coddo 12, GGC no codao 13
e CAA no codado 61, enquanto a isoforma H-RAS exibe a sequéncia GGC no co-
dao 12, GGT no codao 13 e CAG no codao 61. Deste modo, a comparacao das
sequéncias com o ADN das células F-36P nao revelou a presenca de mutacoes
nos coddes em estudo.

61 12 13 61 12 13 61
ICTICAAGAGG

GACRAGANG 2IGGTIGGCIET” CCGOGEIGTIG COGCTCAGGA

N-RAS K-RAS H-RAS

FIGURA 55

Curva de crescimento da linha
celular F-36P.

A curva obtida demonstra um crescimento
exponencial entre as 24 e as 72 horas

de incubacdo, sequido de uma fase de
estabilizacdo do crescimento até as

96 horas.

FIGURA 56

Eletrosferograma das sequéncias
nucleotidicas dos coddes 12, 13 e
61 dos genes RAS.

Verifica-se a presenca das sequéncias wild
type dos coddes 12, 13 e 61 das isoformas
N-RAS (A), K-RAS (B) e H-RAS (C) da

linha celular F-36P, delimitados a vermelho.



FIGURA 57

Detecdo de mutagdes ITD no gene
FLT3 por eletroforese em gel de
agarose nas células F-36P.

0 circulo vermelho evidencia a banda
relativa as mutacdes ITD. A banda situada
acima desta possui aproximadamente
790bps, correspondendo ao controlo
interno. Foi utilizado um marcador de pesos
moleculares (MPM).

FIGURA 58

Detecdo da mutagdo pontual
D835V no gene FLT3 por
Eletroforese em gel de agarose
nas células F-36P.

A auséncia da banda na coluna D835V
demonstra a auséncia de mutacdo pontual
D835V. Nas células F-36P é apenas
possivel detetar a banda correspondente
ao gene normal (wild type, WT). Foi
utilizado igualmente um marcador de pesos
moleculares (MPM), um controlo negativo
(C-) e um tubo branco (0).

Para além dos coddes em estudo, foi igualmente confirmada a inexisténcia
de mutacgao na restante sequéncia amplificada.

4.2.2.2. Detecao de mutagdes no gene FLT3

A detecdo de mutacgdes internas em tandem, ITD, e da mutacao pontual,
D835V, no gene FLT3, foi efetuada a partir de 32pg/ml de amostra de ADN
isolado das células F-36P, de acordo com o mencionado na seccdo de materiais
e métodos. A figura 57 representa uma imagem do gel onde foi possivel a
visualizacao de mutacoes ITD, no gene FLT3 das células F-36P.

Nos resultados obtidos na linha celular F-36P, observa-se uma banda
correspondente a um fragmento contendo 250 a 500 pares de bases
(assinalado com o circulo na figura 57), resultante da duplicacao interna em
tandem do gene FLT3. Nesta figura encontra-se ainda visivel uma banda de,
aproximadamente, 790pb, correspondente ao controlo interno.

Na figura 58, esta representado o gel de agarose para detecdo da mutacao
pontual D835V no gene FLT3. Como se pode observar, apenas se identifica a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 325 pb, correspondente
ao gene normal (WT). A auséncia de banda na coluna denominada D835V
significa que a linha celular F-36P nao possui esta mutacao pontual.
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4.2.3. Analise do efeito citotéxico e citostatico de novos
farmacos anticancerigenos nas células F-36P

4.2.3.1. Andlise da viabilidade e densidade celular pelo método do Azul de
Tripano - Curvas Dose-Resposta

AS células F-36P foram incubadas com os farmacos a-HFPA, Imatinib,
MG262, Decitabina e Tricostatina A nas condicbes referidas na seccao
Materiais e Métodos. Foram ainda administradas as células as combinacoes
farmacolégicas entre a-HFPA e Ara-C, a-HFPA e Imatinib, o-HFPA e MG262,
e ainda Decitabina com TSA A. As figuras 59 a 67 representam as curvas de
viabilidade e densidade celular nas diferentes condicoes testadas.

Como se pode observar na figura 59, nas células F-36P tratadas com o
inibidor da farnesiltransferase, a-HFPA, ocorreu diminuicdo da viabilidade
celular (Figura 59A) e da densidade celular (Figura 59B) de forma dependente
da dose e do tempo de incubacao. O a-HFPA induz assim um efeito citotédxico
e citostatico apds 24 horas de incubacdo. Este efeito é maximo quando as
células sdo tratadas com este inibidor da farnesiltransferase na concentracao
de 250 pM, onde a viabilidade das células decresce até 15% (Figura 59A).
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FIGURA 59

Curvas Dose-Resposta das células
F-36P tratadas com a-HFPA.

Em (A) esta representada a viabilidade
celular e em (B) é possivel visualizar

a proliferagdo celular na presenca de
concentracdes crescentes de a-HFPA

ao longo de 72 horas de incubagéo. Os
resultados tém significado estatistico
(p<0.05) para todas as concentracdes
utilizadas em (A) e para as concentracdes
50 uM, 75 pM, 100 M, 125 pM, 150 pM,
200 pM e 250 uM em (B), em relacéo ao
controlo..



FIGURA 60

Curvas Dose-Resposta das células
F-36P tratadas com a combinacdo
farmacolégica o-HFPA e Ara-C.

Em (A) encontra-se representada a
viabilidade celular e em (B) a proliferagdo
das células tratadas com a associacdo

da a-HFPA e Ara-C, em administracdo
simultanea e temporalmente desfasadas
(4H). Os resultados tém significado
estatistico (p<0.05) para as concentracées
de 50 nM de Ara-C, 100 nM de Ara-C com
150 uM de o-HFPA e 100 nM de Ara-C
com 150 uM de a-HFPA 4H em (A) e para
as concentragbes de 50 pM de a-HFPA, 50
nM de Ara-C, 100 nM de Ara-C com 150
UM de o-HFPA e 100 nM de Ara-C com
150 UM de o-HFPA 4H em (B), em relagdo
ao controlo.

Por outro lado, o IC,, ou seja, a concentracao a qual o farmaco possui a
capacidade dereduzir aviabilidade celular para 50%, é atingido na concentracao
de, aproximadamente, 150 pM apds 48 horas de tratamento. O efeito
antiproliferativo é bastante significativo as 24 horas de incubacao, quando as
células sao tratadas com a-HFPA na concentracdo de 250 pM. Nesta condicao,
a densidade celular decresce até ao valor médio de 0,09x10° células/mL (cerca
de 6,5 vezes inferior a concentracao inicial (Figura 59B).

Por outro lado, quando as células foram tratadas com Ara-C (Citarabina), o
efeito citotdxico e antiproliferativo foi observado apés 48 horas de incubacao
das células com o farmaco. Este efeito nas células F-36P é também dependente
da dose e do tempo de incubacao, tendo-se verificado uma inibicao de 50%
de proliferacao celular (IC,,) com o farmaco na concentracao de 100 uM apos
48 horas de incubacao.

Posteriormente, as células F-36P foram incubadas com a-HFPA e Ara-C
em administracao simultanea, tendo-se utilizado doses inferiores ao IC,, dos
farmacos em monoterapia. Como se pode verificar na figura 60, esta associacao
farmacolégica induz um decréscimo de viabilidade (Figura 60A) e da densidade
(Figura 60B) de modo dependente da dose e do tempo de exposicao. No
entanto, a associacdo mais eficaz foi a resultante da administracado de 100nM
de Ara-C seguida de 50uM de a-HFPA, com um intervalo de 4 horas entre as
duas administracoes.

De facto, foi observada uma reducao da viabilidade celular para 47 % ap6s 72
horas de incubacao, ou seja, ocorreu uma potenciacao do efeito citotdxico que
se traduziu por uma diminuicao da viabilidade em cerca de 26% relativamente
ao tratamento com Ara-C em monoterapia na dose de 100nM, e de 34% em
relacdo aincubacao de a-HFPA isolado. No entanto, o seu efeito antiproliferativo
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foi menos acentuado, tendo-se observado diminuicdo maxima da densidade
celular para 0,21x10° células/mL (cerca de 2,9 vezes inferior a densidade ao
tempo zero) com a associacao farmacologica de 50 nM Ara-C seguida de 50
UM o-HFPA ap6s 4 horas. Regista-se assim aumento do efeito citostatico de
1,8 vezes superior, comparativamente a incubacao de Ara-C em monoterapia
na mesma concentracdo. Em suma, a associacao entre os farmacos Ara-C e o-
HFPA possui um efeito citostatico e antiproliferativo sinérgico, nomeadamente
quando a incubacdo de Ara-C precede 4 horas a incubacao de o-HFPA.

Quando as células F-36P foram tratadas com o inibidor de tirosina-cinase,
Imatinib, em monoterapia, observou-se um efeito citotoxico (Figura 61A) ou
citostatico (Figura 61B) ligeiro, tendo-se registado uma reducao de viabilidade
de aproximadamente 15% para a concentracao de 200 nM de Imatinib. Apesar
de ser observada reducao da viabilidade celular as 24 horas de tratamento com
este farmaco nas concentracdes inferiores a 200 nM, este efeito revelou-se
reversivel ap6s 72 horas de incubacao (Figura 61A).

Nas células F36-P tratadas com a associacdo de Imatinib na concentracdo de
100 nM com a-HFPA na concentracao de 50 pM observou-se potenciacao do
efeito citotéxico, mas nao do antiproliferativo (Figura 62A), relativamente ao
observado com 100 nM de Imatinib em monoterapia (Figura 62A). De facto,
nas células tratadas com ambos os farmacos observamos uma diminuicdo da
viabilidade em cerca de 34% relativamente aos farmacos isoladamente. Assim,
a combinacao farmacoldgica de a-HFPA com Imatinib revelou possuir eficacia
citotdxica importante, embora esta se verifique sobretudo quando os farmacos
sao adicionados com um intervalo de 4 horas.

Foi avaliado também o potencial efeito terapéutico do inibidor do
proteasoma, MG262, na linha celular F-36P, em monoterapia e em associacao
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FIGURA 61

Curvas Dose-Resposta das células
F-36P tratadas com Imatinib.

Em (A) esté representada a viabilidade
celular e em (B) a densidade celular na
auséncia (controlo) e na presenca de
concentragdes crescentes do farmaco.

Os resultados tém significado estatistico
(p<0.05) para as concentracdes de 100

nM e 200 nM de Imatinib em (A) e para as
concentracdes 50 nM, 100 nM e 200 nM de
Imatinib em (B), em relacdo ao controlo.



FIGURA 62

Curvas Dose-Resposta das células
F-36P tratadas com a combinacao
farmacoldgica o-HFPA e Imatinib.

Em (A) encontra-se representada o

efeito na viabilidade celular e em (B) na
proliferacéo celular na células tratadas

com a associacdo de a-HFPA e Imatinib,

ao longo de 72H, quer os farmacos

sejam administrados simultaneamente

ou com desfasamento temporal de 4H.

Os resultados tém significado estatistico
(p<0.05) para as concentracées de 100 nM
e 200 nM de IMA, 100 uM de o-HFPA,
50pM de o-HFPA com 100 nM de IMA e de
100 nM de IMA com 150 uM de a-HFPA
4H, 100 M de a-HFPA com 200 nM de
IMA e de 100 nM de IMA com 100 puM de
o-HFPA 4H, em relagéo ao controlo.

FIGURA 63

Curvas Dose-Resposta das células
F-36P tratadas com MG262.

Em (A) esté representada a viabilidade
celular e em (B) a proliferacdo celular na
presenca de concentracdes crescentes de

MG262 durante 72 horas de incubacdo.

Os resultados tém significado estatistico

(p<0.05) para as concentracdes de 25 nM,
50 nM, 100 nM e 150 nM em (A), e de 10
nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM e 150 nM em

(B), em relacdo ao controlo.
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com o IFT, o-HFPA. Como se pode observar na figura 63, 0 MG262 administrado
isoladamente possui um efeito citotdxico e antiproliferativo bastante acentuado,
embora de forma dependente da dose e tempo de incubacdo. A diminuicdo da
viabilidade é fortemente pronunciada as 48 horas e ao contrario do observado
com o Imatinib, ndo ocorreu reversao deste efeito para as doses testadas, ou
seja, entre 25 nM e 150 nM (Figura 63A). Quando as células foram tratadas
com MG262 na concentracao de 250 nM observou-se a reducdo maxima
da viabilidade celular (para aproximadamente 33%) as 72 horas. O IC, foi
atingido as 48 horas com a concentracdo de 100 nM. Por outro lado, o efeito
antiproliferativo foi significativo para concentracdes entre 50 nM e 150nM,
observando-se uma reducdo no nimero de células de sensivelmente 3,5 vezes,
nas células tratadas com 150 nM de MG262 (Figura 63B), relativamente as
células controlo.
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Seguidamente, analisou-se se a eficacia terapéutica do MG262 poderia ser
potenciada pela adicao de outros farmacos anticancerigenos. A figura 64mostra
os resultados obtidos quando as células foram tratadas com a associacao entre
MG262 e o-HFPA, em concentracdes inferiores as utilizadas para atingir os
respetivos IC,, em monoterapia. Como se pode observar, a administracao em
simultaneo de MG262 e a-HFPA mostra maior eficacia terapéutica, em relacao
ao efeito dos farmacos para as concentracoes testadas em monoterapia.

Assim, a diminuicao da viabilidade celular (Figura 64A) ocorreu progressiva-
mente a partir das 24 horas, atingindo 24% de células vivas as 72 horas,
quando as células foram incubadas com 50 uM de a-HFPA e 25 nM de MG262.
Estes resultados mostram uma reducao em 20% relativamente a registada com
as mesmas concentracoes de MG262 em monoterapia, sugerindo sinergia
farmacolégica entre os farmacos utilizados. Apesar de se observar reducao da
densidade celular de 2,3 vezes em relacdo as células tratadas, e de 1,6 vezes
relativamente ao MG262 em monoterapia (25 nM) (Figura 64B), este efeito
antiproliferativo sinergistico nao é significativo. Deste modo, a administracao
simultanea dos farmacos a-HFPA e MG262 potencia essencialmente o seu
efeito citotéxico.

Para avaliar o potencial terapéutico dos moduladores epigenéticos, as cé-
lulas foram colocadas em cultura na auséncia e na presenca do inibidor da
HDAC, Tricostatina A (Figura 65A), e do hipometilante, Decitabina (Figura
65B), em monoterapia durante 96 horas. Como se observa na figura 65, a
TSA A e a DEC induzem diminuicao da viabilidade das células F-36P, de for-
ma dependente da concentracdo e do tempo de exposicao, verificando-se o
efeito maximo apds 48 horas de incubacao. Deste modo, a reducdo de 50%
da viabilidade/proliferacao celular (IC, ) foi atingida quando as células foram
tratadas com 750 nM de TSA A (Figura 65A) e 50 uM de DEC (Figura 65B).
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FIGURA 64

Curvas Dose-Resposta das células
F-36P tratadas com MG262 em
associacao com o-HFPA.

Em (A) esta representado o efeito

na viabilidade celular e em (B) na
proliferagdo celular quando os farmacos
sdo administrados simultaneamente ou
com um desfasamento temporal de 4H,
durante 72 horas. Os resultados tém
significado estatistico (p<0.05) para
todas as condicGes em (A), enquanto que
em (B) possuem significado estatistico
as concentracdes de 25 nM de MG262,
associacao de 50 uM de o-HFPA com 25
nM de MG262 e 50 pM de o-HFPA com
25 nM de MG262 (4H), em relacdo ao
controlo.



FIGURA 65

Curvas dose-resposta de TSAA e
DEC em administragdo Unica, nas
células F-36P.

A viabilidade celular foi analisada cada
24H, durante as 96H de incubagdo com
diferentes concentracbes de TSA A (A)

e DEC (B), em monoterapia. Os dados

s30 expressos em percentagem (%),
relativamente ao controlo, e representam

a média + desvio padrdo de pelo menos 3
ensaios independentes. TSA A — Tricostatina
A; DEC — Decitabina; ¥, p<0,05; ¥, p<0,01;
t, p<0,001.

FIGURA 66

Curvas dose-resposta de TSAA e
DEC em administracdo diaria, nas
células F-36P.

A proliferacdo celular foi analisada cada
24H, durante as 96H de incubagdo com
diferentes concentracoes de TSA A (A)
e DEC (B), em administracdo didria,
comparativamente com a administracdo
de dose Unica. Os dados sdo expressos
em percentagem (%), relativamente

ao controlo, e representam a média +
desvio padréo de pelo menos 3 ensaios
independentes. TSA A — Tricostatina A; DEC
— Decitabina; #, p<0,05; *, p<0,01; 1,
p<0,001; § dose didria administrada.
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Nas células tratadas com TSA A e DEC em baixas doses (10 nM e 1uM, respeti-
vamente) apenas se verificou uma diminuicao de 20% e 10%, respetivamente,
apo6s 96 horas de incubacao, comparativamente com o controlo.

Devido a reversibilidade dos efeitos antiproliferativos da TSA A e DEC, avali-
amos se a administracao diaria seria mais eficiente na reducao da proliferacao
celular do que a administracdo de uma dose Unica. VerificAmos uma reducao
superior da proliferacdo celular comparativamente a verificada quando as cé-
lulas foram tratadas com concentracoes mais elevadas numa administracao
Unica. De facto, quando combinadas doses diarias de 100 nM de TSA A (Figura
66A) ou de 5 pM de DEC (Figura 66B), a proliferacdo celular diminui para va-
lores perto do zero, apés 96 horas de incubacao (quase 100% de reducédo da
proliferacdo celular). Por outro lado, nas células tratadas com 500 nM de TSA
A e 50 uM de DEC respetivamente, em dose Unica, constatou-se um decrésci-
mo somente de 60% e 70%, respetivamente (Figuras 66A e 66B).

