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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Viviane Lamim Lovatel

A sindrome mielodisplasica (SMD) compreende um grupo heterogéneo de
neoplasias hematolédgicas. A etiopatologia da SMD é complexa e ainda ndo se sabe a
causa de seu surgimento, principalmente nos pacientes pediatricos devido a sua
raridade. Embora avangos ripidos tenham sido feitos na SMD no adulto, a genética e
epigenética da SMD pediatrica ainda sdo pouco compreendidas. Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar as alteragdes citogenéticas e epigenéticas em
pacientes pediatricos com SMD primaria para verificar sua associacdo com o
desenvolvimento da SMD e sua evolugdo para LMA, buscando identificar marcadores
de diagndstico e prognodstico. A andlise citogenética foi realizada por bandeamento
GTG e FISH. O estudo de expressao dos genes DNMTs, TET2 e APOBEC3B foi
realizada por PCR quantitativa em tempo real. O perfil de metilacdo global através de
LINE-1 e a metilacio do gene p]51NK4B foram estudados por pirosequenciamento.
Nossos resultados mostraram a presenca de cariétipos anormais em 55% dos 152
pacientes estudados. As alteracdes citogenéticas mais observadas foram a -7,
del(11)(q23) e caridtipos complexos. Pacientes apresentaram super-expressao das
DNMTS em relagao aos doadores (DNMTI (p= 0,01); DNMT3A (p = 0,02) e DNMT3B
(p=0,01). Esse aumento de expressdo esteve associado ao desenvolvimento e evolugdo
da SMD para LMA (DNMTI p= 0.03, DNMT3A p= 0.02, DNMT3B p= 0.004). A
expressao de TET2 e APOBEC3B nao diferiu estatisticamente entre os doadores.
APOBEC3B apresentou expressao aumentada em pacientes com cariétipo normal (p=
0,04) e apresentava expressdao coodernada com DNMT3A e DNMT3B. A hipermetilagao
do gene p15™ k4B foi observada em 35% (15/43) dos pacientes, estando mais presente em
AREB/AREB-t (60%). Cariétipos anormais estiveram associados com a
hipermetilacio em p]5’NK4B (p<0,006), sendo as principais alteragdes: -7/del7q (p<
0,003). Pacientes pediatricos apresentam hipometilagdo global em 97% (69/71) dos
casos. A hipometilacdo global esteve presente desde o estagio inicial (CRI) (p= 0,01)
até os estagios mais avancados (AREB/AREB-t) (p= 0,005) em relacdo aos doadores.
Pacientes com caridtipos anormais (p= 0,004) e com evolucido da doenca (p= 0,002)
apresentaram maior porcentagem de hipometilacdo global em relagdo aos doadores.
Nossos resultados mostraram que durante o desenvolvimento e evolu¢do de SMD para
LMA hid um desbalango progressivo na maquinaria de metilagdo e desmetilacdo,
havendo o aumento de expressdo das DNMTs e a diminuicdo de expressao de TET2 com
a evolucgdo da doenca. A hipometilacdo global esteve presente desde a fase inicial sendo
mais expressiva nos estagios mais avancgados e com a evolu¢do para LMA, enquanto a
hipermetilacdo em p/ 5"™K4B foi um evento mais tardio associado a progressdo da SMD,
principalmente nos pacientes que apresentaram -7/del7q. Em conjunto nossos resultados
sugerem um modelo de evolucdo de SMD para LMA.
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Myelodysplastic syndrome (MDS) comprises a heterogeneous group of
hematological malignancies. The etiopatology of MDS is complex and it is not yet
known the cause of its onset, especially in pediatric patients due to its rarity. Although
rapid advances have been made in MDS in adults, the genetics and epigenetics of
pediatric MDS are still poorly understood. In this sense, the objective of this study was
to characterize the cytogenetic and epigenetic alterations in pediatric patients with
primary MDS to verify their association with the development of MDS and its evolution
to AML, in order to identify diagnostic and prognostic markers. The cytogenetic
analysis was performed by GTG banding and FISH. The expression study of DNMTs,
TET2 and APOBEC3B genes was performed by quantitative real-time PCR. The global
methylation profile through LINE-1 and the methylation of the p/5INK4B gene were
studied by pyosequencing. Our results showed the presence of abnormal karyotypes in
55% of the 152 patients studied. The most observed cytogenetic alterations were -7, del
(11)(g23) and complex karyotypes. Patients presented over-expression of DNMT in
relation to donors (DNMTI (p = 0.01), DNMT3A (p = 0.02) and DNMT3B (p = 0.01).)
This increase in expression was associated with the development and evolution of MDS
for AML (DNMTI p = 0.03, DNMT3A p = 0.02, DNMT3B p = 0.004). The expression
of TET2 and APOBEC3B did not differ statistically among the donors, whereas
APOBEC3B showed increased expression in patients with normal karyotype (p = 0.04).
Hypermethylation of the p1SINK4B gene was observed in 35% (15/43) of the patients,
being more present in AREB / AREB-t (60%). Abnormal karyotypes were associated
with hypermethylation in pI5INK4B (p <0.006), with the main changes being: -7 / del7q
(p <0.003). Pediatric patients present global hypomethylation in 97% (69/71) of the
cases. Global hypomethylation was present from the initial stage (CRI) (p = 0.01), until
the most advanced stages (AREB / AREB-t) (p = 0.005) in relation to the donors.
Patients with abnormal karyotypes (p = 0.004) and disease progression (p = 0.002) had
a higher percentage of global hypomethylation than donors. Our results showed that
during the development and evolution of MDS for AML there is a progressive
imbalance in the machinery of methylation and demethylation. There is increased
expression of DNMTs and decreased TET2 expression with the evolution of the disease.
Overall hypomethylation was present from the initial phase, being more expressive in
the more advanced stages and with the evolution to AML. While hypermethylation in
p15INK4B was, a later event associated with the progression of MDS, especially in

patients presenting -7 / del7q. Together our results suggest an evolution model of SMD
for AML.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome Mielodisplasica Pediatrica

A sindrome mielodisplasica (SMD) compreende um grupo heterogéneo de neoplasias
clonais de célula tronco hematopoética. E caracterizada por uma hematopoese ineficiente,
defeitos de diferenciacdo levando as displasias e consequentemente uma disfuncdo celular.
A SMD apresenta citopenias no sangue periférico como a anemia, neutropenia e

trombocitopenia (BENNETT et al., 1982; ARBER et al. 2016).

A historia natural da SMD ¢ altamente varidvel, podendo apresentar formas brandas,
com alta taxa de sobrevivéncia, ou formas mais agressivas, que podem apresentar uma
rapida transformacdo leucémica. Cerca de 10-40% dos casos evoluem para leucemia
mieloide aguda (LMA). Em raras ocasides, pode ocorrer evolucdo para leucemia
linfoblastica aguda (LLA) ou leucemia bifenotipica (DELFORGE et al., 2003; NISHINO
& CHANG, 2005; GARCIA-MANERO, 2012; ARBER et al., 2016).

A SMD ¢ uma das neoplasias hematoldgicas mais frequente em pacientes idosos,
com média de idade de 70 anos ao diagnéstico e prevaléncia do sexo masculino (GARCIA-
MANERO, 2015). A incidéncia da SMD vem aumentando com o passar dos anos devido
ao envelhecimento natural da populacdo. Menos de 10% dos pacientes apresentam idade

inferior a 50 anos (CHANG et al. 2002; COGLE, 2015).

A sindrome mielodisplasica nos pacientes pediatricos € rara, apesar de um nimero
crescente de casos, sua verdadeira incidéncia é desconhecida. Estima-se que represente,
aproximadamente, 2-7% das neoplasias hematologicas na faixa pediatrica (NIMER 2008;

JAMAL 2012; GLAUBACH et al., 2014).

A incidéncia anual é de aproximadamente 0,5-5 casos para cada 1 milhdo de
criangas, enquanto a idade média ao diagnéstico € de 6 anos e a distribui¢ao entre os sexos
parece ser a mesma (HASLE et al., 1999; SWERDLOW et al., 2008; CHATTERIJEE &
CHOUDHRY 2013; GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN, 2015). Entretanto, dados
sobre a incidéncia da SMD pediatrica podem estar subestimados devido as dificuldades do
diagnéstico (NIEMEYER & KRATZ, 2008; GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN,
2015).



A SMD pediatrica pode apresentar um quadro histopatolédgico e clinico semelhante a
vérias outras manifesta¢des clinicas ndo hematoldgicas, como por exemplo: deficiéncias
nutricionais (vitamina B12, folato, vitamina E), infeccdes virais (Epstein-Barr,
citomegalovirus, Parpovirus, Herpes-virus, HIV), medicamentos, doengas mitocondriais
(Sindrome de Pearson) e doencas reumatdides (GLAUBACH et al. 2014).

Para o diagnéstico da SMD € necessério a realizacdo de um aspirado e bidpsia de
medula 6ssea, onde € analisada a morfologia das células, a porcentagem de blastos, a
celularidade e a arquitetura da medula d6ssea; sendo que em alguns casos € observado o
ALIP (localizacdo anormal de precursores imaturos). Uma série de testes adicionais é
necessiria para completar a avaliacdo laboratorial de um paciente com SMD, como a
imunofenotipagem e a analise da citogenética da medula 6ssea (GARCIA- MANERO,
2015). Esses testes adicionais sdo necessarios para a exclusdo da anemia aplastica, doencas
mieloproliferativas, leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) e LMA (STEENSMA,
2012; BEJAR, 2015).

A SMD pode ser classificada como primaria ou secundaria. A SMD primaria
também, chamada de novo, nao possui uma causa conhecida. A SMD secundéria, por sua
vez, possui uma causa conhecida. Na maioria dos casos, € relacionada a uma exposicao
prévia a agentes toxicos como quimioterapia, radiacdo ionizante, exposi¢dao a longo prazo

ao benzeno e seus derivados (NIMER, 2008; ADES et al,, 2014).

A SMD secundaria possui um pior prognéstico quando comparada com a SMD
primaria. Pacientes com SMD secunddria normalmente apresentam o subtipo mais
avancado da SMD (AREB/AREB-t). Por outro lado, a SMD priméria o subtipo mais
frequente € o inicial, a citopenia refrataria da infancia (CRI) (GLAUBACH et al., 2014).

A SMD secundéria na faixa etaria pediatrica também pode estar associada com a
evolucdo de outras doengas como a Sindrome de Shwachman-Diamond, a anemia de
Diamond-Blackfan, disqueratose congénita, a anemia de Fanconi, a neutropenia congénita
severa, trombocitopenia megacariocitica congénita, sindrome de Kostmann e sindrome de
MonoMAC (Tabela 1.1) (LASKY & SAKAMOTO, 2005; BANNON & DINARDO,
2016; BABUSHOK et al., 2016). Outras doencas genéticas associadas a SMD incluem
hemoglobiniria paroxistica noturna, anemia aplastica, sindrome de Down,
neurofibromatose, sindrome de Bloom e sindrome de Li-Fraumeni (BABUSHOK et al.,

2016; BANNON & DINARDO, 2016).



Além dessas sindromes, a ocorréncia de SMD pode estar associada a uma
predisposicdo genética, embora esses casos sejam raros, mutagdes génicas tém sido
apontadas como responsaveis pelo desenvolvimento da SMD familiar (Tabela 1.1)
(OWEN et al., 2008; BABUSHOK et al., 2016; NIEMEYER & MECUCCI, 2017). Dentre
os genes ja descritos na SMD familiar podemos destacar ANKRD26 (Ankyrin Repeat
Domain 26, relacionada a trombocitopenia), este gene codifica uma proteina quinase de
sinalizacdo e possui cerca de 8% de risco de desenvolvimento de SMD/LMA; e os genes
CEBPA e RUNXI que atuam como reguladores transcricionais durante a hematopoese e
quando mutados levam a SMD/LMA em 100% e 20-60% dos casos, respectivamente

(BABUSHOK et al., 2016).

Deficiéncia no gene GATA2 tem sido descrita como a causa mais comum associada
com predisposi¢ao genética na SMD pediéatrica, principalmente em adolescentes com 0s
subtipos mais avangados da SMD (WLODARSKI et al., 2016). O gene GATAZ2 pertence a
familia de fatores de transcricdo de reconhecimento ao DNA através do dominio dedo
zinco, € essencial no desenvolvimento hematopoético por controlar a transicdo do
endotélio hemogénico as células-tronco hematopoética, e € também crucial para a
sobrevivéncia e auto renovacao das células-tronco hematopoiéticas (WLODARSKI ef al.,
2018). Pacientes pediatricos com sindrome de Down que desenvolvem SMD/LMA ou
doenca mieloproliferativa transitéria apresentam mutacdo em GATA2 (OWEN et al.,
2008). Mutacdes no gene GATA2 também foram associadas com pacientes pediatricos

com SMD e alteracdes cromossdmicas que envolvem principalmente o cromossomo 7

(WLODARSKI et al., 2016).

Recentemente, foi descrito que deficiéncia em SAMD9 / SAMDYL leva a uma
predisposicdo ao desenvolvimento de SMD, principalmente em pacientes pediatricos
(WLODARSKI et al., 2018; SCHWARTZ et al., 2017). SAMD9 /| SAMDSYL atuam
regulando a proliferacdo celular e mutacdes nesses genes levam a um efeito
antiproliferativo, além disso tem sido mostrado seu papel como supressor tumoral em

alguns tipos de cancer (DAVIDSSON et al., 2018).

Outros genes que atuam na montagem ribossOmica e tradug¢do (DDX41), regulacdo
da telomerase (TERC/ TERT), como fator de transcri¢do de genes associados a plaquetas
(ETV6) e no reconhecimento de sinalizacio (SPRP72) também sdo associados ao
desenvolvimento da SMD familiar ( BABUSHOK, et al., 2016; KIRALY et al., 2017). No

entanto, as frequéncias dessas mutacdes associadas ao desenvolvimento de SMD/LMA em
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pacientes pediatricos ainda sdo desconhecidas, sendo necessario um maior nimero de

estudos (BABUSHOK et al., 2016). A identificacdo dessas mutacdes (Tabela 1.1) deve ser

integrada na avaliagdo dos pacientes com SMD com suspeita de predisposi¢dao genética,

pois podem estar associadas a um pior prognostico necessitando de mudangas na conduta

do tratamento.

Tabela 1.1: Principais doencas associadas ao desenvolvimento de SMD/LMA

Risco de

Doencas Hereditariedade SMD/LMA
Sindromes de falha da medula 6ssea herdaveis
Trombocitopenia megacariocitica
Congénita aR MPL desconhecido

RPS19, RPS17, RPS24, RPL35A,

RPL5, RPLI1, RPS7, RPS26,
Anemia de Diamond-Blackfan aD, XLR RPS10, GATAI 1-20%

DKCI, TERT, TERC, TINF?2,

XLR, RTELI, NOPI10, NHP2, WRAPS53,

Disqueratose Congénita aD,aR CTCI, PARN 30%

FANCA, FANCC, FANCDI1/BRCA2,

FANCD?2, FANCE, FANCF,

FANCG/XRCC9, FANCI,

FANCJ/BACHI/BRIP1, FANCL,

FANCM, FANCN/PALB?2,

FANCO/RADS1C,FANCP/ SLX4,
Anemia de Fanconi aR, XLR FANCQ(ERCC4), FANCB 40%
Neutropenia Severa Congénita aR ELA2, HAXI, GFII 10%
Sindrome de Shwachman-Diamond aR SBDS 20-30%
Outras Sindromes herdaveis associadas SMD/LMA
Sindrome de Bloom aR BLM 15-25%
Sindrome de Li-Fraumeni aD TP53, CHEK?2 8%
Neurofribromatose Tipo 1 aD NF1, SPREDI <1%
SMD/LMA familiar
Trombocitopenia relacionada a ANKRD26 aD ANKRD26 8%
LMA familiar relacionada a CEBPA aD CEBPA 100%
SMD/LMA familiar associada a DDX41 aD DDX41 desconhecido
Trombocitopenia e neoplasia hematolégica
associada a ETV6 aD ETV6 desconhecido
Haploinsuficiéncia em GATA?2 aD GATA2 desconhecido
Doenca plaquetaria associada a RUNXI aD RUNX1 20-60%
Aplasia e mielodisplasia familiar associada com
SRP72 aD SRP72 desconhecido

aD autossdmica dominante, aR autossdmica recessiva, XLR, Ligada ao X recessiva. (Adaptado de

BABUSHOK, et al., 2016).



1.2 Tratamento em SMD pediatrica

O tratamento dos pacientes pediatricos com citopenia refrataria da infancia (CRI) é
desafiador e depende principalmente das caracteristicas clinicas e citogenéticas. Pacientes
com caridtipo normal podem apresentar um curso estavel da doenca por muito tempo;
portanto, nesses pacientes, na auséncia de dependéncia transfusional ou neutropenia grave

a estratégia recomendada é o acompanhamento clinico laboratorial (KARDOS, et al.,

2003; GALAVERNA et al., 2018).

Por outro lado, para os pacientes que apresentam neutropenia persistente e
necessidade transfusional regular € indicado o uso de terapia imunossupressora com
globulina anti-timécito e ciclosporina (YOSHIMI et al. 2007; LOCATELLIL, et al. 2018).
Além do uso de amplo espectro de antibidticos para controlar as infeccdes e febre

recorrentes da neutropenia (GREENBERG, et al., 2017).

Para todo paciente pediatrico com SMD que necessita de algum tipo de tratamento
deve ser considerado o transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico (TCTH-
alogénico) que continua sendo o uUnico tratamento com potencial curativo para SMD
(GREENBERG et al., 2017; MAHER et al 2017; GALAVERNA et al., 2018). Este
também deve ser indicado aos pacientes com CRI com a monossomia 7 ou caritipo

complexo (GALAVERNA et al., 2018).

Os resultados dos pacientes pediatricos com SMD tratados com o TCTH-alogénico
sao melhores quando realizados antes da progressao da doenga. Cuidados como a
vigilancia rotineira da medula 6ssea € importante em pacientes com citopenias leves, sem
necessidade de transfusdo ou infeccdes, e na auséncia de monosomia 7 ou caritipo
complexo (NIEMEYER & KRAZ, 2008; GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN, 2015).
Tradicionalmente, pacientes com os subtipos mais avancados da SMD recebem inducdo
por quimioterapia semelhante a utilizada para os pacientes com LMA. Entretanto, dados
recentes mostram que a inducdo com quimioterapia antes do transplante ndo melhora o
resultado, nem diminui a chance de recidiva. Deste modo, o uso de quimioterapia pré-
trasnplante continua sendo controverso nos pacientes pediatricos com SMD (HOFMANN,
2015; GALAVERNA et al., 2018;). Além disso, o uso de quimioterapia convencional do
tipo LMA sem o TCTH resultou em taxas de sobrevivéncia abaixo de 30% (WOODS et
al., 2002).



Recentemente o tratamento com os agentes hipometilantes como azacitidina (AZA)
e decitabina vem sendo utilizado em alguns casos pediatricos (CSEH et al., 2016;
WAESPE et al., 2016). A azacitidina € um ribonucleosideo, e a decitabina é um
desoxirribonucledsido, ambos atuam na depleccdo das DNA metiltransferases, estas duas
drogas desempenham um papel na diferentes mecanismos especificos: a azacitidina é
incorporada em RNA e DNA, enquanto a decitabina é fosforilada por diferentes cinases e €
incorporada apenas no DNA. Devido a incorporacdo no RNA, a azacitidina inibe a sintese
proteica como uma fung¢do adicional (XIE et al., 2015). Essas drogas tém sido utilizadas
principalmente naqueles pacientes com AREB/AREB-t sem doador compativel, numa
tentativa de melhorar a sobrevida (CSEH et al., 2016; WAESPE et al., 2016).

O uso de AZA em doses baixas tem sido efetivo em pacientes pedidtricos e parece
ser uma op¢ao nao téxica para situagdes de tratamento paliativo para prolongar a sobrevida
(CSEH et al., 2016). O tratamento com AZA também tem sido sugerido antes do TCTH
em pacientes pedidtricos com SMD avancgada. Nesses casos, o agente hipometilante leva a
diminuicdo da porcentagem de blastos na medula Ossea e tem se mostrado eficiente na
reducdo da incidéncia de recaida ap6s o TCTH, sem adicionar os efeitos da toxicidade da

quimioterapia (WAESPE et al., 2016).

1.3 Classificacio e Escalas Progndsticas em SMD

1.3.1 Desenvolvimento da Classificacao da SMD Pediatrica

A SMD foi descrita pela primeira vez por Giovanni Antonio Di Guglielmo em 1920
como “Bil morbo Di Guglielmo” (BAIN, 2003). Até a década de 1980, uma variedade de
anormalidades hematologicas com bloqueio de diferenciacio mieloide e citopenias
cronicas era classificada como pré-leucemia (KOEFFLER & LEONG, 2017). No entanto,
de 10-40% dos pacientes com mielodisplasias, de fato, evoluiam para uma leucemia aguda
(ARBER et al., 2016). Desta forma, a denominacdo de pré-leucemia ndo era condizente
com curso clinico das mielodisplasias em todos os pacientes.

Em 1982, o grupo de hematologistas franceses, americanos e britanicos (FAB)
propds a primeira classificacdo para as mielodisplasias, que passaram a ser denominadas
“Sindrome Mielodisplasica”. Assim, a terminologia “pré-leucemia” deixou de ser utilizada

(VARDIMAN, 2012; HOFMANN, 2015).

A classificagdo do grupo FAB foi baseada, principalmente, na porcentagem de

blastos e nas caracteristicas morfoldgicas. Dessa forma, a SMD foi dividida em 5



subgrupos: anemia refrataria (AR), anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA),
anemia refrataria com excesso de blastos (AREB), anemia refrataria com excesso de
blastos em transformacdo (AREB-t) e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) (Tabela

1.2) (BENNETT et al., 1982).

Tabela 1.2: Critérios para classificacao da SMD propostos pelo grupo FAB

Células Blasticas (%)

Mondcitos (ML) Sideroblastos em anel Bastdes de Auer
Subtipo Sangue
Sangue Periférico (%) Medula 6ssea Medula dssea Medula 6ssea
Periférico

AR Nio <15 <1 <5 Nio
ARSA Nio > 15 <1 <5 Nio
AREB Nio Nio <5 5-20 Nio
AREB-t Nio Nio >5 20 -30 Sim ou Nao
LMMC > 1000 Nio <5 <20 Nio

(Adaptado de BENNETT et al., 1982)

Nas duas décadas seguintes, a classificacdo FAB foi utilizada em centenas de estudos
morfolégicos, clinicos e genéticos, que ajudaram a esclarecer alguns aspectos da
patogénese da SMD e seu tratamento. Todavia, em qualquer esquema de classificacdo, as
questdes podem surgir na sua aplicagdo em subgrupos especificos de pacientes ou pode
haver controvérsias relacionadas a nomenclatura especifica, critérios diagndsticos ou
significado cientifico. Além disso, para se manter relevante deve incluir novas informagdes
(VARDIMAN, 2012).

Em 2001, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) reuniu clinicos, patologistas e
citogeneticistas e prop0s uma nova classificagdo para a SMD (Figura 1.1). A classificacao
da OMS manteve os principios basicos da classificagio FAB, porém incorporou
informacdes mais recentes, como as alteracdes citogenéticas, para refinar o diagndstico e

melhorar seu valor prognéstico (VARDIMAN et al., 2002; BENNETT, 2005).



SMD

CR

CRDM

CRSA

CRDM-SA

AREB-1

<5%blastos

AREB-2
5-19%blastos

Sindrome 5q-

SMD
Inclassificavel

Figura 1.1: Classificacdo da SMD proposta pela OMS em 2001. (CR) citopenia refrataria,
(CRDM) citopenia refrataria com displasia de multi-linhagens; (CRSA) citopenia refrataria com
sideroblastos em anel; (CRDM-AS) citopenia refratdria com displasia demulti-linhagens com
sideroblasto em anel; (AREB-1) Anemia refrataria com excesso de blastos 1;(AREB-2) Anemia
refrataria com excesso de blastos 2. Adaptado de VARDIMAN et al., 2002.

Alteracdes na classificacio da OMS incluem uma mudan¢a na nomenclatrura dos
subtipos iniciais, AR e ARSA, que passaram a ser denominados como citopenia refratdria
(CR) e citopenia refrataria com sideroblastos em anel, uma vez que nem sempre a
citopenia apresentada era uma anemia. Houve a adicdo de novas categorias: a citopenia
refrataria com displasia em multiplas linhagens (CRMD) e a citopenia refrataria com
displasia em multiplas linhagens com sideroblastos em anel (CRDM-SA) (VARDIMAN et
al., 2002; BENNETT, 2005).

A classificagdo da OMS também reconhece uma alteragdo citogenética como
entidade clinica definida como a “sindrome 5q-”, originando o subgrupo da SMD
associado com a delecdo 5q isolada. Foi criado o grupo da SMD inclassificivel, que inclui
os pacientes com displasia significativa de uma unica linhagem, mas sem outros critérios
de classificac@o. Por dltimo, a leucemia mielomonocitica cronica (LMMC), por apresentar
caracteristicas mielodisplasicas e mieloproliferativas, foi incluida no grupo de doencas
mielodisplasicas/mieloproliferativas (VARDIMAN et al, 2002; BENNETT, 2005.
GERMING et al., 2006).