Viabilidade Celular (%)
S
|

Viabilidade Celular (%)
3
L

404 40 -
<>~ Controlo < Controlo
—{— TSA 10 nM —{l— Dec 1 um*
20 o TsA100nM 20| o Decsum
A TSA 100 nM* A Dec 5 uM*
[} TSA 500 nM [} Dec 50 uM
0 T T T T 0 T T T 1
0Oh 24h 48h 72h 96h 0Oh 24h 48h 72h 96h



Com o objetivo de analisar o efeito sinérgico da associacdo terapéutica
de moduladores epigenéticos, as células F-36P foram tratadas com os dois
farmacos em administracdo simultanea e com um intervalo de 3 horas entre
os dois, em concentracdes inferiores as utilizadas em monoterapia (Figura
67). Quando as células foram tratadas com os farmacos em monoterapia em
baixas concentracdes (TSA A 10 nM e DEC 5 pM), ndo observamos um efeito
citotéxico significativo. A viabilidade celular, ap6s 96 horas de incubacéo,
diminuiu para cerca de 76% e 70%, respetivamente. No entanto, quando
as células foram incubadas com os farmacos em associacdo, observou-se um
aumento do efeito citotdxico de cerca de 50% para concentracdes inferiores
ao IC.,, quando comparado com as células tratadas com os farmacos em
monoterapia. Este efeito foi mais marcado quando as células F-36P foram
previamente incubadas com o inibidor das histonas desacetilase, TSA A, e
depois com o agente hipometilante, DEC, atingindo uma decréscimo de 90%
na viabilidade celular (Figura 67).
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4.2.3.2. Andlise da morte celular induzida pelos farmacos anticancerigenos nas
células F-36P

O tipo de morte celular induzida pelos fadrmacos anticancerigenos, em
monoterapia e em associacao, foi avaliado com base nas caracteristicas
morfolégicas das células, recorrendo a microscopia 6tica e por citometria de
fluxo, apds marcacao das células com Anexina V.
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FIGURA 67

Curvas dose-resposta da
associacdo de TSA A e DEC, nas
células F-36P.

A proliferaco celular foi analisada cada
24H, durante as 96H de incubacdo com
diferentes concentracées de TSA A e DEC,
isoladamente ou em combinacao.

Os dados sdo expressos em percentagem
(%), relativamente ao controlo, e
representam a média + desvio padrdo de
pelo menos 3 ensaios independentes. TSA
A —Tricostatina A; DEC — Decitabina; %,
p<0,05; *, p<0,01; 1, p<0,001; 1, pré-
incubagdo de 3 horas.



FIGURA 68

Aspeto morfolégico das células
F-36P na auséncia de tratamento
e incubadas com o-HFPA.

Em A e B estdo representadas as
caracteristicas morfoldgicas das células
controlo. Em (A) séo visiveis mitoses e em
(B) evidenciam-se células binucleadas e
trinucleadas. Em C e D estdo representadas
as caracteristicas morfoldgicas das células
tratadas com 150 pM de o-HFPA. Em

(C) observam-se blastos rodeados por
varios corpos apoptéticos, com blebbing e
fenomenos de picnose. Estas caracteristicas
encontram-se evidenciadas pelas setas. Em
(D) séo visiveis células que apresentam
alguma maturacdo. (ampliacdo de 1000x).

4.2.3.2.1. Avaliacao da morte celular por microscopia ética

Algumas das caracteristicas morfoldgicas dos esfregacos efetuados na linha
celular F-36P encontram-se representadas na figura 68A e B. Assim, estas
células possuem caracteristicas tipicas de blastos, apresentando-se com uma
elevada relacao nucleo/citoplasma, por vezes apresentando também pequenas
protuberancias citoplasmaticas e nucléolos bem visiveis. O citoplasma apresenta
caracteristicas basofilas, enquanto o nlcleo se encontra muitas vezes em
posicdo excéntrica, observando-se em geral um significativo numero de
mitoses (Figura 68A e B). Embora a maioria das células apresente apenas um
nucleo, observou-se com alguma frequéncia a presenca de células binucleadas
e trinucleadas, como se pode visualizar na figura 68A e B, demarcando a sua
imaturidade e caracteristicas displasicas.

Ap6s tratamento das células F-36P com a-HFPA na concentracao de 150 uM
(IC.,). a morfologia foi drasticamente alterada (Figura 68C e D). Como se pode
observar na figura 68, as células possuem caracteristicas morfolégicas de apop-
tose, nomeadamente, presenca de corpos apoptoticos e de blebs, sendo visivel
a condensacao da cromatina e a retracao de volume (Figura 68C). Nao foram
detetadas mitoses e a frequéncia de células multinucleadas foi muito reduzida.
Além disso, observa-se células com nucleos de menores dimensdes, cromatina
menos condensada e basofilia citoplasmatica menos acentuada (Figura 68D).




125

Da mesma forma, quando as células foram tratadas com MG262 na concen-
tracao de 25nM, em monoterapia, verificou-se a presenca de diversas células em
apoptose, evidenciando vacuolizacao citoplasmatica, blebs, retracao celular, frag-
mentacao nuclear, como também corpos apoptoticos (Figura 69A). Além disso,
as células sdo menos irregulares, mas apresentam nucléolos, nucleos excéntricos,
elevada frequéncia de mitoses e exteriorizacdo de cromossomas (Figura 69 B-D).

FIGURA 69

Caracteristicas morfoldgicas
das células F-36P tratadas com
MG262.

Em (A) estao representadas células em
diferentes fases do processo apoptético.
Na figura B) evidenciam-se defeitos na
divisdo celular mitdtica e desorganizacdo
cromossomica acompanhadas de
formagGes em blebs; observa-se ainda
em C) a exteriorizacdo de cromossomas
(ampliacdo de 1000x). Em D) a ampliacdo
de 400x permite a percecdo da frequéncia
significativa de mitoses anémalas no
esfregaco.

Na figura 70, estao representadas as alteracoes morfoldgicas nas células apds
tratamento com as associacdes farmacolédgicas de 50nM de Ara-C com 100uM
de o-HFPA na figura 70A, 100nM de Imatinib com 50uM de o-HFPA na figura
70B, e 25nM de MG262 com 50uM de a-HFPA nas figuras 70C e D. Em todas
as condicoes farmacoldgicas testadas observam-se células em apoptose inicial.
No entanto, enquanto que com as associacdes entre o-HFPA e Ara-C, e a-HFPA
e Imatinib se evidenciam sobretudo retracdo de volume e formacédo de blebs, na
associacao entre a-HFPA e MG262 é possivel visualizar uma elevada quantidade
de células com fragmentacdo nuclear e vacuolizacao citoplasmatica.



associagdes farmacologicas.

£
Nas células tratadas com 50nM de Ara-C e ‘
100 uM de a-HFPA (4H) (A), evidencia-se . ~
a presenca de corpos apoptoticos e um
ntmero residual de células multinucleadas. .

)

Caracteristicas morfoldgicas
das células F-36P tratadas com
farmacos anticancerigenos em

FIGURA 70
S

Em (B) sdo visiveis corpos apoptaticos 1

alusivos a incubagao com 100 nM de

Imatinib e 50 pM de o-HFPA (4H). Em

C) e D) estao representadas algumas
caracteristicas apresentadas pelas células

tratadas com 50 pM o-HFPA e 25 nM de @
MG262, nomeadamente corpos apoptéticos -

e vacuolizagdo (ampliacdo de 100x).

Apds o tratamento com os modificadores epigenéticos, as células
apresentavam caracteristicas morfolégicas de morte por apoptose, como o
blebbing, a condensacdo da cromatina, a fragmentacao nuclear e os corpos
apoptoticos (Figura 71).
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FIGURA 71

Caracteristicas morfolégicas
das células F-36P tratadas com
farmacos anticancerigenos em
associagdes farmacoldgicas.

(A) Células tratadas com DEC (B) Células
tratadas com TSA A C) Células tratadas
com DEC e TSA A (ampliagdo de 1000x).




4.2.3.2.2. Analise da morte celular por citometria de fluxo recorrendo a marcacao
por Anexina V

A analise do tipo de morte celular foi ainda efetuada recorrendo a marcacao
das células com anexina V ligada a APC. Desta forma foi possivel proceder a
avaliacao do tipo de morte celular, decorrente da acdo dos farmacos a-HFPA
e MG262 em monoterapia nas células F-36P. Os resultados obtidos estdo
de acordo com os estudos morfolégicos, tendo-se observado, de um modo
geral, aumento da percentagem de células em apoptose e diminuicao da
percentagem de células viaveis de modo dependente da dose e do tempo de
incubacao (Figura 72).

e

Da mesma forma, a acao citotéxica dos farmacos o-HFPA e MG262 ja
verificada confirma-se pelos resultados obtidos através da marcacdo com
a anexina V. Apenas se verificou uma discordancia relativamente as células
incubadas com a concentracdo de 150 pM de a-HFPA, onde se observou uma
maior percentagem de morte celular por apoptose do que o verificado pelas
curvas dose-resposta.

Para avaliar o tipo de morte celular induzido pela TSA A e DEC, utilizamos
a analise por citometria de fluxo apés coloracao das células com anexina V e
iodeto de propideo. Como ilustra a figura 73, a TSA e a DEC induzem morte
celular preferencialmente por apoptose tardia e/ou necrose. De acordo com
as curvas dose-resposta, a analise da morte celular por citometria de fluxo
demonstra que a reducao da morte celular é dependente do farmaco e do
esquema utilizado. De facto, observou-se uma diminuicdo da viabilidade de
cerca de 40% das células F-36P e um aumento de aproximadamente de 10%
das células em apoptose/necrose, quando estas foram tratadas com 10 nM
de TSA seguidos de 5uM de DEC, comparativamente com as células controlo
(90% de viabilidade vs 10% de apoptose/necrose) (Figura 73).
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FIGURA 72

Anélise da morte celular por
citometria de fluxo atraves da
marcagao por anexina V-APC.

As células F-36P foram tratadas na
auséncia (controlo) e na presenca de
o-HFPA e MG262 nas concentracbes
indicadas na figura, e segundo o descrito
na seccao de materiais e métodos. Verifica-
se em geral um aumento da percentagem
de células em apoptose e diminuicdo de
células vivas, de forma dependente da dose
dos farmacos administrados, apds 48H.

Os resultados estdo expressos em % de
células e representam a média de 3 ensaios
independentes.



FIGURA 73

Anélise da morte celular por
citometria de fluxo.

Resultados obtidos por citometria de

fluxo quando as células F-36P foram
incubadas, na auséncia (controlo) e na
presenca de TSA A e DEC, em monoterapia
e em associacdo. Os dados sao expressos
em percentagem (%), relativamente

ao controlo, e representam a média +
desvio padréo de pelo menos 3 ensaios
independentes. TSA A — Tricostatina A;
DEC — Decitabina; t, p<0,05; *, p<0,01;
t, p<0,001; 9, pré-incubacdo de 3H; V

— células viaveis; Al — células em apoptose
inicial; AT/N — células em apoptose tardia/
necrose; N — células em necrose.
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4.2.4. Analise dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade
induzida pelos novos farmacos anticancerigenos na linha
celular F-36P

Ap6s confirmado o potencial efeito citotéxico e antiproliferativo dos novos
farmacos anticancerigenos no tratamento de SMD, e de verificar que este efeito
se deve a morte celular por apoptose, foram avaliados alguns dos possiveis
mecanismos moleculares envolvidos no mecanismo de acao destes farmacos.
Para o efeito foi analisada, por citometria de fluxo, a expressdao de moléculas
reguladoras da apoptose, como as proteinas BAD, BAX, BCL-2, Survivina,
Caspase 3, FAS e reguladoras do ciclo celular como a Ciclina D1.

Inicialmente foi analisada a eficacia do farmaco a-HFPA na inibicao da farne-
siltransferase através da expressao das Laminas A/C, frequentemente utilizadas
como marcador farmaco-dinamico para a farnesilacdo. Na figura 74 pode-se
observar, nas células F-36P tratadas com a-HFPA em monoterapia e em asso-
ciacdo com novos farmacos, um decréscimo da expressao da Lamina A/C. Por
outro lado, nas células tratadas com MG262 observou-se o efeito contrario.

De igual modo, para avaliar a eficacia do MG262 na inibicado do proteasoma
nas células F-36P, fomos determinar a expressao dos conjugados de Ubiquitina,
como se observa na figura 75.
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Verificamos que, na presenca de MG262 em monoterapia, a expressao
dos conjugados de Ubiquitina aumentou cerca de 40 vezes relativamente ao
controlo. Nas células tratadas com MG262 em associacdo com o IF observou-
se que este aumento foi de cerca de 29 vezes.

Apo6s confirmar o mecanismo primario de acao do MG262 e IFT, foram
analisados alguns mecanismos moleculares envolvidos no efeito citotéxico
e antiproliferativo dos farmacos em estudo, quer em monoterapia quer em
associacao nas condicoes representadas nas figuras 76 e 77.

Na figura 76A esta representada a expressao das proteinas pertencentes a
familia BCL-2, nomeadamente a BAD, BAX e BCL-2. Como se pode observar,
em todas as condicbes testadas ocorreu uma diminuicdo acentuada na
expressao de BCL-2, relativamente ao controlo. Por outro lado, observou-
se um aumento da expressao da proteina pro-apoptética BAD em todas as
condicdes, com particular evidéncia nas células tratadas com a associacao de
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FIGURA 74

Avaliacdo da expressdo de
Laminas A/C nas células F-36P
por citometria de fluxo.

A expressao de Laminas A/C foi analisada
nas células F-36P na auséncia (controlo)

e apos tratamento com o-HFPA e MG262
em monoterapia e em associacdo com

os farmacos, nas concentracdes referidas
na Figura, recorrendo-se a anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos
e detetados por citometria de fluxo, de
acordo com o referido na seccdo de
materiais e métodos. Os resultados sdo
expressos em média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) e representam a média
de 3 ensaios independentes.

FIGURA 75

Avaliacdo dos conjugados de
ubiquitina nas células F-36P por
citometria de fluxo.

A expressdo das proteinas marcadas pela
Ubiquitina (conjugados de ubiquitina) foi
analisada nas células F-36P incubadas na
auséncia (controlo) e presenca de MG262,
em monoterapia e em associagdo com
o-HFPA, nas concentracdes indicadas

na Figura, recorrendo-se a anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos
e detecdo por citometria de fluxo,

como referido na seccdo de materiais e
métodos. Os resultados sdo expressos

em média intensidade de fluorescéncia
(MIF) e representam a média 3 ensaios
independentes.
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FIGURA 76

Avaliacdo da expressao de BAD,
BAX e BCL-2 por citometria de
fluxo.

Em A) a expressdo das proteinas BAD,

BAX e BCL-2 foi avaliada nas células

F-36P, incubadas com o-HFPA e MG262

em monoterapia e em associacdes
farmacoldgicas nas concentracdes indicadas
na Figura, de acordo com o descrito na
secgao de materiais e métodos. Em B)
encontra-se representada a razao BAD/BCL-
2 e BAX/BCL-2. Os resultados em A estdo
expressos em MIF e em B pela razéo entre
a MIF de BAX e BCL2.

25nM de MG262 com 50uM oa-HFPA. Quando as células foram tratadas com
as associacoes farmacolégicas de 50uM de Ara-C com 100uM de o-HFPA e de
100nM de Imatinib e 50uM a-HFPA observou-se um aumento da expressao da
BAX de cerca de 1,4 vezes. Por outro lado, tanto na incubacédo de 100nM de
M@G262 isolado como na associacao 25nM de MG262 com 50uM de o-HFPA
foi verificado um ligeiro decréscimo.

Como se pode observar na figura 76B, ocorreu um aumento da razao BAX/
BCL-2 e BAD/BCL-2 em todas as condicbes testadas, relativamente ao controlo,
o que confirma os dados obtidos anteriormente nas curvas dose-resposta e nos
estudos morfolégicos. E possivel observar que esta razdo é significativamente
superior nas células tratadas com os farmacos em associacao comparativamente
as células tratadas com os farmacos em monoterapia, sendo esta diferenca mais
significativa nas células incubadas com a associacdo de 25 nM de MG262 com
50 uM de a-HFPA. De igual modo, na associacao entre 100 nM de Imatinib e
50 uM de a-HFPA (4H) é visivel uma clara diferenca entre a razdo BAD/BCL-2 e
a razao BAX/BCL-2, com notério predominio da primeira.
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Para além das proteinas da familia BCL-2, foi analisado também a expressao
de outras proteinas reguladoras da apoptose, como o recetor FAS, a Caspase
3 e a Survivina (Figura 77). Assim, na figura 77A observa-se um aumento da
expressao do recetor de morte FAS, nas células F-36P incubadas com 100
nM de MG262, contrastando com a diminuicdo da expressao desta proteina
nas restantes condicoes testadas. De igual modo, nas células tratadas com a
concentracao de 100 nM de MG262, observou-se um aumento da Caspase
3, um efector de morte onde convergem as vias extrinseca e intrinseca da
apoptose, nao se tendo verificado para as restantes condicées uma variacao
significativa em relacdo ao controlo (Figura 77B). A andlise da expressdo da
Survivina revela que ocorre um decréscimo na sua expressao nas associacoes
farmacolégicas, nomeadamente na combinacao entre 100 nM de Imatinib com
100 uM de o-HFPA e na adicao de 25 nM de MG262 com 50 pM de a-HFPA,
como é possivel verificar na Figura 77C.

Para confirmar o efeito antiproliferativo foi ainda analisada a expressao da
proteina reguladora do ciclo celular, Ciclina D1, como representado na figura
77D. Como podemos observar nesta figura, nas concentracdes referidas
anteriormente, verifica-se diminuicdo da expressao de Ciclina D1 na totalidade
dos casos, relativamente ao controlo, sendo este decréscimo mais acentuado
nas células tratadas com MG262 isoladamente, e na associacdo simultanea de
25 nM de MG262 com a-HFPA.

= 100 = 100
[T [T
= 90 9135 o fasR s 90 B Caspase 3
= =3
e 80 s 80
& 78.06 @
8 704 @ 70
Q
[}
< 60— 6295 6439 8 60+
o o
w50 52.34 < 50
wv
g 40 o 40
g 39.07 %y
w30 $ 304
S
a
20+ = 20
m 10 10+
N EEEEE O
Controlo ~ o-HFPA ~ MG262  Ara-C 50nM IMA 100nM o-HFPA 50uM Controlo  o-HFPA ~ MG262  Ara-C 50nM IMA 100nM ©o-HFPA 50uM
150pM  100nM  +o-HFPA  +o-HFPA  + MG262 150pM  100nM  +o-HFPA  +orHFPA  +MG262
100 uM 50 uM 25nM 100 pM 50 uM 25nM
— 100 — 100
i i —
= 90 Survivina = 90 == Ciclina D1
= 11.72 — = E=2
= 80 10217 = 80+ 488
2 70 ®= 3 ,ou 70 4489
2 ©
= =
3 60 S 60+ 37.79
o 50 7124 g; 50| 34.87
° 6346 - SRl
@ 40 o 40
2 3
wv
£ 30 2
=
& 20+ o}
C 10
. | = == B B B == m 0
Contiolo ~ o-HFPA ~ MG262  Ara-C 50nM IMA 100nM o-HFPA 50uM Controlo ~ o-HFPA ~ MG262  Ara-C 50nM IMA 100n0M o-HFPA 50uM
150M  100n0M  +o-HFPA  +o-HFPA  +MG262 150uM  100nM  +o-HFPA  + o-HFPA  +MG262
1004M 50 M 25nM 100pM 50 uM 250M

131

FIGURA 77

Avaliagdo da expressao de FAS,
caspase 3, survivina e ciclina D1
por citometria de fluxo.

A expressao das proteinas foi analisada
nas células F-36P tratadas com o-HFPA e
MG262 em monoterapia e em associacao
(o-HFPA com Ara-C, a-HFPA com MG262
e o-HFPA com Imatinib) recorrendo-se a
anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos e detetados por citometria
de fluxo. Os resultados sdo expressos em
média de intensidade de fluorescéncia
(MIF) e representam a média de 3 ensaios
independentes.
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FIGURA 78

Status de metilacdo das células
F-36P.

(A) O status de metilagao dos genes

p15 e p16 foi analisado por PCR-MS. Nas
células F-36P o gene p75 esta metilado e o
p16 ndo metilado. (B) Analise por PCR-MS
da metilagdo do gene p75 apds as células
F-36P serem tratadas com TSAA e DEC.A
Figura representa o status de metilagdo do
gene p15 nas células F-36P ndo tratadas

e apos 72H de tratamento com 10 nM de
TSAAe 5 uM de DEC, isoladamente ou

em combinagdo. M — metilado; U — ndo
metilado; TSA A — Tricostatina A; DEC

— Decitabina; 1 - pré-incubacdo de 3H.

Sabendo que na SMD o gene p76, mas sobretudo o gene p75 estao
frequentemente metilados, fomos analisar o status de metilacdo destes
genes nas células F-36P para posterior avaliacao do efeito hipometilante dos
moduladores epigenéticos utilizados. Assim, nas células F-36P, somente o
gene supressor tumoral p75 se encontra metilado (Figura 78A), pelo que o
efeito hipometilante da DEC e TSA A, em monoterapia ou em combinacao, foi
avaliado somente no gene p75 (Figura 78B). Como seria de esperar e tendo
em atencdo o mecanismo de acdo da TSA A, nas células tratadas com este
HDACi em monoterapia, nao modifica o estado de metilacdo do p75; por
outro lado, a DEC induz um efeito hipometilante, observando-se diminuicao
dos alelos p75 metilados e um aumento dos alelos nao metilados (Figura 78).
Este efeito desmetilante foi mais evidente quando as células foram tratadas
simultaneamente com a associacao de 5 uM de DEC e 10 nM de TSA A com
um intervalo de 3 horas, tendo como consequéncia uma eliminacao de todos
os alelos p75 metilados.

CTL  TSA10nM DEC5pM TSA10nM TSA10nM TSA10nM g
+ + &
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5.1. Influéncia da analise de parametros clinicos,
laboratoriais e moleculares no diagnéstico,
prognostico e avaliacao de grupos de risco em
doentes com SMD

A SMD é um grupo de doencas clonais da célula estaminal hematopoiética
pluripotencial caracterizadas por displasia, hematopoiese ineficaz e potencial
risco de evolucao para LMA, apresentando resisténcia as terapéuticas
convencionais. Os mecanismos envolvidos na patogénese desta doenca sao
multiplos e complexos e envolvem varias alteracées genéticas e epigenéticas
que atingem a célula pluripotencial em varias etapas (Pfeilstocker et al., 2007),
originando alteracdes na proliferacao, diferenciacao e apoptose das células do
sistema hematopoiético (Hirai, 2003; Pfeilstocker et al., 2007).

Apesar dos multiplos esforcos para esclarecer os mecanismos moleculares
da SMD, a patogénese dos estadios iniciais desta patologia e da transicdo para
LMA n&o estdo ainda totalmente clarificados. Além disso, a relevancia clinica
desses mecanismos para o diagnéstico e para a avaliacao do prognéstico, assim
como, para a identificacdo de novos grupos de risco continuam por definir.

5.1.1. Caracterizacao clinico-laboratorial dos doentes com SMD

O estudo decorreu ao longo de 54 meses e englobou 102 doentes com
SMD de novo, os quais apresentam uma idade mediana de 74 anos, com
uma relacdo masculino/feminino de 0,8. Estes dados estdo de acordo com os
disponiveis na literatura, embora a maior parte dos estudos, refira um ligeiro




predominio do sexo masculino (Ma, Does, Raza, & Mayne, 2007; Ma, Selvin,
Raza, Foti, & Mayne, 2007).

Relativamente a distribuicdo dos doentes pelos subtipos da OMS de
2008, verificamos um predominio de doentes com citopenias refractarias,
destacando-se o subtipo CRDM, que representa 50,98% da amostra, um valor
superior ao descrito na literatura (aproximadamente 30%) (Germing et al.,
2006; Malcovati et al., 2005). Por outro lado, a percentagem de doentes com
anemias refractarias com excesso de blastos (AREBs) é inferior ao referido por
outros autores (15,68% vs 40%, respetivamente). Os subtipos Sindrome 5g-
e ARSA, representam 3,92% e 5,88%, respetivamente, valores que estdo de
acordo com a literatura (Breccia et al., 2006; Germing et al., 2006; Malcovati
et al., 2005). O subtipo LMMC representa 11,76% da amostra, valor inferior
ao descrito (31%) por Williamson em 1994 (Williamson, Kruger, Reynolds,
Hamblin, & Oscier, 1994).

Esta distribuicdo por subtipos permite uma previsao relativamente aos
grupos de prognoéstico, ou seja, o predominio de doentes com SMD em
estadios iniciais ira corresponder a indices de prognostico baixos e intermédios.
Assim, a distribuicdo segundo o IPSS divide a nossa populacdo em 87% de
doentes de baixo risco (incluindo o risco baixo e intermédio-1) e 13% de alto
risco (incluindo risco intermédio-2 e alto). A nossa populacdo apresenta um
predominio de doentes com baixo risco em relacdo aos 70% descritos por
Greenberg (P. Greenberg et al., 1997).

Utilizando o IPSS-R e o WPSS, a distribuicdao por grupos de risco dilui-
se, diminuindo o nimero de doentes com baixo risco, embora a maioria de
doentes continue a pertencer a estes subgrupos, a percentagem de doentes
nos grupos de intermédio e alto risco aumenta, aproximando-se da literatura
(P. L. Greenberg et al., 2012; Malcovati et al., 2007).

Analisando os parametros hematoldgicos, verificam-se constatacoes
esperadas tais como, uma média superior de leucécitos nos doentes com
LMMC, uma média inferior de neutrofilos nos doentes com NR e uma média
inferior de plaquetas na TR, mas também na AREB-2 (p<0,05).

Os doentes com os subtipos CRDM e AREBs, juntamente com a NR
(p<0,05), apresentam médias de neutrdfilos inferiores, relativamente a outros
subtipos. De igual modo, estes doentes (CRDM e AREBs) também apresentam
médias de contagens plaquetares inferiores as dos doentes com Sindrome 5g-
, AR e ARSA. Estes resultados podem eventualmente representar um estado
proliferativo, com bloqueio da diferenciacdo e/ou apoptose terminal, que se
traduz na diminuicdo das células maduras, sobretudo da série mieldide.

Apesar da anemia ser a citopenia mais prevalente na SMD, todos os
subtipos, a excecao dos doentes com Sindrome 5g-, apresentam uma média



de hemoglobina superior ou igual a 10 g/dL. Alias, os doentes com Sindrome
5g- sao 0s que apresentam uma concentracao de hemoglobina mais baixa
(p<0,05), em oposicao aos doentes com NR e TR.

Dos parametros bioquimicos avaliados, apenas a eritropoietina e a B2-
microglobulina apresentam resultados cujas diferencas encontradas sao
estatisticamente significativas, podendo influenciar o prognosticos, sobretudo
a eritropoietina que mostrou apresentar taxas de sobrevivéncia inferiores para
valores séricos mais elevados (p=0,0336). Também Neumann (2009) (Neumann,
Gattermann, Barthelmes, Haas, & Germing, 2009) mostrou em doentes com
SMD de alto risco que a B2-microglobulina é um parametro prognostico
independente para a OS e progressao para LMA.

Embora a LDH nao apresente diferenca estatistica entre os diferentes
subtipos da OMS, mostrou influenciar a sobrevivéncia (p=0,0048), a semelhanca
de outros trabalhos (Moon et al., 2010; Rauw et al., 2011). O mesmo nao
se verificou para a ferritina, também apontada como fator de progndstico
independente em SMD de risco intermédio-1 (B. Li et al., 2013).

A andlise citogenética nao foi conclusiva em cerca de 14% de doentes,
valor este um pouco superior aos 10% descritos na literatura. Na maioria dos
doentes verificdmos a existéncia de um cariétipo normal (71,3%), seguido pela
trissomia do cromossoma 8 (14,9%). No entanto, ndo encontramos relacdo
entre este resultado citogenético e as outras variaveis estudadas.

5.1.2. Caracterizacdo celular e molecular dos doentes com SMD

5.1.2.1.Influéncia da célula estaminal pluripotencial no diagnédstico e prognéstico
dos diferentes subtipos de SMD

A SMD é considerada uma doenca clonal da célula estaminal hematopoiética
(HSC), pelo que a existéncia de alteracdes neste tipo de células, além de estar
na base da etiopatogenia da doenca (Xie et al., 2010), também pode influenciar
a evolucdo para LMA. Mais recentemente, foi identificado um pequeno sub-
conjunto destas células, com capacidade exclusiva de se autorrenovar e
diferenciar em diferentes linhagens de células cancerigenas que constituem o
tumor (Xie et al., 2010), as chamadas células estaminais cancerigenas (CSC).
Estas células ja foram identificadas em muitos tipos de cancros, nomeadamente
no cancro do cérebro, mama, prostata, cdlon e pancreas (Xie et al., 2010),
e também em leucemias e mieloma multiplo (células estaminais leucémicas,
LSC). Assim, é crucial identificar e caracterizar molecularmente estas células de
modo a identificar novos marcadores preditivos de progndéstico e novos alvos
terapéuticos.
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Pensa-se que a leucemia aguda pode ser erradicada durante o seu
desenvolvimento, através de terapéuticas dirigidas a propriedades Unicas da
célula estaminal leucémica. Como a SMD é uma condicdo pré-leucémica,
a aplicacao deste modelo de célula estaminal leucémica permitiria uma
erradicacao do clone de maneira semelhante. Por este motivo procedemos a
analise deste compartimento medular.

Varios estudos mostram que as HSC expressam CD34 (Xie et al., 2010) e que
a marcacao com CD117 (c-KIT) identifica a diferenciacdo em célula estaminal
mieldide. As CSC/LSC, além de expressarem CD34, expressam CD123 (IL3-R)
(Jordan et al., 2000), o que as distingue das células estaminais normais.

Consistente com o descrito na literatura (Xie et al., 2010), no nosso estudo
verificdmos um aumento tendencial da percentagem de células CD34+ nos
doentes SMD em estadios mais avancados (AREB-2), bem como de células que
coexpressam CD117 o que pode contribuir para a evolucao destes doentes
para LMA. O aumento da percentagem de células CD34+/CD117+ verificado
nos doentes com CRDM pode, apés seguimento mais alargado destes
doentes, identificar aqueles que tem maior risco de transformacao leucémica,
tal como descrito num doente pediatrico com SMD (Tavil, Cetin, & Tuncer,
2006). A evolucao da SMD acompanha-se de alteracbes imunes complexas,
incluindo defeitos na célula T e NK, diminuicao das funcoes dos neutrofilos e
células apresentadoras de antigénios, alteracdes na producdo de anticorpos e
citocinas inflamatdérias (Mewawalla & Dasanu, 2011), como a IL-6 e o TNF-q.
A utilizacao de terapéutica imunomodeladora, como a lenalidomida e o ATG,
estd de acordo com a presenca de um mecanismo imune em alguns subtipos
da doenca.

No entanto, a avaliacao destas citocinas na HSC e LSC néo foi ainda analisada
em doentes com SMD.

Assim, a analise da célula estaminal hematopoiética permitiu a identificacao
de gruposde célulascom producado de citocinasinflamatérias, nomeadamente IL-
6 e TNF-a.. A producéo de IL-6 foi observada na célula estaminal hematopoiética
no subtipo AREB- 2 e na célula estaminal leucémica no subtipo TR. OTNF-q. foi
também observado na célula estaminal hematopoiética no subtipo LMMC e na
célula estaminal leucémica no subtipo AREB-2. Salienta-se, assim, a presenca
das duas citocinas inflamatérias nos doentes com AREB-2 (p<0,05), embora
a IL-6 predomine na HSC de caracteristicas fenotipicas “normais” e o TNF-o
na LSC. Uma vez que neste subtipo se encontra o maior nimero de doentes
que progrediu para LMA, estao resultados poderao estar relacionadas com a
evolucao da doenca.

A heterogeneidade da SMD representa uma limitacao inerente, pelo que
a integracdo de informacao relativa a investigacdo molecular, genética e



imunolégica com a pratica clinica pode traduzir-se em avan¢os no conhecimento
da doenca.

5.1.2.2. Avaliacao da influéncia da apoptose no diagndstico e prognoéstico dos
diferentes subtipos de doentes com SMD

A hematopoiese ineficaz, e consequentes citopenias periféricas, ¢ um
marcador bioldégico da SMD, podendo estar associada a um aumento da
apoptose nos precursores hematopoiéticos. Raza A. e colaboradores (Raza et
al., 1995) mostraram a presenca de apoptose marcada nos varios subtipos de
SMD, incluindo AR e AREB, em 26 dos 50 doentes estudados. No entanto,
a apoptose estava presente nas células diferenciadas, aparentemente sem
envolvimento dos mieloblastos. Mais recentemente, Li X. e seus colaboradores
(X. Li, Bryant, & Deeg, 2004) demonstraram que a apoptose ocorre
primariamente nas células da medula nao clonais (determinado por FISH), mas
também, em menor extensao, nos precursores clonais, incluindo mieloblastos.
Estas observacoes juntamente com os dados sobre a atividade do NF-kB (que
regula a expressao de varios genes antiapoptoticos, e que esta relacionada
com estadios avancados de SMD) (Kerbauy et al., 2005) sao consistentes com
outros dados da literatura que mostram que as células de doentes em estadios
iniciais de SMD, incluindo os precursores CD34+, apresentam uma maior
tendéncia para a apoptose. Contrariamente, os precursores hematopoiéticos
em estadios avancados de SMD exibem menos apoptose e mais caracteristicas
proliferativas (Parker & Mufti, 2000; Rajapaksa, Ginzton, Rott, & Greenberg,
1996). Este padrao sugere que com a progressao da doenca, as células clonais
adquirem a capacidade de escapar aos sinais pré-apoptoticos (Bogdanovic et
al., 1997; Parker & Mufti, 2000; Tsoplou et al., 1999). No entanto, ainda existe
muito por esclarecer sobre a participacao da apoptose na SMD.

Sao varias as moléculas envolvidas na apoptose e na progressao da doenca
como, recetores membranares e moléculas sinalizadoras intracitoplasmaticas.
Entre as primeiras encontram-se os recetores da familia do TNF, nomeadamente
os pré-apoptoticos, TNF-a -R1, os recetores do TRAIL, TRAIL-R1/R2 (ou TRAIL-
DR4 e DR5) e 0 FAS (e o seu ligando, FAS-L), e os antiapoptéticos, TRAIL-R3 e R4
(TRAIL-Dc-R1 e R2). Nas segundas, salientamos as proteinas pré-apoptéticas,
TRADD, FADD e a proteina da familia BCL-2, BAX, e as anti-apoptoéticas, FLIP,
IAP, NF-kB, PI3K/AKT e BCL-2.

No nosso trabalho, as moléculas estudadas foram as proteinas da familia
BCL-2, BCL-2 e BAX, o TRAIL e seus recetores, o FAS-L, a IAP survivina, a
caspase 3, o citocromo C e a p53. Os nossos resultados mostram um aumento
da expressao do recetor TRAIL-R1 nos doentes com Sindrome 5g- e do TRAIL-
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R2 no subtipo AR; um aumento de FAS-L na TR e, também, um aumento de
caspase 3 nas CRDU. Por sua vez a média da percentagem de células a expressar
caspase 3 é inferior na AREB-2 em relacdo aos outros subtipos, sendo este
ultimo o Unico valor com significado estatistico (p<0,05). Embora a caspase
3 seja a Unica molécula cuja expressao é significativa, traduzindo resisténcia
a apoptose nos estadios avancados, observou-se uma maior expressao de
moléculas pré-apoptoéticas nos subtipos sem excesso de blastos e citopenias
refractarias. Estes resultados corroboram o envolvimento da apoptose na
SMD, em particular em doentes de baixo risco. Por outro lado, Ohshima K e
colaboradores (Ohshima et al., 2003) também descreveram um aumento da
expressao de caspase 3 associado a mau prognostico.

Em oposicao, a expressao do recetor R3 do TRAIL é maior no subtipo CRDM e a
expressao de survivina mais elevada no subtipo AREB-2, embora sem significado
estatistico. Ambas sao moléculas anti-apoptéticas e 0 aumento nestes subtipos
esta de acordo com os dados publicados e ja citados (Bogdanovic et al., 1997
Parker & Mufti, 2000; Tsoplou et al., 1999). Os dados disponiveis sobre o
inibidor da apoptose, survivina, sdo contudo inconclusivos (Invernizzi et al.,
2004; Yamamoto et al., 2004), pelo que mais estudos abrangendo um maior
numero de doentes poderao contribuir para avaliar a relevancia da survivina
como marcador de diagnéstico e prognéstico em doentes com SMD.

Estes dados suportam o conceito de que a apoptose é um mecanismo
central na patogénese de SMD. Nao comprovamos, no entanto um aumento
significativo dos reguladores negativos da hematopoiese, FAS e TRAIL, nos
estadios mais iniciais, tal como referido por outros autores (Bouscary et al.,
1997; Zang, Goodwin, Loken, Bryant, & Deeg, 2001).

Relativamente a razao BAX/BCL2, apesar de aumentada nas CRDU (NR e
AR), também apresenta valores elevados nos subtipos com excesso de blastos,
nomeadamente na AREB-2. No entanto, a sensibilidade de uma célula para a
apoptose é determinada pela proporcao de moléculas anti e pré-apoptéticas.

5.1.2.3. Influéncia do perfil de metilacdo de genes no diagndstico e prognéstico
de doentes com SMD

As SMD sao doencas hematoldgicas clonais com grande variabilidade clinica
gue podem evoluir para LMA. Os doentes que evoluem para LMA apresentam
mau prognoéstico e a morte surge precocemente devido a resisténcia a
quimioterapia e a varias complicacoes fatais (Uchida et al., 1997).