A principal diferenca entre as classificacdes FAB e OMS foi a exclusido do subtipo
AREB-t, agora pacientes com 20-30% de blastos na medula dssea passam a ser
considerado uma leucemia. Desta forma, os pacientes com mielodisplasia e contagem de
blastos entre 20-29% passaram a ser classificados com LMA de multiplas linhagens. O
subtipo AREB passou a ser dividido em dois grupos utilizando-se como base a
porcentagem de blastos na medula 6ssea: AREB-1 (5 - 9% de blastos) e AREB-2 (10-19%
de blastos) (VARDIMAN et al., 2002; BENNETT, 2005).

Essa modificacdo apresentou um impacto direto na conduta com 0s pacientes
pediatricos, uma vez que aqueles pacientes com blastos acima de 20% passaram a ser

tratados como LMA e demonstravam-se refratirios a quimioterapia com alto indice de
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recaidas. Além disso, diversos estudos apontam diferencas significativas morfologicas,
citogenéticas e progndsticas da doenca entre os pacientes adultos e os pedidtricos,
propondo que a SMD pedidtrica priméria passe a ser vista como uma entidade distinta
(HASLE et al., 2003; HASEGAWA, 2016; HASLE, 2016; VASEKOVA & PLANK
2016).

A SMD pediatrica frequentemente apresenta bicitopenia (trombocitopenia e
neutropenia) e raramente apresenta anemia isolada. A sindrome da del(5q) isolada e o
subtipo ARSA raramente s@o observados nos pacientes pediatricos (HASLE et al.,2016;
KARDOS et al., 2003). Na tabela 1.3 podemos observar as principais diferencas entre os

pacientes pediétricos e os adultos.

Tabela 1.3: Principais diferencas observadas entre os pacientes pediatricos e adultos com SMD
primaria

Parametros Criancas Adultos
Incidéncia/ milhao 1-2 40
Sintomas clinicos associados 1/3 <5%
Grupos Morfolégicos

ARSA <2% 25%
SMD hipoplasica Comum Rara
Alteragdes citogenéticas 60% 40%
-7/17q- 30%-40% 10%
5¢q- 1%-2% 20%
Hipermetilacdo >50% >50%
Alteracdo em genes de splicing <2% Comum
Objetivo principal do tratamento Curativo Paliativo

(HASLE, 2016)

Diante dessas diferencas, Hasle e colaboradores em 2003 propuseram uma
classificacdo baseada nos achados dos pacientes pediatricos, tendo como base os
parametros da classificacdo FAB e OMS. Os critérios utilizados foram: citopenias sem
uma causa esclarecida (anemia, neutropenia e trombocitopenia); pelo menos duas
linhagens apresentando displasias, alteracdo citogenética clonal adquirida e nimero de
blastos igual ou maior que 5% na medula dssea. Nessa classificacdo sdo reconhecidos trés
grupos: o grupo das doencas mieloproliferativas e mielodisplasicas (LMMJ); o grupo da
sindrome de Down associada com a SMD e o grupo da SMD primaria propriamente dita, o
qual foi subdividido em: citopenia refrataria (CR), anemia refrataria com excesso de
blastos (AREB) e anemia refrataria com excesso de blastos em transformacdo (AREB-t)

(Figura 1.2) (HASLE et al., 2003).



Classificacao da SMD pediatrica

Sindrome Mielodisplasica Sindrome de Down/ Doengas

Células blisticas (%) Sindrome Mieloproliferativas /
Mielodisplasicas
S.P. M.O. Mielodisplésica

CR <2% < 5% LMMIT

AREB 2-19% 5-19%
AREB-t 20-29% 20-29%

Figura 1.2: Classificacao da SMD pediatrica proposta em 2003. (CR) citopenia refrataria; (AREB)
anemia refratiria com excesso de blastos; (AREB-t) anemia refratiria com excesso de blastos em
transformacdo; (LMMJ) leucemia mielomonocitica juvenil; (S.P) sangue periférico; (M.O.) medula dssea
(Adaptada de HASLE et al., 2003).

Em 2008, foi feita uma revisdo da classificacdo da OMS para os pacientes adultos e
nessa ocasido foram reconhecidas caracteristicas exclusivas da SMD pediatrica. Foi
introduzida uma entidade provisoria, a citopenia refrataria da infancia (CRI). Contudo,
para os pacientes pedidtricos com os subtipos mais avangados, foi sugerido que passassem
a ser classificado com os pacientes adultos em AREB-1 e AREB-2 (Figura 1.3)
(VARDIMAN et al., 2008; HASEGAWA 2016).

SMD
CRI CRDU CRDM CRSA AREB-1 ARTB-2 Sindrome Sq- SN_JD N
<5%hlastos 5-19%hlastos Inclassificdvel

Figura 1.3: Classificacio sugerida pela OMS em 2008 para os pacientes com SMD. (CRI)
citopenia refrataria da infancia; (CRDU) citopenia refrataria com displasia de uni-linhagem;
(CRDM) citopenia refratdria com displasia de multi-linhagem; (CRSA) citopenia refratiria com
sideroblasto em anel; (AREB-1) anemia refrataria com excesso de blastos 1; (AREB-2) anemia
refrataria com excesso de blastos 2 (Adaptado de VARDIMAN et al., 2008).
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A classificagdo em AREB-1 e AREB-2 ndo apresentou impacto progndstico para
pacientes da faixa etaria pedidtrica. Assim, o subtipo AREB-t ainda é usado para a
classificacdo dos pacientes pediatricos. Além disso, criancas com AREB-t apesentam
contagens nas células sanguineas periféricas estaveis durante semanas ou meses € nao
comportam-se clinicamente como a LMA (CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013;

GLAUBACH et al., 2014).

Desde a classificagdo da OMS de 2008, houve muitos avancos na identificacao de
biomarcadores associados com as neoplasias mieloides. Esses novos biomarcadores,
decorrentes de diversos estudos de andlise de expressdo génica e sequenciamento de nova
geracdo, estdo sendo introduzidos na pratica clinica como critérios diagndsticos e
progndsticos, tornando necessaria uma revisao atualizada da classificagdo das neoplasias
mieloides. Dessa forma, em 2016, através de um consenso entre patologistas,
hematologistas, oncologistas e geneticistas, a OMS publicou sua nova classificacdo
(ARBER et al., 2016).

No entanto, ndo houve alteragdes na classificacdo da SMD da infancia continuando
como uma entidade provisoria (ARBER et al., 2016). No mesmo ano, Hasle retoma a
discussdo sobre a classificacdo da SMD pediatrica dividindo em SMD de baixo risco (CRI)
e SMD avancada (AREB, AREB-t), utilizando os mesmos critérios da classificagdo
proposta em 2003. Além disso, enfatizou que a porcentagem de blastos ndo € suficiente
para diferenciar SMD de LMA, que o diagndstico deve incluir avaliag¢do clinica, taxa de

progressao, morfologia, imunofenotipagem e citogenética (HASLE, 2016).

1.3.2 Escala de Prognéstico em SMD

O prognoéstico dos pacientes com SMD € muito heterogéneo. Dessa forma, para
auxiliar na escolha do tratamento foi desenvolvida uma escala prognoéstica chamada
Sistema Internacional de Escala Progndstica em SMD, o IPSS (GREENBERG et al.,
1997).

O IPSS foi criado em 1997 a partir de um estudo envolvendo 816 pacientes, onde
ficou definido que as varidveis preditivas de progndstico e sobrevida mais importantes para
os pacientes com SMD sdo: porcentagem de blastos na medula 6ssea, cariotipo € ndmero
de citopenias. A escala de prognostico apresenta 4 grupos de risco: baixo risco,

intermediario 1, intermediario 2, e alto risco (Tabela 1.4) (GREENBERG et al., 1997).
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Tabela 1.4: Sistema Internacional de Escala Prognostica para a SMD (IPSS, 1997)

Variaveis Prognosticas Pontuacao

0 0,5 1 1,5 2,0
Blastos M.O. <5% 5-10% - 11-20% 21-30%
Cariétipo* Bom Intermediario Mau
Citopenias 0-1 2-3

Pontuagdo para os grupos de risco: Baixo risco: 0 pontos; Intermediario 1: 0,5-1,0 pontos; Intermediario
2: 1,5-2,0; Alto risco: >2,5 pontos. *Caridotipos: bom prognéstico: caridtipos normais, -Y, del(5q),
del(20q); mau prognéstico: caridtipos complexos, anomalias envolvendo o cromossomo 7; prognéstico
Intermediario: outras anomalias cromossdmicas (GREENBERG et al., 1997).

O IPSS € um sistema muito facil de ser aplicado na rotina da assisténcia, com grande
reprodutibilidade, sendo utilizado em diversos estudos cientificos. Contudo, um ponto
critico apontado no IPSS € em relagc@o ao grupo citogenético intermedidrio que abrange um
grande nuimero de alteragdes cromossdmicas e algumas parecem estar associadas com a
transformacao leucé€mica. Dessa forma, em 2012 foi elaborado o IPSS revisado (IPSS-R).
(GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 2012), em que houve a defini¢do de 5
grupos de progndstico citogenético: muito baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto
(Tabela 1.5) (GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 2012).

Embora fatores progndsticos adicionais tenham sido identificados e novos sistemas
de pontuacdo progndstica tenham demonstrado a estratificacdo dos pacientes com SMD, a
eficacia das evidéncias cientificas e a seguranga dos agentes terapéuticos atualmente
disponiveis sdo derivadas de estudos clinicos que adotaram a escala do IPSS como
referéncia para a inclusdao de pacientes e andlise de resultados. Como consequéncia,
recomendacdes terapéuticas baseadas em evidéncias referem-se ao IPSS (MALCOVATI et
al., 2013). Alguns estudos ja estdo utilizando o impacto progndstico do IPSS-R. Nesses
estudos, foi observado que a nova escala estratificou significativamente a sobrevida global

em pacientes com SMD recebendo TCTH-alogénico (DELLA PORTA et al., 2014).
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Tabela 1.5: Classificacao citogenética de grupos de risco para SMD segundo o IPSS-R

Subgrupo

Citogenético Carioétipos

Muito bom del(11q), -Y
Bom normal, del(5q), del(12p), del(20q), del(5q) acompanhado de outra alteracao

Intermediario del(7q), +8, +19, +21, i(17q), outras e mais de uma alteracdo

Desfavoravel -7, inv(3), t(3), del(3q), -7/del(7q), acompanhadas de outras alteragdes e cariétipo complexo
até 3 alteracoes
Muito

desfavoravel  Complexo com mais de 3 alteragdes cromossomicas

(Adaptado de GARCIA-MANERO, 2012)

1.4 Alteracoes Citogenéticas em SMD Primaria Pediatrica

A citogenética possui um papel fundamental no diagnéstico e progndstico dos
pacientes com SMD, auxiliando na indicacdo do tratamento, como o transplante de
células-tronco hematopoéticas alogénico. Durante o curso da doenca, a anélise citogenética
contribui para avaliar a resposta ao tratamento ou pode identificar a evolugao clonal com a
aquisicdo de novas alteracdes cromossdomicas (JABBOUR et al., 2013). A andlise do
caridtipo da medula 6ssea faz parte da rotina da pratica clinica (BACHER et al., 2009;
NYBAKKEN & BAGG, 2014; SPERLING et al., 2016). Os pacientes pedidtricos
apresentam uma frequéncia de anormalidades cromossdmicas em cerca de 50-70% dos
casos (HASLE et al., 2003, HASLE, 2016).

As alteragdes citogenéticas podem variar desde uma simples mudanca estrutural ou
numérica até complexas lesdes gendOmicas, envolvendo trés ou mais Ccromossomos
distintos. Anormalidades simples ocorrem, frequentemente, na fase inicial da doenca.
Entretanto, durante a transformacdo leucémica e/ou progressao da doenga, novas alteracdes
citogenéticas podem surgir gerando subclones (FERNANDEZ et al., 2000).

Diferente das leucemias, que s3o predominantemente caracterizadas pelas
translocacdes cromossdmicas (GREAVES & WIEMELS, 2003), na SMD, as alteragcoes
mais observadas sao as perdas cromossdmicas parciais /totais (dele¢des / monossomias) ou
ganhos cromossomicos (trissomias) (PANANI & ROUSSOS, 2005). Embora as
translocacdes cromossOmicas sejam raramente observadas na SMD, alguns estudos t€ém

descrito a ocorréncia das seguintes translocacdes: t(11;16)(q23;p13), t(3;21)(q26;922),
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t(1;3)(p36:;921), t(2;11)(p21;923), t(6;9)(p23;q34) e t(9;11)(p24;q22) (OLNEY & LE
BEAU, 2001; NYBAKKEN & BAGG, 2014; LOVATEL, et al. 2018).

As alteracdes citogenéticas mais frequentes em SMD sdo: a dele¢do do braco longo
do cromossomo 5 [del(5q)], seguida da trissomia do cromossomo 8 (+8), caridtipos
complexos (> 3 alteracdes citogenéticas), alteracdes no cromossomo 7 [tanto monossomia
(-7) quanto delecdes [del(7q)]], delecdo do brago longo do cromossomo 11 [del(11q)], do
braco curto do cromossomo 12 [del(12p)], do braco curto do cromossomo 17 [del(17p)],
do brago longo do cromossomo 20 [del(20q)] e a nulissomia do cromossomo Y (-Y)
(FERNANDEZ et al., 2000; De Souza et al., 2014; BACHER et al., 2015). Outras
alteracoes menos frequentes sdo: delecdo do braco longo do cromossomo 13 [del(13q)],
alteracdes envolvendo o cromossomo 3 [como a inversdo do braco longo [inv(3)(q21q26)],
translocacdes ou delecdo do braco longo (del(3q)], isocromossomo de 17p [i117(q)], perda
do cromossomo X (-X), monossomia do cromossomo 1 (-1) e trissomia do cromossomo 14
(+14) (BACHER et al., 2015).

Quando analisamos somente os pacientes pedidtricos, a perda completa [monossomia
do cromossomo 7 (-7) ] ou parcial do cromossomo 7 [del (7q)] é a alteracdo citogenética
mais frequente, ocorrendo em cerca de 30% dos casos de SMD, seguida pela +8, +21 e
caridtipos complexos (KARDOS et al., 2003; HASLE et al., 2007; RAU et al., 2012;
GLAUBACH et al., 2014, HASLE, 2016).

Criangcas com SMD e alteracdes envolvendo o cromossomo 7 apresentam um alto
risco de progressdo clonal e, portanto, necessitam de transplante de células-tronco
hematopoéticas. Além disso, possuem grandes chances de apresentarem outras alteracdes
associadas a nivel molecular. No cromossomo 7, estdo localizados diversos genes
relacionados com neoplasia relevantes, que sdo considerados supressores tumorais e que
atuam como fator transcricional, na regulagdo epigenética e no ciclo celular (Figura 1.4)

(WLODARSKI et al., 2018).

14



— 7p15.2 HDAC9 Acetilagdo de histona
BN 7p152  HOX cluste Fator transcricional, (ST)

=.7p141 SFRP4 Sinalizacdo de WNT
(=
— 122 |K7F1  Remodelamento de Cromatina, (ST)

. 7911.21 SBDS Biogenése Ribosomal

29212 SAMDY/9L Proliferacdo celular, (ST)
+%q%'i— ETV6 Controle transcrional, (ST)

-'%T CUX1 Ciclo celular, (ST)

-‘_qj'— PMS2 Reparo de DNA

==

[

29361 LUC7L2 Fator de splicing
=

70361  CUL1 E3 proteina ligase de ubiquitina, (ST)
-& EZH2 Metilacdo de histona, (ST)

Figura 1.4: Genes localizados no cromossomo 7 associados a predisposicao de neoplasias

No cromossomo 7 estdo agrupados varios genes considerados supressores tumorais (ST), que atuam
em func¢des diversas que vdo ser importantes para o desenvolvimento e progressao da SMD (Adaptado
de Wlodarski et al., 2018).

Ambas as escalas prognosticas, IPSS e IPSS-R, classificam a monossomia do
cromossomo 7 como uma alteracdo de mau prognéstico, sendo que anormalidades que
envolvem esse cromossomo [-7/ del(7q)] s@o consideradas de alto risco e estdo associadas
com desfechos clinicos desfavoraveis (GREENBERG et al., 1997; GREENBERG et al.,
2012).

A trissomia do cromossomo 8 (+8) € a alteracdo cromossdmica numérica mais
comum (5-7%) presente em SMD pediatrica (SAUMELL et al., 2015). Os pacientes
apresentando a +8 isolada sdo classificados no grupo de risco citogenético intermediério de
acordo com o IPSS e com IPSS-R (GREENBERG et al., 2012; GARCIA-MANEIRO,
2012). O significado bioldgico da trissomia de 8 ainda ndo esta claro, contudo vem sendo
associado ao aumento do nimero de copias do gene c-MYC. O gene c-MYC esta localizado
na regido 8q24 e atua como mediador central em uma variedade de fun¢des como o
controle do crescimento e apoptose, bem como metabolismo, adesdo e diferenciacio

celular (ANGELOVA et al., 2011). O valor prognéstico da +8 é contraditério. Alguns
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estudos classificam esta alteragdo como intermedidria, no entanto, outros trabalhos
demonstraram que a +8 e a amplificacdo de c-MYC esta correlacionada com a progressao
da doenca e a diminuicdo da sobrevida (MEYER & PENN, 2008; ANGELOVA et al.,
2011).

A trissomia do cromossomo 21(+21) é bem conhecida no contexto da Sindrome de
Down (SD), sendo associada a um risco aumentado de desenvolvimento de LMA durante a
infancia. Além da SD, a +21 também pode ocorrer como uma anormalidade clonal
somatica em varias neoplasias hematoldgicas, como a SMD primaéria pediatrica (BACHER
et al., 2009).

A trissomia do cromossomo 21 € a segunda alteracdo cromossdmica numérica mais
comum nos pacientes pediatricos com SMD e € classificada pelo IPSS e IPSS-R como uma
alteracdo de risco progndstico intermedidrio (GREENBERG et al., 2012; GARCIA-
MANEIRO, 2012). No entanto, devido ao pequeno nimero de pacientes com +21 isolada,
o conhecimento sobre o impacto prognodstico dessa alteracdo € limitado e a mesma deve ser
observada com aten¢@o. Também pode ocorrer a monossomia do 21 (-21) isolada ou em
combinacdo com uma ou mais alteracdes citogenéticas; porém, a frequéncia da +21 e - 21
como parte de caridtipos complexos continua ndo sendo bem definida (BACHER et al.,

2009).

[¢N

O cariotipo complexo ¢é associado com uma instabilidade genOmica;
tradicionalmente definido pela presenca de trés ou mais alteracdes independentes, e é
classificado pelo IPSS e IPSS-R como uma alteracdo de mau ou de muito mau progndstico
em SMD (GREENBERG et al., 2012; GARCIA-MANEIRO, 2012). Cariétipo complexo
passou a ser definido por cariftipos que apresentem trés ou mais alteracdes
cromossdmicas incluindo, pelo menos, uma alteragao estrutural. Nessa nova definicdo, a
presenca de caridtipo complexo passa a ser um marcador progndstico independente para
predizer o desfecho clinico desfavoravel de criancas com SMD (GOHRING et al., 2010).

A maioria dos pacientes pedidtricos na fase inicial da doenca, CRI, apresenta
cariotipo normal (HOFMANN, 2015) e sao classificados pelo IPSS e IPSS-R como um
grupo de bom prognéstico (GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 2012).
Todavia, alguns desses pacientes, mesmo apresentando caridtipo normal, possuem uma
rapida evolucdo da doenca. Nesses casos, tem sido sugerido a presenca de alteracdes

moleculares (BEJAR & STEENSMA, 2014).
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As alteracdes cromossdmicas hoje sdo vistas como eventos secundarios as alteracdes
a nivel molecular, sendo originadas a partir de uma instabilidade gendmica causada por

essas alteracoes precedentes (LINDSLEY & EBERT, 2013).

1.5 Alteracoes Genéticas e Epigenéticas em SMD

O conhecimento da patogénese da SMD na tltima década tem sido aprimorado com
base na descoberta de novas alteragdes genéticas e epigenéticas (GANGULY &
KANDAM, 2016). Tem sido sugerido que alteracdes moleculares afetariam uma célula
progenitora hematopoética pluripotente levando ao surgimento de clones e subclones
aberrantes. As neoplasias malignas mieloides sdo caracterizadas por alteragdes
epigenéticas no genoma (epigenoma) devido, em parte, as mutacdes observadas em genes
que atuam como modificadores epigenéticos. Algumas mutacdes levam a uma
instabilidade gendmica, promovendo a aquisicdo de lesdes genéticas e citogenéticas
subsequentes. Assim, aquisi¢cdes sequenciais dessas alteracdes permitem durante o curso da
progressdo da doenca o desenvolvimento de multiplos clones geneticamente relacionados
(Figura 1.5) (LINDSLEY & EBERT, 2013, SPERLING et al., 2016). No entanto, ainda
ndo é conhecida a sequéncia eventos que culminam com desenvolvimento e evolugdo da
SMD. Além disso, devido a heterogeneidade da SMD, € provéavel que existam diferentes
mecanismos de inicia¢do e de progressdao da doenga (HASLE, 2016).

As alteracdes genéticas incluem: mutagdes pontuais, grandes delecdes ou
amplificacdes génicas, ou alteracdes que modificam a expressdo génica (como a presenca
de mutagdes em promotores e potenciadores génicos, ou mesmo que atuam na regulacao

epigenética) (GANGULY & KANDAM, 2016; BEJAR & GREENBERG, 2017).
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Figura 1.5: Miltiplas etapas do desenvolvimento da SMD. As mutagdes iniciais tendem a levar ao
aumento da auto renovagdo das células-tronco hematopoéticas, a expansdo clonal e ao desenvolvimento de
hematopoese clonal de potencial indeterminado. A medida que o clone mutante continua a crescer, da origem
a uma populacdo em expansdo de células em que a aquisicdo de lesdes genéticas e/ou epigenéticas adicionais
pode promover a progressdo para a malignidade aparente. Esses eventos subclonais secundarios tendem a
levar ao desenvolvimento de displasias com o aparecimento da SMD e eventualmente sua evolucdo para
LMA (SPERLING et al., 2016).

Dentre os genes alterados ha um pequeno grupo denominado mutagdes “condutoras”,
assim chamado devido ao seu comportamento mais agressivo € associacdo a evolucao
clonal. J4 aqueles genes cujas mutacdes ndo impactam a dominincia clonal e ndo sdo
observados regularmente, recebem o nome de mutacdes “passageiras’.

Estudos genéticos conduzidos em pacientes com SMD entre 1987 e 2005
identificaram mutagdes nos genes que atuam principalmente como fatores de transcricao
TP53, RUNXI, GATA2 e genes que estdo envolvidos em vias de sinalizacdo importantes
como NRAS, KRAS. Desses, TP53, RUNXI e NRAS foram encontrados mais
frequentemente mutados em neoplasias mieloides (BEJAR & STEENSMA, 2014).
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A frequéncia de mutacdo em pacientes adultos com SMD ¢ elevada, cerca de 80-
90% apresentaram uma ou mais mutacdes dentre um nudmero limitado de 40 genes
(HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 2016). Os genes mais comumente mutados na
mielodisplasia atualmente sao: SF3BI, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNXI, U2AF1,
TP53 e EZH2 (HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 2016, GREENBERG, et al.,
2017). A mutacdo mais frequente, tanto na hematopoese quanto na SMD em adultos, € a
troca de uma citosina por uma timina (C> T), que se configura em uma caracteristica da
desaminacdo de metilcitidina associada a idade (JAISWAL et al., 2014; ARBER et al,
2016; SPERLING er al., 2016). Embora essa troca venha sendo associada ao
envelhecimento normal, um estudo recente com pacientes pediatricos com neoplasias
mieldides também relata ser a troca mais comun (SCHWARTZ et al., 2017).

Outros processos relacionados com a idade como a redugdo progressiva dos
teloméros também podem contribuir para a patogénese da SMD (SPERLING et al., 2016).
Isso pode explicar em parte porque as frequéncias de mutacdes sa0 menores nos pacientes
pediatricos. Na Figura 1.6 podemos observar a distribui¢do da frequéncia de mutacdo na
SMD em pacientes adultos, sendo as mais frequentes aquelas que envolvem fatores de
splicing e reguladores epigenéticos. Os fatores de splicing representam em torno de 50%
de todas as mutacdes observadas em SMD, e esse percentual pode chegar a mais de 70%
em pacientes com o subtipo ARSA. A segunda classe de genes, que apresenta uma fracao
semelhante aos primeiros citados, sdo os genes que atuam como reguladores epigenéticos.
Aproximadamente 25% dos pacientes tém mutacdes em ambas as classes.
(PAPAEMMANUIL et al.,, 2013). Além disso, muitos outros genes podem estar co-
mutados com fatores de splicing e regulares epigenéticos, contudo tais mutacdes também
ocorrem em 15% dos pacientes com auséncia de lesdes nessas duas classes principais

(BEJAR & STEENSAMA, 2014).
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Figura 1.6: Distribuicio das classes génicas com mutacdo em SMD. Aproximadamente 50% dos
pacientes apresentam mutag¢do em gene de fator de splicing, os genes reguladores epigenéticos representam a
segunda maior classe de genes mutados, sendo que aproximadamente 25% dos pacientes possuem mutagdes
em genes de ambos os grupos. Pacientes com mutagdes em 7P53 possuem menos mutacdes cooperantes, mas
sdo frequentemente associadas a anormalidades cromossdmicas. E apenas 10% dos pacientes apresentam
mutacdes fora desses genes mais comuns (BEJAR & STEENSAMA, 2014).

Curiosamente, a maioria dessas mudancas, em particular as que envolvem os de
fatores de splicing, sdo eventos raros nos pacientes pedidtricos, sendo sugerido um
mecanismo patogenético diferente na SMD pediatrica (HIRABAYASHI er al., 2012;
OBENAUER et al., 2016; PASTOR et al., 2016, SCHWARTZ et al., 2017).

Um estudo recente sugere que o panorama epigenético nos pacientes pediatricos seja
mais permissivo para a transformacio leucémica que nos adultos. Tem sido observado que
a frequéncia das mutacdes em genes que atuam como reguladores epigenéticos € rara na
infancia, sendo mais comuns as mutagdes somadticas em genes envolvidos na via de

RAS/MAP quinase (Figura 1.7) (SCHWARTZ et al., 2017).
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Figura 1.7: Mutacdes somaticas frequentes na SMD pediatrica. Grifico mostrando a frequéncia
das mutagdes somdticas mais observadas na coorte de 77 pacientes pediatricos (Adaptado de
SCHWARTZ et al., 2017).

Diferente da SMD no adulto em que hd o acimulo de mutacOes passageiras e
condutoras para o desenvolvimento da doenca, nos pacientes pediatricos o panorama das
mutacdes € composto de mutagdes somaticas do tipo condutoras em genes importantes
como SETBPI1, ASXLI, RUNXI e oncogenes como RAS (WLODARSKI et al,. 2018).

Por outro lado, Obenauer e colaboradores, em 2016, identificaram mutacdes clonais
e subclonais em pacientes pedidtricos em genes envolvidos na metilacio do DNA,
regulacdo epigenética, sinaliza¢do e transcricdo em frequéncias comparaveis as relatadas

na SMD no adulto (OBENAUER et al., 2016).

1.5.1 Maquinaria Epigenética na SMD

Embora a etiopatologia da SMD seja extremamente heterogénea, alguns casos podem
ser originados por alteracOes epigenéticas das células-tronco hematopoéticas. Essa natureza
epigenética pode ser explicada, em parte, por dois pontos: dentre os genes observados com
maior frequéncia de mutagdo na SMD, aproximadamente 45% sao responsaveis pela
regulacdo de mecanismos epigenéticos (BEJAR & STEENSAMA, 2014); segundo ponto, a
SMD € a doenca mais responsiva ao tratamento com inibidores de DNA metiltrasferases
(DNMTs). Com base nessas observacoes, a SMD vem sendo considerada um modelo ideal

para estudo das alteracdes epigenéticas (ISSA, 2013).
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As alteracdes epigenéticas sao reconhecidas como causa central para vérias
alteracoes das “marcas” do cincer por ter um impacto no ciclo celular, no metabolismo das
células, no sistema imunoldgico e na angiogénese. A desregulacdo dos mecanismos
epigenéticos permite que outras mutagdes ocorram, dando as células neopldsicas uma
vantagem proliferativa sobre as células normais (STAHL et al., 2016).

O termo epigenética refere-se a modificacOes reversiveis e herdaveis que alteram o
padrao de expressdo de um gene sem que haja variagdo na sequéncia de nucleotideos
(HOLLIDAY, 1987; ALLIS & JENUWEIN, 2016). Os trés principais mecanismos
epigenéticos sdo as modificacdes das histonas, metilacio do DNA e os RNAs ndo
codificantes (como os microRNAs e RNA longos ndo codificantes (lncRNAs). A atuacio
destes mecanismos pode ocorrer de forma isolada, mas, em sua maioria, se da em conjunto
podendo haver interferéncia muitua (VASILATOU et al., 2013; ALLIS & JENUWEIN,
2016). Ademais, podem ser modulados por fatores ambientais como estilo de vida,
estresse, estado nutricional, metabolismo e envelhecimento (FEIL & FRAGA, 2012).

A perda ou ganho de fun¢do dos mecanismos epigenéticos, muitas vezes, interrompe
o padrao normal das modificacdes quimicas (marcas epigenéticas), o que pode levar a
expressdo aberrante de um gene. Deste modo, o epigemona € também dindmico e
suscetivel a intervencdo farmacoldgica, denotando enorme importancia para os pacientes
com SMD, uma vez que a quimioterapia convencional se mostra ineficaz (MELDI &
FIGUEROA, 2014).

Entre os mecanismos de regulacdo epigenética destacam-se as enzimas “escritoras”
que colocam as marcas epigenéticas no DNA ou nas caudas das histonas; as enzimas que
modificam ou retiram essas marcas sdo consideradas “editoras”; e enzimas que medeiam a
interacdo de proteinas ou complexos proteicos “leitoras” (Figura 1.8), que sdo capazes de
detectar os diferentes padrdes de modificacdes da cromatina, do DNA e, a partir delas,
desencadear um processo de regulacdo. Enzimas que fazem a leitura também sdo capazes
de iniciar ou silenciar a transcri¢do, reparo de DNA e outros processos vitais. Algumas
dessas enzimas sdo produtos de genes supressores de tumor (DAWSON et al., 2012,

PLASS et al., 2013).
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Figura 1.8: Enzimas envolvidas na modulacdo do epigenoma. Enzimas que estabelecem uma
marca no DNA ou na cauda das histonas sdo chamadas de “escritoras”. Essas modificacdes podem
ser removidas ou modificadas por enzimas “editoras”. A terceira classe de enzimas inclui as
“leitoras” de marcas epigenéticas, que medeiam a intera¢do das marcas com um complexo protéico
que exerce efeitos sobre a transcricdo. DNMT, DNA metiltransferase; HAT, histona
acetiltransferase; HDAC, histona desacetilase; HMT, histona metiltransferase; KDM, histona
desmetilase especifica de lisina; TAF3, subunidade TFIID do fator de iniciagdo da transcricdo 3;
TET (Ten-eleven-translocation) (Adaptado de PLASS et al., 2013).

1.5.2 Maquinaria de Metilacao e Desmetilacio do DNA

A metilacdo do DNA € considerada o mecanismo epigenético mais importante e
melhor compreendido na SMD (ISSA, 2013). A metilacdo envolve a adi¢gdo de um
grupamento metil (CH3) no carbono 5 de uma citosina seguida de guanina (dinucleotideos
CpG). Embora, nos mamiferos, em torno de 80% dos dinucleotideos CpG encontrem-se
metilados (SINGAL & GINDER, 1999), existem regides do genoma que sdo ricas em

dinucleotideos CpGs, denominadas ilhas CpG e que estdo proximas de regides promotoras
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de genes com expressdo constitutiva, que se apresentam desmetiladas no genoma em

condicdes normais (BERNSTEIN et al., 2007).

Inicialmente, a maioria dos estudos realizados com foco nas neoplasias avaliaram a

presenca de metilacdo em ilhas CpGs presentes em regides promotoras, uma vez que 60%

das regides promotoras sao associadas com ilhas CpGs e a hipermetilacdo de citosinas

destas ilhas CpGs esta relacionada ao silenciamento de genes supressores de tumor (Figura

1.9) (BAYLIN & JONES, 2012; SANTINIL et a.l 2013). Atualmente, novas regides

genOmicas, como o corpo gé€nico e regides com CpGs até 2 Kb de uma ilha CpG

(denominadas “costa CpGs”) e regides distantes com ‘“potencialisadores”

também

comecam a ser estudadas, visto que sdo frequentemente reguladas por metilacao

(WOUTERS & DELWEL, 2016).
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Figura 1.9: Metilacio do DNA. (A): Reacdo de metilacdo da citosina. (B): Diagrama ilustrativo do efeito da
metilacdo em uma regido promotora génica (Adaptada de Santini, et al., 2013).

As enzimas DNA metiltrasnferases

(DNMTS) sdo as enzimas

“escritoras”

responsaveis pela adicdo de um grupamento metil (CH3) na posicdo 5 da citosina tendo,
como doador de radicais metil, o S-adenosil-metionina (SAM) (SINGAL & GINDER,
1999). Nos mamiferos, existem 5 diferentes tipos de DNA metiltrasnfesases: DNMTI,
DNMT?2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L (LI ef al., 2013). A DNMTI1 é uma enzima de

manutencao para garantir a fidelidade da cépia do padrao de metilacao durante a divisao de
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células sométicas. A DNMT2 atua como uma RNA metiltransferase, enquanto a DNMT3L
ndo apresenta de atividade catalitica e € inativa, mas pode ser importante para a
estabilizacio de DNMT3A e complexos de montagem associados durante a metilacdo “de
novo”. A metilacdo de CpG € principalmente catalisada pelas enzimas DNMT3A e
DNMT?3B, que sao responsaveis pelo estabelecimento da metilacdo “de novo” no DNA
durante o desenvolvimento. No entanto, os conceitos “de novo” e “manutencao” das DNA
metiltransferases estdo sendo reavaliados uma vez que as enzimas DNMT3A / B também
cooperam com o0 DNMT1 para manter a metilacdo do DNA durante a replicacdo (LI et al.,
2013).

As DNMTs sdo expressas constitutivamente na hematopoese normal e podem estar
super expressas em neoplasias hematoldgicas mieloides como LMA e na fase aguda da
leucemia mieloide cronica (LMC). Tem sido proposto que o aumento da expressdo das
DNMTs de novo ou de manutengdo contribui para o desenvolvimento da leucemia por

catalisar a hipermetilagdo aberrante de regides importantes do genoma (MIZUNO et al.

2001).

A DNMTI tem um papel essencial na sobrevivéncia autonoma e na diferenciacdo
mieloide das células-tronco hematopoéticas (BENETATOS & VARTHOLOMATOS,
2016). A perda de funcdo da DNMTI afeta células progenitoras mieloides, causando
proliferacdo aumentada com expressao inapropriada de genes de linhagem madura. Além
disso, em individuos adultos com alteracdes em DNMTI nas células-tronco hematopoéticas
possuem defeitos na auto renovacdo, reten¢ao de nicho de medula dssea e a capacidade de
gerar linhagens de sangue apropriadas (TROWBRIDGE et al., 2009). Mutagdes em
DNMTI s@ao raramente observadas em contraste com o aparecimento frequente de

mutagcdes em DNMT3A em SMD e LMA (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013).

Acredita-se que as mutagdes em DNMT3A sejam eventos precoces, que estejam
atuando no desenvolvimento e progressio da SMD (WALTER et al., 2011). Estudos
conduzidos em camundongos demostraram que delecoes de DNMT3A em células
hematopoéticas resultam na expansao de células-tronco e na reducdo da diferenciacio
celular das mesmas. Também foram identificadas alteracdes no padrdao de metilagao nas

células hematopoéticas (CHALLEN et al., 2011).

A perda combinada de DNMT3A e DNMT3B em camundongos levou a defeitos mais

severos na proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco hematopoéticas (CHALLEN et
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al., 2011; CHALLEN et al., 2014). No entanto, a contribuicdio de DNMT3B para a

regulacio génica na hematopoese ainda ndo esta clara (MAYLE et al., 2012).

Na SMD, ainda sd@o poucos os estudos sobre o perfil de expressio das DNMTs
(AOKI et al., 2003; LANGER et al., 2004 ). Assim, ainda é necessario estabelecer o perfil
de expressao da DNMTS e seu papel no desenvolvimento da SMD e evolucao para LMA,
principalmente em pacientes pediatricos, para os quais ndo h4 dados. Isso é fundamental
uma vez que pequenas mudancas na expressdo na maquinaria dos modificadores
epigenéticos podem alterar o panorama epigenético, resultando na expressdo aberrante de

diversos genes (SANTINI ez al., 2013).

O processo reverso € catalisado pela maquinaria de desmetilacio de citosinas e pode
ser realizado por duas vias. Uma delas € iniciada pelas enzimas “editoras” da familia TET
(Ten-eleven-translocation) TET1, TET2 e TET3. As proteinas TET sdo dioxigenases,
dependentes de ions de ferro [Fe(II)] e alfa-cetoglutarato, que convertem 5-metilcitosina
em 5-hidroxilmetil citosina (5ShmC), e tornam a converter para 5- formilcitosina (5fC) e 5-
carboxilcitosina (5caC). No processo final de desmetilagdo, a SfC e a ScaC podem ser
diretamente reconhecidas e reparadas pela enzima timina DNA-glicosilase (TDG) por
reparo por excisdao de bases (BER), sendo colocada em seguida uma citosina ndo metilada
na posicdo que antes estava metilada (MELDI & FIGUEROA, 2014, KUNIMOTO &
NAKAIJIMA, 2017). A segunda via de desmetilagdo ativa tem como primeiro passo a
conversaio de 5SmC em timina ou de 5hmC a 5-hidroximetiluracila (5ShmU), reacdes
catalisadas pelas enzimas da familia de citidina desaminases (AID/APOBECs), seguido
pela excisdo de base por BER para reincorporacdo de uma citosina nao metilada (Figura

1.10) (KUNIMOTO & NAKAJIMA, 2017).
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Figura 1.10: Processo de metilacio e desmetilacio do DNA. A metilacdo € catalisada pelas enzimas
DNMTs e a desmetilacdo € catalisada principalmente pela familia TET até haver a excis@o de base por BER.
No entanto, a desmetilacdo também pode seguir por uma via alternativa onde € iniciada pela familia TET e
finalizada por AID/APOBEC para depois haver a excisdo de base por BER (Adaptado de KUNIMOTO &
NAKAJIMA, 2017).

A acdo das TETs é crucial no controle da manutencio da metilagdo normal do DNA
durante o desenvolvimento e tumorigénese (BAYLIN & JONES, 2011). TET2 ¢ um dos
genes mais comumente mutados na SMD em uma frequéncia de aproximadamente 20%
dos pacientes adultos e essas mutacOes associam-se a um pior progndstico (BEJAR &
STEENSAMA, 2014). Ademais, a reducdo na expressio de TET2 em precursores
eritrdides e granulociticos de pacientes tem sido observada, o que sugere um mecanismo
alternativo na regulacdo desse gene. Tem sido sugerido que a proteina TET2 tenha um

papel de supressor tumoral na fisiologia de algumas neoplasias (GANGULY et al., 2016).

Foi demonstrado que TET2 regula a diferenciacdo mieloide e a sua expansao clonal
durante a hematopoese (KUNIMOTO & NAKAIJIMA, 2017). Essas alteracdes em TET2

estdo associadas com a hipermetilacio de citosinas localizadas dentro de potencializadores
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génicos e, subsequentemente, a repressdo de varios genes importantes durante o processo

de diferenciacdo mieloide (SPERLING et al., 2016).

Além da familia das TETs, tem sido proposto que a desmetilacdo via familia das
citidina desaminases APOBECs (“apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like”) também teriam um papel importante na regulacdo epigenética
(BRANCO, 2012; ITO, et al., 2017). A familia das APOBECs esta envolvida em varios
outros processos bioldgicos importantes como diversificagdo/maturagdo de anticorpos,
restri¢ao de infecgdo viral e de retrotranposons, geracao de mutagdes sométicas e regulacao
epigenética (Knisbacher et al., 2016; ITO, et al., 2017). Sabe-se que dos 11 membros da
familia APOBECs, quatro membros (AID, APOBEC3A, APOBEC3B e APOBEC3H)
podem atuar na desaminagdo de SmC e ShmC (ITO et al., 2017).

Desses membros, a APOBEC3B possui localizagdo unicamente nuclear e tem sido
indicada como fator mutagénico impactando no desenvolvimento e na evolugdo de
diversos tipos de céancer. Essa hip6tese tem sido sustentada por diversos estudos que
mostram que APOBEC3B esta superexpressa em varios tipos de células tumorais. Além
disso, esse aumento na expressao esta correlacionado com o aumento da taxa de mutacio
de C>T (BURNS et al., 2013; ZOU et al., 2017). No entanto, no contexto das neoplasias
hematoldgicas o papel das APOBECs vem sendo pouco explorado e até momento ndo ha
nenhum estudo com pacientes com SMD.

Um desequilibrio na expressdo da maquinaria de metilagdo e desmetilagao nas
células hematopoéticas pode levar a alteragdes no padrao da metilagio no DNA
desencadeando diversas alteracbes no genoma que podem culminar com o
desenvolvimento da SMD assim como em outras neoplasias hematoldgicas. Desde modo,
torna-se essencial estudos que demostrem como 0s genes atuantes nestes processos se

comportam nos pacientes quando comparados com individuos saudaveis.
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1.5.3 Alteracdes no Padrao de Metilacio em SMD

A metilacdio do DNA € considerada uma guardid do destino das células-tronco
hematopoéticas, pois atua na manutencdo do equilibrio dessas células e sua capacidade de
auto renovacdo e diferenciacio em qualquer uma das linhagens de células do sangue

(BROSKE et al., 2009).

As alteracdes no padrao de metilacio do DNA das células tumorais em geral vém
se apresentando de duas maneiras: hipometilagdo global do DNA e hipermetilacao em ilhas
CpGs principalmente no contexto de regides promotoras de genes supressores de tumor. A
hipometilacdo global possui um papel crucial na instabilidade gendmica/cromossomica,
levando ao desenvolvimento e progressao de vérios tipos de cancer (BAYLIN et al., 2001).
Alguns estudos tém sugerido que a hipometilacdo global deve possuir um papel mais
importante no desenvolvimento do cancer do que a hipermetilacdo em promotores de genes
supressores de tumor (WOLFF et al., 2010; HUR et al., 2014).

O perfil de metilacdo de elementos repetitivos vem sendo estudado neste contexto,
uma vez que cerca de 56% de todos os sitios CpGs sdo localizados dentro dessas
sequéncias e que em condigdes fisiologicas normais estariam metilados (MIOUSSE &
KOTURBASH, 2015). Os elementos moéveis transponiveis sdo semelhantes a retrovirus
endogenos, quando ndo metilados sdo transcritos e assim, apOs a transcricdo reversa,
podem se inserir no genoma novamente, podendo levar a mutacdes e rearranjos
cromossomicos (BURNS, 2017).

Os elementos intercalados nucleares longos 1 (LINE-1) sdo os elementos
repetitivos mais abundantes no genoma, representando cerca de 20% de todo genoma.
LINE-1 consiste de uma regido 5’ ndo traduzida (UTR), um quadro de leitura aberto
bicistronico que codifica duas proteinas - ORF1 e ORF2, e uma 3'-UTR com uma cauda

poli (A) (Figura 1.11) (MIOUSSE & KOTURBASH, 2015).
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Figura 1.11: Biologia do elemento repetitivo LINE-1. O elemento LINE-1 € composto por
quatro unidades: uma regido 5’ ndo traduzida (UTR), um quadro de leitura aberto
bicistronico que codifica duas proteinas - ORF1 e ORF2, e uma 3'-UTR com uma cauda
poli (A). (1). Uma diminui¢do na metilacdo dos dinucledtidos CpG (2) podem induzir um
aumento na transcricdo de LINE-1 (3). Traducdo das proteinas ORF1p e ORF2p (4) As
proteinas ORF1p e ORF2p codificadas e medeiam a reinser¢do de LINE-1 no genoma (5)
(Adaptada de (MIOUSSE & KOTURBASH, 2015).

As sequéncias LINE-1 encontram-se fortemente metiladas em condigdes
fisioldgicas normais e em alguns tipos de cancer apresentam-se hipometiladas. Nesse
sentido, sdo consideradas bons indicadores do nivel de metilagao global do DNA, sendo ja
aceito em alguns tipos de cancer como biomarcador preditivo de progndstico (SHIGAKI et
al., 2013; HUR et al., 2014; BURNS, 2017;). A hipometilagdao de LINE-1 pode resultar em
muitos efeitos indesejados associados a atividade aberrante de LINE-1. A retro-
transposi¢do de LINE-1, principalmente dentro de regides promotoras € de introns de
genes codificantes, podem levar a expressdao aberrante desses genes (MIOUSSE &
KOTURBASH, 2015).

A andlise do nivel de metilacdo global continua sendo pouco explorada em SMD.
Até o presente momento, existem apenas dois estudos com pacientes adultos, além disso os
resultados destes trabalhos em relacdo ao nivel de metilagdo em LINE-1 s3o controversos
(ROMERMANN et al., 2009; KIM et al., 2015). No primeiro estudo, foi observado um

aumento da metilagdo em LINE-1, mesmo nos pacientes com SMD classificados como

baixo risco (ROMERMANN et al, 2009). Por outro lado, o estudo mais recente
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demonstrou uma hipometilacdo tanto das células hematopoéticas quanto das células
estromais da medula 6ssea de pacientes com SMD (KIM et al., 2015).

Na SMD, o padriao de metilagdo € estudado principalmente nas regides promotoras
de genes especificos que exercem diversas funcdes, como: reparo do DNA, apoptose,
transcricao, proliferacdo e regulacdo do ciclo celular (ISSA, 2013; SANTINI et al., 2013;
ZHAO X., et al., 2014). Um dos genes ja estudados que demostrou estar metilado em
pacientes com SMD foi o pl 5"VK4B (CDKN2B). O gene pl 5™VKI esta localizado na regiao
9p21. E um supressor tumoral importante da familia dos inibidores de quinase dependente
de ciclina , o qual, em conjunto com outros fatores, é capaz de induzir a parada do ciclo
celular na fase G1 por modulacdo do complexo quinase dependente de ciclina 4/6
(CDK4/6) (Figural.12). Também desempenha um papel importante na regulacdo do
comprometimento celular de células progenitoras hematopoéticas e diferenciacido celular
mieloide (DE BRAEKELEER et al. 2016). Assim, a perda de expressao de p/ 5K afeta a
diferenciacdo celular durante a hematopoese e esta associada com alta taxa de proliferacao

celular (COTRAN et al., 2000; WOLFF & BIES, 2013).
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Figura 1.12: Papel de gene p! no ciclo celular. (A) Em condicdes normais, p/ 5™ inibe CDK4 / 6,
mantendo RB1 em estado hipofosforilado, o que impede a ativag@o de fatores de transcricao (E2F) e inibindo
deste modo, a transcricdo de genes necessarios para a entrada na fase S do ciclo celular e a sintese de DNA.
(B) Apos a hipermetilacdo do promotor de pl 5K "4 sintese da proteina p15 € reduzida; O CDK4 / 6 ndo é
mais inibido, permitindo a fosforilacdo de RB1 e a ativagdo de fatores de transcri¢do (E2F) (Adaptada de DE
BRAEKELEER et al. 2016)

HHH

INK4b
5
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Ainda sao poucos os estudos que analisam pacientes pediatricos com SMD e, dentre
aqueles realizados, podemos observar um nidmero pequeno de pacientes investigados
devido a baixa incidéncia de SMD na infancia (UCHIDA et al., 1997; CHIM et al., 2001,
AGGERHOLM et al., 2006; VIDAL et al., 2007; KIM et al, 2009; RODRIGUES et al.,
2010, KIM et al., 2013).

A maioria destes estudos utilizou a andlise qualitativa através da técnica de reacdo
em cadeia da polimerase especifica para a metilacdo (MSP), sendo necessario o uso de
uma analise quantitativa mais sensivel como o pirosequenciamento para mensurar os niveis
de metilacdo. Atualmente, sabe-se que individuos saudaveis podem ter metilagdo em certos
niveis, mesmo em regides promotoras de genes importantes para o ciclo celular, por
exemplo. A hipermetilacdo e a hipometilacdo aberrantes de certas regides gendmicas vém
sendo associadas ao desenvolvimento de doengas. Portanto, se faz imprescindivel uma

5'™VK%B o um maior

caracterizacao do perfil de metilacdo da regido promotora do gene pl
numero de pacientes pediatricos com SMD, de modo a avaliar de maneira mais precisa sua
associacdo com a evolucio da doenca.

Devido a raridade da SMD pediatrica primaria poucos estudos sobre o seu
desenvolvimento e a sua evolu¢do para LMA vem sendo realizados. A maior parte de
conhecimento da biologia da SMD vem de estudos conduzidos em pacientes adultos,
embora ja se saiba que a patogénese da SMD pediatrica é diferente. Além disso, os
trabalhos realizados com pacientes pediatricos tendem a reunir as mielodisplasias de forma
geral com a LMA na infancia o que pode distorcer os dados referentes a SMD pediétrica
primaria. A propria heterogeneidade da SMD torna dificil o diagndstico dos pacientes
pediatricos, principalmente aqueles em fase inicial e sem alteragdes citogenéticas. Além
disso, a baixa frequéncia de mutacdes nesses pacientes torna dificil o rastreamento dessas
alteracdes dentro da realidade de sadde publica no Brasil. Estudos com enfoque nas
alteracoes epigenéticas tém avancado nos pacientes adultos, mas para os pacientes
pediatricos continuam escassos, mesmo sabendo que os agentes hipometilantes poderiam

ser uma op¢ao terapéutica em alguns casos.