Os defeitos de maturacdo hematopoiética sao a “marca” desta doenca,
e afetam maioritariamente a eritropoiese (Hopfer et al., 2009). Tém sido



descritos multiplos mecanismos na tentativa de explicar a etiopatogenia da
SMD. No entanto, até a data nao existe nenhum modelo conclusivo para
explicar a patogénese da SMD. Assim, o estudo molecular da SMD pode
permitir identificar o ou os mecanismos envolvidos na evolucdo neoplasica da
doenca (Jiang et al., 2009).

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

Tém sido descritas numerosas alteracdes epigenéticas na SMD, principal-
mente a metilacdo aberrante das ilhas CpG nas regides promotoras de varios
genes reguladores chave. Em particular, a metilacdo de genes supressores
tumorais leva ao seu silenciamento, o que equivale a perda de funcdo por
mutacoes ou deleccdes. Sendo uma modificacao reversivel representa um alvo
terapéutico muito atrativo (Brakensiek, Langer, Kreipe, & Lehmann, 2005;
Brakensiek, Langer, Schlegelberger, Kreipe, & Lehmann, 2005). Estudos clinicos
promissores utilizando agentes hipometilantes e inibidores das desacetilases
das histonas, em doentes com SMD, mostraram que os doentes submetidos a
este tipo de terapéutica apresentavam independéncia transfusional, aumento
da sobrevivéncia e atraso na transformacao leucémica (Silverman et al., 2002;
Wijermans et al., 2000).

Assim, a metilacdo de regides promotoras e o silenciamento de genes
supressores tumorais, em particular de reguladores do ciclo celular, sdao
considerados um passo importante no desenvolvimento tumoral e foram
demonstrados em varias neoplasias hematoldgicas, incluindo a SMD (Manel
Esteller, 2003; Lehmann, Brakensiek, & Kreipe, 2004; Singal & Ginder, 1999;
Toyota & Issa, 2005).

A progressao do ciclo celular é regulada pelas ciclinas e cinases dependentes
de ciclinas. Por outro lado, a atividade destes complexos é regulada por
proteinas, codificadas por genes supressores tumorais, nomeadamente pelas
proteinas inibidoras das cinases dependentes de ciclinas (CDKI), p15 e p16.
O aumento de expressao destas proteinas é reconhecido como um mecanismo
de bloqueio do ciclo celular. Consequentemente, a inativacdo dos genes que
codificam estas proteinas por mecanismos epigenéticos, como a hipermetilacao
da sua regido promotora, pode ser um alvo terapéutico importante no cancro
(Brakensiek, Langer, Kreipe, et al., 2005).

A presenca de metilacdo em genes especificos tem sido demonstrada em
leucemias agudas, mieldides, linfoides e bifenotipicas. Os genes supressores
tumorais p15M“4 e p16MNA sio dos que se encontram frequentemente
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hipermetilados nas neoplasias hematopoiéticas (Teofili et al., 2001; Uchida et al.,
1997). Aproximadamente 70 a 80% das LMA caracterizam-se por varios graus
de metilacdo do gene pT15, e niveis inferiores do p76, embora de significado
indeterminado. A metilacdo do p75 e p16 esta associada a perda de transcricao,
e no caso do p75 na leucemia aguda, a inativacdo ocorre quando mais de
40% das ilhas CpG estao metiladas. Um potencial mecanismo para a inativacao
epigenética consiste nos niveis elevados de DNMT1 e 3B nos doentes com LMA
e metilacdo do gene p75. O gene inibidor do ciclo celular p76 tem sido o mais
extensamente estudado e documentado como estando hipermetilado numa
variedade de tumores primarios humanos e em linhas celulares (Chen et al.,
2014; Haroun et al., 2014; X. Wang, Zhu, Cui, & Yu, 2014).

Neste contexto, avalidmos o perfil de metilacdo de nove genes, 0os genes
pl15,p16, p53, MGMT, DAPK e os recetores do TRAIL (TRAIL-R1, -R4, -R3 e -R4),
em doentes com SMD de novo e correlacionamos este perfil com parametros
hematologicos e bioquimicos, assim como, com os marcadores de apoptose
estudados. Todos os parametros foram depois correlacionados com os subtipos
da OMS, a evolucao para LMA, sobrevivéncia e grupos de risco prognostico.

O estudo do perfil de metilacao dos genes 15, p16 e p53 foi efetuado em
todos os doentes (102), enquanto os restantes genes (MGMT, DAPK, p53,
recetores do TRAIL) foram estudados em 78 doentes.

Os genes p53 e MGMT nao se apresentavam metilados em nenhum doente.
Do total da amostra, apenas 15 doentes (14,7%) nao apresentam metilacao
de nenhum dos genes avaliados. Um terco dos doentes (30 doentes; 29,4%)
apresenta metilacdo de pelo menos 1 gene; enquanto 57 doentes (55,88%)
tém 2 ou mais genes metilados. Esta constatacao permite inferir que a metilacdo
é um dos eventos relevantes na fisiopatologia da SMD.

A metilacao aberrante dos genes p15, p16, DAPK, DR4, DR5, DcR1 e DcR2
foi detetada em 55,88%; 24,51%; 53,85%; 25,64%; 24,36%; 11,54% e
17,95% dos doentes estudados, respetivamente. A metilacdo do gene p75 tem
sido descrita em uma variedade de neoplasias hematolégicas, incluindo a SMD
(Baur et al., 1999; Kraguljac Kurtovic et al., 2012). Nesta amostra, verificamos
a presenca de metilacdo do gene p75 em cerca de metade dos doentes, o que
é superior a outros estudos (Hofmann et al., 2006; Quesnel et al., 1998; Uchida
et al., 1997), particularmente nesta populacdo com apenas 12,6% de doentes
de alto risco (IPSS). Estes dados estdo de acordo com outros estudos, que
demonstraram a importancia do gene p75 nao sé na progressao e evolucao
para LMA, mas também na patogénese da propria doenca (Aggerholm, Holm,
Guldberg, Olesen, & Hokland, 2006; Quesnel et al., 1998; Tien et al., 2001).

Embora sem significado estatistico (devido provavelmente ao reduzido
numero de doentes nos varios subgrupos citogenéticos), observou-se uma



tendéncia para a associacao entre a metilacdo do gene p75 e as alteracoes
citogenéticas, em particular com a trissomia 8, del7q e del5q, o que esta de
acordo com outros estudos (Au et al., 2003).

A coexisténcia de metilacdo nos genes p75 e p16 em somente 14 doentes
(13,72%), sugere um mecanismo independente, principalmente do gene p75.
No entanto, nenhum destes doentes apresenta um indice de prognostico, IPSS
ou IPSS-R, de alto risco.

A hipermetilacdo do gene p76, na auséncia de metilacdo do gene p75, é
encontrada principalmente em neoplasias linfoides (LLA, linfoma e mieloma
multiplo), estando mais frequentemente associada ao linfoma nao-Hodgkin
agressivo (Boultwood & Wainscoat, 2007).

Os genes mais frequentemente metilados nesta amostra foram o p15
(55,88%), ja referido, e 0 DAPK (53,85%), e em cerca de um terco dos casos,
a sua metilacdo ocorre concomitantemente (32,05%). Assim, colocamos a
hipotese de estes dois acontecimentos contribuirem para a patogénese de
SMD, podendo influenciar o comportamento biolégico e clinico do tumor.

O gene DAPK é o segundo gene metilado mais frequente nesta populacéo,
0 que podera indicar um potencial marcador diagnéstico de SMD e também um
marcador de prognostico, assim como o p75. No entanto, esse dado necessita
ser confirmado em um grupo maior de doentes.

A DAPK é uma serina-treonina cinase pré-apoptoética envolvida em varias
vias de apoptose e a sua inativacdo por hipermetilacdéo do promotor é um
evento comum em neoplasias de células B, estando associada a um prognéstico
desfavoravel (Amara et al., 2008; Katzenellenbogen, Baylin, & Herman, 1999),
mas o seu significado progndéstico em SMD néo foi ainda investigado.

Nenhum doente apresenta metilacao dos genes p53 e MGMT. Na literatura
ha pouca informacao disponivel sobre a metilacdo destes genes em SMD.
Como nao doseamos os niveis de proteina, nao podemos assumir que estes
genes ndo sao importantes para a patogénese desta doenca.

As mutacoes do gene p53 sdo frequentes em neoplasias humanas; sabe-se
gue a p53 mutante nao s6 afeta o processo de tumorigénese, mas também a
resposta a terapéutica (Selivanova & Wiman, 2007; Vousden, 2005).

Relativamente a MGMT, tem sido estudado o papel da hipermetilacdo deste
gene em gliomas, em particular no prognostico destes doentes (Caldera et al.,
n.d.). Contudo, ha poucos relatos na literatura que exploram o potencial papel
da hipermetilacao do gene MGMT na leucemogénese.

Os estudos sugerem que a perda da proteina MGMT nas células em fase
inicial da doenca pode gerar um novo fenétipo mutante caracterizado por
transicoes G—A, influenciando a geracao e acumulacdo de mutacoes pontuais
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em varios genes envolvidos na etiologia do cancro, tais como o gene supressor
tumoral p53 e o oncogene K-RAS (M Esteller et al., 1999; Manel Esteller &
Herman, 2004).

Além da metilacdo dos genes ja referidos avalidamos também a metilacao
dos genes que codificam os recetores do TRAIL. A metilacdo aberrante do
gene promotor e o consequente silenciamento dos recetores do TRAIL foram
descritos em uma variedade de neoplasias (Lee et al., 2014, Venza et al., 2013),
mas até a data pouco se sabe sobre a relevancia dessa modificacdo epigenética
na SMD. Os nossos resultados mostram que ha uma relacao direta entre a
expressao do recetor R4 e o valor de hemoglobina, nos doentes que evoluiram
para LMA, podendo justificar o agravamento da anemia neste subgrupo.

A desregulacao das vias celulares, tais como a apoptose e o ciclo celular,
pode conferir uma vantagem de sobrevivéncia para a célula afetada e, assim,
contribuir para a progressao de uma célula normal em uma célula neoplasica.

A alteracdo dos padroes de metilacao do ADN no cancro nao é apenas
importante para a nossa compreensao sobre a patogénese molecular da SMD,
mas também podera servir como marcador de diagndéstico e progndstico, e
também previsao de resposta a terapéutica.

Os resultados mostram que a metilacdo aberrante parece ser um evento
comum em doentes com SMD e pode estar relacionada com os subtipos da
OMS, o risco citogenético e grupos de risco, 0 que sugere um importante
papel da metilacdo do ADN na patogénese e prognostico da SMD.

Assim, a metilacdo aberrante dos residuos de citosina nos dinucleétidos
CpG do ADN ¢é um fendmeno epigenético precoce na carcinogénese.
A extensao da metilacao do ADN gendémico diminui progressivamente ao
longo dos estadios da neoplasia, desde a proliferacdo benigna ao tumor
invasivo. A hipometilacdo do ADN produz elevadas taxas de mutacao devido
a deleccoes relacionadas com a recombinacdo mitética ou a perda integral de
cromossomas. Adicionalmente, a hipometilacao do ADN da célula maligna
pode levar a reativacao do ADN intragenémico, elementos nucleares ou
repeticoes Alu. Para além da hipometilacdo global do genoma das células
tumorais, existem determinadas areas no genoma que desenvolvem um
aumento da metilacdo do ADN, enquanto outras se tornam hipometiladas
(Jones, 1999).

A interacao do epigenoma com o ambiente, incluindo a nutricdo, pode
alterar o perfil de metilacdo e, desta forma, o padrao de expressao dos genes
(C. Bull & Fenech, 2008; Ulrey, Liu, Andrews, & Tollefsbol, 2005).

Ao longo dos ultimos 15 anos tem-se evidenciado o papel do folato no
risco de desenvolvimento de varios tumores, incluindo o colorectal, pulmao,
pancreas, esofago, colo uterino e mama, assim como neuroblastoma e



leucemia. Estas observagdes sugerem uma associacdo inversa entre o status
do folato, avaliado por ingestdao na dieta ou pelo doseamento dos seus
niveis séricos e/ou nos tecidos, e o risco para estas neoplasias. O mecanismo
pelo qual a deficiéncia de folato promove, e a sua suplementacdo suprime
a carcinogénese ainda nao estd completamente elucidado. No entanto, tém
sido propostos e investigados mecanismos relacionados com a desregulacao
de conhecidas funcées bioquimicas do folato.

As alteracées na biologia celular que ocorrem com o envelhecimento
podem reduzir o folato disponivel em determinados tecidos, resultando na
desregulacdo da sintese de nucleétidos e na metilacdo bioldgica do ADN
(Jang, Mason, & Choi, 2005).

Além disso, varios estudos tém mostrado que os polimorfismos em genes que
codificam enzimas envolvendo o ciclo do folato e os envolvidos na metilacdo
do ADN estdo associados a neoplasia do célon (Mokarram et al., 2008).
De igual modo, o pool de folato pode estar associado a hipermetilacdo do
ADN em tumores colorectais. Outros estudos, associam as alteracdes do folato
e da vitamina B12 a neoplasias do pancreas (Schernhammer et al., 2007) e da
prostata (Johansson et al., 2008).

E evidente que o metabolismo e reparacao do ADN sdo dependentes de
uma variedade de fatores dietéticos que atuam como cofactores ou substratos
nas vias metabolicas fundamentais (C. Bull & Fenech, 2008). A compreensao
das necessidades nutricionais para a manutencao de uma stem cell com
genoma saudavel é essencial neste contexto, mas até a data ainda nao foi
adequadamente explorada. No nosso trabalho, nao identificamos relacao entre
o perfil de metilacao e os doseamentos séricos de acido folico.

5.1.2.4. Influéncia dos polimorfismos da MTHFR no perfil de metilacdo e
progndstico em doentes com SMD

As SMD sao caracterizadas por padroes de metilacdo alterados, com
frequente metilacdo das ilhas CpG de regides promotoras de genes supressores
tumorais, e hiper e hipometilacao em ilhas CpG nao incluidos nessas regides
(Figueroa et al., 2009; Issa, 2013).

Nos ultimos anos, os agentes hipometilantes mostraram resultados
encorajadores traduzidos por respostas completas e parciais, atraso na
progressao para leucemia aguda e aumento da sobrevivéncia global na SMD
de alto risco (Fenaux et al., 2010; Lubbert et al., 2012). Curiosamente, ndo ha
uma correlacao clara entre a hipermetilacdo das ilhas CpG a nivel do promotor
e a resposta clinica, nem entre a metilacdo basal e a resposta aos agentes
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hipometilantes, sugerindo um mecanismo de acao mais amplo destes farmacos,
uma influéncia dos polimorfismos e dos padroes de metilacdo (Khan, Vale,
Bhagat, & Verma, 2013).

A hipermetilacdo aberrante é também uma caracteristica frequente de
neoplasias mieldides relacionadas com a terapéutica (NM-t), incluindo SMD-t
e LMA-t, uma complicacao tardia do tratamento de neoplasias, caracterizadas
por mau prognostico quando tratadas com quimioterapia standard, mas
melhores taxas de resposta aos agentes hipometilantes (Fianchi et al., 2013).

A MTHFR é uma enzima envolvida no metabolismo do folato intracelular,
gue catalisa a conversao irreversivel de 5,10-metileno a 5 metiltetraidrofolato, a
forma predominante de folato sérico. Este produto atua como um cossubstrato
da metioninasintetase na remetilacdo de homocisteina a metionina, conduzindo
a producao de S-adenosilmetionina, um dador enddgeno de grupos metilo.
Estas enzimas participam na reciclagem de grupos metilo, os quais estao
envolvidos na sintese de purinas e pirimidinas e na metilacdo, contribuindo
para a regulacao da expressao de genes, a integridade e estabilidade do ADN,
a modificacdo cromossdmica e o desenvolvimento de mutacdes (Frosst et al.,
1995).

Foram descritos alguns polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) que
envolvem o gene MTHFR. A variante do polimorfismo C677T resulta na
substituicao de alanina por valina no local de ligacao do cofactor dinucleétido
adenina flavina, produzindo uma enzima mais labil com atividade reduzida.
A variante A1298C resulta na substituicao de alanina por glutamato no
dominio de regulacao S-adenosil-metionina, sendo que a ligacdo de S-adenosil-
metionina inibe a atividade da enzima.

Varios polimorfismos em genes que codificam enzimas do metabolismo do
folato tém sido associados a suscetibilidade a neoplasias hematoldgicas. Assim,
um estudo efetuado por Kim H N e colaboradores (H. N. Kim et al., 2009)
mostrou que o gendtipo 677TT do polimorfismo C677T da enzima MTHEFR se
associa ao aumento do risco para LLA e que existe uma associacao da SMD com
o status de metilacdo do ADN e o risco de evolucdo para LMA. Por outro lado,
um estudo efetuado por Christine F Skibola (Skibola et al., 1999) demonstrou
que os individuos com os gendtipos 677TT, 1298AC e 1298CC, da MTHER,
apresentam um risco inferior para desenvolver LLA. Estes resultados sugerem
gue o folato, em valores inadequados, pode ter um papel no desenvolvimento
deste tipo de leucemia.

Um dos objetivos do nosso estudo foi investigar o papel dos polimorfismos
da MTHFR, A1298C e C677T, na SMD, tanto como fatores etioldgicos,
relacionando-os com a metilacdo e com os niveis séricos de folato e vitamina
B12, como também identificar novos fatores de progndstico.



Estes polimorfismos foram analisados de acordo com a idade, o sexo, o
numero de blastos e sideroblastos em anel, os parametros hematolégicos e
bioquimicos, as alteracoes citogenéticas e os indices de prognostico, utilizando
uma analise de regressao logistica.

O nosso estudo nao demonstrou existir uma associacao significativa entre
os polimorfismos e os parametros hematolégicos e bioquimicos, o perfil de
metilacdo dos genes e o risco de evolucao para LMA. No entanto, foi encontrada
uma associacao estatistica entre o genétipo A/C do polimorfismo A1298C da
MTHFR e a SMD.

A analise ao polimorfismo A1298C da MTHFR mostrou que a maioria dos
doentes SMD de todos os subtipos da OMS, com excecao do subtipo AR,
apresenta o gendtipo AC. E permitiu constatar que a maioria dos doentes
(54,9%), sobretudo do subtipo CRDM, é portadora do gendétipo AC do
polimorfismo A1298C, mostrando existir associacdo estatistica (p=0,0127)
entre este gendtipo e a SMD, nesta populacdo. No entanto, ndao encontramos
nenhuma relacdo estatisticamente significativa entre a presenca deste
polimorfismo e o padrdo de metilacdo ou os niveis de folato e de vitamina B12.
Contudo, é de salientar que a maior parte dos doentes (45 dos 56 doentes)
com a variante polimérfica 1298AC apresentam metilacao de pelo menos um
gene.