Dentro deste contexto da SMD pediatrica primaria, nosso grupo vem tentando
através de estudos citogenéticos e moleculares realizar pesquisa translacional, visando
aplicar os conhecimentos adquiridos na area clinica, com objetivo de melhorar a qualidade
de vida dos pacientes pediatricos com SMD. Através de artigos cientificos e da divulgagcao

de nossos resultados, o grupo tornou-se um centro de referéncia de estudo da SMD no
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Estado do Rio de Janeiro, auxiliando no diagnéstico, na escolha do tratamento e no

acompanhamento dos pacientes com SMD.

2. OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar as alteracdes citogenéticas e epigenéticas em células de medula 6ssea
de pacientes pediatricos com SMD para verificar sua associacdo com o estabelecimento da

doenca e sua evolucdo para LMA.

2.1 Objetivos secundarios

- Analisar o padrao citogenético de pacientes pediatricos com SMD primaéria;

-Verificar o padrao de expressdo das DNMTs (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B), TET2
e APOBEC3B de pacientes pedidtricos na tentativa de identificar as causas associadas com
a hiper e/ou hipometilacdo do DNA nos pacientes com SMD;

- Investigar o perfil de metilacdo do gene p]5INK4B em pacientes pediatricos com
SMD priméria e sua associagdo com as caracteristicas citogenéticas e clinicas;

- Investigar o perfil de metilacdo global através da analise de metilacdo em LINE-1
em pacientes pediatricos com SMD e sua associacdo com as caracteristicas citogenéticas e
clinicas;

- Correlacionar as principais alteracdes epigenéticas com o cariotipo, porcentagem de
blastos na medula 6ssea, citopenias € a evolucdo de SMD para LMA visando sugerir um

modelo de evolugao da SMD para LMA em pacientes pediatricos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

Este estudo foi realizado utilizando amostras de medula dssea de pacientes
pediatricos com SMD priméria coletadas no periodo 1996-2018 (Anexo I). Esses
pacientes foram provenientes das seguintes institui¢cdes: Centro de Transplante de Medula
Ossea (CEMO-INCA), Servico de Hematologia (INCA), Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO), Hospital Federal da Lagoa
(HFL) e Instituto de Pediatria e Puericultura Martagao Gesteira (IPPMG). Foram utilizados
como critérios de inclusdo: pacientes pedidtricos com até 18 anos de idade, com
diagnéstico de SMD primaria, confirmado através das anélises clinicas, morfoldgicas,
citogenéticas e imunofenotipicas. Foram utilizados como critérios de exclusdo: criancas
com diagndstico de SMD secundéria, associada ao tratamento de uma neoplasia primaria,
criancas com leucemia mielomonocitica juvenil, sindromes de pré-diposicao genética, com
excecdo de uma crianca com Anemia de Fanconi acompanhada em nosso centro que

apresentou evolucao de SMD para LMA, e alteracdo citogenética ainda nao descrita.

Os estudos hematoldgicos e clinicos foram realizados pelos proprios hematologistas
nas instituicdes de origem, como parte da investigacao de rotina e os diagnosticos seguiram
os critérios propostos pela classificacdo segundo HASLE e colaboradores (2003/2016),
CRI (<5% de blastos MO), AREB (5-19% de blastos MO) e AREB-t (20-29% de blastos
na MO). Do total de 152 pacientes pediatricos, 44% eram do sexo feminino e 56% do sexo
masculino. A idade média foi de 8,5 anos, variando de 3 meses a 18 anos. Como controles
foram utilizadas 13 amostras de doadores pediatricos de medula dssea, 38,4% pertenciam
a0 sexo feminino e 61,5% do sexo masculino. A idade média foi de 10 anos, variando de 4
a 18 anos. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto

Nacional do Cancer (Anexo II).
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3.2 Analise Citogenética

3.2.1. Cultura de Células de Medula Ossea

Para a cultura de células de medula Ossea utilizamos a técnica de Testa e
colaboradores (1985), com algumas modificac¢des. Inicialmente, as células de medula dssea
dos pacientes pediatricos com SMD foram lavadas com meio RPMI 1640 (Life
Technologies, USA). Em seguida, foi feita uma diluicdo de 1:20 da suspensao celular em
liquido de Thomas (1 mL de acido acético glacial, uma gota de violeta de genciana, 100
mL de 4gua destilada) e as células foram contadas utilizando a camara de Newbawer em
microscopio Otico utilizando o contraste de fase (Olympus, USA). Foram incubadas de
5x10° a 10x10° células/mL em 80% de RPMI e 20% de soro fetal bovino (Life
Technologies, USA) a 37°C, numa atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Duas horas antes
do término da cultura foi adicionado colchicina (0,05 pg/mL) e a cultura foi incubada por
mais uma hora.

Ao final da incubagdo, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T16R,
Thermo Scientific) por 6 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspenso em 5 mL de uma solucao hipotdnica (KCI1 0,075 M). O material foi incubado a
37°C por 15 minutos, sendo em seguida centrifugado a 1500 rpm ( Sorvall T 16R, Thermo
Scientific) por 6 minutos. Foi feita a fixacdo do material com Solucdo Carnoy 3:1
(metanol:acido acético), sendo na primeira fixa¢do adicionado lentamente um volume de 5
mL. Ap6s 20 minutos a temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 1500 rpm
(Sorvall T 16R, Thermo Scientific) durante 6 minutos e o sobrenadante desprezado. O
procedimento foi repetido mais 2 vezes e o precipitado da dltima fixag@o foi ressuspenso

em 8 ml de fixador e amarzenado a 4°.

3.2.2 Analise Citogenética Classica: Bandeamento GTG

Para verificar o indice mitético e a qualidade das metifases foi preparada
inicialmente uma lamina corada com corante Giemsa [Giemsa 2% em tampdo fosfato
(0,102 M NaH,POg4; 0,098 M Na,HPO,, pH 6,8)]. A lamina foi preparada a partir do
material fixado. Inicialmente, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R,
Thermo Scientific, USA) durante 5 minutos e o fixador é desprezado até 1 mL. A partir
dessa suspensdo celular, foi colocada uma gota em uma lamina limpa, umedecida e o
material foi fixado sobre a 1amina através da chama do bico Busem. As demais laminas
foram feitas com o mesmo procedimento e envelhecidas de 1 dia a 1 semana a temperatura
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ambiente para o bandeamento GTG, método utilizado para a andlise dos cromossomos
segundo a técnica de Seabright (1971). As laminas foram incubadas em uma solucdo de
tripsina 0,1% em solucdo Dulbeco (0,137 M NaCl; 0,0027 M KCl; 0,0015 M KH;POy;
0,011 M NaH,POy4; pH 7.8), em tempos que variaram de 1 segundo a 1 minuto. Em
seguida, as laminas foram lavadas com solucdo de soro fisiologico (NaCl 9%) e coradas
em uma solucdo de Giemsa a 2% em tampao fosfato durante 15 minutos. Os cromossomos
foram identificados e classificados de acordo com o Sistema Internacional de
Nomenclatura de Citogenética Humana de 2016 (ISCN, 2016) (JORDAN et al., 2016. A
andlise cromossOmica foi realizada em microscopia Otica utilizando no minimo 20
metafases por paciente, sendo considerado anormal quando a mesma alteragdo citogenética
numérica ou estrutural esteve presente em pelo menos trés metifases. As imagens dos
cariotipos anormais dos pacientes analisados foram adquiridas pelo sistema de

Cariotipagem Ikaros -MetaSystems, Zeiss, Alemanha.

3.2.3 Anadlise através da Citogenética Molecular: Hibridizacao ‘“in situ” por
Fluorescéncia (FISH)

Para andlise através do FISH foi utilizado o material da preparacdo citogenética
(metéfases e nucleos interfisicos em fixador) nos casos onde a morfologia do cromossomo
foi duvidosa, para confirmar uma alteracdo citogenética previamente observada no
bandeamento GTG e nos casos com indice mitético baixo para confirmar a alteragdo em
um maior nimero de células. As sondas usadas foram para -7/del(7q) (D7S486 spectrum
orange/CEP7T spectrum Green), del(11q22) (LSI ATM, spectrum orange), del(11)(q23)
(LST MLL dual color break apart rearrangement probe) e del(17)(p13.1) (LSI p53,
spectrum orange), +8 (LSI cMYC, spectrum orange), del(5)(q31) (LSI CSFIR “spectrum
orange”/LSID5S23:D5S721 “spectrum green”). Todas as sondas utilizadas foram da
Vysis, Abbott Laboratories, USA.

As laminas foram preparadas em lencol d’4gua e envelhecidas durante 24 horas.
Apo6s este periodo, as laminas foram colocadas em uma solugcdo 2x SSC (a partir de
diluicao de uma solucdo 20x SSC: 3,0 M de NaCl e 0,3 M de citrato de sodio, pH 7,0) a
37°C por 30 minutos. Posteriormente, o material passou pela desidratacio em uma série de
etanol 70%, 90% e 100% a temperatura ambiente por 2 minutos. Em seguida, o material
foi desnaturado em uma solucao de 70% formamida (Life Technologies, USA)/ 2x SSC, a
73°C por 5 minutos. Foi dimensionado um volume de 10 ul da dilui¢do da sonda (1 ul da

sonda, 2 ul de 4gua e 7 pl de tampao), previamente desnaturada a uma temperatura de
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73°C por 5 minutos, em uma area de 20 mm x 20 mm da lamina e aplicada laminula de
vidro. As laminas foram seladas com cola de isopor e incubadas por 16 horas em camara
umida a 37°C. Ap6s o periodo de hibridiza¢do, as laminas foram transferidas para solucdo
de 0,4x SSC e 0,3% TWEEN (SIGMA, USA) a 73°C durante 2 minutos. Os cromossomos
e os nucleos interfasicos foram corados em uma solucao de DAPI/Antiphade (125 ng/mL)
e a area foi coberta com uma laminula de vidro e selada com esmalte incolor. A andlise foi
realizada em microscopio de fluorescéncia (OLYMPUS BXS51, USA) com filtros
apropriados e o resultado obtido foi adquirido pelo Sistema de captura Isis (MetaSystem,

Zeiss, Alemanha).
3.3 Analise Molecular

3.3.1 Extracao de DNA

O DNA das células de medula dssea de pacientes pediatricos com SMD primaria e
de doadores pediétricos foi extraido pelo método de Dnazol (Life Technologies, USA),
segundo o protocolo do fabricante. Inicialmente, foi adicionada na amostra de medula
Ossea uma solugao de lise de hemécias RCBL (Sacarose 1,6 M, Triton X-100 5%, MgCl,
25 mM e Tris-HCL 60 mM pH 7.5). Apés a lise, o material foi centrifugado a 1500 rpm
por 5 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA). Em seguida, foi adicionada uma
solug@o de soro fisioldgico (9% NaCl) e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos (Sorvall
ST 16R, Thermo Scientific, USA). Posteriormente, foi adicionado 1 mL do reagente
Dnazol (Life Technologies, USA) e o material foi homogeneizado lentamente. Para a
precipitacdo do DNA foram adicionados 2 mL de etanol 100%. Ao DNA precipitado, foi
adicionado 1 mL de etanol 75%. A amostra de DNA foi centrifugada (Sorvall ST 16R,
Thermo Scientific, USA), retirado o etanol, acrescentando a solu¢do de TE (10 mM Tris e
1 mM EDTA; pH 7.4). As amostras de DNA foram armazenadas a uma temperatura de
aproximadamente 15°C.

A concentracdo das amostras de DNA foi avaliada através de espectrometria em um
espectrofotometro (Nanodrop- ND1000). A estimativa da concentracdo da amostra de

DNA, assim como o seu grau de pureza, foi calculada pelo equipamento.

3.3.2 Extracao de RNA e Obtenciao de cDNA

O RNA total de células mononucleadas da medula 6ssea de 39 pacientes pediatricos
e 13 doadores pediatricos foi extraido pelo método do TRIzol (LIFE TECHNOLOGIES,

USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Primeiramente, foi adicionada nas
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amostras de medula 6ssea uma solucao de lise de hemacias RCBL (Sacarose 1,6 M, Triton
X-100 5%, MgCl12 25 mM e Tris-HCl 60 mM pH 7.5). Em seguida, o material foi
centrifugado a 1500 rpm por 6 minutos (SORVALL ST16R, THERMO SCIENTIFIC,
USA). Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado, o “pellet” contendo as células
mononucleadas foram lavadas com solu¢do de soro fisiologico (9% NaCl). Ao final da
lavagem, foi adicionado 1 mL de TRIzol (para cada 5-10 x 10° células). Em seguida, foram
acrescentados 0,2 mL de cloroférmio, homogeneizado e incubado a temperatura ambiente
por 3 minutos seguido por centrifugacdo do material a 7000 rpm por 10 minutos em
centrifuga refrigerada a 4°C (SORVALL ST16R, THERMO SCIENTIFIC, USA). Apods
centrifugacdo, foi retirada a fase correspondente ao RNA (fase aquosa) e o material foi
precipitado com 100% de alcool isopropilico (Merk, Alemanha). Esse material foi
ressuspendido em 10 pL de 4gua tratada com DEPC e armazenado a temperatura de -70°C.
A concentracdo de RNA foi realizada através de espectometria em um biofotdmetro
(Nanodrop, ND-1000).

Para a obten¢do de cDNA, inicialmente foi adicionada nas amostras de RNA (2 pg)
1U de “DNase I amplification grade” (INVITROGEN, USA), 1UL de tampao 10X e dgua
com DEPC para um volume final de reacdo de 10 pL. Este material foi incubado durante
15 minutos a temperatura 37°C. Apods este periodo, foi adicionado 1 uL. de EDTA (25 mM)
para inativacdo da enzima e incubado a 65°C por 10 minutos. Em seguida, foi realizada a
reacdo de transcri¢do reversa (RT) usando o kit High-Capacity Reverse Transcription
(APPLIED BIOSYSTEMS, USA), segundo especificacdes do fabricante, e o cDNA foi

armazenado a uma temperatura de -70°C.

3.3.3 Analise do Padrao de Expressao dos Genes DNMTs, TET2 e APOBEC3B

Anadlise de expressao relativa dos genes DNMTI, DNMT3A, DNMT3B, TET2 e
APOBEC3B em pacientes pediatricos com SMD primaria foi realizada pela metodologia
de PCR em tempo real (termociclador Corbett Research, Rotor-Gene 6000 software 1.7,
Qiagen). Amostras de medula 6ssea de doadores pediatricos para o TCTH foram utilizadas
como controle e para o controle interno da reacdo foi utilizado o gene f-actina. Para cada
reacdo foram utilizados 25 ng de cDNA, 1,875 uM de cada oligonucleotideo para
amplificacdo dos genes de interesse € 5 ul de SsoFast EvaGreen Supermix (BIO-RAD,
USA).
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As sequéncias dos oligonucleotideos de cada gene e as condi¢des de ciclagem estdao
descritas na tabela 3.1. Para cada reacdo foram realizados 50 ciclos e todas as reacoes
foram feitas em triplicata. Para avaliar a expressdo de cada gene nos pacientes € nos

doadores foi utilizado o método 22" (LIVAK, 2001).

Tabela 3.1: Oligonucleotideos utilizados para a analise de expressido

Anelamento e

Genes Oligonucleotideos (senso/ anti-senso) Desnaturacio -
extensao

. 5’-TGGAACGGTGAAGGTGACA-3’/
p-actina 95°C/20 segundos  60°C/45 segundos
5’-ATGTGCAATCAAAGTCCTCGGC-3’

5’-AACTCCAAGACCCACCCTCC-3”
DNMT1 95°C/20 segundos  60°C/45 segundos
5’-CAGACTCGTTGGCATCAAAGAT- 3’

5-'GGCTCTTCTTTGAGTTCTACC-3'
DNMT3A 95°C/20 segundos  60°C/45 segundos
5-'GATGTCCCTCTTGTCACTAAC-3'

5’-ATCAGGATGGGAAGGAGTTT-3’
DNMT3B 95°C/20 segundos  60°C/45 segundos
5’-TCGGAGAACTTGCCATCGCC-3’

5’-GCTGGGACTGCTGCATGACT-3’
TET2 95°C/20 segundos  60°C/45 segundos
5’-ACGCAAGCCAGGCTAAACA-3’

5'-ACCCATCCTCTATGGTCGGA-3'
APOBEC3B 95°C/20 segundos  60°C/45 segundos
5-GCTTGAAATACACCTGGCCTC-3'

3.3.4 Analise Quantitativa de Metilacao de LINE-1 e da Regiao Promotora do

INK4B
5

Gene pl em Pacientes Pediatricos com SMD

INK4B
5 em amostras

A quantificacdo dos niveis de metilacdo de LINE-1 e do gene p!
de DNA dos pacientes pediatricos com SMD e de doadores foi analisada pela técnica de
pirosequenciamento (Sistema PyroMark Q96, Qiagen). Inicialmente, 500 ng de DNA
genOmico foram submetidos ao tratamento com bissulfito de sédio, utilizando o kit
EpiTect Bisulfite (QIAGEN), segundo as especificagdes do fabricante. Neste processo, as
citosinas ndo metiladas sdo transformadas em uracilas e, ap6s a PCR, em timina, enquanto
citosinas metiladas ndo podem ser transformadas devido ao grupamento metil presente no
carbono 5. Em seguida, um total de 100 ng de DNA gendmico tratado com bissulfito de
sodio foi amplificado por uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os
oligonucleotideos segundo Kim e coladoradores para a regido promotora do gene pl 5INKIB

(KIM et al., 2010) e para LINE-1 (LIMA et al., 2001)(Tabela 3.2).
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As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 uLL contendo Tampao
10X, 10 mM dNTP Mix, 50 mM de MgCl,, 10 mM de cada primer e 1,25 unidades de
DNA polimerase (INVITROGEN). As condi¢des de ciclagem para a regido promotora do
gene p]5INK4B foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, “hot-start” a 72°C por 5
minutos, 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 20 segundos, pareamento a 57°C por 20
segundos, extensdo a 72°C por 20 segundos; e extensdo final a 72°C por 7 minutos. As
condi¢des de ciclagem para LINE-1 foram: desnaturacdo inicial a 95 °© C durante 15
minutos, seguido por 50 ciclos consistindo em desnaturagdo a 95°C, por 40 segundos,
anelamento a 56°C por 40 segundos, e extensdao em 72 durante 40 segundos. Uma etapa
final de extensdo a 72°C por 10 minutos foi realizado. Apds, a amplificacdo, as amostras
foram verificas em gel de agarose 2% e aquelas positivas para amplificacdo foram

preparadas para o pirosequenciamento.

Tabela 3.2: Oligonucleotideos referentes a Line-1 e a regido gene p15™**® utilizados para analise
da PCR
Gene Oligonucleotideos (senso/ anti-senso)
INK4B 5S’GGTTGGTTTTTTATTTTGTTAGAZ’
pl>5

5’biotina-CCTAAATTACTTCTAAAAAAAAACS’
sequenciamento 5’GGGGTAGTGAGGATTT 3~

5'- AACTCCCTAACCCCTTAC3'

5'-biotina-TAGGGAGTGTTAGATAGTGG 3'
sequenciamento 5'-AACTCCCTAACCCCTTAC 3'

Line- 1

Foi incluido no programa para anélise, além da sequéncia a ser analisada, a0 menos
uma citosina que ndo seja parte de um sitio CpG como controle interno da conversdao com
bissulfito de sédio. Em seguida, os produtos de PCR foram coletados utilizando “beads”
revestidas com estreptavidina diluidas em tampao de ligacdo (10 mM Tris-HCI; 2 mM
NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% Tween 20 pH 7,6) com o objetivo de ligar apenas as fitas
biotiniladas. Ap6s 10 minutos de agitacdo, as “beads” foram aspiradas utilizando “Vacuum
Prep Workstation” e lavadas com etanol 70%. Em seguida, foi feita a desnaturagdo com
NaOH e lavagem usando uma solucdo de 10 mM Tris-Acetato, pH 7,6. Apds a adicao de
40 uL da solugao de oligonucleotideo de sequenciamento 0,4 mM diluido em tampao de
pareamento (20 mM Tris-Acetato; 2 mM MgAc2 — pH 7,6), o MIX (“beads” e
oligonucleotideos) foi desnaturado por 2 minutos a 80°C e, entdo, resfriado por 20 minutos

para alcancar a temperatura de pareamento dos oligonucleotideos. Os volumes de dNTPs,
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enzimas e substrato foram definidos de acordo com a sequéncia a ser analisada. A fita
biotinilada foi sequenciada utilizando o sistema PyroMark Q96 (QIAGEN). Durante o
pirosequenciamento foram gerados eletropirogramas da sequéncia com quantificacdo de

células que estavam metiladas para os sitios CpG analisados.

3.3.5 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 5.0.
(Graphpad Software, Inc., Sdo Diego, CA, EUA). O teste de Mann-Whitney foi utilizado
para as comparagdes nao paramétricas realizadas para andlise do perfil de metilacdo da
regido promotora do gene pl 5"KIB o de LINE-1 e para a andlise de expressdao dos genes
das DNMTs, TET2 e APOBEC3B. O teste T foi utilizado para a andlise paramétrica
realizada para comparagao da média dos sitios CpG nos estudos para regido promotora do

gene pl5™VK#

e LINE-1 entre os controles e os pacientes. A for¢a da associa¢do entre os
niveis de expressdo de cada gene em diferentes categorias de amostra foi calculada pelo
coeficiente de correlagdo de pontos de Spearman. Em nossa amostra foi considerado
estatisticamente significativo valor p<0,05.

Para determinar os pacientes que apresentam no DNA regides hipermetilados ou
hipometilados foi utilizado o calculo de “cut off ” baseado na média e no desvio padriao
dos controles [média +2*(desvio padrdo)] descrito por Kim e colaboradores em 2010 (KIM

et al., 2010).
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3.4 Desenho de Estudo

ESTUDO DAS ALTERACOES CITOGENETICAS E EPIGENETICAS EM SINDROME MIELODISPLASICA PEDIATRICA
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Citogenética

A andlise citogenética foi realizada em 152 pacientes pedidtricos com SMD. A
distribuicao entre os sexos foi de 56% (85/152) de pacientes do sexo masculino e 44%
(67/152) do sexo feminino. Cariétipos anormais foram observados em 83 pacientes (55%)
(Figura 4.1). Caridtipo anormais foram observados em maior frequéncia no sexo masculino

(59% - 49/85) quando comparado com o feminino (51% -34/67).

M Cariétipo Normal  m Caridtipo Anormal

Figura 4.1: Distribuicdo da frequéncia de cariétipos normais e anormais em pacientes
pediatricos com SMD

Em relacdo a idade, os pacientes foram divididos em dois grupos: aqueles com
menos 12 anos e aqueles com mais de 12 anos formando, assim, o grupo da SMD na
infancia e o grupo da SMD em adolescentes. Dessa maneira, foram classificados 100
pacientes (66%) no grupo da SMD da infincia e 52 (34%), no grupo da SMD na
adolescéncia. No grupo dos pacientes com SMD da infancia foram observados 64%
(64/100) de caridtipos anormais, enquanto no grupo com adolescentes com SMD foram

observados 36,5% (19/52) de cari6tipos anormais (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Distribuicio do padrao cariétipico entre os pacientes da infincia e os adolescentes

Em nosso estudo, os caridtipos anormais envolveram, sobretudo, delecdes e

monossomias, como pode ser observado na figura 4.3.

1% » - 1%1% 1%1% 1% 1%
0 (]

2%

1%
2%
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B monossomia 7 mdelegio 11q m complexo delecdo 12p m delecdo 6q

W trissomia 6 mdelegdo 17p m delecdo 7q ® cromossomo marcador ™ delegdo 9q

W isocromossomo 9q madicdo 9q B quebras cromatidicas M trissomia 8 = delecdo 3q
delecdo 3q B monossomia 19 H delecdo 4q monossomia 21 trissomia 21
translocagéo (5;8) translocagéo (4,7) = translocagdo (3;8) nulissomia Y adigio Y

Figura 4.3: Frequéncia das alteracées cromossémicas em SMD pediatrica
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Alteracdes envolvendo o cromossomo 7 [monossomia (-7) e delecdo no brago
longo [del(7q)] foram as alteracdes cromossdmicas mais frequentes, representando 26,5%
(22/83) do total de casos com caridtipos anormais. Desses, 17 pacientes apresentaram a
monossomia do 7 (20%) sendo a alteracdo numérica mais frequente (Figura 4.4 A) e 5
(6%) a delecao 7q (Figura 4.4 B). A segunda alteracdo cromossdmica mais observada foi
uma delecdo do braco longo do cromossomo 11 [del(11g23)] presente em 11 pacientes
(13%) (Figura 4.5), seguida dos caridtipos complexos, ou seja, aqueles caridtipos com 3
ou mais alteragdes citogenéticas, presente em 7 (8,4%) pacientes (Figura 4.6).

A trissomia do cromossomo 8 (+8) foi observada em 6 (7,2%), sendo o ganho
cromossOmico mais frequente. Dele¢des no bragco curto dos cromossomos 12 [del(12p)] e
17 [del(17p)] foram observadas em 6% dos casos com caritipos anormais, enquanto a
delecdo no braco longo do cromossomo 6 [del(6q)] esteve presente em 4 (4,8%) . Em
nosso estudo, as transloca¢des cromossdmicas foram observadas em 3 pacientes,
representando 4% dos casos com caridtipos anormais. As translocagdes foram as seguintes:

1(3:8)(q29;q11), t(5:8)(q32:922) e t(4;7)(p16;p15).

45



BRI TIRT & b8

63 3 &3 33 X& 2t 8

6 11 12

06 28 AH i85 A& A&

13 15 16 17 18

s as as s &
[P (U I T

§F L33 1 s 50 &

9 12

ie T 1 i 33 ad

13 14 15 18

£ L T AN ‘ ?

19 20 21 22 X ¥

Figura 4.4: Analise citogenética em células de medula é6ssea de um paciente pediatrico com
SMD mostrando a alteracdo envolvendo o cromossomo 7 em dois subclones (Bandeamento
GTG). (A) Caridtipo 45,XY,-7. (B) Cariédtipo 46,XY,del(7)(q22).
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Figura 4.5: Analise citogenética em células de medula dssea de um paciente pediatrico com
SMD apresentando deleciao do braco longo do cromossomo 11 (Bandeamento GTG). Caridtipo
46,XX,del(11)(q23).
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Figura 4.6: Analise citogenética em células de medula 6ssea de um paciente pediatrico com
SMD apresentando cariétipo complexo (Bandeamento GTG). Caridtipo 49,XY,del(3)(q21),
del(6)(g21), +der(6)del(6)(q21),+8, +der(12) del(12)(p11).
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Dos pacientes que possuiam cariétipo anormal, trés apresentaram alteracdo
cromossOmica biclonal, isto €, dois clones com alteragdes distintas, representando 3,6% do
total de casos com cariotipo anormal. O primeiro caso foi um paciente do sexo masculino
diagnosticado aos 13 anos de idade com SMD priméaria hipocelular e classificado com
CRI. Ele apresentou o seguinte caridtipo ao diagndstico: 46,XY,del(17)(p12)[9]/46,XY,
del(17)(p12), del(12)(p13)[5]/46,XY ,del(11)(q23)[3]/46,XY[34]. O primeiro clone possuia
a del(17)(p12); o segundo clone a del(11)(q23), sendo que o primeiro clone apresentou
uma evolugao clonal com a aquisi¢ao da del(12)(p13). Esse paciente recebeu transplante
de células de cordao umbilical e entrou em remissao completa.

O segundo caso de alteracdo cromossdmica biclonal foi de um paciente do sexo
masculino com 1 ano de idade diagnosticado com CRI hipocelular e apresentando displasia
de multiplas linhagens. O cariétipo ao diagnéstico foi: 46,XY,del(7)(q22q32)[5]/45, XY,
-7[15] o primeiro clone possuia -7 e o segundo, del(7)(q22q32). Esse paciente recebeu
transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico, porém, faleceu.

O terceiro caso com alteracdo biclonal foi detectado em um paciente do sexo
masculino com 5 anos de idade com suspeita de SMD hipercelular. Apresentou na primeira
citogenética um clone majoritario que apresentava +22 e o segundo +8 com o seguinte
cariotipo:  47,XY,+8[3]/47,XY,+22[6]/46,XY[34]. Apés 1 ano e 3 meses de
acompanhamento, apresentou 25% de blastos e foi classificado como AREB-t.
Citogeneticamente foi observada evolucdo cariotipica clonal. O clone inicial apresentava
+8 e, apds o transplante, adquiriu +X. Além disso, houve o desaparecimento do clone
majoritario com +22 e aparecimento de um novo clone com um segmento cromossomico
adicional no brago curto do cromossomo 7 [add(7p)], constituindo o seguinte cariotipo
48,XY,+X,+8[6]/46,XY,add(7p)[9]/46,XY[9]. Esse paciente recebeu transplante de células
de corddo umbilical, no entanto, ap6s um més, apresentou rejeicao primaria do enxerto e
crise blastica com o mesmo caridtipo pré-transplante (48,XY,+X,+8[5]/46,XY, add(7p)[8]
/46, XY[10]).

Caridtipos hiperdipldides foram observados em dois pacientes, representando 2,4%
do total de caridtipos anormais. O primeiro caso foi de uma paciente de 6 anos de idade
diagnosticada com AREB, e o caridtipo [58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,+13,+18,
+20,+21/58, XX,idem,dup(1)(q21q31)]. Essa paciente evoluiu para LMA e foi tratada com
quimioterapia.

O segundo caso foi de um caridtipo hiperdipléide em uma paciente com 16 anos,

classificada com CRI e com o cariétipo [51,XX,+4,+6,+8,+14,+20]. Essa adolescente foi
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tratada com transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico e, até sua ultima

consulta 12 anos apds TCTH, apresentava-se em remissao completa.

4.2 Citogenética Molecular: Analise através da Hidridizacao in situ por Fluorescéncia
(FISH)

A técnica de FISH foi utilizada como uma metodologia complementar a
citogenética classica (bandeamento GTG), nos casos onde o clone anormal
citogeneticamente foi muito pequeno (3/20) e nos casos onde a morfologia do cromossomo
era de dificil interpretacdo. Isso ocorreu para as alteracdes cromossdmicas del(17p) e
del(11q). A confirmacdo del(17p) foi realizada em cinco pacientes, sendo quatro do sexo
masculino e um do sexo feminino, onde foi observada a perda do gene supressor de tumor
TP53 (sonda LSI p53, spectrum orange Vyses) (FIGURA 4.7 A). A técnica de FISH
utilizando a sonda do gene MLL/KMT2A (LSI MLL dual color break apart rearrangement
probe Vyses), regido 23 do cromossomo 11, foi aplicada em 11 pacientes para a
confirmacdo da del(11)(g23), sendo sete pacientes do sexo masculino e quatro do sexo
feminino. Em todos os casos analisados observamos a delecdo do gene MLL/KMT2A

localizado nesta regiao cromossomica (FIGURA 4.7 B).

Figura 4.7: Analise de hidridizacao ir situ por fluorescéncia (FISH). (A) Na figura, observa-se
um unico sinal da hibridizagdo da sonda marcada em vermelho para o gene TP53 (seta),
confirmando a delecdo do gene 7P53; (B) Na figura, observa-se apenas um sinal (seta),
confirmando a delecio do gene MLL/KMT2A. A sonda do gene MLL é marcada com dois
fluor6foro, sendo um da cor vermelha e a outro verde. A justaposi¢do dos dois seguimentos da
sonda resulta no sinal amarelado, mostrando a auséncia de rearranjo.
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O FISH foi utilizado no acompanhamento de um paciente do sexo masculino de
tr€s anos de idade apoOs o transplante de células-tronco hematopoéticas alogénico. Ao
diagnéstico, essa crianga apresentou 0 caridtipo complexo:
49,XY,del(3)(q21),del(6)(q21),+der(6)(del(6)(q21),+8,+der(12)del(12)(p11)[21], sendo
diagnosticada com AREB, possuindo 14% de blastos na medula 6ssea. Esse paciente, em
um més, evoluiu para AREB-t e foi tratado com o transplante de células-tronco
hematopoéticas alogénico. Durante o acompanhamento pos-transplante, foi observada
recidiva em D+75. Pela andlise citogenética, o paciente apresentou somente uma célula
com caridtipo anormal, sendo as mesmas alteracdes cromossOmicas presentes ao
diagnostico e mais o ganho de uma nova alteracao [+der(3)del(3)(g21)]. O cariétipo da
célula anormal foi: 50,XY.del(3)(g21),+der(3)del(3)(q21),del(6)(q21),+der(6)del(6)
(q21),+8,+der(12) del(12(p11) [1]. Nas demais células analisadas, observou-se o padriao
cariotipico da doadora [46,XX]. Para confirmar a recaida citogenética do paciente, foi
realizado o FISH para a trissomia do cromossomo 8, com o uso da sonda cMYC (LSI

cMYC, spectrum orange, Vyses). Verificou-se que 14,2% das 204 células analisadas

apresentavam a +8 (Figura 4.8).

A

Figura 4.8: Analise através da hidridizacdo in situ por fluorescéncia da trissomia do
cromossomo 8. Presenca de duas células anormais (seta) apresentando uma cépia extra para o
cromossomo 8 (+8) visualizado através da hibridizagdo da sonda para o gene c-Myc com
fluorescéncia vermelha, e células normais com dois sinais para o gene c-Myc.
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O FISH também foi realizado para o paciente de um ano de idade, j& mencionado
anteriormente, que foi diagnosticado como CRI e apresentou alteracdo cromossOmica
biclonal. As alteracdes citogenéticas encontradas envolveram o cromossomo 7. O clone
apresentando -7 era o que apresentava o maior nimero de células e o clone com
del(7g22q32) mostrava-se em menor frequéncia.

O cariotipo definido pelo bandeamento GTG foi: 46,XY,del(7)(q22q32)[5]/45,XY ,-
7 [15]/ 46,XY[3]. A fim de melhor caracterizar a frequéncia das células envolvendo
cariotipos com alteragdes no 7, foi utilizado o FISH com a sonda para monossomia e
delecdo do bragco longo do cromossomo 7 (D7s486 spectrum orange/CEP7 spectrum
Green (Figura 4.9). Foi verificada através da andlise com FISH em 200 nucleos
interfasicos a frequéncia de -7 em 75% (150 células) a del(7q) em 20% (30 células). A
andlise através da metodologia do FISH foi uma técnica complentar confirmando a

alteracdo cromossdmica biclonal envolvendo o cromossomo 7.

Figura 4.9: Anailise através da hidridizacdo in situ por fluorescéncia das alteracoes
envolvendo o cromossomo 7. A sonda com fluorescéncia verde hibridiza com o centrémero e a
sonda com fluorescéncia vermelha hibridiza no bragco longo do cromossomo 7, na regido q23. (A)
Metéafase mostrando a -7. (B) Nucleos interfasicos mostrando a del(7q).
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4.3 Distribuicao das Alteracoes Cromossomicas nos Subtipos de SMD Pediatrica

Segundo a classificagdo da SMD pediatrica proposta por Hasle e colaboradores em
2016, do total de pacientes, 100 (66%) foram classificados com o subtipo inicial da
doenca, CRI. Nos subtipos mais avancados, 28 (18%) apresentaram AREB e 24 AREB-t.
Os pacientes com CRI apresentaram uma frequéncia de 40% de cariétipos anormais, ja os
pacientes com AREB e AREB-t apresentaram uma frequéncia de 71% e 96% de cariotipos

anormais, respectivamente (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Classificacao dos pacientes e a distribuicido de cariétipos anormais

Subtipo n°de pacientes  Cariétipos anormais Cariotipos Normais

CRI 100 (66%) 40 (40%) 60 (60%)
AREB 28 (18%) 20 (71%) 8 (28%)
AREB-t 24 (16%) 23 (96%) 1 (4%)

Total 152 (100%) 83 (55%) 67 (45%)

Analisando a distribuicdo do padrdo cromossdmico na SMD pediatrica, ndo foi
identificado um padrao cariotipico especifico por subtipo. Contudo, nos pacientes com CRI
foi observada uma alta incidéncia (60%) de cari6tipos normais. A alteragdo cromossdmica
mais frequente neste grupo foi a -7, seguida pela del(11)(q23) e del(17p). No subtipo
AREB, foram verificadas as seguintes alteracdes cromossdmicas: del(6q), +6, del(7q)
isolada e associada a del(12p), +8, 1(9q), del(11)(q23), del(12p) e caridtipo complexo. A
alteracdo mais frequente neste grupo foi a del(11)(q23). Em AREB-t, 96% dos pacientes
apresentaram alteracdes cromossOmicas, sendo elas: t(4;7), t(5;8), -7, add(9q) associado
com inv(lq), +8 isolada e/ou associada a del(11g23), del(12p), +21 associada a um
cromossomo marcador e cariétipo complexo. Assim como na CRI, a alteragdo mais

frequente foi a -7 (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Distribuicfo do padrao cariotipico por subtipo da SMD Pediatrica



4.4 Associacao entre a Citogenética e a Evolucao da SMD Pediatrica Primaria

Nos pacientes classificados com CRI, 10% (10/100) apresentaram evolugao da
doenca. Desses, sete evoluiram para AREB, um para AREB-t e dois para leucemia (um
para LMA e um para LLA-B). Daqueles classificados com AREB, 53,57% (15/28)
apresentaram evolu¢do da SMD sendo 1 para AREB-t e 11 para LMA. Ja nos pacientes
com AREB-t, 87,5% (21/24) apresentaram transformacao leucémica para LMA.

A progressao do curso clinico da SMD esteve presente em 46 (30,26%) dos 152
pacientes estudados. Desses, oito evoluiram dentro da propria patogénese da SMD,
passando para os subtipos mais avancados [AREB (7)/ AREB-t(1)]. Contudo, a maiora dos
pacientes (82,6%) evoluiram para leucemia, sendo 31 para LMA e um para LLA-B. As
alteracdes citogenéticas observadas ao diagndstico nesses paciente foram: caridtipo
normal, del(3p), del(4q), t(4;7), t(5;8), del(6q), -7, del(7q), +8 isolado, 1(9q), add(9q),
del(11q) ou acompanhado de outras alteracdes cromossdmicas, del(12p), +21
acompanhada de um cromossomo marcador e caridtipos complexos (Tabela 4.2). As
alteracdes citogenéticas mais frequentes no grupo com a evolucdo da doenca foram a -7, a

del(11q) e o caridtipo complexo.
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Tabela 4.2: Alteracdes citogenéticas associadas a evoluciao

Evolugio Sem Evolugéo da
Caridtipo SMD—LMA SMD
Normal
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Embora nio tenha sido incluido em nosso estudo, um caso de evolucdo de SMD
para LMA que nos chamou atencdo foi de uma crianga com histdria clinica prévia de
anemia de Fanconi. Esta crianga evoluiu para AREB, adquirindo uma alteracdo
citogenética ainda ndo descrita na literatura: 46,XY,der(9)t(9;11)(p24;q722),
der(11)t(9;11)(p24;q?22)[9].ish del(11) (q22.3q23)(ATM-)(KMT2A-)[7] (Figura 4.11 A).
A citogenética por bandeamento GTG revelou o seguinte caridtipo
46,XY,der(9)t(9;11)(p24;q?22)[9]/46,XY[12], através da técnica do FISH verificamos a
delecio monoalélica dos genes ATM (Figura 4.11 B) e KMT2A (Figura 4.11 C)
(localizados em 11922 e 1123, respectivamente) O paciente foi indicado ao TCTH
halogénico, no entanto, ndo foi encontrado doador compativel, sendo tratado com
decitabina com boa tolerancia, contudo trés meses depois houve a progressao para LMA. O
paciente veio a Obito oito meses apds o diagndstico de AREB-t devido a progressdo da

doenca e infeccdes recorrentes. Esse relato de caso resultou na publicacdo “An uncommon
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t(9;11)(p24;922) with monoallelic loss of ATM and KMT2A genes in a child with
myelodysplastic syndrome/acute myeloid leukemia who evolved from Fanconi anemia” na

revista Molecular Cytogenetics (Anexo III).
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Figura 4.11: Analise por bandeamento GTG e FISH. A: Cariétipo por bandeamento GTG
mostrando as alteracdes nos cromossomos 9 e 11 destacadas pelas setas. B: Analise por FISH
usando a sonda LSI ATM(11g22) Vysis mostrando a delecdo monoalélica, com a perda de um sinal
do gene ATM indicado pelas setas. A sonda para o gene ATM ¢ marcada com fluorescéncia
vermelha. C: Analise por FISH utilizando a sonda LSI MLL/KMT2A Dual Color break apart
rearrangement Vysis, mostrando a delecio monoalélica do gene MLL indicado pelas setas. A
sonda do gene MLL é marcada com dois fluordéforo, sendo um da cor vermelha e a outro verde. A
justaposicao dos dois seguimentos da sonda resulta no sinal amarelado, mostrando a auséncia de
rearranjo.
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4.5 Distribuicao dos Pacientes Pediatricos com SMD nos Subgrupos de Risco
Citogenéticos de acordo com IPSS e IPSS-R

Foi utilizada a classificacdo segundo o grupo de risco citogenético de acordo com o
Sistema Internacional de Escala Prognéstica (IPSS, de 1997) e o IPSS- revisado (IPSS-R,
de 2012). De acordo com a classificacdo do IPSS, os pacientes foram estratificados nos
grupos: bom, intermedidrio e mau progndstico. Em nosso estudo, os pacientes foram
agrupados da seguinte forma: a maioria dos pacientes foi classificada no grupo de bom
progndstico 73/152 (48%); no intermediario, foram 50/152 (33%); no grupo de mau
progndstico, foram 29/152 (19%). A evolugcdo da doenca foi observada em 8% dos
pacientes do grupo classificados como bom prognoéstico, em 46% daqueles de progndstico

intermediério e em 51% dos com mau progndstico (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Distribuicio dos pacientes de acordo com grupo de risco citogenético segundo o
IPSS e sua associacio com a evolucao da doenca

Grupo de risco citogenético Evolugdo Sem Evolugao da
pelo IPSS Frequéncia SMD—-LMA SMD
Bom 48% 6 (8%) 67 (92%)
Intermediario 33% 23 (46%) 27 (54%)
Mau 19% 15 (51%) 14(48%)

Foi analisada, também, a distribui¢do dos pacientes de acordo a citogenética segundo
o IPSS-R. De acordo com essa classificacdo, nossos pacientes foram distribuidos nos
seguintes grupos de risco: 12 (8%) pacientes como muito bom prognoéstico; 75 (49%) bom
prognéstico; 39 (26%) como prognostico intermediério; 19(12%) como mau progndstico; e
apenas se e (5%) pacientes estratificados no grupo citogenético de muito mau progndstico.

Segundo essa distribuicdo, a evolucdo da doenca ocorreu em 58% (7/12) dos
pacientes do grupo citogenético de muito bom prognodstico, em 11% (8/75) do grupo de
bom progndstico, em 41% (16/39) dos classificados como risco intermediario, em 53%
(10/19) dos considerados como prognéstico desfavoravel e em 71%(5/7) do grupo de

progndstico muito desfavoravel (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Distribuicao dos pacientes segundo o risco citogenético do IPSS-R e sua associacdo com a
evolucao

Grupo de risco citogenético pelo Evolugao Sem Evolugao da
IPSS-R Frequéncia SMD—LMA SMD
Muito Bom 8% 7 (58%) 5 (42%)
Bom 49% 8 (11%) 67 (89%)
Intermediario 26% 14 (35%) 24 (59%)
Desfavoravel 12% 10 (53%) 9 (47%)
Muito desfavoravel 5% 5 (71%) 2 (29%)

Quando comparamos a estratificacdo pelo IPSS e IPSS-R observamos que, no IPSS-
R, hd um maior nimero de pacientes classificados com citogenética de muito bom
progndstico que apresentaram evolugcdo de SMD para LMA. Isso se deve ao fato que, pelo
IPSS-R, caridtipos que apresentaram a del(11g23) foram considerados de muito bom
progndstico; porém, em nossos pacientes, esta alteracao esteve associada com a evolugdo
da doencga. O grupo de prognoéstico intermedidrio pelo IPSS-R apresentou um taxa menor
de evolucdo quando comparado ao IPSS, sendo que houve um aumento na taxa de

evolugdo no grupo de bom progndstico.

4.6 Analise da expressiao génica de DNMTs, TET2 e APOBEC3B em pacientes
pediatricos com SMD

Foi realizada a andlise de expressao dos genes DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B, TET2
e APOBEC3B por RT-qPCR em 39 amostras de amostras de medula 6ssea de pacientes
com SMD pediétrica primaria e em 13 doadores pediatricos de medula 6ssea. Do total de
39 pacientes, 23 (59%) eram do sexo masculino e 16 (41%) eram do sexo feminino. A
idade média desses pacientes foi de sete anos (1-18 anos). Do total de 13 doadores
pediatricos, oito (61,5% ) eram do sexo masculino e cinco (38,5%) eram do sexo feminino.
A idade média dos doadores foi de 10 anos (4 e 18 anos). Dos pacientes estudados, 27
(69%) foram classificados no subtipo CRI, sete (18%) AREB e cinco (13%) AREB-t
(Tabela 4.5).
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Tabela 4.5: Caracteristicas clinicas e citogenéticas dos pacientes pediatricos com SMD
incluidos na analise de expressao génica

Pacientes Nimero / (%)
Sexo
Masculino 23/39 (59%)
Feminino 16/39 (41%)
Idade, mediana (variacao) 7(1-18)
Hasle (2003 - 2016)
CRI 27/39 (69%)
AREB 7/39 (18%)
AREB-t 5/39 (13%)

Niimero de Citopenias

0 2/39 (5%)
1 17/39 (43,6%)
2 9/39 (23%)
3 11/39 (28,2%)
Blastos na MO (%)
<5% 27/ (69%)
5-19% 9/ (23%)
20-29% 3/ (8%)
Citogenética
Cari6tipo Normal 22/39 (56,%)
Cari6tipo Anormal 17/39 (44%)
Evolu¢ao da Doencga
Nao 28/ (72%)
Sim 11/ (28%)

A expressao de todos os genes analisados nos pacientes pediitricos com SMD foi
heterogénea, enquanto os doadores tiveram um perfil de expressio mais homogéneo
(Figura 4.12). Foi verificado um aumento de expressdao dos genes DNMTI (p= 0,03),
DNMT3A (p= 0,03) e DNMT3B (p= 0,02) nos pacientes pedidtricos com SMD quando
comparados aos doadores pedidtricos (Figuras 4.11 A, B, C). A DNMT3B apresentou
maior nivel de expressdo nos pacientes em relacio a DNMTI e DNMT3A. Os niveis de
expressdo de TET2 e APOBEC3B nao apresentaram diferencas significativas entre os
pacientes pediatricos e doadores (Figuras 4.12 D, E).

Neste estudo, foi observada correlagdo positiva significante entre a expressao de
DNMTI e DNMT3A (r = 0,52, p = 0,001); DNMTI1 e DNMT3B (r = 0,42; p = 0,01);
DNMT3A e DNMT3B (r = 0,68; p = 0,0001); DNMT3A e APOBEC3B (r = 0,52; p =
0,001); e DNMT3B e APOBEC3B (r = 0,71 p = 0,0001) (Figuras 4.13. A, B, E, G, I). No
entanto, a expressdo de TET2 mostrou-se independente da expressio das DNMTs e

APOBEC3B, ndo apresentando correlacao significativa (Figuras 4.13 C, D, F, H, J).
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Figura 4.12. Perfil de expressao de DNMTs, TET2 ¢ APOBEC3B em pacientes pediatricos
com SMD e doadores pediatricos saudaveis. Os resultados estdo representados nos graficos de
pontos mostrando a expressdo relativa aos controles dos genes: (A) DNMTI; (B) DNMT3A; (C)
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Figura 4.13. Analises de correlacao entre a expressao de DNMTs, TET2 e APOBEC3B.
Graficos de correlagdo entre a expressdo de (a) DNMTI e DNMT3A; (b) DNMTI e DNMT3B; (c)
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4.7 Expressao de DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com os subtipos de SMD
pediatrica, citogenética e evolucao da doenca

Ao estudarmos os pacientes segundo o subtipo da SMD pediatrica, observamos que
os pacientes em estagio inicial (CRI) apresentaram niveis de expressaio DNMTI
semelhantes aos pacientes em estidgio avancado (AREB/ AREB-t). Ambos os subtipos
estavam com expressao aumentada de DNMTI quando comparados aos doadores tendo
significancia estatistica apenas para pacientes com CRI (p = 0,01) (Figura 4.14 A). Para
DNMT3A, observamos um aumento de expressao nos pacientes com AREB/ AREB-t em
relacdo aos pacientes com CRI, embora esse resultado ndo tenha significado estatistico.
Além disso, em ambos os estagios, houve aumento da expressio de DNMT3A quando
comparados aos doadores e significancia estatistica foi observada em pacientes com
AREB/ AREB-t (p= 0,02) (Figura 14 B). A expressdao de DNMT3B foi maior em pacientes
com CRI do que em pacientes com AREB/ AREB-t. Pacientes com ambos os subtipos de
SMD apresentaram maior expressao de DNMT3B em relacdo aos doadores saudaveis,
sendo evidenciada significAncia nos estagios avancados (p= 0,007) (Figura 4.14 C). A
expressdo de TET2 e APOBEC3B foi maior em pacientes com CRI quando comparados
aqueles com AREB/ AREB-t, porém sem significancia estatistica (Figuras 4.14 D, E).
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Figura 4.14. Perfil de expressao dos DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com os subtipos
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expressao de (A) DNMTI; (B) DNMT3A; (C) DNMT3B; (D) TET2 e (E) APOBEC3B relativa aos
controles em doadores sauddveis, citopenia refratdria da infancia (CRI), anemia refratiria com
excesso de blastos (AREB) e anemia refrataria com excesso de blastos em transformaciao (AREB-

£). * p <0,05.
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Considerando pacientes com cariétipos normais e anormais, foi possivel observar
que ambos os grupos de pacientes apresentaram expressio de DNMTI, DNMT3A e
DNMT3B aumentada em comparagdo com doadores saudaveis (Figuras 4.15 A, B, C).
Esses resultados mostraram diferengas significativas para DNMTI (p= 0,03) e DNMT3B
(p= 0,02) entre os pacientes com caridtipos normais e os doadores. Observamos também
uma diferenca significativa para DNMT3A ao comparar pacientes com cariotipos anormais
e doadores saudaveis (p= 0,03).