De facto, o papel entre a MTHFR, o metabolismo do folato e a carcinogénese
nao esta bem esclarecido. Alguns estudos relatam um papel protetor dos
polimorfismos da MTHFR associados a défices de folato no desenvolvimento
do cancro colorretal, mas sugerindo um aumento da frequéncia de outras
neoplasias (mama, endométrio, eséfago e estdmago) (Y.-I. Kim, 2005). Skibola
et al. (Skibola et al., 1999) mostraram uma diminuicao significativa do risco de
desenvolvimento de LLA em portadores em homozigotia da variante da MTHFR
C677T e com o gendtipo AC do polimorfismo da MTHFR 1298.

Durante o follow-up, verificAmos que aproximadamente 10,8% dos doentes
com SMD estudados evoluiu para LMA, maioritariamente do subtipo AREB
(87,5%). Por outro lado, em metade (54,5%) dos doentes com LMA secundaria
identificou-se metilacdo de genes. De salientar que na maioria destes doentes
existe um predominio dos gendétipos da MTHFR em heterozigotia: CT para o
677 e AC para o 1298.

Relativamente as neoplasias mieldides (NM-t) relacionadas com a terapéutica,
Guillem et al. estratificaram os doentes de acordo com o tumor primario, e
descobriram que os portadores do gendétipo MTHFR 1298 CC ou CA com
uma neoplasia hematoldgica prévia, apresentavam um risco significativo e
ligeiramente superior de desenvolver NM-t do que os doentes com a forma
wild type (Guillem et al., 2007).
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Num grupo de doentes com neoplasia da mama, as portadoras do
polimorfismo MTHFR 1298 wild-type e as portadoras do polimorfismo MTHFR
677T em homozigotia e heterozigotia apresentavam um risco aumentado de
desenvolver uma NM-t (Guillem et al., 2007). O gendétipo MTHFR 677TT leva a
reducao da atividade enzimatica em individuos normais, e consequentemente
a um maior nivel de 5,10-metilenotetrahidrofolato disponivel para a sintese
de purinas e pirimidinas, resultando numa reparacao do ADN mais eficiente e
numa maior estabilidade do ADN. Além disso, a remetilacdo da homocisteina
em metionina é menos eficiente e a reciclagem intracelular de dadores de
grupos metilo esta diminuida, reduzindo a quantidade de grupos metilo
disponivel para a metilacdo das ilhas CpG. Os niveis de metilacdo do ADN, em
portadores do genétipo MTHFR 677TT, encontram-se diminuidos para metade
em individuos com o wild-type (Friso et al., 2002).

Varios grupos tém demonstrado a frequente hipermetilacao especifica
de um gene como uma caracteristica da NM-t (Christiansen, Andersen, &
Pedersen-Bjergaard, 2003; Scardocci et al., 2006). A SMD e a LMA-t foram
tratadas com sucesso com os agentes hipometilantes, mas até agora nenhum
dos marcadores de resposta foi validado em estudos prospetivos. Em particular,
nao esta bem definido o papel da metilacdo global ou especifica de um gene.

No nosso estudo, os polimorfismos 677 e 1298 da MTHFR nao apresentaram
valor prognéstico relevante.

Na patogénese da SMD foi proposto um modelo complexo, em que
a predisposicao genética da doenca, mediada pela baixa penetrancia de
polimorfismos em genes de reparacdo do ADN, poderia cooperar com
carcinogénios ambientais (Perera, 1997; Preudhomme et al., 1997). Assim, as
variantes das enzimas glutationa S-transferases (GSTs) estao entre os fatores
de risco hereditarios para SMD mais extensamente estudados. Os genes
GSTT1 e GSTM1 sao candidatos a genes de suscetibilidade ao cancro devido
a sua interferéncia no metabolismo de quimicos como os agentes metilantes,
pesticidas e solventes industriais. A variedade de funcdes da enzima GST indica
que o seu papel na carcinogénese humana é complexo. Muitos genotoxicos,
incluindo o benzeno e farmacos citotdxicos, atuam diretamente in vivo nas
células hematopoiéticas (Ross, 1996). A protecdo da medula para estas
agressoes depende da viabilidade das vias de destoxificacdo e de reparacao
do ADN, de modo a prevenir a mutagénese e a apoptose celular (L. Wang,
Groves, Hepburn, & Bowen, 2000). A exposicao a toxicos ambientais, como o
benzeno e os materiais pesados, foi implicada na etiologia da SMD. Assim, foi
proposto que uma diminuicao na producdo de GSTM1 e GSTT1, caracteristicas
dos gendtipos nulos, poderia estar associada a um aumento de risco de SMD
na presenca de mutacdes ambientais e/ou exposicao a carcinogéneos.



Estes polimorfismos foram investigados como potenciais fatores de risco
no desenvolvimento de neoplasias solidas, tendo sido demonstradas algumas
associacoes para os tumores do pulmao, prostata, colorectal, bexiga, cabeca e
pescoco, assim como para o carcinoma hepatocelular (L. M. Bull, White, Bray,
Nurgalieva, & El-Serag, 2009; Hashibe et al., 2003; S Raimondi et al., 2006;
Sara Raimondi, Botteri, lodice, Lowenfels, & Maisonneuve, 2009).

A associacao entre exposicdao ambiental a toxinas e o desenvolvimento de
SMD sugere fortemente a existéncia de interacdes entre genes e ambiente.
A SMD e a leucemia aguda constituem um continuo patogenético e clinico, com
efeitos pré-apoptoéticos e citopenias por um lado, e aumento da proliferacdo,
bloqueio da diferenciacdo e elevada contagem de blastos, por outro. Devido
a associacao significativa entre estas duas patologias e o gendétipo nulo da
GSTT1, este podera constituir um potencial fator de risco inicial para SMD e
leucemia aguda (Dahabreh, Giannouli, Gota, & Voulgarelis, 2010).

5.1.3. Analise dos doentes que evoluiram para LMA

Quando analisamos a evolucdo dos 102 doentes com SMD incluidos no
estudo, num periodo de follow-up de 54 meses, verificamos que 11 doentes
(10,78%) evoluiram para LMA. Como seria expectavel a maioria dos doentes
pertencia aos subtipos AREB (8 doentes), que traduzem estadios mais avancados
da doenca. Nao identificdmos, no entanto, um perfil de metilacao diferente dos
outros doentes que nao progrediram. Mas, como seria de esperar, a elevada
percentagem de blastos e os indices de prognéstico de risco intermédio e
alto influenciam de forma significativa a evolucdo para leucemia aguda.
O mesmo se verificou para niveis séricos elevados de eritropoietina (cut-off
57,45 mUI/ML) com diferenca estatistica entre este grupo e o grupo dos que
nao progrediram (p-0,032).

A trombocitopenia na SMD pode traduzir um aumento da apoptose ou um
aumento da proliferacdo com bloqueio da diferenciacdo, com consequente
faléncia medular, pelo que pode estar associada a estadios mais avancados,
com maior probabilidade de evolucao para LMA. Por outro lado, sabemos pela
literatura (Fili et al., 2013; Nakazaki, Nannya, & Kurokawa, 2014; Santini, 2012,
Spinelli et al., 2012) que, as SMD com valores mais elevados de eritropoietina
apresentam uma pior resposta a administracao de eritropoietina, mesmo com
doses mais elevadas. Assim, este facto esta associado a maior necessidade
transfusional, podendo traduzir um maior grau de faléncia medular, e
consequentemente o impacto na sobrevivéncia evidenciado no nosso estudo
(p=0,0336).
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Além dos parametros referidos, observamos que os doentes que possuem
maior percentagem de células estaminais mieldides com expressao de IL-
6 (CD34+/CD117+/IL-6+) sao os evoluiram para LMA, podendo traduzir um
papel desta citocina na leucemogénese (Sanchez-Correa et al., 2013). Estes
resultados sugerem ainda que a identificacdo destas células podera constituir
um novo parametro de risco de evolucao para LMA em doentes com SMD. Além
disso, observou-se uma correlacao positiva entre os niveis de hemoglobina e
a % de células que expressa TRAIL-R4, e entre a % de células com expressao
de FAS e a % de sideroblastos em anel, nos doentes que evoluiram para LMA
(p=0,652 e p=0,738, respetivamente). Pelo contrario, existe uma correlacao
inversa entre % de blastos e sideroblastos em anel, e entre vitamina B12 sérica
e % de células com expressao de p53 (p=-0,650 e p=-0,691, respetivamente),
no mesmo grupo de doentes.

5.1.3.1. Identificacdo de um novo indice de progressao para Leucemia Aguda
(IPLA)

Este trabalho permitiu a elaboracdo de uma proposta de um novo indice
de progressao para Leucemia Aguda. Este indice foi construido recorrendo a
variaveis hematoldgicas e bioquimicas, a célula estaminal, ao perfil de metilacdo
e as moléculas de apoptose estudados nos doentes dos varios subtipos de
SMD da OMS. A cada um destes parametros que se encontrava alterado foi
atribuido a pontuacdo de um ponto. Com este tipo de analise, verificAmos
que os doentes pertencentes aos subtipos que apresentavam as pontuacoes
mais elevadas foram os que evoluiram para LMA. Desta forma constitui-se um
novo indice de prognoéstico, que denominamos de [ndice de Progressao para
Leucemia Aguda (IPLA), o qual pode contribuir para avaliar o risco de progressao
para LMA. Por exemplo, o subtipo AREB-2 foi o que somou mais pontuacao
(19 pontos) e, de facto, 7 dos 8 doentes evoluiram para LMA (Tabela A5).

Em suma, este indice traduz ndo mais do que a premissa de que a SMD
sdo varias doencas e ndo uma so, e que a etiologia é multifatorial, pelo que
a existéncia de muitos parametros alterados pode nao sé contribuir para a
etiopatogenia da SMD como determinar a sua transformacao leucémica.

5.1.4. Andlise de sobrevivéncia

A andlise da sobrevivéncia nos doentes com SMD foi avaliada recorrendo a
metodologia de Kaplan-Meier. Esta analise de sobrevivéncia mostrou que aos



36 meses, 32% dos doentes permanecia em seguimento. Como esperado, e
descrito na literatura, os doentes que evoluiram para LMA apresentaram uma
sobrevivéncia inferior aos outros doentes (p <0,01).

Dos parametros avaliados no nosso estudo, a LDH e a eritropoietina foram
as variaveis que mais influenciaram de forma significativa a sobrevivéncia global
(p=0,0048 e p=0,0336, respetivamente), sendo que a eritropoietina se tinha
destacado como um dos parametros mais relevantes na progressao para LMA,
ja anteriormente discutidos.

Além destes, a anemia foi a Unica citopenia que mostrou impacto na sobrevi-
véncia destes doentes (p=0,0249), podendo traduzir um estadio mais avancado
com consequente faléncia medular. Por outro lado, a dependéncia transfusional
gue estes doentes apresentam pode levar a sobrecarga de ferro, a qual pode
contribuir para a diminuicao da sobrevivéncia (Delforge et al., 2014; Merkel &
Nagler, 2014; Shenoy, Vallumsetla, Rachmilewitz, Verma, & Ginzburg, 2014;
Steensma & Gattermann, 2013; Temraz, Santini, Musallam, & Taher, 2014).

Relativamente asobrevivéncia, nenhumadasalteracdes moleculares avaliadas
no nosso estudo parece influenciar a sobrevivéncia. No entanto, os resultados,
apesar de sugestivos da influéncia do perfil de metilacao de genes (0 vs 1 vs
>2) na sobrevivéncia, nao sao estatisticamente significativos (p=0,0889). Estes
resultados podem estar relacionados com o que j& haviamos constatado na
analise efetuada nestes doentes, ou seja, de que a metilacdo nao é um evento
frequente nos estadios mais avancados ou com pontuacdo mais elevada nos
indices de progndstico, salientando a relevancia das alteracbes epigenéticas
como eventos iniciais na etiopatogenia da SMD.

5.2. Estudos efetuados na linha celular de SMD

O atual conhecimento da fisiopatologia da SMD sugere a existéncia de
mecanismos complexos que contribuem para a origem e evolucao do clone
maligno. A idade avancada dos doentes, tal como a escassez de dador
compativel, levam a que as atuais opcdes de tratamento sejam limitadas e
pouco eficazes, com consequentes taxas de mortalidade e morbilidade elevadas.
Surge deste modo o desafio de desenvolver estratégias terapéuticas mais
eficazes para esta doenca, como o uso de novos farmacos, proporcionando
uma acao mais dirigida e um perfil de toxicidade mais toleravel, reduzindo os
efeitos secundarios associados a terapéutica.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a analise de alguns
dos mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia da SMD, assim
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como, da potencial eficacia terapéutica e mecanismos moleculares envolvidos
na citotoxicidade de novos farmacos anticancerigenos dirigidos a esses alvos
especificos.

A linha celular utilizada, as células F-36P, apresenta caracteristicas
morfoldgicas de SMD, evidenciadas pela coloracao por May-Griinwald-Giemsa,
nomeadamente, displasia, blastos multinucleados com nucléolos bem visiveis,
e células em mitose. As caracteristicas observadas nesta linha celular estao de
acordo com o diagnostico de SMD do subtipo AREB-t segundo a classificacao
da OMS 2001, atualmente LMA de acordo com a classificacdo da OMS 2008.
Assim, a visualizacdo de esfregacos por microscopia 6ptica permitiu avaliar
as alteracdes morfolégicas produzidas pelo tratamento das células com os
farmacos anticancerigenos utilizados no nosso estudo, comparativamente com
as caracteristicas das células F-36P na auséncia de tratamento.

5.2.1. Avaliacao da eficacia terapéutica dos farmacos

Uma das principais vias responsaveis pela patogénese da SMD e leucemias
¢é a via de sinalizacao do gene RAS, que envolve além das proteinas RAS, os
recetores de tirosina cinase como o FLT3. A existéncia de mutacdes pontuais no
gene RAS e de duplicacbes internas em tandem (ITD) no gene FLT3 (identificadas,
respetivamente, em 10 a 15%, e de 3 a 5%, em doentes com SMD), tém sido
associadas a pior prognostico e risco de evolucao para LMA. (Niimi et al., 2006;
Takahashi et al., 2013).

Para a detecdo de mutacdes nos genes RAS e FLT3, na linha celular F-
36P, foi utilizado ADN extraido e quantificado por meio da utilizacdo de kits,
permitindo, através de um processo simples, obter um produto de alta pureza.
A detecdo das mutacdes nas 3 isoformas do gene RAS, H-RAS, K-RAS e N-RAS
por sequenciacao automatizada permitiu uma analise sensivel, com resolucao
maxima de 1 pb, e interpretacao direta de resultados. Nao foram porém
detetadas mutacdes em nenhum dos coddes das trés isoformas estudadas.
Estes resultados sugerem que a ativacdo da proteina RAS nesta linha celular F-
36P é independente da existéncia de mutacdes pontuais, podendo no entanto,
estar relacionada com outros mecanismos pos-traducao ou com a existéncia
de outras proteinas reguladoras, a montante da via de sinalizacdo das MAPK
cinases.

De facto, a andlise das mutacoes do gene FLT3 permitiu identificar mutacdes
internas em tandem (ITD), embora nao se tenha verificado a mutacao pontual
D385V. A existéncia de uma banda de tamanho superior a 234 pares de bases
(pb) significa que ocorreu amplificacdo de um fragmento de maior tamanho
(menor distancia de migracao), entre 250 a 500 pb, que correspondera a um



segmento contendo duplicacdes internas em tandem. Estes resultados sugerem
gue o recetor de tirosina cinase FLT3 se encontrara constitutivamente ativado
nas células F-36P, o que podera levar a ativacao indireta da proteina RAS.

Estdo descritos na literatura alguns estudos em que se verifica uma baixa
frequéncia de ativacdo simultanea dos genes RAS e FLT3 em doentes, o que
esta de acordo com os nossos resultados (Dicker et al., 2010). Esta correlacdo
negativa sugere que estas mutacoes possuem um papel redundante,
provavelmente devido a alteracao de vias de sinalizacdo analogas ou mesmo
comuns, consolidando a hipodtese da activacao da via das cinases MAPK pelo
recetor FLT3 (Christiansen, Andersen, Desta, & Pedersen-Bjergaard, 2005;
Stirewalt et al., 2001).

Por outro lado, outro dos mecanismos relacionados com a SMD ¢é a alteracao
da apoptose. Muitas das moléculas envolvidas na desregulacao da apoptose e
da proliferacao celular sdo degradadas pela via da ubiquitina-proteasoma, pelo
gue este complexo enzimatico pode ser um bom alvo terapéutico na SMD.

Como ja referimos, o conhecimento das alteracdes moleculares no cancro,
e em particular na SMD, tem permitido o desenvolvimento de novos farmacos
dirigidos a alvos moleculares, nomeadamente inibidores da tirosina cinase,
farnesiltransferase e do proteasoma. No entanto, a sua eficacia terapéutica em
monoterapia e em associacdo nao esta totalmente esclarecida na SMD.

Neste sentido, fomos avaliar o potencial efeito terapéutico de um inibidor
tirosina cinase ja bem conhecido, o Imatinib; de um inibidor farnesiltransferase,
o o-HFPA; e de um inibidor do proteasoma, o MG262 (analogo do
Bortezomib).

O estabelecimento de curvas dose-resposta através da andlise da viabilidade
e densidade celular mostrou-se eficaz na avaliacdo dos efeitos citotéxico e
antiproliferativo induzidos pelos farmacos utilizados no nosso estudo.

5.2.1.1. Avaliacdo da eficacia terapéutica do inibidor da farnesiltransferase

O a-HFPA (IFT) revelou forte eficacia citotoxica e citostatica nas células
F-36P, sendo este efeito dependente da dose e do tempo de incubacao,
apresentando um IC, as 48 horas de 150 pM. Além disso, a eficacia terapéutica
foi mantida durante 72 horas, sugerindo que o farmaco possui uma accao
prolongada nestas células. De acordo com o verificado por outros autores, o
efeito citotéxico e antiproliferativo mostrou ser independente da existéncia de
mutacoes nos genes RAS (Lancet & Karp, 2003a, 2003b; Reuter, Morgan, &
Bergmann, 2000), uma vez que nestas células ndo foram detectadas mutacoes
neste gene nos cododes estudados. Estes resultados sugerem a possibilidade da
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existéncia de outros alvos moleculares terapéuticos para além da farnesilacao
da proteina RAS, como a proteina RhoB e as proteinas centroméricas CENP-
E e CENP-F, as quais poderao ser potencialmente importantes na inibicdo do
estimulo proliferativo e nos mecanismos de citotoxicidade dos IFTs (Bishop,
Kirschmeier, & Baum, n.d.).