Os niveis de expressao de DNMTI e DNMT3A foram semelhantes entre pacientes
com cariotipos normais e anormais. J4& para DNMT3B, foi observado um aumento de
expressao nos pacientes com cariotipos normais em relacdo aos pacientes com caridtipos
anormais, embora esses resultados ndo apresentem significancia estatistica. A expressao
de TET2 nao apresentou diferencas estatisticas em relagdo ao cariétipo nos pacientes
(Figura 4.15 D). Embora, pacientes com caridtipos anormais tenham apresentando uma
expressdo de TET2 aumentada quando comparados com pacientes com caridtipos normais
e os doadores. Para APOBEC3B, observamos um aumento na expressao nos pacientes
com cariétipos normais em relacio a pacientes com caridtipos anormais e doadores, sendo

significante em relacdo aos doadores, p = 0,04 (Figura 4.15 E).
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Figura 4.15. Perfil de expressao dos DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com cariétipo de
SMD pediatrica e doadores saudaveis. Os graficos de pontos mostram a expressdo de (A)
DNMTI; (B) DNMT3A; (C) DNMT3B; (D) TET2 e (E) APOBEC3B relativa aos controles em
doadores e pacientes com caridtipo normal ou anormal. * p <0,05.
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Analisamos também a associac@o entre expressao de DNMTs, TET2 e APOBEC3B e
a evolucdo da SMD para a LMA. A evolucdo da doenca foi observada em 28% dos
pacientes (11/39). DNMTI, DNMT3A e DNMT3B em pacientes que apresentaram evolugdo
da doenca estavam super expressas quando comparadas aos doadores, p= 0,04; p= 0,02; p=
0,005, respectivamente (Figuras 4.16 A, B, C). Também observamos aumento da
expressdo de DNMTs em pacientes que evoluiram para LMA quando comparados com
aqueles que ndo apresentaram evolugdo da doenca. No entanto, esse resultado ndo
apresentou significancia estatistica. A expressao de TET2 foi menor em pacientes que
apresentavam evolugdo para LMA quando comparados aqueles sem evolucdo da doenga ou
os doadores (Figura 4.16 D). No entanto, esses resultados ndo mostram significancia
estatistica. Observamos um maior nivel de expressdo de APOBEC3B em pacientes que
evoluiram com doenca quando comparados com aqueles que nao apresentaram evolugdo e

também com doadores saudaveis, mas sem significancia estatistica (Figura 4.16 E).
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Figura 4.16. Perfil de expressio das DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com a evolucao da SMD.
Os graficos de pontos mostram a expressdo de (a) DNMTI; (b) DNMT3A; (c) DNMT3B; (d) TET2 e (e)
APOBECS3B relativa aos controles em doadores saudaveis, pacientes que nio apresentaram evolucdo da
doenca e pacientes que apresentaram evolug¢do da doenca. Os resultados estdo representados nos graficos
“dot-plot” mostrando a mediana (GraphPad Prism versdo 5).
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Parte desses resultados foram enviados ao Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular- HEMO 2017 sendo intitulado “Estudo das alteragdes
epigenéitcas em pacientes pediatricos com Sindrome Mieolodisplasica e sua associagdao
com o caridtipo e as caracteristicas clinicas”. Esse trabalho foi contemplado com o melhor
trabalho em hematologia pedidtrica pela Associagdo Brasileira de Hematologia,

Hemoterapia e Terapia Celular (Anexo IV).

4.8 Analise do Perfil de Metilacio na Regiio Promotora do Gene pI5™ Kb

A quantificacdo do nivel de metilacdo na regido promotora do gene 5™ foi
realizada pela técnica de pirosequenciamento em um fragmento de 66 pares de bases
contendo 11 sitios CpGs, em um total de 43 amostras de pacientes com SMD pediétrica. A
idade média dos pacientes foi de oito anos (variando de trés meses a 17 anos). Como
controle foi utilizado o perfil de metilacdo de 4 doadores de medula 6ssea da mesma faixa
etaria.

A anélise de quantificacdo desses 11 sitios permitiu diferenciar o perfil de metilacao
dos pacientes em relacdo ao perfil dos doadores. Quando utilizada a média de metilacao
encontrada em cada sitio CpG, a diferenca entre pacientes e doadores foi significativa,

p<0,0001(Figura 4.17).
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Figura 4.17: Comparacao do perfil de metilacao dos 11 sitios analisados na regiao promotora
do gene pI5™**" nos pacientes pediatricos com SMD e nos doadores pediatricos. MtL (média

do nivel de metilacio).

O nivel de metilagdo de cada paciente e doador foi determinado a partir da média da
quantificacdo da metilacdo dos 11 sitios CpGs analisados. Através da anélise comparativa
entre a mediana da porcentagem de metilacdo observada nos pacientes (1,6%, 0 - 31,83%)
e doadores (0,3%, 0 - 2,83). Dos pacientes estudados, em nove (21%) ndo foi detectada
metilacdo, 19 (44%) estavam metilados e 15 (35%) estavam hipermetilados. O nivel de
metilacdo nos pacientes que apresentavam metilacdo estava aumentado quando comparado

com os doadores, (p=0,02) (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Comparacio do nivel de metilacio da regido promotora de pI5™*** entre

pacientes pediatricos com SMD e doadores pediatricos. Ao comparamos os pacientes que
apresentaram metilacdo com os doadores, observamos diferenca estatistica (p= 0,02) ( Teste de
Mann- Whitney).

Os parametros utilizados para a defini¢cdo do valor de ponto de corte (“cut-off ) do
nivel de metilacdo considerado normal (3,18 MtL) foram baseados na média (0,84 MtL) e
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no desvio padriao observados nos doadores (1,16), através do calculo [média + (2 x desvio
padrdo)] proposto por Kim e colaboradores em 2010. Desde modo, ao comparamos o0s
pacientes com hipermetilacdo em relacdo aos doadores e os pacientes metilados, foi

observado significincia estatistica (p= 0,005; p <0,0001, respectivamente (Figura 4.19).
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Figura 4.19: Relacio entre os perfis de metilacio da regiio promotora de pI5™***
observados nos pacientes pediatricos com SMD. Pacientes com hipermetilacio na regido
promotora do gene pI5™** apresentaram diferenca significincia estatistica a quando comparados
com doadores (p=0,003) e os pacientes com metilagdo (p<0,0001).

4.9 Analise da Associacao entre o Perfil de Metilacao da regiao promotora de pISIN Kb

com o Padrao Cariotipico e com a Evolu¢cao de SMD - LMA

5INK4B segundo a

Ao analisarmos os niveis de metilagdo da regido promotora de p/
citogenética, verificamos que os pacientes com caridtipo anormal apresentavam essa regiao
hipermetilada em relacdo aos doadores pediatricos saudaveis (p= 0,03) (Figura 4.20 A). A
mediana do nivel de metilacgdo dos 24 pacientes com cariotipos anormais foi
significativamente maior quando comparada com 19 pacientes pediatricos com caridtipo
normal (1,07 vs 3,58 MtL, p= 0,006, Figura 4.20A). Dos pacientes que ndo apresentaram
metilacdo na regido promotora do gene pl 5NVKIB sete possuiam cariétipo normal e dois
apresentaram caridtipos anormais. Nos pacientes com hipermetilacdo na regido promotora

5INKIB g alteracdes cromossdmicas mais frequentes [40% (6/15)] envolveram o

do gene pl
cromossomo 7 [del (7q) / -7]. Além disso, esses foram os pacientes que apresentaram o

maior nivel de metilacdo (Figura 4.20 B).
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A quantificacio da metilacdo na regido promotora do gene pl5™<*¥ mostrou que

24% (7/28) dos pacientes com CRI ndo estavam metilados, 43% (12/28) apresentavam
metilacdo e 32% (9/28) estavam hipermetilados. Nos pacientes com AREB, 20% (2/10)
ndo apresentavam metilacdo, 50% (5/10) encontravam-se metilados e 30% (3/10)
hipermetilados. Ja para os pacientes com AREB-t, ndo houve pacientes sem metilacio;
40% (2/5) estavam metilados e 60% (3/5) hipermetilados (Figura 4.21). A associacdo entre
o perfil de metilagdo e os subtipos de SMD pediatrica mostrou que pacientes no subtipo
mais inicial j& podem apresentar hipermetilagdo, contudo, esse evento ocorre em menor

frequéncia quando comparado os pacientes nos subtipos mais avancados AREB/AREB-t.
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Figura 4.20: Comparacio do perfil de metilacio na regidio promotora do gene p15™*** entre
os pacientes com cariétipo normal e anormal. (A) O nivel de metilagio em pacientes com
cari6tipo anormal foi maior do que nos pacientes com cariétipo normal (p<0,0062). (B) Metilacio
versus padrdo cromossdmico, pacientes com alteragdo do cromossomo 7 foram os que
apresentaram uma porcentagem maior de metilagdo na regido promotora do gene p15™**,
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Figura 4.21: Avaliacao do perfil de metilacio na regido promotora do gene p151NK4B de
acordo com o subtipo da SMD pediatrica.

A evolucdo da doenga foi verificada em 28% (12/43) dos pacientes; desses, 50%
(6/12) apresentaram hipermetilacdo, 33% (4/12) metilacio normal e 17% (2/12) ndo
mostraram metilagdo. Ja naqueles pacientes (31/43) que ndo apresentaram evolucdo da
SMD, a hipermetilag¢do foi observada em 29% (9/31), a metilacdo em 48% (15/31) e a ndo
metilacao em 22% (7/31). O aumento da metilagdo anormal estd associada com a

progressio da doenca como pode ser observado na figura  4.22.
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Figura 4.22: Comparacao entre a evolucao da SMD e o ganho de metilacdo anormal
na regifio promotora do gene p15™**,
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Durante este estudo, foi possivel analisar o perfil de metilacdo na regiao promotora

5™KB em um paciente ao diagndstico e durante a sua evolugdo para LMA. Esse

do gene pl
paciente foi diagnosticado aos 10 anos de idade com SMD - CRI e apresentava
citogeneticamente a monossomia do cromossomo 7. Através do pirosequenciamento, foi
detectada hipermetilacdo (MtL 18,84%) na regido promotora do gene p]5INK4B (Figura
4.23A). Apds 5 meses, esse paciente evoluiu para AREB-t com a mesmo caridtipo inicial
apresentando um aumento de metilacio na regido promotora deste gene (MtL 45,30%)
chegando a ~4 vezes mais se compararmos os sitios CpGs individualmente (Figura 4.23B).
Foi tratado com quimioterapia semelhante a utilizada para LMA e veio ao dbito um ano e
sete meses apods a evolugdo para AREB-t.

Esses resultados foram apresentados no X Congresso de Oncologia Pediatrica

(2016) e foi contemplado com o Prémio Rhomes Aur oferecido pela Sociedade Brasileira

de Oncologia Pediatrica (SOBOPE) (Anexo V).
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Figura 4.23: Pirosequenciamento da regiio promotora do gene pI5™"*** de um paciente ao diagnéstico e apés evolucio. (A) Quantificacio de metilacdo do

paciente ao diagnéstico (SMD-CRI). (B) Quantificacdo da metilacio apds a evolugdo da doenca (SMD-AREB-t).
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4. 10. Analise de Metilacao Global em SMD Pediatrica

O estudo de metilagdo global em SMD pediitrica foi realizado através da
quantificacdo da metilacdo de cinco sitios CpG presentes em um fragmento de 30 pares
de base em LINE-1. Foram analisados 71 pacientes com idade média de 7,9 anos (5
meses- 18 anos) e como controle foram analisados 10 doadores pediatricos com idade
média de 8,5 anos (4-14 anos). A andlise da quantificacdo desses cinco sitios mostrou
que os pacientes apresentam niveis de metilagao global diminuidos em relacao ao perfil
dos doadores (Figura 4.24).

Observamos que os pacientes pediatricos com SMD apresentavam um menor
nivel de metilagdo em LINE-1 em compara¢do com os doadores (mediana 70,87 % MtL
vs 72,63% MtL; p=0,005) (Figura 4.25). Ao utilizarmos como ponto de corte (“‘cut-off”)
a média e o desvio padrao dos doadores verificamos que apenas 97% (69/71) dos
pacientes apresentaram metilacdo abaixo do ponto de corte, confirmando o perfil dos
pacientes pediitricos como hipometilados nas sequéncias LINE-1.

Ao comparamos o perfil de metilacdo entre os pacientes com idade entre < 12
anos (52 criangas) e > 12 anos (19 adolescentes) verificamos que nao houve diferenca
entre esses dois grupos (Figura 4.26). Deste modo, todas as andlises subsequentes foram

realizadas com o total dos pacientes.
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Figura 4.24: Sitios CpGs analisados em LINE-1 por pirosequenciamento. Imagem do
eletroferograma com a porcentagem de metilacido observada em cada sitio. Em (A) amostra de
um paciente e em (B) amostra de um doador pediatrico saudavel.
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Figura 4.25: Comparacao do nivel de metilacao global entre pacientes pediatricos com
SMD primaria e doadores saudaveis. Grafico de pontos mostrando os niveis de metilacdo em
LINE-1 observados nos doadores e nos pacientes pediatricos com SMD. (p= 0,005).
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Figura 4.26: Comparacao do nivel de metilacio global entre a faixa etaria da infancia e os
adolescentes. Grafico de pontos mostrando a porcentagem de metilagdo observada em LINE-1
nos pacientes pediatricos das duas faixas etérias (< 12 anos considerados criancgas e > 12

anos considerados adolescentes)
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4.11 Analise de Comparacio entre o Nivel de Metilacao Global com o Subtipo, o
Cariétipo e a Evolucao da doenca

Do total de pacientes analisados para a metilacdo global, 65% (46/71) foram
classificados no subtipo CRI e 35% (25/71) AREB/AREB-t. O perfil de metilagdo em
LINE-1 entre os subtipos CRI e AREB/AREB-t (mediana 70,78% MtL vs 71,00% MtL)
niao mostrou diferenga estatistica. Contudo, ambos os subtipos CRI ¢ AREB/AREB-t
estavam hipometilados em relagdio ao grupo controle (p= 0,01; p=0,005

respectivamente) (Figura 4.27).
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Figura 4.27: Comparacio do nivel de metilacido global entre os subtipos da SMD
pediatrica. Grafico de pontos mostrando a porcentagem de metilacdo em LINE-1 para os
pacientes em fase inicial da SMD (CRI) e nas fases mais avancadas (ARE/AREB-t) em
realcdo aos doadores.

Ao analisarmos a citogenética dos pacientes e o perfil de metilacio em LINE-1
verificamos que os pacientes que apresentam cariotipo normal (31/71) e os que
apresentam cariotipo anormal (40/71) ndo apresentaram diferenca estatistica (mediana
71,30% MtL vs 70,75% MtL). Ao compararmos o perfil de metilagdo verificamos que
os pacientes com caridtipo normal e anormal apresentaram menor nivel de metilacdo em

relacdo aos doadores (p=0,02; p=0,004 respectivamente) (Figura 4.28).
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Figura 4.28: Analise comparativa do nivel de metilacio em LINE-1 segundo o cariétipo
dos pacientes pediatricos com SMD.

Ao analisarmos o perfil de metilagdo global com alteragdes cromossdmicas
especificas verificamos uma heterogeneidade no perfil de metilacio entre elas.
Observamos que todas as alteracdes citogenéticas apresentavam menor nivel de
metilagdo que o cariotipo normal e que os doadores. Para as alteragcdes com, no minimo,
trés pacientes foi possivel calcular a diferenca entre a alteracdo especifica e os doadores.
Pacientes com alteragdes envolvendo o cromossomo 6 (p=0,002), 9 (p=0,007) e
caridtipo complexo (p=0,007) apresentaram hipometilagdo em comparagdo com oS
doadores (Figura 4.29), enquanto o caridtipo com del (11q)(23) ndo apresentou
diferenca estatistica em relagao aos doadores (mediana 71,38% MtL).

As alteracdes envolvendo o cromossomo 7 [del(7q) e -7] foram as mais
frequentes (12/40), mas ndo apresentaram diferenca no nivel de metilagdao global em
relacdo aos doadores (mediana 71,23% MtL). Dentro desse grupo, hid uma
heterogeneidade na distribuicdo do nivel de metilacdo global maior que nos demais
grupos citogenéticos. Dois pacientes que apresentaram nivel de metilacdo global maior
que os doadores (77,64%; 76,35% MtL) possuiam -7 associada com outras alteracdes
citogenéticas (del X(q23) e +20). Analisando os pacientes com alteracdo citogenética
envolvendo somente o cromossomo 7 foi possivel verificar a presenga de hipometilagao

em relacdo aos doadores (p= 0,02).

79



. 0,007 |
807 | 0,002 {
o
o o
75+
"5" - v *
NE- -~ ® % . - A x
270 °© gy e WO 'y
= o o — x
= o A
65- o =
o
60+

T T T T T T T
> D WD D O N DA
& D A WS D SR ’
SIS SRR I ORE S g
T ¥ S o ¥ ¥ &
RN
>

Figura 4.29: Distribuicdo do nivel de metilacio global segundo alteracoes
cromossomicas especificas. Gréafico mostrando o perfil de metilagio em LINE-1
segundo as alteragdes citogenéticas.

Dos 71 pacientes estudados, 35% (25/71) apresentaram evolucdo da SMD para
LMA. Os pacientes que evoluiram na SMD apresentaram metilagdio em LINE-1
(mediana 70,79% MtL) semelhante aos pacientes que ndo evoluiram (mediana
71,01%MtL). Ao compararmos esses dois grupos com os doadores observamos que
ambos apresentam uma diminui¢do do nivel de metilacdo, sendo esse resultado
estatisticamente significante para aqueles que nao apresentaram evolucao da doenga (p=
0,01) e para aqueles que apresentaram evolu¢dao de SMD para LMA (p= 0,002) (Figura
4.30).
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Figura 4.30: A hipometilacio em LINE-1 e a evolucio da SMD. Pacientes que
evoluiram e que ndo evoluiram tiveram nivel de metilacdo semelhante, no entanto ambos
estavam hipometilados em relacio aos doadores.

4.12 Analise da Metilacao Global versus Prognéstico Citogenético segundo IPSS e
o IPSS-R

Ao separamos os pacientes segundo o prognoéstico citogenético pelo IPSS,
verificamos que os 33 pacientes que pertenciam ao grupo de bom prognéstico (mediana
71,3% MtL), 21 ao intermediario (mediana 69,85% MtL) e 17 ao ruim (mediana 71%
MtL) apresentavam nivel de metilagdo diminuido em LINE-1 em comparacdo com os
doadores (p= 0,02; p= 0,003; p= 0,03 respectivamente) (Figura 4.31).

Quando separamos os pacientes segundo o progndstico citogenético pelo IPSS-
R, verificamos que os oito pacientes pertenciam ao grupo de muito bom progndstico
(mediana 71,38% MtL), 31 ao grupo de bom progndstico (mediana 71,30% MtL), 16 ao
intermediario (mediana 69,6% MtL), 11 de prognoéstico desfavoravel (mediana 71,45%
MtL) e cinco ao grupo de prognéstico muito desfavoravel (mediana 69,73% MtL). Os
grupos de bom progndstico, intermediario e muito desfavordvel apresentavam nivel de
metilacdo diminuido em LINE-1 em compara¢do com os doadores (p= 0,02; p= 0,001;
p= 0,003 respectivamente) (Figura 4.32). Ja os pacientes pertencentes aos grupos de
muito bom prognéstico e prognéstico desfavoravel ndo apresentaram diferenca

estatistica em relagdo aos doadores.
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Figura 4.31: Metilacdo Global segundo o risco citogenético pelo IPSS. Os trés grupos
de risco citogenético estavam hipometilados em relagao aos doadores saudaveis.
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Figura 4.32: Metilacao Global segundo o risco citogenético pelo IPSS-R. Os grupos
de progndstico bom, intermedidrio e muito desvaforavel apresentaram diminui¢do
significativa em relacdo aos doadores.
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5. DISCUSSAO

A sindrome mielodisplasica é uma doenca clonal de origem na célula tronco
hematopoética considerada rara na infancia, representando menos de 5% de todas as
neoplasias hematoldgicas na faixa etaria pedidtrica em contraste com alta incidéncia
observada em individuos acima de 60 anos (HASLE, 2016; GALAVERNA et al.,
2018).

A patogénese da SMD pediatrica continua sendo pouco compreendida,
principalmente os eventos que levam ao desenvolvimento e progressio da SMD
pediatrica priméaria para LMA. No entanto, ji4 se sabe que os pacientes pediatricos
apresentam caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas, fatores progndsticos, alteracdes
genéticas/ epigenéticas e resposta ao tratamento que diferem dos pacientes adultos
(HASLE et al., 2003; HOFMANN et al., 2015; HASLE, 2016; SCHWARTZ et al.,
2017).

Nesse sentido, o presente estudo foi realizado somente em pacientes pedidtricos
com SMD priméaria buscando compreender as alteragdes citogenéticas e epigenéticas
envolvidas na patogénese da SMD e a transformacdo leucémica neste grupo de
pacientes. A andlise citogenética foi realizada em 152 pacientes com distribui¢@o similar
entre os sexos e a idade média ao diagndstico de 8,5 anos. Houve uma predominéncia
de pacientes da faixa etaria da infancia (66%) em relagao a dos adolescentes.

Pastor e colaboradores em 2016, em seu estudo com 50 pacientes com SMD
pediatrica primaria observaram uma idade média de 9 anos e também ndo observaram
uma predominancia entre os sexos (PASTOR et al., 2016). Enquanto estudos de revisao
que englobam toda a SMD pediétrica vém apontando uma idade média ao diagnostico
um pouco menor, em torno de 6,8 anos (GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN et al.,
2015).

O subtipo mais frequente em nosso estudo foi o CRI com 66% dos pacientes,
seguido pelos subtipos AREB com 18% e AREB-t, 16%, o que foi condizente com o
descrito na literatura (HASLE, 2016). Contudo, visto que o nosso grupo vem estudando
a SMD pedidtrica ha mais de 20 anos, estamos observando uma diminui¢do na
frequéncia dos subtipos mais avancados em nossa coorte. Acreditamos que este viés
esteja ocorrendo devido ao uso da classificagdo da OMS para os pacientes pediatricos
ou mesmo pela dificuldade na diferenciacdo dos subtipos mais avancados em relacdo a

LMA pediatrica. Neste sentido, o retorno da discussao sobre o cuidado na classificagao
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da SMD pediatrica proposto por Hasle em 2016 mostrou a necessidade de se manter o
subtipo AREB e AREB-t, visto que a porcentagem de blastos sozinha nio é suficiente
para separar uma AREB-t de uma LMA, sendo necessarios a citogenética € o

acompanhamento da evolucdo (HASLE, 2016).

A citogenética € essencial para o estabelecimento do diagndstico e progndstico
na SMD, auxilia na indicacdo do tratamento ou mesmo para identificar a evolucdo
clonal como sinal de progressio da SMD (JABBOUR et al., 2013; DE SOUZA et al.,
2014; BACHER et al., 2015). Em nosso estudo, a frequéncia de anormalidades
cromossdmicas esteve presente em 56% dos casos, estando de acordo com os estudos
descritos na literatura (SASAKI et al., 2001; HASLE et al., 2003, HASLE, 2016).

A presenca de alteracOes citogenéticas vem sendo correlacionada com os
subtipos mais avangados da SMD (KARDOS et al. 2003; GALAVERNA et al., 2018).
Corroborando estes dados, em nosso estudo, caridtipos anormais foram observados,
também em uma alta incidéncia nos pacientes com os subtipos AREB (71%) e AREB-t
(96%) em comparacdo ao CRI (40%). Nao identificamos uma alteracdo citogenética
especifica por subtipo da SMD, diferente do que ¢é relatado para LMA e LLA
pediatricas, em que é possivel identificar um subtipo pela presenga de uma alteracio
citogenética especifica (ARBER et al., 2003).