Para analisar a eficacia da inibicdo da farnesilacao, utilizou-se um marcador
farmaco-dinamico deste processo enzimatico, a Lamina A, uma vez que a pré-
Lamina A/C necessita de um processo de maturacao dependente da farnesilacao
para a transformacdo em Lamina A (Bishop et al., n.d.). Assim, a diminuicao da
Lamina A nas células tratadas com o a-HFPA, tanto em monoterapia como nas
restantes associacdes farmacolédgicas estudadas, é sugestiva da accao deste
farmaco na inibicao da farnesiltransferase.

Ap6s avaliarmos o efeito antiproliferativo e citotéxico fomos analisar o tipo
de morte celular induzido pelo o-HFPA. Para o efeito, recorreu-se a analise da
morfologia celular por microscopia éptica, através da realizacdo de esfregacos
corados com May-Grimwald Giemsa, e a citometria de fluxo recorrendo a
marcacao com Anexina V. A citometria de fluxo, além de identificar e caracterizar
cada célula individualmente com base no tamanho e complexidade, permitiu
identificar células vivas e mortas, e analisar e quantificar moléculas membranares
e citoplasmaticas, com o objectivo de esclarecer alguns dos mecanismos
envolvidos na citotoxicidade induzida pelos farmacos anticancerigenos.

Através da analise morfolégica verificamos que o o-HFPA induziu morte
das células F-36P com caracteristicas tipicas de apoptose, como blebbing,
contraccao celular e fragmentacdo da cromatina. Estes resultados foram
confirmados por citometria de fluxo recorrendo a marcacdo com Anexina
V, tendo-se observado aumento da percentagem de células em apoptose.
A Anexina V é uma molécula que se liga a fosfatidilserina, um fosfolipido que
ocupa habitualmente o folheto interno das membranas biolégicas, e que é
exteriorizado para o folheto externo durante o processo apoptético, permitindo
desta forma identificar células em apoptose por citometria de fluxo (Cooper &
Hausman, 2007).

O efeito citotdxico observado no tratamento com o a-HFPA podera estar
associado com adiminuicdo da proteina anti-apoptética BCL-2 e ligeiro aumento
da proteina pré-apoptética BAD, embora a razdo BAD/BCL-2 nao tenha sofrido
alteracdes significativas nas condicdes testadas. Porém, os resultados parecem
apontar para um efeito antiproliferativo mais marcado, confirmado ndo sé pela
auséncia de mitoses nos esfregacos, como pela diminuicao de ciclina D1. Estes
resultados estao de acordo com estudos efectuados por outros autores, que
evidenciam a acumulacdo de células tratadas com IFTs em GO/G1 ou G2/M,
dependendo do tipo celular (Lancet & Karp, 2003a, 2003b).



Como referimos uma das vias activadas na SMD ¢é a via das MAPK que
culmina com a activacdo de genes que codificam proteinas envolvidas na
regulacao do ciclo celular, como as ciclinas. A ciclina D1 é uma proteina cuja
expressao se encontraaumentada durante a fase G1 do ciclo celular, em resposta
a activacdo da sinalizacao celular mediada por factores de crescimento. Assim,
estes resultados sugerem que ocorre inibicao da via RAS/MAPK pelo inibidor
da farnesiltransferase estudado.

Também outros autores descrevem a inducdo de alteracdes na via das MAPK
mediante tratamento com IFTs, com diminuicdo da actividade transcripcional
do c-Jun e Elk-1 (Haluska, Dy, & Adjei, 2002; Mazieres, Pradines, & Favre,
2003). Por outro lado, reportam que o tratamento com IFTs promove a inibicao
da actividade do factor de transcricdio NF-kB, e consequente diminuicdo da
expressao de alguns genes, como os que codificam a ciclina D1 e a proteina
anti-apoptoética BCL-2 (Takada, Khuri, & Aggarwal, 2004). No nosso estudo
também observamos diminuicdo da proteina BCL-2, além da diminuicao da
ciclina D1, como mencionado. No entanto, outros mecanismos possiveis
poderado contribuir para os efeitos observados, como a diminuicao da actividade
da proteina AKT, acompanhada pelo aumento da proteina BAD activada, ou
outros efectores da via de sinalizacdo PI3K. Varios estudos mostram que esta
via de sinalizacao pode também ser activada pelo FLT3 e mediada pela proteina
RAS (Alessandrino et al., 2001; Jabbour, Kantarjian, & Cortes, 2004; Lancet &
Karp, 2003a).

Além das caracteristicas morfolégicas ja descritas, a presenca de diversas
células com nucleos mais pequenos, cromatina pouco condensada e citoplasma
mais abundante com menor grau de basofilia, indica que estas células tratadas
com IFT apresentam caracteristicas de células com maior grau de maturacao,
sugerindo que este farmaco podera ter capacidade indutora de diferenciacao
celular, além do efeito citotoxico. Como foi referido anteriormente, o processo
de diferenciacdo encontra-se estreitamente associado a perda da capacidade
proliferativa e aumento da propensao para a apoptose. Uma vez que foi
identificada a mutacao FLT3/ITD nas células F-36P, e que este recetor possui
um importante papel ndo sé na proliferacdo como também na diferenciacao
celular (M Mizuki et al., 2003; Masao Mizuki et al., 2003; Parcells, [keda, Simms-
Waldrip, Moore, & Sakamoto, 2006), existe a possibilidade da sinalizacao celular
a jusante do recetor se encontrar constitutivamente activada interferindo com
a diferenciacao celular. Assim sendo, a accao do a-HFPA podera incidir sobre
uma via a jusante do recetor FLT3/ITD, como a via RAS/MAPK, uma vez que
foi verificado um decréscimo na ciclina D1. Alguns estudos evidenciam uma
associacao entre a presenca da mutacao FLT3/ITD e a inibicao de proteinas
envolvidas na diferenciacdo mieldide em células de medula éssea de ratinho
(Parcells et al., 2006). De igual modo, os resultados obtidos por Mizuki et al.
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(2003), utilizando a técnica de microarrays, revelaram alteracdo do perfil de
expressao de genes envolvidos na sinalizacdo celular mediada pelo FLT3/ITD
versus FLT3/WT. Estes autores verificaram ocorrer repressao de varios factores
de transcricdo envolvidos na regulacdo da diferenciacdo mieléide, como o
factor de transcricdo C/EBPa.

Para além da utilizacdo do IFT em monoterapia, avaliou-se a existéncia
de potenciacao do efeito citotoxico e/ou citostatico quando este farmaco se
administra em associacdo com outros farmacos. Para o efeito foi avaliado o
potencial terapéutico da associacao entre o a-HFPA e a Citarabina, Ara-C, um
dos farmacos utilizado na terapéutica da SMD de alto risco. Estas combinacoes
farmacolégicas podem permitir o uso de doses inferiores dos farmacos,
conferindo menor toxicidade terapéutica e, portanto menos efeitos secundarios.
Deste modo, as células F-36P foram tratadas com os farmacos a-HFPA e Ara-
C em associacdo, ambos em concentragoes inferiores ao IC, . Apesar de nao
se ter verificado potenciacdo do efeito citotdxico com a administracdo em
simultaneo destes farmacos, detectou-se decréscimo de ciclina D1, sugerindo
que o efeito antiproliferativo do IFT se sobrepde ao efeito citotéxico de Ara-
C, o que podera estar relacionado com o bloqueio das células na fase G1 do
ciclo celular. Uma vez que o Ara-C é um antimetabolito especifico para a fase
S do ciclo celular, a paragem das células em G1 pode ter contribuido para a
ineficacia desta associacao. De facto, quando os farmacos foram administrados
com um intervalo de 4 horas observou-se potenciacdo farmacolégica quer no
efeito citotoxico, quer antiproliferativo. A aplicacdo deste esquema terapéutico
no tratamento de doentes com SMD podera permitir o uso dos mesmos em
doses mais baixas, proporcionando uma resposta mais eficaz e com menos
toxicidade secundaria.

Em estudos pré-clinicos foi demonstrado um efeito sinergistico com o uso
de IFT e agentes quimioterapéuticos convencionais como a Cisplatina, Taxanos,
o inibidor de tirosina cinase, Imatinib, e ainda com inibidores do proteasoma
(Jabbour et al., 2004; Lancet & Karp, 2003b; Mazieres et al., 2003; Nencioni,
Grlnebach, Patrone, Ballestrero, & Brossart, 2007).

5.2.1.2. Avaliacao da eficacia terapéutica do inibidor do proteasoma

Muitas das moléculas envolvidas na proliferacdo, diferenciacéo e morte
celular sdo degradadas pela via da ubiquitina-proteasoma. Este facto levou ao
desenvolvimento de novos farmacos que inibissem a actividade do proteasoma
parao tratamentodo cancro. Varios estudos experimentais e clinicos, envolvendo
inibidores do proteasoma, tém sido amplamente desenvolvidos com especial
incidéncia em neoplasias hematoldgicas, acrescentando novos mecanismos de



accao e potenciais aplicacoes terapéuticas desta classe de farmacos. Um destes
inibidores, o Bortezomib, ja se encontra aprovado pela FDA para o tratamento
do Mieloma Multiplo e Linfoma do Manto. No entanto, a eficacia terapéutica
destes farmacos na SMD nao esta ainda clarificada.

No nosso estudo utilizamos o MG262, um inibidor do proteassoma (IP)
derivado do &cido borénico, anadlogo do Bortezomib. Este farmaco evidenciou
eficacia citotdxica e citostatica nas células de SMD bastante significativa.
A sua accao foi mais notéria apés 48 horas de incubacao, tendo-se verificado
redugao da viabilidade celular de 50% nas células tratadas com 100 nM (IC, ).
A'inibicdo do proteassoma induzida pelo MG262 foi confirmada pelo aumento
muito significativo dos conjugados de ubiquitina, quer em terapéutica isolada
quer em associacao com o-HFPA. O aumento destes conjugados indica
gue as proteinas marcadas para degradacdo no proteassoma (previamente
ubiquitinadas) se acumulam na célula, uma vez que este complexo catalitico se
vé impossibilitado de proceder a sua degradacao.

Tal como tinhamos observado com o IFT, o MG262 em monoterapia induz
morte celular nas células F-36P predominantemente por apoptose, como
demonstram os estudos morfoldgicos e por citometria de fluxo. De facto, foi
possivel identificar nos esfregacos, a presenca de células com blebbing, retraccao
celular, fragmentacao nuclear e diversos corpos apoptoticos. Este tipo de morte
celular pode ser mediado por caspases, uma vez que se observou aumento
significativo da caspase 3. Porém, a modulacao de outras moléculas podera
estar envolvida no efeito citotéxico, como o aumento da expressao do recetor
FAS, sugerindo um envolvimento da via extrinseca ou membranar da apoptose.
No entanto, a diminuicdo da proteina antiapoptética BCL-2 e o aumento da
razao BAX/BCL-2, indica que a via mitocondrial ou intrinseca também podera
contribuir para a citotoxicidade do IP testado. Estas observacoes estdao de
acordo com o aumento da caspase 3 referida anteriormente, uma vez que
ambas as vias apoptoticas culminam com a activacao desta caspase efectora.
Por outro lado, a diminuicao da expressao da proteina BCL-2 podera resultar
da estabilizacao do IxB citoplasmatico pelo IP e consequente inactivacao do
NFkB. Deste modo a transcricdo de genes como o Bcl-2 fica comprometida,
tornando a célula mais susceptivel a apoptose (Adams, 2002; Nencioni et al.,
2007).

Além do papel do proteasoma na regulacdo da degradacdo de pequenos
substratos proteicos, este desempenha ainda funcdes na coordenacdo de
outros eventos celulares mais complexos (Cooper & Hausman, 2007).

No nosso estudo observamos nas células tratadas com MG262 frequentes
mitoses andmalas sugerindo desorganizacdo cromossémica e faléncia na
localizacao equatorial dos cromossomas. O tratamento com o MG262 poder3,
assim, induzir um efeito citotoxico relacionado com a faléncia do ciclo celular.
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Na literatura esta descrito que o proteassoma possui um papel importante
na formacao e composicao do cinetocoro (local de ligacdo dos feixes de
tubulina do fuso mitético aos cromossomas), como também na manutencao
do fuso mitético (Gorbsky, Kallio, Daum, & Topper, 1999), envolvendo cinases
mitéticas. Os nossos resultados indicam que o MG262 podera prevenir ou
alterar a capacidade de ligacao do feixe mitético aos cromossomas, provocando
a ascensdo polar desorganizada e ineficaz dos cromossomas. Por outro lado,
diversas proteinas intervenientes no ciclo celular, como a WAF1 e p27, sdo
acumuladas no citoplasma quando ocorre a inibicdo do proteasoma. Estas
proteinas inibem as ciclinas, como por exemplo as ciclinas A e B, necessarias
para a célula finalizar a fase M do ciclo celular (Delcros, Floc’h, Prigent, & Arlot-
Bonnemains, 2003).

Por outro lado, o efeito antiproliferativo induzido pelo MG262 na linha
celular F-36P podera relacionar-se com o decréscimo nos niveis de ciclina D1
verificados. Mais uma vez este resultado pode dever-se a accao reguladora do
factor de transcricao NFkB pelo proteasoma. A inibicdo deste leva a inactivacao
do NF-kB, daqui resultando diminuicdo da expressao da ciclina D1. A accao
inibitéria dos IP sobre a via das MAPK, é outro dos mecanismos que pode estar
implicado.

A administracdo combinada dos farmacos MG262 e a-HFPA, em doses
inferiores aos respectivos IC.,, demonstrou também potenciacao do efeito
citotoxico e citostatico, uma vez que o IC, apds 48 horas de exposicao foi
atingido com doses inferiores as utilizadas em monoterapia (50uM o-HFPA
com 25nM MG262). A apoptose foi confirmada pela presenca de diversos
corpos apoptoéticos e de células em diferentes estadios do processo apoptotico.
Um dos mecanismos envolvidos no aumento da eficacia terapéutica desta
associacao farmacolégica pode estar relacionado com a diminuicao de survivina,
uma proteina anti-apoptoética, e portanto maior susceptibilidade das células a
apoptose. Além disso, a elevada expressao de BAD e o aumento robusto darazao
BAD/BCL-2 e BAX/BCL-2 com diminuicao da expressao do recetor FAS, sugerem
gue o processo apoptédtico decorrera preferencialmente pela via intrinseca da
apoptose. Além disso, as alteracdes na expressao das moléculas da familia BCL-
2 e adiminuicdo da survivina podem estar também relacionadas com a inibicdo
da activacao do NF-kB na presenca do MG262. O facto da associacao destas
moléculas em simultaneo produzir um efeito citotdxico sinérgico, sugere que
os farmacos poderao actuar de modo complementar, através de um conjunto
de mecanismos que propiciam e estimulam a morte celular por apoptose. Para
além disso, enquanto que nas células incubadas com MG262 em monoterapia,
a expressao de Lamina A/C aumenta relativamente as células nao tratadas
(controlo), nas células em que a este IP se associou o a-HFPA observou-se um
efeito contrario. A diminuicao da expressao de Lamina A/C nestas condicdes



pode indicar uma sobreposicao da accao do a-HFPA sobre o IP o que contribui
para o efeito antiproliferativo mais acentuado observado.

5.2.1.3. Avaliacao da eficacia terapéutica do inibidor da tirosina cinase

Outra das possiveis abordagens terapéuticas na SMD esta relacionada com
a sinalizacao celular mediada por recetores com atividade de tirosina cinase,
como por exemplo o FLT3. Neste sentido, o uso de inibidores de proteinas
tirosinas-cinase constitui uma abordagem terapéutica racional nesta patologia
(Mishra, Zhang, Cunnick, Heisterkamp, & Groffen, 2006). Assim, fomos
estudar o efeito terapéutico de um inibidor da tirosina cinase, o mesilato de
Imatinib, aprovado pela FDA para o tratamento de LMC (Leucemia Mieldide
Croénica) e dos GIST, isto é, de tumores do estroma gastro-intestinal (http:/
WWW.cancer.gov). Esta terapéutica pareceu-nos racional uma vez que as células
F-36P possuem a mutacao ITD no recetor tirosina-cinase FLT3. No entanto,

o Imatinib nao evidenciou efeito citotéxico nem antiproliferativo eficaz. Este
resultado poderé estar relacionado com o facto do Imatinib ser uma molécula
com uma estrutura especifica para a proteina de fusao BCR/ABL e C-KIT,
presentes na LMC e GIST, respectivamente, nao possuindo provavelmente
especificidade estrutural dirigida para o recetor FLT3. No entanto, quando ao
Imatinib se associou a-HFPA, observamos efeito citotéxico, sobretudo quando
os farmacos foram administrados com intervalos de 4 horas. Estes resultados
estdo de acordo com alguns estudos que evidenciam, nos casos de resisténcia
ao Imatinib, sinergismo farmacolégica com outros farmacos (Basso & Doall,
2006; Hoover, Mahon, Melo, & Daley, 2002). O efeito observado podera ser
mediado pelo aumento das proteinas pro-apoptdéticas BAX e BAD e diminuicao
das anti-apoptéticas BCL-2 e survivina. Além disso, verificou-se um aumento
mais acentuado da razdo BAD/BCL-2 em relacdo ao aumento da razdo BAX/
BCL-2. Todos estes mecanismos moleculares poderdo contribuir para o efeito
citotoxico desta combinacao por diminuicao da resisténcia a apoptose, e, desta
forma, permitir assim ultrapassar casos de resisténcia ao Imatinib. Por outro
lado, os resultados obtidos evidenciaram o papel da proteina BAD no efeito da
combinacado farmacolégica. Deste modo, os resultados obtidos poderao indicar
uma accao do a-HFPA na sinalizacao celular a jusante dos RTKs, por inibicdo da
via PI3K, com consequente diminuicao da quantidade da proteina AKT activada.
A diminuicdo desta proteina conduz a diminuicao da fosforilacdo da proteina
BAD, a qual fica activa quando desfosforilada, provocando a apoptose.

Também se encontra descrito um efeito de sensibilizacdo induzida pela
combinacdo entre o Imatinib e o IFT Lonafarnib (Basso & Doll, 2006; Hoover
et al., 2002), resultando na inibicdo do crescimento e inducdo da apoptose
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em células que desenvolveram resisténcia ao Imatinib em monoterapia. Outros
autores verificaram ainda, em células de Leucemia Mieldide Cronica, que a
combinacdo destes agentes terapéuticos possui a capacidade de reduzir a
resisténcia de células residuais quiescentes (células que nao se encontram
em ciclo celular), permitindo ultrapassar a resisténcia ao tratamento com
Imatinib.

5.2.1.4. Avaliacao da eficacia terapéutica dos agentes epigenéticos

A metilacdo do ADN é um dos mecanismos epigenéticos mais estudados,
sendoumexcelentealvoparaterapéuticasanti-neoplasicas. Foram desenvolvidos
varios farmacos que interferem na metilacdo do ADN com o objectivo de
aumentar a eficacia, a estabilidade e diminuir a toxicidade. O primeiro farmaco
epigenético, a 5-azacitidina, esta actualmente aprovado como tratamento de
primeira linha para doentes com SMD de alto risco (Fenaux et al., 2010).

A desacetilacdo/acetilacdo das histonas é outro dos mecanismos envolvidos
no cancro, constituindo outro alvo molecular para o tratamento desta doenca.
O vorinostat ¢ um inibidor da HDAC aprovado para o tratamento do Linfoma
de células T cutaneo.

Neste estudo, avaliou-se o potencial terapéutico de dois moduladores epi-
genéticos in vitro, um agente hipometilante (decitabina) e um inibidor da desa-
cetilase das histonas (tricostatina A), numa linha celular humana obtida a partir
de um doente com SMD / LMA (anteriormente AREB-t, agora LMA segundo
a classificacdo da OMS 2008), a linha celular F-36P. Testdmos os farmacos em
monoterapia e em combinacao, usando varios esquemas de administracao.

Alguns ensaios demonstram que a metilacdo do ADN interage com a histona
desacetilase, revelando a complexidade da epigenética (Fuks, Burgers, Brehm,
Hughes-Davies, & Kouzarides, 2000; Rountree, Bachman, & Baylin, 2000).
Assim, é esperado que os HDACi e os DNMTi apresentem sinergismo (Cameron,
Bachman, Mydhanen, Herman, & Baylin, 1999; Galm, Herman, & Baylin, 2006),
no entanto, os estudos com DEC e TSA A em SMD sao escassos.

Os nossos resultados mostram que tanto a DEC como a TSA A, em
monoterapia, induzem uma diminuicdo na viabilidade das células F-36P,
dependente do modo de administracdo e da dose, sendo o efeito mais
acentuado ap6s as 48 horas de incubacdo. No entanto, a TSA A foi mais eficaz
em monoterapia que a DEC. Estes resultados estdao de acordo com 0s Nossos
resultados anteriores em linhas celulares (MOLT-3 e MOLT-4), mostrando que



a incubacao com TSA A é mais eficaz na reducdo da proliferacdo e viabilidade
celular do que a DEC. O facto de existirem resultados semelhantes desta
associacao em outras linhas celulares enfatiza o potencial uso clinico desta
combinacao de farmacos epigenéticos.

Além disso, quando as células F-36P foram tratadas com baixas concentracoes
de TSA A e DEC em administracao diaria, a reducdo da proliferacdo celular
foi superior a observada com concentracbes mais elevadas em uma Unica
administracdo. Estas observacdes aplicadas a pratica médica sao relevantes,
uma vez que a utilizacao de doses mais baixas permite a reducao dos efeitos
secundarios e a toxicidade.

Por outro lado, quando as células foram incubadas com os dois farmacos
em simultaneo e com um intervalo de 3 horas, em concentracbes mais baixas
do que as utilizadas em monoterapia, observou-se um maior efeito citotédxico.
Este resultado foi mais evidente quando as células F-36P foram previamente
incubadas com TSA A e posteriormente com DEC, do que com os farmacos
administrados em sequéncia inversa. Estes resultados indicam qual o esquema
de administracdo dos farmacos com melhor eficacia. De facto, a inibicdo da
HDAC permite que a cromatina da maquinaria molecular intracelular fique
exposta permitindo atingir segmentos previamente inacessiveis da sequéncia
de ADN e, consequentemente, a traducao de genes supressores tumorais
previamente silenciados. A TSA A ndo consegue reverter o silenciamento de
genes até que exista algum grau de desmetilacao que permita a actuacao das
acetilases nas regides promotoras, revertendo o silenciamento (Delcuve, Khan,
& Davie, 2012).

Outros estudos tém demonstrado um efeito sinérgico entre os HDACi e
DNMTi (Cameron et al., 1999; Galm et al., 2006). Varios ensaios terapéuticos,
utilizando a combinacdo de agentes hipometilantes e inibidores da HDAC,
revelaram que esta associacao tem propriedades sinérgicas em varios tipos de
neoplasias (Chu et al., 2013; Gore, 2005). Estes resultados estdo de acordo
com outros que demonstraram que ambos 0s agentes podem exercer os
seus efeitos através da inversao da metilacdo das regides promotoras (Baylin,
2005). Este facto pode ter consequéncias clinicas, uma vez que a utilizacdo da
associacao, no esquema apropriado, nao sé aumenta a eficacia do tratamento,
mas também permite o uso de doses mais baixas, induzindo menos efeitos
secundarios. Além disso, também foi demonstrado que os HDACIs apresentam
ndo so sinergismo com outros fadrmacos epigenéticos, mas também com outras
terapéuticas anti-neoplasicos, como a radiacao e 0s agentes citostaticos como
o docetaxel, a doxorrubicina, o etoposido, a elipticina e o cisplatino (Tambaro
etal., 2010).
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A anélise da morte celular por citometria de fluxo demonstrou que estes
farmacos induzem morte celular preferencialmente por apoptose tardia e / ou
necrose, dependente do farmaco, da concentracdo, do tempo e esquema de
administracao.

Os nossos resultados estao de acordo com aqueles apresentados por Yang L
e colaboradores (Yang et al., 2008) em células SKM-1, uma linha de células LMA
secundaria a SMD. Estes autores mostraram que a DEC também pode induzir
apoptose e/ou diferenciacao celular por meio de mecanismos relacionados com
a expressao do FAS e da survivina. No mesmo estudo, estes autores mostraram
ainda que a DEC tem efeitos sinérgicos com a TSA A.

Além destes mecanismos, e uma vez que a DEC é um agente hipometilante,
deverd permitir a re-expressao de genes supressores tumorais, como o
regulador do ciclo celular, p75, o que explicaria os resultados observados, tal
como referido por outros (Yang et al., 2008).

Embora a TSA A seja mais eficaz na reducao da viabilidade celular do que a
DEC, este mostrou uma maior eficacia na reducao do estado de metilacdo do
p15 (como seria de esperar), efeito este somente superado pela associacdo da
DEC com a TSA A. Na verdade, o efeito sinérgico hipometilante observado nas
células tratadas com os dois farmacos é interessante e ndo se encontra ainda
descrito.

A combinacao dos moduladores epigenéticos utilizados neste trabalho
mostra uma eficacia sinérgica do efeito citotéxico e hipometilante, quando
a TSA A é administrada na dose de 10 nM seguida de 5 yM de DEC com um
intervalo de 3 horas, levando a eliminacao de todos os alelos p75 metilados.

5.3. Limitacoes do estudo e perspetivas futuras
5.3.1. Limitag6es do estudo

A amostra utilizada neste estudo incluiu 102 doentes com o diagndstico
de SMD de novo. Como se trata de uma neoplasia muito heterogénea, que se
traduz pela divisao em varios subtipos de doenca (OMS, 2008), a analise da
amostra no global nao traduz as particularidades inerentes a cada grupo de
doentes. De facto, apesar de terem sido incluidos um numero relativamente
grande de doentes, a subsequente analise por subgrupos conduziu, em alguns
parametros, a perda do poder estatistico.

Para além do tamanho da amostra, também a auséncia de um grupo
controlo impossibilitou a andlise da relevancia de determinados parametros



na patogénese da doenca, nomeadamente a influéncia da apoptose e da
metilacao.

Por outro lado, o intervalo de tempo em que decorreu o estudo e, sobretudo,
o follow-up dos doentes, ndo permitiram uma analise mais pormenorizada
relativamente a progressao para LMA, uma vez que seis doentes foram incluidos
durante o ano de 2014.

Apesar de todos os parametros hematolégicos e bioguimicos terem sido
recolhidos ao diagndstico, o que é extremamente importante na analise de
resultados, o doseamento de acido félico, nao permitiu uma analise fidvel pois
parte dos doentes fazia suplementacao com acido félico.

Outro aspeto que pode ter limitado a analise dos nossos resultados foi o
facto de que, por razbes técnicas, nem todos os estudos terem sido feitos
em todos os doentes da amostra. E o caso do estudo da célula estaminal
hematopoiética e o perfil de metilacdo dos genes DAPK, MGMT e recetores
do TRAIL, os quais foram realizados em 77 doentes dos 102 doentes incluidos
nesta amostra.

Por fim, o estudo dos polimorfismos da MTHFR, A1298C e C677T, foirealizado
nos doentes com SMD, mas também em controlos saudaveis, permitindo uma
analise comparativa, nao sé entre os varios subtipos de doentes, mas também
entre doentes e controlos. No entanto, os controlos saudaveis utilizados foram
dadores de sangue, pelo que apresentam uma mediana de idades mais baixa
gue a nossa populacdo de SMD, patologia que afeta tipicamente o idoso. Assim,
ndo poderemos inferir com certeza que determinado polimorfismo constitui
fator de risco para SMD, uma vez que um determinado controlo podera ainda
vir a desenvolver esta patologia.

5.3.2. Perspetivas para investigacoes futuras

Tendo em conta os resultados obtidos neste estudo em doentes com SMD
e no sentido de validar alguns dos marcadores moleculares encontrados na
analise do diagnostico, do progndstico e identificacdo de novos grupos de
risco € necessario:

— Alinclusdo de mais doentes na nossa amostra; o que sera possivel através
de um estudo multicéntrico, em que o Grupo Portugués de Mielodisplasia
poderia ter um papel importante;

— A inclusdo de um grupo controlo para comparacao com o grupo de
doentes.
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Além disso para completar e melhorar o nosso estudo estamos a iniciar
outros estudos, nomeadamente:

— A analise das mutacdes dos genes RAS e TET2;

— O doseamento dos niveis de 5-hmC e 5-mC.

Para completar os estudos na linha celular de SMD sera util:

— Os estudos serem feitos, se possivel, em mais subtipos de linhas celulares
de SMD;

— Analisar o estado de ativacao da proteina RAS nestas células, no sentido
de confirmar a sua possivel ativagao pelo FLT3/ITD;

— Analisar as diferentes fases do ciclo celular nas células tratadas, para
confirmar o efeito antiproliferativo dos farmacos, e sobretudo para
analisar a interferéncia com o ciclo celular;

— Monitorizar a expressao de outras moléculas como por exemplo outros
alvos de farnesilacdo na célula, como as proteinas CEN-P e RhoB, bem
como a capacidade de inducao de ROS, de modo a proceder a um estudo
mais completo dos mecanismos de acao dos IFT e dos outros farmacos a
nivel molecular;

— Identificar moléculas envolvidas na via do PI3K/AKT, uma vez que é uma
via potencialmente afetada pela mutacdo do FLT3 e que esta associada a
ativacao e expressao de diversas moléculas implicadas na sobrevivéncia da
célula, como moduladores da expressao do fator de transcricdo NFkB;

— Avaliar a eficacia de outros farmacos, como por exemplo o TRAIL
recombinante, inibidores do FLT-3 e/ou outros inibidores de tirosina cinase,
guer em monoterapia, quer em esquemas combinados com os farmacos
utilizados neste estudo e/ou com a quimioterapia convencional.

No entanto, para validar estes resultados, a abordagem de futuro tera de
passar por estudos em culturas primarias e em modelos animais.
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onclusao

Os mecanismos envolvidos na patogénese da Sindrome SMD sao multiplos
e complexos afetando a célula pluripotencial em varias etapas, originando
alteracdes na proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células do sistema
hematopoiético. Estas alteracbes determinam a evolucdo e transformacdo
leucémica da doenca, bem como influenciam a resisténcia as terapéuticas
convencionais.

Diversos estudos referem que o desenvolvimento e progressao da SMD
sao provavelmente mediados por alteracbes genéticas e/ou epigenéticas que
envolvem a desregulacao de multiplos genes, incluindo os envolvidos na
regulacao do ciclo celular, na apoptose, na angiogénese e naimunomodulacao.
Por outro lado, o background genético pode influenciar o risco individual para
SMD.

O presente estudo envolveu a caracterizacao clinica e molecular dos varios
subtipos de SMD e a avaliacdo do potencial terapéutico de novos farmacos
dirigidos a alvos moleculares. Seguidamente, apresentam-se as principais
conclusoes que foram obtidas a partir da andlise do trabalho.

— A amostra de doentes com SMD incluidos no nosso estudo tem um
predominio de subtipos menos agressivos, nomeadamente CRDM e CRDU, o
gue se reflete em indices de prognostico de risco baixo e intermédio.

— Analisando os varios subtipos OMS verificou-se diferenca estatistica para
os parametros hemoglobina (média mais baixa na Sindrome 5g-), plaguetas
(média mais baixa na AREB-2), B2-microglobulina (média mais baixa na ARSA),
eritropoietina (média mais baixa na NR), célula estaminal e caspase 3 (média
mais baixa na AREB-2).

—  Osdoentes com SMD em estadios mais avancados (AREB-2) evidenciam
um aumento tendencial da percentagem de células CD34+, bem como de
células que coexpressam CD117, CD123 e TNF-o. 0 que pode contribuir para a
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evolucao destes doentes para LMA. Por outro lado, o aumento da percentagem
de células CD34+/CD117+ verificado nos doentes com CRDM pode, apos
seguimento mais alargado destes doentes, permitir identificar aqueles que tem
maior risco de transformacao leucémica.

— A andlise da célula estaminal hematopoiética permitiu a identificacao
de dois grupos de células, um com caracteristicas fenotipicas “normais”, as
HSC, e outro com caracteristicas neoplasicas, as LSC. Estas células expressam
diferencialmente as citocinas inflamatérias IL-6 e TNF-o, sendo os resultados
mais evidentes nos doentes do subtipo AREB-2 (a IL-6 predomina na HSC e
o TNF-a na LSC). Estes resultados sugerem nédo s6 a relevancia destes dois
marcadores na distincao destes dois grupos de células estaminais, como
também a importancia destas células na evolucao da doenca, uma vez que
neste subtipo se encontra o maior nimero de doentes que progrediu para
LMA.

—  Oestudodaapoptose mostrou que a média da % de células que expressa
caspase 3 é inferior na AREB-2, em relacdo aos outros subtipos (p=0,05). Estes
resultados corroboram o envolvimento da apoptose na SMD, em particular a
resisténcia a apoptose nos doentes com estadios mais avancados.

—  Os resultados da analise ao perfil de metilacdo mostram que cerca de
56% dos doentes apresentam dois ou mais genes metilados e que somente
14,7% dos doentes nao apresenta metilacdéo de nenhum gene. A metilacao
do p15 esta presente em 56% dos doentes, enquanto a do gene DAPK ocorre
em 54% dos doentes e em cerca de um terco dos casos, a metilacao destes
dois genes ocorre concomitantemente (32,05%), sobretudo no subtipo
mais frequente — CRDM, salientando a relevancia destes dois genes no
comportamento biolégico e clinico da SMD. Estes resultados sugerem que a
metilacdo pode constituir um mecanismo precoce na etiopatogenia da SMD,
podendo alterar a atual abordagem terapéutica.

— Os doentes que evoluiram para LMA foram os esperados em termos
clinicos, mas, ao contrario do que esta descrito na literatura, mais de metade
nao apresenta nenhum gene metilado, sendo que apenas 1 dos 11 doentes
apresenta metilacao de 2 genes. Os niveis de plaguetas (média mais baixa), de
blastos (média mais elevada), de eritropoietina (média mais elevada), a maior
percentagem de células estaminais mieléides com expressao de IL-6 (CD34+/
CD117+/IL-6+) e os indices de prognostico (riscos intermédio e alto) sdo entre
todos os parametros avaliados os que podem influenciar a evolucao para LMA
(p<0,05). Ainda para os individuos com evolucdo para LMA encontrdmos as
seguintes correlacdes diretas entre R4 e hemoglobina; e entre FAS e sideroblastos
em anel. E também verificAmos uma correlacdo inversa entre p53 e vitamina
B12, todas com significado estatistico.



— Neste sentido, nos doentes que evoluiram para LMA, elaboramos
uma proposta de um novo indice de progressdo, que denominamos Indice de
Progressao para Leucemia Aguda (IPLA). Este indice reflete o somatério das
variaveis estudadas, hematolégicas, bioquimicas, célula estaminal, metilacao e
apoptose, que se consideraram alteradas. Com este tipo de analise verificAmos
gue os doentes com os subtipos de SMD que apresentavam as pontuacoes mais
elevadas foram os que evoluiram para LMA. Desta forma, este novo indice de
prognostico, podera constituir uma nova “ferramenta” para avaliar o risco de
progressao para LMA.

—  Os doentes que faleceram sao os que apresentaram uma concentracao
de hemoglobina mais baixa, percentagem de blastos e ferritina sérica mais
elevadas, indices de prognostico deriscosintermédio e alto, e maior percentagem
de células estaminais mieléides com expressao de IL6 (CD34+/CD117+/IL-6+).
Estes resultados sugerem a importancia destes parametros como fatores de
risco nos doentes que evoluiram para LMA.

—  Existe uma associacao entre a SMD e o genétipo AC do polimorfismo
da MTHFR A1298C, nesta populacao.

— Além do mencionado, a eritropoietina revelou ser o parametro mais
relevante no risco de evolucao para LMA e na sobrevivéncia global, uma
vez que os doentes com valores mais elevados além de serem os que mais
evoluiram para LMA sdo também os que apresentam taxas de sobrevivéncia
inferiores. Também a LDH sérica demonstrou um impacto negativo na analise
da sobrevivéncia, quando elevada.

Com o presente estudo foi ainda possivel a obtencao de dados
experimentais no que se refere ao potencial terapéutico de novos farmacos
na SMD, particularmente inibidores da farnesiltransferase (IFT, a-HFPA), de
tirosina-cinase (ITK, imatinib), do proteasoma (IP, MG262), das deacetilases
das histonas (HDACI, tricostatina) e hipometilantes (Decitabina). Os resultados
mostram que:

— O o-HFPA em monoterapia possui um efeito citotoxico, e mais acentu-
adamente um efeito citostatico, além de ser indutor da diferenciacdo
celular. Estes efeitos sao dependentes da dose e do tempo de incubacdo
e independentes da presenca de mutacoes nos genes RAS.

— Da mesma forma o IP, MG262, em monoterapia, revelou capacidade
citostatica e citotoxica significativas induzindo morte celular por
apoptose. Este tipo de morte celular podera estar relacionada com o
aumento de moléculas pro-apoptoticas, como a BAD e/ou a BAX e o
FAS, ou a diminuicao de moléculas com potencial antiapoptético como
a BCL-2 e a survivina, o que podera determinar maior suscetibilidade a
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apoptose nas células tratadas com estes farmacos. Ainda de referir que,
devido a sua especificidade de acdo, os IPs e IFTs permitem o seu uso
em baixa dosagem, exibindo nos ensaios clinicos um favoravel perfil de
toxicidade, o que os torna elegiveis como potencias farmacos a integrar
na terapéutica da SMD em monoterapia.