As alteragdes citogenéticas mais frequentes neste estudo foram as que
envolveram o cromossomo 7 (-7/7q), presente em 26,5% dos pacientes com alteragao
citogenética; seguida pela del(11)(q23) em 13% , caridtipo complexo em 8,4% e +8 em
7,2%, corroborando com a literatura que vem relatando que para os pacientes
pediatricos a perda parcial ou total cromossdmica mais comum € no cromossomo 7 € o
ganho mais frequente é a +8 (PANANI & ROUSSOS, 2006; BACHER et al., 2015;
SCHWARTZ et al., 2017 ).

Sasaki e colaboradores (2001) observaram uma frequéncia 42% (14/33) de -7/7q
e de 18% (6/33) da +8 nos pacientes com SMD priméria pediatrica que apresentaram
alteracdo citogenética (SASAKI, et al., 2001). Schwartz e colaboradores (2017)
verificaram a -7/7q em 19,41%, seguido pela +8 em 10% dos 46 pacientes pediatricos
estudados. Também relatam que alteragdes citogenéticas como a del(5q) (5%) e a +21
(3,4%) foram achados infrequentes, assim como em nosso estudo, em que estiveram

presentes em 6% e 1% dos pacientes com alteracdes citogenéticas, respectivamente.
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A monossomia do cromossomo 7 é a anormalidade cromossomica de maior
incidéncia nos pacientes pediatricos com SMD, ocorrendo em aproximadamente 30%
dos casos (KARDOS er al., 2003; HASLE et al., 2007; RAU et al., 2012; GLAUBACH
et al., 2014, HASLE, 2016). Observamos a -7 em 20% (17/83) dos pacientes com
alteracdes citogenéticas. Desses pacientes, dez apresentaram os subtipos mais avancos
da SMD ao diagndstico e nove apresentaram evolucdo da SMD para LMA.

No cromossomo 7 estdo localizados diversos genes com funcdes essenciais para o
bom funcionamento do ciclo celular, sendo considerados supressores de tumor. Os
genes mais importantes atuam como: modulador da atividade de WNT (SFRP4),
remodelamento da cromatina (IKZF1), proliferacdo celular (SAMD9/9L), controle
transcricional (ETV6), metilacdo de histonas (EZH2) (WLODARSKI et al., 2018).

Tradicionalmente, a -7 confere um alto risco de progressao clonal, sendo
considerada pelo IPSS e IPSS-R como de mau prognéstico. Deste modo, a presenca
dessa alteracdo € suficiente para a indicacdo ao TCTH nos pacientes pediatricos
(GREENBERG et al., 1997; GREENBERG et al., 2012).

Contudo, em alguns estudos, foi relatado que a monossomia do cromossomo 7
apresenta um valor prognéstico neutro para pacientes pediatricos (HASLE &
NIEMEYER, 2011). Wu e colaboradores recentemente em um estudo de meta analise
verificaram que a -7 isolada ndo tem impacto na sobrevida global na SMD, sendo a
evolucdo da SMD reflexo da heterogeneidade da doenca (WU YC., et al. 2019).
Entretanto, com o advento das novas técnicas de sequenciamento, alguns autores tém
demonstrado que pacientes com alteracOes citogenéticas no cromossomo 7 possuem
grandes chances de apresentarem outras mutagdes associadas como em ETV6, GATAZ2,
CEBPA, SAMDY9/9L, RAS/MAPK o que confere um pior prognéstico (HONDA et al.,
2015; WLODARSKI et al., 2018).

A delecdo do brago longo do cromossomo 11 na regido 23 foi a segunda
alteracdo mais frequente em nosso estudo, sendo observada uma alta taxa de evolugdo
(64%) nos pacientes que apresentavam essa alteracdo citogenética. Na literatura, a
del(11)(g23) ndo € descrita como uma alteracao frequente na SMD pediatrica, tendo sua
frequéncia relatada normalmente associada a outras alteragdes citogenéticas (SASAKI
et al., 2001; HASLE, 2016; SCHWARTZ et al., 2017). Além disso, o valor progndstico
dessa alteracdo citogenética em nosso estudo diferiu do proposto pelo IPSS-R, que a

considera de muito bom prognéstico (GREENBERG et al., 2012). Sendo mais de
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acordo com o progndstico intermediario da classificacdo do IPSS (GREENBERG et al.,
1997).

Nesta regido cromossOmica esta localizado o gene KMT2A (também conhecido
como MLL), que codifica uma proteina envolvida no remodelamento da cromatina e
regula positivamente fatores transcricionais, sendo também associada com o
desenvolvimento de leucemias agudas da infancia (WINTERS & BERNT, 2017;
MEYER et al., 2018). Geralmente, esse gene estd associado com alteragdes
cromossdmicas do tipo translocac¢do, conferindo mau prognéstico (DOU & HESS,
2008; WINTERS & BERNT, 2017; PETERSON et al., 2018).

O cariotipo complexo € definido por trés ou mais anormalidades cromossOmicas
independentes, possui um prognostico independente, geralmente, associado com
propensdo a transformagao leucémica (REN et al., 2018). Neste estudo, os caridtipos
complexos foram o terceiro padrdo citogenético mais comumente observado (8,4%).
Recentemente, Moriwaki e colaboradores observaram 12% de caridtipos complexos,
que estiveram presentes desde o subtipo mais inicial da SMD priméria em um grupo
pediatrico japonés (MORIWAKI et al., 2014). Do mesmo modo, observamos a
distribuicdo de cariétipo complexo nos trés subtipos da SMD pediatrica, estando
associado com a transformagao leucémica. Um estudo com criancas com SMD em
estagios avancados da doenca mostrou que os caridtipos complexos estdo fortemente
associados com um pior prognéstico e menor sobrevida (GOHRING et al, 2010).

Assim como na literatura, a trissomia do cromossomo 8 (+8) foi a alteracdo
cromossOdmica de ganho numérico mais comum na SMD (MORIWAKI et al., 2014;
SAUMELL, et al., 2015). Em nosso estudo, ocorreu de forma isolada ou acompanhada
de outra alteracdo citogenética, mas em ambos 0s casos esteve associada aos subtipos
mais avancados, transformagdo leuc€mica e a um pior prognoéstico. Ainda ndo ha
trabalhos mostrando o valor prognoéstico da +8 isolada em pacientes pedidtricos com
SMD.

De acordo com o IPSS e com IPSS-R, os pacientes apresentando a +8 isolada sdo
classificados no grupo de risco citogenético intermediario (GARCIA-MANEIRO, 2012;
GREENBERG et al., 2012). Contudo, mesmo para os pacientes adultos, o valor
progndstico da +8 continua contraditdrio visto que alguns trabalhos demonstraram que a
+8 e a amplificagdo de c-MYC estdo correlacionadas com a progressdo da doenca e a

diminuicao da sobrevida (MEYER & PENN, 2008; ANGELOVA et al., 2015).
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A andlise do cariétipo normalmente mostra um clone anormal, no entanto, pode
identificar clones citogeneticamente relacionados, que as vezes coexistem em uma
amostra ou podem aparecer durante o curso clinico mostrando uma evolug¢do clonal. Em
casos raros, ocorre a presenca de alteracdo cromossOmica biclonal, ou seja, clones
citogeneticamente nao relacionados sdo detectados no diagnéstico ou em diferentes
momentos no curso da doenca (HAN et al., 2006; KASAHARA et al., 2016). Em
nosso estudo, identificamos trés pacientes com alteracdo biclonal ao diagndstico,
representando 3,6% dos casos de caridtipos anormais, numa frequéncia de 1,9%
(3/152). O primeiro caso observado foi de uma alteracdo biclonal envolvendo os
cromossomos 11 e 17 que resultou em relato de caso publicado pelo nosso grupo em
2007 (RODRIGUES et al., 2007). No segundo caso, a alteragdo biclonal envolvia a -7 e
del (7q) e o terceiro paciente apresentava um clone com +8 e o outro clone com +22.

A presenca de alteragdes cromossomicas biclonais ¢ um achado incomum em
neoplasias hematoldgicas, na SMD t€m sido descritos numa frequéncia de 4,3 a 6,5%
(HAN et al., 2002; HAN et al., 2006). As alteracoes biclonais mais descritas envolvem
as alteragdes: del(5q), +8, del(20q), del(7q),+11, +21 e -22 (HAN et al., 2006). Ainda
nao ha estudos mostrando a frequéncia e o valor progndéstico dessas alteragdes biclonais
na SMD primaria pediatrica. Han e colaboradores em 2006 relataram 11 pacientes de
206 com alteracdo biclonal na SMD, sendo que desses apenas dois eram pacientes
pediatricos (HAN et al., 2006).

Em nosso estudo, caridtipos com evolugdo citogenética foram observados em 6%
dos pacientes pedidtricos com SMD primaéria ja ao diagndstico, ndo apresentando uma
alteracdo cromossdmica especifica. A maioria desses pacientes foram classificados com
os subtipos mais avancados da SMD e apresentaram evolug¢dao para LMA. Na SMD,
estudos mostraram uma incidéncia de 17-29% de evolugao clonal em pacientes adultos,
estando associada com transformacdo para LMA e sobrevida diminuida
(BERNASCONI et al., 2010; JABBOUR et al., 2013).

Os pacientes com SMD apresentam um progndstico muito heterogéneo, o que
dificulta em muitos casos a escolha de tratamento. Assim, a fim de auxiliar na
estratificacdo de grupos de risco e na escolha da melhor conduta terapéutica, foi
desenvolvido o IPSS que anos mais tarde passou por uma revisdo dando origem ao
IPSS-R (GREENBERG et al., 1997; GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al.,
2012). Ao aplicarmos o IPSS e IPSS-R nos nossos pacientes segundo o risco

citogenético, verificamos que o IPSS apresentou uma distribui¢ao mais de acordo com a
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evolucdo da doenga, pois em nosso estudo os pacientes que apresentaram a del(11)(q23)
apresentaram evolucdo para LMA, o que fez com que a porcentagem de evolugdo
observada no grupo de muito bom prognoéstico fosse maior que o grupo de prognostico
desfavoravel.

O IPSS-R, segundo alguns autores, € uns dos modelos padrdo-ouro para
estratificacdo de risco e prognéstico para pacientes com SMD (GREENBERG et al.,
2017). No entanto, Benton e colaboradores recentemente relataram que o progndstico de
pacientes com SMD de risco intermediario pelo IPSS-R apresenta resultados variaveis e
que ha necessidade de modelos além do IPSS-R e que futuramente devem incluir dados
gendmicos (BENTON et al., 2018).

Algumas alteragdes moleculares podem causar uma instabilidade gendmica,
promovendo a aquisi¢ao de lesdes genéticas e citogenéticas subsequentes. A aquisi¢ao
sequencial dessas alteragdes permite, durante a progressio da doenca, o
desenvolvimento de multiplos clones geneticamente relacionados (LINDSLEY &
EBERT, 2013, SPERLING et al., 2016). Devido a heterogeneidade da SMD, ¢ provavel
que existam diferentes mecanismos de iniciagdo e a progressdo da doenca (HASLE,
2016).

Uma elevada frequéncia de mutagdes nos pacientes adultos com SMD tem sido
demostrada nos udltimos anos, e sabe-se que estes podem apresentar uma ou mais
mutacdes dentre um numero limitado de genes (PAPAEMMANUIL, et al., 2013;
HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 2016). Os genes mais comumente mutados
nesses pacientes sdo SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNXI, U2AFI, TP53 e
EZH?2 (PAPAEMMANUIL, et al., 2013; HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al,
2016, GREENBERG, et al., 2017). BEJAR e STEENSAMA observaram em seu estudo
que aproximadamente 45% das mutagdes observadas em pacientes adultos sao em genes
reguladores epigenéticos (BEJAR & STEENSAMA, 2014).

A SMD ¢ considerada um modelo ideal de estudo das alteracdes epigenéticas
(ISSA, 2013). Contudo, o conhecimento sobre a atuacdo dos mecanismos epigenéticos
em pacientes pedidtricos ainda sdo escassos. Alguns estudos de analise em larga escala
de mutacdes t€ém considerado mutacdes nos genes reguladores epigenéticos como raras
(PASTOR et al., 2016; SCHWARTZ et al., 2017). No entanto, é possivel que as
alteracOes epigenéticas detectadas a partir da desregulacdo desses genes possam ser
resultantes de alteracdes transcricionais que envolvam principalmente componentes da

maquinaria de metilacdo e desmetilagdo do DNA.
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Mizuno e colaboradores sugeriram que o aumento da expressao das DNMTs, tanto
as de novo quanto a de manutengdo, pode contribuir para o desenvolvimento de
leucemia por induzir a hipermetilacdo aberrante de regides importantes no genoma
(MIZUNO et al., 2001). Até o momento, ndo existem estudos que relatem o perfil de
expressdo das DNMTs na SMD pediétrica, e apenas um estudo avaliou a expressdo de
TET?2 em pacientes pedidtricos (COUTINHO et al., 2015).

Além disso, embora a familia APOBEC seja um potencial componente no
mecanismo de desmetilacio (BRANCO et al., 2012; FU et al., 2015) e a APOBEC3B
tenha sido descrita como um agente mutagénico ativo durante o desenvolvimento e
progressdo do cancer (BURNS et al., 2013), nenhum estudo envolvendo a familia
APOBEC foi realizado em SMD.

Em nosso estudo, analisamos o perfil de expressdo dos principais componentes da
maquinaria de metilagdo e desmetilacio do DNA em pacientes pediitricos com SMD
priméaria. Observamos uma superexpressdo para os genes DNMTI, DNMT3A e
DNMT3B e os niveis de expressdo destes genes mostraram uma correlacdo positiva em
nossos pacientes, sugerindo que DNMTS sdo de alguma forma correguladas e
contribuem para o desenvolvimento da SMD pediatrica. A superexpressao das DNMTS
na SMD j4 havia sido demonstrada previamente em pacientes adultos (AOKI et al.,
2003; LANGER et al., 2005). Aoki e colaboradores (2003) mostraram um aumento de
expressdo significativo de DNMTI e DNMT3B, enquanto Linger e colaboradores
(2005) observaram a superexpressao de DNMTI e DNMT3A (AOKI et al., 2003;
LANGER et al., 2005).

As DNMTs sao expressas constitutivamente na hematopoese normal e sua atuagdo
¢ essencial para este processo, bem como no processo de diferenciagdo de células
sanguineas (MIZUNO et al. 2001; HOPFER et al. 2009). A DNMT1 demonstrou ser
importante para a auto renovacdo das células tronco-hematopoéticas e alteracOes em
DNMTI levam a defeitos na auto renovagio, retencdo de nicho de medula Ossea e a
capacidade de gerar linhagens de sangue apropriadas (TROWBRIDGE et al., 2009;
BENETATOS & VARTHOLOMATOS, 2016). Esta enzima atua principalmente na
diferenciacdo trombopoética e eritropoética e sua superexpressao ja foi associada a

metilacdio aberrante em genes supressores de tumor (BROSKE et al., 2009).

A DNMT3A controla o equilibrio entre a auto renovagdo e a diferenciacdo na

hematopoese normal (TROWBRIDGE et al., 2009), e alteragdes nessa enzima resultam
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em expansio da células tronco-hematopoéticas, prejudicando a diferenciacio e parecem
estar associadas aos subtipos de SMD mais avangados (HOPFER et al., 2009; ZHANG
& Xu 2017). Em conjunto, a DNMT3A e a DNMT3B desempenham um papel na
repressao epigenética de redes de genes de células-tronco durante a diferenciacdo de
células tronco-hematopoéticas (CHALLEN ef al, 2001; CHALLEN et al., 2014).
Durante a hematopoese normal, a DNMT3B apresenta menor expressio do que a
DNMTI e a DNMT3A. Além disso, sua expressdo € especialmente baixa nas
populacdes de células mieldides e eritrdides (MIZUNO et al. 2001). Recentemente, a
DNMT3B foi descrita como um regulador central da transcricdo do genoma da LMA

pediatrica (LAMBA et al., 2018).

A expressdo aberrante da DNMT1 foi observada durante os estigios mais iniciais
da SMD nos pacientes adultos (LANGER et al., 2005), enquanto a expressio da
DNMT3A e DNMT3B foi mais pronunciada no estidgio avancado (HOPFER et al.,
2009). Em nosso estudo, pacientes com CRI apresentaram superexpressdao da DNMTI e
esse padrdao foi mantido durante a evolucdo da doenca. Por outro lado, a super-
expressdo de DNMT3A e DNMT3B foi observada principalmente nos estigios mais
avangados da doenca. Em conjunto, esses resultados em pacientes adultos e nossos
resultados em pacientes pedidtricos sugerem que a expressdo aberrante das DNMTs

desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressao da SMD.

Alteragdes nas DNMTs também causam desequilibrios no DNA e/ou
modificagdes nas histonas, que podem levar ao remodelamento da cromatina,
instabilidade gendmica e conseguentemente alteracdes no padrdo de expressdo génica
(ZHANG & XU 2017). Na SMD pediatrica, a maioria dos pacientes com SMD
apresentam cariétipos normais (HOFMANN et al., 2015). No entanto, alguns desses
pacientes manifestardo rdpida evolu¢do da doenca, sugerindo a contribuicdo de
alteracdes moleculares (BEJAR & STEENSMA 2014). De acordo com nossos
resultados, pacientes com cariotipos normais mostraram superexpressiao da DNMTI e
DNMT3B, enquanto a expressdo de DNMT3A foi maior em pacientes com caridtipos
anormais. Também observamos a superexpressao de todas os DNMTs em casos que
mostraram progressao da doenga, sugerindo que a expressdo aberrante dessas enzimas

na SMD pediétrica seja determinante para o aumento da gravidade da doenca.

Os niveis de expressdo de TET2 foram maiores nos pacientes com caridtipos

anormais em comparacio a pacientes com cariétipos normais. No entanto, a expressao
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de APOBEC3B mostrou a tendéncia oposta em relacdo aos caridtipos. Observamos
também niveis mais baixos de expressdo de TET2 em pacientes com evolugdo da

doenca, enquanto a APOBEC3B mostrou aumento dos niveis de expressao.

A acdo das TETs é crucial para a manuten¢do da metilagdo normal do DNA
durante o desenvolvimento e a tumorigénese (SCOPIM-RIBEIRO et al., 2016). Foi
demonstrado que TET2 regula a diferenciacdo mieloide e a expansdo celular clonal
durante a hematopoiese (KUNIMOTO & NAKAJIMA 2017). Sua expressdo diminuida
foi previamente relatada em pacientes com SMD / LMA e também foi associada com
progndstico desfavoravel (COUTINHO et al., 2015; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2015;
ZHANG et al., 2015; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2016). Zhang e colaboradores (2015)
mostraram aumento da expressdo de TET2 em pacientes com subtipos iniciais de SMD
em comparacdo com os subtipos mais avangados (ZHANG ef al., 2015). Sendo estes
resultados em pacientes adultos, semelhantes aos nossos. Por outro lado, Coutinho e
colaboradores (2015) observaram uma expressdo menor de 7TET2 nos pacientes
pediatricos ao comparar com o0s controles, contudo neste estudo foram avaliados apenas

doze pacientes com CRI (COUTINHO et al., 2015).

Além de seu potencial papel na desmetilagdo do DNA, a APOBEC3B também tem
se mostrado uma importante fonte de mutagdes no cancer humano (BURNS et al.,
2013). Por meio de sua atividade de desaminacio, a APOBEC3B pode induzir
transicdes de C para T e de C para G, deixando marcas especificas no DNA do tumor.
Embora esta assinatura mutacional mediada por APOBEC tenha sido relatada em varios
tumores sOlidos, ela ainda é pouco explorada no contexto de malignidades
hematolégicas (BURNS et al., 2013; FU et al., 2015; ZOU et al., 2017). Recentemente,
um estudo com pacientes pediatricos com SMD mostrou as substituicdes de C para T
sdo as mutacdes mais frequentes (SCHWARTZ et al., 2017). E interessante notar que,
de acordo com nossos resultados, a APOBEC3B estava superexpressa em pacientes com
caridtipos normais, sugerindo que a APOBEC3B pode contribuir para a instabilidade

genOmica durante a patogénese da SMD.

No6s também investigamos se a expressao das DNMTs, TET2 e APOBEC3B
estavam correlacionadas. TET2 apresentou expressdo independente em relacdo a
APOBEC3B e as DNMTs, enquanto os niveis de APOBEC3B, DNMT3A e DNMT3B

foram correlacionados.
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Este desequilibrio na expressio dos genes da maquinaria de metilacdo e
desmetilagdo podem ter consequéncias como as alteragdes no padrdo de metilagdo
observadas na SMD e na progressdao para LMA, uma vez que a metilacdo do DNA ¢
essencial para o destino das células-tronco hematopoéticas (BROSKE et al., 2009).
Dentre as alteragdes no padrao de metilacio do DNA ja identificadas na SMD,
principalmente a hipermetilacio em regides promotoras de genes envolvidos na
regulacdo do ciclo celular parece estar envolvida em sua patogénese (ISSA, 2013;

SANTINI et al., 2013; ZHAO, et al., 2014).

Nos pacientes pediatricos existem poucos estudos mostrando a presenga de
metilacio em SMD primaria (HASEGAWA et al, 2005; VIDAL et al, 2007,
RODRIGUES et al, 2010, KIM et al., 2013). Um dos genes mais estudados
principalmente nos pacientes adultos é o gene p]5INK4B (CDKN2B) (ISSA, 2010). O
gene p]5INK4B desempenha um papel importante na regulacio do comprometimento
celular de células progenitoras hematopoéticas e na diferenciagdo de células mieldides
(DE BRAEKELEER et al., 2016).

O gene p]5INK4B ¢ um supressor tumoral, e sua perda de expressdo afeta a
diferenciacdo celular durante a hematopoese e estd associada com alta taxa de
proliferacdo celular (COTRAN et al., 2000; WOLFF & BIES, 2013), demonstrando a
importancia de uma melhor compreensdo do perfil de metilagdo em sua regido
promotora na SMD pediétrica primaria.

A maioria dos estudos em SMD pediatrica que analisou o perfil de metilagdo em
SMD pediatrica primaria o fez em um numero limitado de pacientes e, normalmente,
essa andlise foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase especifica de metilagdao
(MSP) (HASEGAWA et al., 2005; VIDAL et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010).
Com o desenvolvimento de novas técnicas de andlise quantitativa de metilacdo, a
aplicacdo de andlises utilizando o MSP vém sendo substituida devido a baixa
sensibilidade da técnica e aos falsos positivos.

Hoje ja se sabe que individuos saudaveis apresentam metilacdio em promotores
génicos associados ao cancer e que o desequilibrio nessa metilagdo seja pela
hipermetilacdo ou hipometilacdo, é que esta associada ao desenvolvimento de doencas
(JIN & LIU, 2018). Além disso, o nivel de metilacdo para algumas regides gendmicas
varia dependendo da idade, ja tendo sido sugerido que as alteragcdes epigenéticas, assim

como o encurtamento dos telomeros, sejam um relégio para o envelhecimento

92



(HORVATH, 2013). Mesmo dentro de uma mesma doenca, diferentes faixas etérias
poderiam implicar em perfis diferentes de metilacdo (JUHL-CHRISTENSEN et al.,
2012; KIM et al., 2013).

Assim, em nosso estudo verificamos o nivel de metilagdo na regiao promotora
do gene p15™B em 43 pacientes pedidtricos com SMD priméria pela técnica de
pirosequenciamento. Esses pacientes apresentaram o nivel de metilagdo (MtL) maior
que os doadores. A metilacdo aberrante, ou seja, a hipermetilacdio em p]5INK4B foi
observada em 34% dos pacientes, sendo mais frequente nos subtipos mais avangados
AREB e AREB-t (30% e 60%, respectivamente). Em estudo com a distribui¢do nos
subtipos mais similar a0 nosso, ou seja, maior nimero de pacientes com CRI, a
frequéncia de hipermetilacio foi de 28% e também associada aos subtipos mais
avancados (KIM et al., 2013).

Outros estudos relatam uma frequéncia de metilacdo aberrante em p15™NKeB
maior, como Vidal e colaboradores que observaram uma frequéncia de 50% (6/12) de
metilagdo, sendo todos esses pacientes classificados dentro dos subtipos AREB e
AREB-t (VIDAL et al., 2007). J4 Hasegawa e colaboradores (2005) descreveram que
78% dos pacientes com SMD pedidtrica apresentam metilacio anormal em p15™KIE.
Contudo, essa diferenca pode estar associada ao perfil dos pacientes analisados, pois
incluiram dois pacientes com LMMC e quatro pacientes com diagnéstico duvidoso, os
quais os autores denominaram de AREB/M6 (HASEGAWA et al., 2005).