— Observamos sinergismo de potenciacdo entre os farmacos utilizados, dos
quais se destaca a combinagao farmacolégica entre o IFT e o IP e/ou
Imatinib. A complementaridade entre o efeito citostatico induzido pelo
o-HFPA, relacionado com a diminuicao de ciclina D1, e o efeito citotdxico
simultaneo do MG262, relacionado com um estado de “permissdo” para
apoptose, podem contribuir para o sucesso terapéutico desta associacao
farmacolégica. Por outro lado, a associacao entre o-HFPA e Imatinib,
em células que exibem a mutacao ITD presente no gene FLT3, podera
constituir outra alternativa terapéutica, sendo a forma de administracao
dos farmacos crucial para a sua eficacia terapéutica.

— Os estudos efetuados com os moduladores epigenéticos, hipometilantes
e inibidores das deacetilases das histonas (DEC e TSA A) também
induzem diminuicao da proliferacao e viabilidade das células F-36P de
modo dependente da concentracao, do tempo de exposicdo, do modo
e esquema de administracao, induzindo morte celular preferencialmente
por apoptose.

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

A diversidade genotipica e fenotipica da SMD deixa transparecer uma
fisiopatologia complexa. Para uma melhor compreensao desta doenca sera
necessario um conhecimento mais aprofundado das vias de sinalizacao
celulares e das alteracdes moleculares implicadas no fenétipo do clone maligno.
Desta forma, sera possivel estabelecer um sistema de classificacdo da doenca
baseado numa “assinatura de expressao genética/epigenética/proteica”,
definir grupos de progndstico e individualizar a terapéutica dirigida a alvos
moleculares. Assim, e com o desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas,
que passam pela combinacdo farmacoldgica otimizada, sera possivel atingir
um tratamento personalizado, mais eficaz, de menor toxicidade, com menos
efeitos secundarios, permitindo melhor qualidade de vida e aumento da
sobrevivéncia dos doentes com SMD.
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[EBRIAIAR Subtipos por metilacio de genes polimorfismos da MTHFR, cé

ulas (CD34) e moléculas da apoptose

5Q- (n=4) AR (n=6) AREB-1 (n=8) AREB-2 (n=8) ARSA  (n=6) CRDM  (n=52) LMMC  (n=12) NR (n=4) TR (n=2)
Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count | Mean | Count
Idade 79,25 79,17 73,38 70,38 77,17 72,27 74,67 68,50 61,50
Género 1 4 4 4 3 4 32 3 3 1
2 0 2 4 5 2 20 9 1 1
p15 75 67 25 13 33 169 58 25 50
p16 ,50 33 ,25 ,25 17 25 ,08 25 /50
DAPK ,50 ,33 ,83 0,00 ,83 ,48 ,70 ,67 0,00
R4 0,00 33 17 0,00 ,33 ,20 ,10 0,00 0,00
R1 ,50 0,00 0,00 0,00 ,33 ,32 0,00 ,67 ,50
R3 0,00 0,00 17 0,00 33 11 ,10 0,00 0,00
R2 0,00 0,00 /50 0,00 17 27 ,10 67 0,00
MTHFR A/A 2 5 1 2 4 16 4 1 1
A1298C A/C 2 0 7 4 1 EY) 3 3 1
c/C 0 1 0 2 1 4 0 0 0
MTHFRC677 Ala/Ala 1 2 5 3 4 28 4 2 2
T Ala/Val 3 4 2 4 2 2 6 1 0
Val/Val 0 0 1 1 0 2 2 1 0
cD34_p 4,81 2,27 3,18 8,62 1,73 2,27 1,81 1,76 1,22
CD34/CD117_P 27,50 39,00 30,71 42,50 27,33 40,45 21,37 13,00 18,00
CD34/CD123_P 65,20 61,20 75,52 84,10 61,27 60,50 37,02 82,57 63,50
CD34/GlicoP_P 20,05 27,70 22,00 34,50 34,22 38,88 21,02 33,27 22,95
CD34/IL6_P 46,80 29,47 37,63 71,30 25,92 41,98 28,61 36,20 60,70
CD34/TNF-a_P 26,45 12,50 15,49 24,80 17,22 17,36 14,34 13,20 9,95
CD34/CD117/CD123 19,80 7,40 22,62 10,00 29,72 22,16 12,22 11,73 16,90
CD34/CD117/GlicoP 4,95 8,33 17,24 36,30 15,12 16,96 8,24 10,57 13,65
CD34/CD117/IL6 4,65 8,70 10,47 40,85 7,43 11,41 12,67 10,13 12,60
CD34/CD117/TNF-a 6,60 5,63 4,74 5,95 4,53 4,83 9,93 4,53 3,10
CD34/CD117/CD123/Glico 7,10 5,35 13,25 8,10 26,13 10,97 8,90 10,27 11,25
P
CD34/CD117/CD123/IL6 1,65 11,60 9,20 6,90 6,52 2,96 5,61 9,50 12,50
CD34/CD117/CD123/TNF- 1,00 5,80 4,07 7,30 3,93 1,84 5,23 4,87 2,40
a
CD34/CD45+-/CD33+ 67,35 90,40 80,85 92,05 74,48 79,79 83,09 87,80 91,45
CD34/CD45+-/CD33- 32,65 9,60 19,32 7,95 25,53 20,27 16,91 12,20 8,55
BCL2_P 28,35 6,87 12,96 10,94 18,15 22,56 36,70 4,18 10,20
BAX_P 35,03 23,93 40,91 75,16 32,65 46,13 47,14 17,90 28,80
TRAIL lig_P 22,43 21,32 26,58 37,06 28,38 35,15 20,44 28,95 19,55
R1_P 33,00 24,65 33,48 17,79 20,95 32,37 20,19 32,80 20,85
R2_P 6,20 30,23 11,95 8,14 20,20 15,40 11,13 31,30 24,00
R3_P 13,13 25,55 26,79 7,55 24,07 29,25 17,43 29,68 19,65
R4_P 12,63 33,47 27,88 18,87 23,45 29,96 28,94 36,28 23,70
FAS lig_P 23,08 40,93 43,73 46,34 45,02 45,66 41,74 45,83 50,10
Survivina_P 12,68 2,65 6,25 17,63 6,75 12,59 2,86 2,93 3,15
Caspase 3_P 2,20 16,43 5,20 2,90 5,45 8,40 20,77 18,70
Citocromo C_P 2,68 4,05 3,27 2,74 6,23 7,84 2,49 2,95 2,50
GlicoP citopl_P 9,37 4,53 16,94 82,10 8,75 13,38 6,33 3,90 5,50
p53_P 4,80 4,98 7,36 17,11 8,92 9,42 5,43 5,15 2,40
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[EBRIAASI Subtipos por metilacdo de genes polimorfismos da MTHFR, células (CD34) e moléculas da apoptose para individuos com
evolucdo LMA

AREB-1 (n=8) AREB-2 (n=8) CRDM  (n=52) LMMC (n=12)
LMA=1 LMA=7 LMA=2 LMA=1
Mean Count Mean Count Mean Count Mean Count
Idade 70.00 69.14 53.50 76.00
Género 1 0 2 1 0
2 1 5 1 1
p15 .00 .00 .00 1.00
pl6 .00 .29 .00 .00
DAPK 1.00 .00 .00 1.00
R4 .00 .00 .00 .00
R1 .00 .00 1.00 .00
R3 .00 .00 .00 .00
R2 .00 .00 .00 .00
MTHFR A1298C 1 0 1 1 0
2 1 4 1 1
3 0 2 0 0
MTHFRC677T 1 1 2 1 0
2 0 4 1 1
3 0 1 0 0
CD34_P 1.67 9.07 2.93 1.01
CD34/CD117_P 16.00 47.00 88.00 25.00
CD34/CD123_P 86.40 . . 18.80
CD34/GlicoP_P 19.10 19.00 18.00 25.30
CD34/IL6_P 12.70 100.00 100.00 13.40
CD34/TNF-a_P 7.80 28.30 1.60 8.70
CD34/CD117/CD123 13.90 . . 6.90
CD34/CD117/GlicoP 11.80 34.90 11.20 3.90
CD34/CD117/IL6 8.50 46.10 88.00 15.50
CD34/CD117/TNF-a 2.60 5.80 1.48 11.30
CD34/CD117/CD123/GlicoP 11.50 . . 2.50
CD34/CD117/CD123/IL6 10.60 . . 5.70
CD34/CD117/CD123/TNF-a 3.60 . . 5.10
CD34/CD45+-/CD33+ 62.30 93.60 . 91.00
CD34/CD45+-/CD33- 37.70 6.40 . 9.00
BCL2_P 5.10 10.90 28.15 32.90
BAX_P 23.40 74.33 84.05 30.00
TRAIL lig_P 11.30 35.77 40.50 8.90
R1_P 12.70 17.63 28.55 37.50
R2_P 6.10 8.83 7.55 30.40
R3_P 42.60 7.89 21.75 18.90
R4_P 22.90 19.53 23.30 12.60
FAS lig_P 39.40 45.19 49.20 45.50
Survivina_P 3.00 19.93 53.95 2.40
Caspase 3_P . 2.70 59.30
Citocromo C_P .00 2.95 50.40 3.50
GlicoP citopl_P 1.50 83.30 84.00 4.30
p53_P 2.30 19.13 39.20 5.90
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[FEBRIAA Subtipos por indices de progndstico e parametros hematoldgicos e bioquimicos (M-missings, Me=média, Md=mediana e SD=desvio
padrdo) com evolugdo LMA

AREB-1 (n=8) AREB-2 (n=8) CRDM (n=52) LMMC (n=12) Total LMA =11 Not LMA =91

LMA=1 LMA=7 LMA=2 LMA=1

Mi Mean | Md Mi Mean | Md SD Mi Mean | Md SD Mi Mean | Md Mi Mean | Md SD Mi Mean | Md SD
IPSS 1 1] 18] 200] 408 o| o000 0,00/ 0,000 o| 100 1,00 2| 133 200 ,866 13 29 | 000 | 647
IPSS- 1 1 5,67 5,50 ,816 0 2,00 2,00 | 1,414 0 4,00 4,00 2 4,67 5,00 | 1,803 13 2,73 2,50 | 1,551
R
WPSS 1 1] 317 | 300 408 o 12,00 1,00 [ 0,000 1 3| 263 3,00 1,061 22 | 1,33 | 1,00 [ 1,066
Leucd o| 100 1,00 0| 443 400/ 2,149 o| 550 550 4,950 o| 500 5,00 o| 436 400/ 2,58 o 432 400] 2512
citos
(-
10G/
L)
Neutr 0 1,00 1,00 0 2,14 2,00 | 1,464 0 2,50 2,50 | 2,121 0 1,00 1,00 0 2,00 1,00 | 1,414 0 2,18 2,00 | 1,657
ofilos
(2-
7G/L)
Hg 0 | 13,00 | 13,00 0 9,71 | 10,00 | 1,380 0 | 10,00 | 10,00 | 0,000 0 8,00 8,00 0 9,91 | 10,00 | 1,578 0| 10,62 | 10,00 | 2,393
(M&g
t12e
H&gt;
13g/d
L)
Plaqu 0 | 107,0 | 107,0 0 | 45,71 | 49,00 | 22,93 0 | 84,50 | 84,50 | 78,48 0 | 161,0 | 1610 0 | 68,82 | 61,00 | 48,47 0 | 131,6 | 107,0 | 98,98
etas 0 0 3 9 0 0 6 8 0 1
(150-
400
G/L)
Blast 0 1,00 1,00 0 1,00 1,00 | 0,000 0 0,00 0,00 | 0,000 0 1,00 1,00 0 ,82 1,00 ,405 0 11 0,00 ,314
os
Sider 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00 | 0,000 0 ,50 ,50 ,707 0 0,00 0,00 0 ,09 0,00 ,302 0 11 0,00 ,314
oblas
tos
Citog 0 3,00 3,00 0 43 0,00 | 1,134 0 0,00 0,00 | 0,000 0 0,00 0,00 0 ,55 0,00 | 1,214 4 ,60 0,00 | 1,005
enéti
ca
Ac,Fé 0 | 19,00 | 19,00 0| 16,43 | 10,00 | 15,49 0| 14,50 | 14,50 | 6,364 0 | 18,00 | 18,00 0| 16,45 | 12,00 | 12,23 3| 1260 | 9,50 | 6,921
lico 0 4
VitB1 0 | 840,0 | 840,0 0 | 687,8 | 586,0 | 383,1 0 | 647,0 | 647,0 | 3153 0 | 5350 | 5350 0 | 680,3 | 586,0 | 320,8 3 | 8957 | 589,5 | 1313,
2 0 0 6 0 89 0 0 70 0 0 6 0 89 5 0 539
LDH 0 | 131,0 | 131,0 1| 2265 | 227,5 | 53,36 0 | 207,5 | 207,5 | 101,1 0 | 200,0 | 200,0 1| 210,5 | 207,5 | 60,04 12 | 208,3 | 199,0 | 60,03
(&It;2 0 0 0 0 9 0 0 16 0 0 0 0 7 2 0 1
48U/
L)
LDH o| o000 o000 1 33| o000 ,516 0 /50 50 | ,707 o| o000 o000 1 30 | 000 | 483 12 18 | 000 | ,384
Ferrit 0| 67,00 | 67,00 0| 5782 | 5330 | 480,8 0| 150,5 | 150,5 | 13,43 0 | 590,0 | 590,0 0 | 4550 | 3580 | 429,9 1| 380,2 | 2380 | 394,9
ina 9 0 64 0 0 5 0 0 9 0 03 3 0 26
EPO 0| 5,00/ 5,00 1| 62,33 | 62,50 | 46,11 0 | 90,00 | 90,00 | 41,01 0 | 332,0 | 3320 1| 89,10 | 63,00 | 95,85 12 | 93,86 | 24,00 | 263,0

6 2 0 0 2 16

B2M o| 100 1,00 4 67 | 1,00 | ,577 0 150 50 | ,707 o| 100 1,00 4 71| 100 | 488 15 58 | 1,00 | ,497
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[EBEEAS] ndice de progressdo para Leucemia Aguda (IPLA)

AREB-1 AREB-2 ARSA CRDM LMMC

LEUCOCITOS 4 4,83 2,88 4,13 4,33 3,69 8,08 3,75 5
ANC 2,5 3 1,25 1,88 2,17 1,94 3,5 1,5 2,5
HG 9 10 10,63 9,63 9,67 10,31 11,58 14,5 13
PLAQUETAS 252 233 80 44 204 103 156 184 76
BLASTOS 1,75 0,83 5,5 12,38 1 1,58 2,83 1,75 1
SA 0 3,83 0 0 34,33 4,92 1,58 0 0,5
AcCIDO FOLICO 19,25 11,17 9,5 15,25 14,67 13,73 9,64 7,25 15
B12 584,5 573,2 709,9 835,9 848,0 965,5 987,2 511,8 831,5
LDH 177,3 179,0 172,6 239,9 188,7 221,4 188,5 220,0 188,5
FERRITINA 183,5 416,5 269,9 550,0 488,0 402,5 395,0 128,0 297,5
EPO 136,0 22,6 52,7 56,3 34,7 128,3 81,4 9,8 10,5
B2M 4 3,5 5,5 2,75 2 3,17 3,13 2 2,5
cD34_p 4,81 2,27 3,18 8,62 1,73 2,27 1,81 1,76 1,22
CD34/CD117_P 27,5 39 30,71 42,5 27,33 40,45 21,37 13 18
CD34/CD123_P 65,2 61,2 75,52 84,1 61,27 60,5 37,02 82,57 63,5
€D34/CD117/CD123 19,8 7,4 22,62 10 29,72 22,16 12,22 11,73 16,9
€D34/CD117/GlicoP 4,95 8,33 17,24 36,3 15,12 16,96 8,24 10,57 13,65
€D34/CD117/IL6 4,65 8,7 10,47 40,85 7,43 11,41 12,67 10,13 12,6
€D34/CD117/TNFa. 6,6 5,63 4,74 5,95 4,53 4,83 9,93 4,53 3,1
€D34/117/123/GlicoP 7,1 5,35 13,25 8,1 26,13 10,97 8,9 10,27 11,25
€D34/117/123/1L6 1,65 11,6 9,2 6,9 6,52 2,96 5,61 9,5 12,5
€D34/117/123/TNa. 1 5,8 4,07 7,3 3,93 1,84 5,23 4,87 2,4
BCL-2 28,35 6,87 12,96 10,94 18,15 22,56 36,7 4,18 10,2
BAX 35,03 23,93 40,91 75,16 32,65 46,13 47,14 17,9 28,8
TRAIL 22,43 21,32 26,58 37,06 28,38 35,15 20,44 28,95 19,55
R1 33 24,65 33,48 17,79 20,95 32,37 20,19 32,8 20,85
R2 6,2 30,23 11,95 8,14 20,2 15,4 11,13 31,3 24
R3 13,13 25,55 26,79 7,55 24,07 29,25 17,43 29,68 19,65
R4 12,63 33,47 27,88 18,87 23,49 29,96 28,94 36,28 23,7
FAS 23,08 40,93 43,73 46,34 45,02 45,66 41,74 45,83 50,1
SURVIVINA 12,68 2,65 6,25 17,63 6,75 12,59 2,86 2,93 3,15
CASPASE 3 2,2 16,43 5,2 2,9 5,45 8,4 - 20,77 18,7
CITOCROMO C 2,68 4,05 3,27 2,74 6,23 7,84 2,49 2,95 2,5
GLICOP CITOPL 8,37 4,53 16,94 82,1 8,75 13,38 6,33 3,9 3,5
P53 4,8 4,98 7,36 17,11 8,92 9,42 5,43 5,15 2,4
P15 75 67 25 13 33 69 58 25 50
P16 50 33 25 25 17 25 8 25 50
DAPK 50 33 83 0 83 48 70 67 0
R1 50 0 0 0 33 32 0 67 50
R2 0 0 50 0 17 27 10 67 0
R3 0 0 17 0 33 11 10 0 0
R4 0 33 17 0 33 20 10 0 0

AREB-1 AREB-2 ARSA CRDM LMMC
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[FIGUEAN  Curvas ROC para a evolucdo de LMA relativas as variaveis significantes.

[EBEIEAGl Areas de baixo das curvas ROC para a evolugdo de LMA relativas as varidveis significantes

Variaveis Area

Plaguetas (150-400 G/L) 0,511
EPO 0,668
CD34/CD117/IL6 0,83

Blastos MO (%) 0,899
Sideroblastos Anel (%) 0,466
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