Pacientes pediatricos com caridtipos anormais apresentaram MtL de p]5INK4B ,
significativamente maior que os doadores e que os pacientes com caridtipo normal (p=
0,03 e p= 0,006, respectivamente). Nossos resultados estdo de acordo com o observado
por Kim e colaboradores (KIM et al., 2013). Além disso, verificamos uma forte
associacdo entre a hipermetilacio em p]5INK4B e as alteracdes citogenéticas
principalmente as que envolviam o cromossomo 7 (-7/7g-) (p=0,003). Em um estudo
anterior do nosso grupo, também foi verificado a associacdo da presenca de metilagdao
no pl5mNKe
(RODRIGUES, 2014). Ja na SMD secundiaria em pacientes adultos, Au e

(por MSP) com alteracdes citogenéticas envolvendo o cromossomo 7

colaboradores (2003) também verificaram uma forte associagcdo entre metilacao do gene
pISINK4b e alteragdes cromossdmicas envolvendo o cromossomo 7 (-7/7q-) (AU et al.,
2003).

Durante este estudo, acompanhamos o aumento progressivo da MtL em p/ 5INKIB

em um paciente durante a evolugdo da SMD. Ao diagnéstico, esse paciente apresentava
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hipermetilacio (18,84% MtL), a -7 e menos de 5% de blastos, sendo classificado com
CRI. Com a progressdao da doenca para AREB-t, houve o aumento de blastos e o
aumento do MtL para 45,3%. Desta forma, acreditamos que, assim como na literatura, a
metilacdo aberrante da regido promotora p15™ K48 & o seu silenciamento possui um papel
importante na patogénese da SMD pediatrica (HASEGAWA et al., 2005; VIDAL et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2010; KIM et al., 2013). E que esteja mais associado a
hipermetilacio do que somente a presenca de metilacio como proposto na literatura
(UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al, 1998; HASEGAWA et al., 2005; VIDAL et
al., 2007; RODRIGUES et al., 2010), mas sim o aumento dessa hipermetilagao € que
estaria associada a evolucgdo e a um pior prognéstico da SMD (KIM et al., 2013).

Acreditamos que devido a heterogeneidade da SMD, a hipermetilacao pode estar
presente cedo durante o desenvolvimento da doenca em alguns pacientes de alto risco
como observado em nosso relato de caso e por TIEN e colaboradores (TIEN et al.,
2001). Alguns autores até sugerem que o nivel de metilacio pode contribuir para a
heterogeneidade da SMD (KIM et al., 2010).

Alguns estudos tém sugerido que a hipermetilacdo em regides promotoras de
genes supressores de tumor possuem uma influéncia menor no desenvolvimento do
cancer do que a hipometilacdo global (WOLFF et al., 2010; HUR et al., 2014). Uma
boa maneira de se verificar o perfil de metilacio global € através da andlise de
sequéncias repetitivas do DNA como LINE-1 (MIOUSSE & KOTURBASH, 2015).

LINE-1 em individuos saudédveis encontra-se fortemente metilada e durante a
transformacdo neoplasica torna-se hipometilada em alguns tipos de cancer tanto em
pacientes adultos como em pacientes pediatricos, sendo descrito como um bom
marcador preditivo de progndstico (SHIGAKI ez al., 2013; HUR et al., 2014; BURNS,
2017; DE SA PEREIRA et al. 2017; YAMAMURA et al., 2017; BABA et al., 2018).

Deste modo, descrevemos pela primeira vez o perfil de metilagdo global em
SMD pediatrica priméria, através da quantificacdo de metilacdo presente em LINE-1 em
71 pacientes. Observamos uma diminuicdo significativa em relacdo aos doadores
(p=0,005). A hipometilacado em LINE-1 permite a retro-transposicdo, o que pode
resultar na expressdo génica aberrante e na instabilidade gendmica (MIOUSSE &
KOTURBASH, 2015).

Em pacientes adultos com SMD, os resultados sdo controversos. Romermann e
colaboradores (2008) verificaram um aumento na metilacio em LINE-1 nos pacientes

em relacdo aos controles. Este aumento foi verificado desde os subtipos mais iniciais da
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SMD com cariétipo de bom prognéstico (ROMERMANN et al., 2008). Outros dois
estudos posteriores determinaram a hipermetilagdo global como fator prognostico
desfavoravel na SMD (POLINI et al., 2013; CLAVO et al., 2014). Em contraste com
esses, mais recentemente Kim e colaboradores encontraram hipometilagdo em LINE-1
em células estromais e células hematopoéticas de pacientes com SMD e LMA (KIM et
al., 2015).

Nos pacientes pediatricos, observamos uma diminuicdo da metilacdo em LINE-1
mesmo em pacientes com estidgio inicial (CRI), com cariétipo normal e que nao
apresentam evolucdo. Contudo, essa diminuicdo foi mais expressiva em relagdo aos
doadores quando comparamos os pacientes com AREB/AREB-t, caridtipo alterado e os
pacientes que apresentaram evolucdo para LMA. Sendo o oposto observado na maioria
dos estudos em pacientes adultos com SMD (ROMERMANN et al., 2008; POLINI et
al., 2013; CLAVO et al.,, 2014). Alguns autores t€ém sugerido que as alteracdes
epigenéticas sdo mais permissivas nos pacientes pediatricos (SCHWARTZ et al., 2017).

Essa aparente discrepancia pode ter ocorrido devido a diferenca na faixa etaria
dos pacientes. Estudos tém descrito um menor nivel de metilagdo nos pacientes
pediatricos em relacdo aos adultos (KIM et al., 2013). Esse menor nivel de metilagao
em relacdo a idade pode ser observado at¢é mesmo em individuos saudaveis. Como
demonstrado por Polini e colaboradores ao comparar o nivel de metilacio em uma
regido repetitiva do genoma chamada SAT2 em dois grupos controles; um com idade
média de 17 anos e o outro com idade média de 79 anos (POLINI et al., 2014).

A hipometilacio global possui um papel crucial na instabilidade
genOmica/cromossdmica, levando ao desenvolvimento e progressdo de varios tipos de
cancer (BAYLIN et al., 2001). Em nosso estudo, observamos uma maior hipometilagao
em relacdo aos doadores nos pacientes com cariétipo anormal (p= 0,004). Além disso,
verificamos que a hipometilacdo em LINE-1 apresenta uma correlacdo significativa com
IPSS e IPSS-R segundo o risco citogenético, tendo associacdo significante para algumas
alteracdes envolvendo cromossomos especificos, como 6 (p= 0,002), 9 (p= 0,007) e
cariotipo complexo (0,007).

Dois pacientes em nosso estudo apresentando alteracdo envolvendo o
cromossomo -7 e outra alteracio citogenética apresentaram maiores niveis de metilagao
em LINE-1 que os doadores e os demais pacientes. Os outros 10 pacientes com -

7/del(7q) estavam hipometilados em relacdo aos controles (p=0,002). Este resultado nos
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mostra a heterogeneidade da SMD mesmo dentro de um grupo de prognéstico comum,
mostrando a necessidade de mais estudos.

A patogénese da SMD ¢é conhecida como um processo de multiplas etapas,
sendo um sistema bioldgico ideal para estudo por ser possivel determinar as alteracdes
que deram origem a doenga e os mecanismos neoplasicos que levam a transformagao
leucémica (GANGULY & KANDAM, 2016; CHEN et al., 2019). Os modelos
propostos, até o0 momento, se baseiam principalmente nas mutacdes génicas observadas
nos pacientes adultos (LINDSLEY & EBERT, 2013, SPERLING et al., 2016; CHEN et
al., 2019), sendo sugerido que mutacdes afetariam uma célula progenitora
hematopoética pluripotente levando ao surgimento de clones e subclones aberrantes.
Assim, aquisi¢Oes sequenciais dessas alteracOes também conhecido como modelo de
evolucdo linear, permitem durante o curso da progressdo da doenca o desenvolvimento
de mualtiplos clones geneticamente relacionados (LINDSLEY & EBERT, 2013,
SPERLING et al., 2016).

Recentemente, Chen e colaboradores (2019) propuseram um modelo ndo linear
denominado de modelo de evolugdo clonal paralela. Neste, a célula-tronco
hematopoética adquire mutagdes diferentes paralelas durante o desenvolvimento e, ao
longo da evolucdo para LMA um desses clones se torna majoritario. Os autores
verificaram uma complexidade significativamente maior de mutagdes subclonais no
estagio inicial da SMD em comparag¢do com blastos presentes nas fases mais avancadas
e na LMA secundaria a SMD. Ainda revelaram o papel crucial de um conjunto
diversificado de mutacdes que ddo origem a subclones distintos ao nivel de células-
tronco hematopoéticas, e esses diferentes subclones contribuem para a geracdo de
blastos na SMD e sua progressao para LMA (CHEN et al., 2019).

No entanto, todo esse conhecimento foi gerado com base nas mutagdes
observadas nos pacientes adultos e estdo relacionadas principalmente com o
envelhecimento (CHEN et al., 2019). Estudos vém mostrando que as mutacdes mais
frequentes nos pacientes pediatricos sdo distintas daquelas observadas nos pacientes
adultos (SCHWARTZ et al., 2017).

Ainda ndo € conhecida a sequéncia de eventos que culminam com o
desenvolvimento e evolucdo da SMD pediatrica. Assim, finalizamos nosso estudo
sugerindo um modelo de desenvolvimento e evolucdo da SMD pediétrica priméria com
base nas alteracdes citogenéticas e epigenéticas observadas em nossos resultados

(Figura 5.1).
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A heterogeneidade dos fenétipos apresentados pelos pacientes pediatricos com
SMD primaria neste estudo pode ser resultante da diversidade de alteragdes epigenéticas
e citogenéticas observadas nesses pacientes. Essas alteracdes podem ocorrer e atuar em
varias combinagdes cooperantes ou nao, e sugerimos, assim, como Chen e
colaboradores em 2019, um modelo néo linear.

Em nosso estudo, observamos um aumento de expressdao de DNMTI e DNMT3B
numa fase inicial, ou seja, em pacientes com CRI, menos de 5% de blastos e caridtipo
normal. Alguns desses pacientes com caridtipo normal apresentam um aumento de
expressdo de APOBEC3B que é coordenado com a expressdao de DNMT3A e DNMT3B.
Conforme a doenca vai progredindo, ha também o aumento de expressdo de DNMT3A e
o aumento de DNMT3B se tornando significativo, estando associado aos pacientes com
alteracdes citogenéticas e os subtipos AREB/AREB-t. Além disso, as DNMTs estao
expressas coordenadamente e associadas a evolucao.

A expressdo de TET2 ndo se mostrou alterada nos pacientes na fase inicial ou
avancada, mas foi menor naqueles pacientes que evoluiram e sua expressdo foi
independente das DNMTs e APOBEC3B, sugerindo uma via independente de evolucao.

Alteragdes no padrdo de metilacdo como hipermetilacdo e hipometilacdo sdo
eventos frequentes na SMD pediatrica, segundo nossos resultados. A hipermetilacdo na

regido promotora de p15™ kb

parece ser um evento mais tardio em pacientes pedidtricos,
pois hd uma frequéncia maior de pacientes hipermetilados com os subtipos mais
avancados (AREB/AREB-t). Além disso, essa hipermetilacio em p]5INK4B esta
fortemente associada as alteracOes cromossOmicas, principalmente que envolvem o
cromossomo 7, sugerindo uma via de evolucao alternativa.

A hipometilacdo global (LINE-1) ocorre desde o inicio da SMD, sendo
progressiva essa perda de metilacio em LINE-1 com a evolucdo da SMD. Pacientes
com alteracOes citogenéticas, AREB/AREB-t e que evoluiram apresentaram uma
hipometilacio global mais expressiva que os demais pacientes em relacdo aos doadores.
Alteracdes citogenéticas sao eventos secundarios resultantes de uma instabilidade
genOmica, que pode ter como uma das causas a hipometilcdo em LINE-1. Pacientes
com caridtipo normal ja apresentam hipometilacdo em LINE-1 em relacdo aos doadores,

mas essa diferenca se torna mais expressiva nos pacientes que apresentam alteragdes

citogenéticas.
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Figura 5.1: Modelo de desenvolvimento de SMD pediatrica e sua evolucao para LMA. Durante o desenvolvimento da SMD pediatrica ha o ganho de
alteracdes citogenéticas e epigenéticas conforme ocorre a progressdo para LMA. A super expressao das DNMTs € observada na CRI e associada a evolugéo.
Enquanto, APOBEC3B esteve aumentada em pacientes sem alteracio citogenética e TET2 apresenta uma leve diminuicdo na expressdo em pacientes que
apresentaram evolugdo para LMA. O ganho de alteracdes citogenéticas e hipermetilacdo em pI5™%* & progressivo com o avancar do curso da SMD. J4 a
hipometilacdo em LINE-1 pode ser observada na fase inicial da SMD, mas a diferenca em relagdo aos doadores € mais significativa para aqueles pacientes
em estagios mais avancados e que apesentaram evolugao.
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6. CONCLUSAO

-As alteracdes cromossdmicas de maior frequéncia neste estudo envolveram o
cromossomo 7 (-7/7q), del(11)(q23) e caridtipos complexos;

- Pacientes com del(11)(q23) apresentaram evolugdo para LMA, estando associada com
progndstico desfavoravel;

-Alteracdes biclonais estiveram presentes em 3,6% dos caritipos anormais, sendo
associadas aos subtipos mais avancados da SMD pediatrica primaria e com a evolucdo
para LMA;

- A super-expressao das DNMTs esta envolvida na patogénese da SMD pediatrica
primaria tendo um papel importante no desenvolvimento e progressao da SMD;

- A expressdao de TET2 ndo estd alterada significantemente na SMD pediétrica primaria,
mas apresenta-se diminuida nos pacientes que apresentaram evolugdo para LMA;

- Pacientes com cariétipo normal apresentam aumento da expressao de APOBEC3B, e
esta possui expressao coordenada com DNMT3A e DNMT3B;

-A hipermetilacio da regido promotora do gene pI5™** & um evento frequente em
subtipos mais avancados da SMD pediétrica primaria;

INK4b cx
5 mostrou uma forte associacao

- A hipermetilagdao na regidao promotora no gene pl
com as alteragdes citogenéticas;

- As alteragdes cromossdmicas envolvendo o cromossomo -7/7q- estdo associadas a
. o . INKB -
hipermetilacdo na regido promotora no gene pl5 e apresentam um progndstico

desfavoravel, sugerindo uma provavel via de evolu¢do da doenga;

- Pacientes com SMD pedidtrica primaria apresentam hipometilacdo global (LINE-1)

progressiva com o desenvolvimento e evolugdo para LMA;

-A hipometilacdo global (LINE-1) mostrou uma forte associacio com as alteracdes
citogenéticas principalmente as que envolvem os cromossomos 6, 9 e os caridtipos
complexos.

-Sugerimos, pela primeira vez, um modelo de desenvolvimento da SMD pediétrica e
evolucdo para LMA, baseado no compilado das alteracdes citogenéticas e epigenéticas

deste estudo.
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ANEXO1

Tabela : Dados Clinicos dos Pacientes Pediatricos com SMD Primaria

Idade Subtipo da Idade Subtipo
n° Sexo (anos) SMD Evolugao n° Sexo (anos) da SMD  Evolugdo
1 M 12 CRI niao 41 M 13 CRI niao
2 M 7 CRI nao 42 M 2 CRI niao
3 F 8 CRI nao 43 F 5 meses CRI nao
4 F 18 CRI sim 44 F 9 CRI niao
5 M 7 CRI nao 45 F 4 CRI niao
6 F 15 CRI niao 46 M 8 CRI niao
7 F 16 CRI nao 47 F 3 meses CRI nao
8 F 7 CRI niao 48 M 9 CRI sim
9 F 6 CRI nao 49 M 16 CRI niao
10 M 14 CRI nao 50 F 2 CRI sim
11 F 8 CRI nao 51 M 13 CRI niao
12 M 13 CRI nao 52 M 14 CRI nao
13 M 9 CRI sim 53 M 5 CRI niao
14 M 1 CRI niao 54 M 17 CRI niao
15 M 3 CRI sim 55 M 11 CRI niao
16 F 11 CRI niao 56 F 11 CRI niao
17 M 14 CRI niao 57 M 11 CRI niao
18 F 7 CRI niao 58 M 7 CRI niao
19 M 2 CRI nao 59 F 9 CRI nao
20 F 15 CRI nao 60 F 16 CRI nao
21 F 7 CRI niao 61 M 14 CRI nao
22 F 2 CRI sim 62 M 12 CRI niao
23 M 4 CRI niao 63 F 11 CRI niao
24 M 2 CRI sim 64 M 5 CRI niao
25 M 6 meses CRI nao 65 F 12 CRI nao
26 F 2 CRI nao 66 F 17 CRI niao
27 F 5 CRI nao 67 M 7 CRI niao
28 F 12 CRI niao 68 M 15 CRI niao
29 F 2 CRI niao 69 M 16 CRI nao
30 M 18 CRI nao 70 M 18 CRI niao
31 M 11 CRI sim 71 M 9 CRI niao
32 M 7 CRI Niao 72 F 10 CRI niao
33 M 6 CRI nao 73 M 10 CRI sim
34 M 6 meses CRI niao 74 M 13 CRI sim
35 F 11 CRI nao 75 M 13 CRI niao
36 M 9 meses CRI niao 76 F 6 CRI niao
37 M 9 meses CRI niao 77 F 2 CRI niao
38 F 4 CRI niao 78 M 15 CRI niao
3 M 3 CRI nio 79 M 13 CRI niao
40 F 17 CRI niao 80 M 12 CRI nao
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Idade Subtipo da Idade Subtipo

n° Sexo (anos) SMD Evolugao n° Sexo (anos) da SMD  Evolugido
81 F 10 CRI niao 131 M 12 AREB-t sim
82 M 1 CRI niao 132 M 5 AREB-t sim
83 F 2 CRI niao 133 M 1 AREB-t sim
84 F 2 CRI nao 134 F 2 AREB-t sim
85 M 1 CRI nao 135 F 4 AREB-t sim
86 M 2 CRI nao 136 M 1 AREB-t sim
87 F 6 CRI nao 137 M 12 AREB-t sim
88 M 16 CRI nao 138 F 13 AREB-t sim
89 M 4 CRI nao 139 M 15 AREB-t sim
90 F 18 CRI nao 140 M 1 AREB-t sim

91 F 18 CRI nao 141 F 17 AREB-t sim

92 M 7 CRI niao 142 M 13 AREB-t sim
93 M 4 CRI niao 143 M 12 AREB-t sim
94 F 18 CRI nao 144 M 17 AREB-t sim
95 M 14 CRI nio 145 F 9 AREB-t sim
96 M 9 CRI nio 146 F 11 AREB-t niao
97 F 2 CRI nao 147 M 5 AREB-t niao
98 F 9 meses CRI nao 148 M 12 AREB-t sim
99 F 9 CRI niao 149 F 8 AREB-t sim

100 F 10 CRI nao 150 M 2 AREB-t sim
101 F 10 |AREB sim 151 M 1 AREB-t niao
102 F 1 AREB sim 152 M 9 AREB-t niao
103 F 7 AREB niao

104 F 2 AREB sim

105 M 16 AREB sim

106 F 7 AREB sim

107 F 14 AREB sim

108 F 13 AREB niao

109 M 12 AREB sim

110 F 6 AREB sim

111 M 14 AREB sim

112 F 9 AREB niao

113 M 9 meses AREB nao

114 M 2 AREB niao

115 M 4 AREB niao

116 M 2 AREB sim

117 M 3 meses AREB niao

118 M 4 AREB niao

119 M 11 AREB niao

120 M 15 AREB niao

121 F 18 AREB niao

122 F 8 AREB niao

123 F 10 AREB sim

124 M 3 AREB sim

125 F 17 AREB sim

126 M 17 AREB niao

127 M 6 AREB sim

128 F 5 AREB sim

129 M 4 AREB-t sim

130 M 1 AREB-t sim
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Abstract

Background: Myelodysplastic syndrome (MDS) is rare in the pediatric age group and it may be associated with
inheritable bone marrow failure (BMF) such as Fanconi anemia (FA). FA is a rare multi-system genetic disorder,
characterized by congenital malformations and progressive BMF. Patients with FA usually present chromosomal
aberrations when evolving to MDS or acute myeloid leukemia (AML). Thus, the cytogenetic studies in the bone
marrow (BM) of these patients have an important role in the therapeutic decision, mainly in the indication for
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). The most frequent chromosomal alterations in the BM of FA
patients are gains of the chromosomal regions 1q and 3q, and partial or complete loss of chromosome 7. However,
the significance and the predictive value of such clonal alterations, with respect to malignant progress, are not fully
understood and data from molecular cytogenetic studies are very limited.

Case presentation: A five-year-old boy presented recurrent infections and persistent anemia. The BM biopsy
revealed hypocellularity. G-banding was performed on BM cells and showed a normal karyotype. The physical
examination showed to be characteristic of FA, being the diagnosis confirmed by DEB test. Five years later, even
with supportive treatment, the patient presented severe hypocellularity and BM evolution revealing megakaryocyte
dysplasia, intense dyserythropoiesis, and 11% myeloblasts. G-banded analysis showed an abnormal karyotype
involving a der(9)t(9;11)(p24;,q722). The FISH analysis showed the monoallelic loss of ATM and KMT2A genes. At this
moment the diagnosis was MDS, refractory anemia with excess of blasts (RAEB). Allogeneic HSCT was indicated
early in the diagnosis, but no donor was found. Decitabine treatment was initiated and well tolerated, although
progression to AML occurred 3 months later. Chemotherapy induction was initiated, but there was no response.
The patient died due to disease progression and infection complications.

(Continued on next page)

* Correspondence: teresafernandez@inca.gov.br

'Bone Marrow Transplatation Center (CEMO), National Cancer Institute
(INCA), Rio de Janeiro, Brazil

Post-Graduate Program in Oncology, National Cancer Institute José de
Alencar Gomes da Silva (INCA), Rio de Janeiro, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.

123



Lovatel et al. Molecular Cytogenetics (2018) 11:40

(Continued from previous page)

Page 2 of 6

Conclusions: Molecular cytogenetic analysis showed a yet unreported der(9)t(9;11)(p24;q?22),der(11)t(9;11)(p24;

q?22) during the evolution from FA to MDS/AML. The FISH technique was important allowing the identification at
the molecular level of the monoallelic deletion involving the KMT2A and ATM genes. Our results suggest that this
chromosomal alteration conferred a poor prognosis, being associated with a rapid leukemic transformation and a

poor treatment response.

Keywords: Myelodysplastic syndrome, Acute myeloid leukemia, Fanconi anemia, Classical cytogenetics, FISH,

T(9;11), ATM, KMT2A

Background

Myelodysplastic syndrome (MDS) comprises a heteroge-
neous group of clonal neoplastic blood diseases character-
ized by ineffective hematopoiesis, peripheral cytopenias,
bone marrow dysplasias and an increased risk of acute
myeloid leukemia (AML) [1]. Pediatric MDS is an uncom-
mon disorder accounting for 4—9% of hematologic malig-
nancies [2, 3] and it may be associated with inherited
bone marrow failure (BMF) disorders such as Fanconi
Anemia (FA) [4].

First described in 1920 by the pediatrician Guido Fanconi
[5], nowadays, it is known that FA is a cancer-prone
chromosomal instability disorder with diverse clinical
symptoms. The congenital anomalies may include skeletal
defects, classically abnormal thumb or radius, short stature,
café-au-lait spots and endocrinopathies. FA is a rare auto-
somal and X-linked genetic disease, with a wide variety of
symptoms, characterized by congenital abnormalities, pro-
gressive BMF and increased cancer risk, which can be diffi-
cult to diagnose [5-7].

At the molecular level, 21 FA-related genes that con-
stitute FA-BRCA pathway were identified [6]. Proteins
encoded by FA-related genes play important roles in
various cellular functions, including DNA repair, detoxi-
fication of reactive oxygen species and aldehydes, energy
metabolism and both pro-inflammatory and myelosup-
pressive cytokine homeostasis [8].

Since the first clinical report of FA, important labora-
tory and clinical advances were incorporated in the diag-
nosis and treatment, such as the DEB test and the
application of HSCT, with a low dosage chemotherapy
regimen for children with FA [9-11].

Supportive care using hematopoietic growth factors
such as EPO, G-CSF or androgens such as oxymetho-
lone to boost blood cell production, provides transient
benefit in some patients. Although, the allogeneic HSCT
remains the main treatment approach to advanced mar-
row failure in FA patients [11, 12]. In this context, some
preclinical studies using gene therapy in an attempt to
improve the life quality and survival of patients with FA
have been performed [12].

Cytogenetic studies in the bone marrow have an im-
portant role in the therapeutic decision, mainly in the

indication for HSCT. A better understanding of the
clinical relevance and biological implications of clonal
chromosomal alterations in FA patients was achieved
over the last decade by the incorporation of molecular
cytogenetic technologies in addition to classical karyo-
typing [11, 13]. This has led to the identification of some
specific chromosomal alterations in FA patients, their
prognostic value and association with the risk of evolu-
tion to MDS and/or AML. The most frequent chromo-
somal alterations in bone marrow of patients with FA
are gains of the chromosomal regions 1q and 3q, and
partial or complete loss of chromosome 7. Besides,
monosomy 7 and del(7q) have been associated with poor
prognosis and progression to leukemia. A few reports
also suggested that gains of 3q are associated with pro-
gression to MDS/AML and overall presenting poor
prognosis [13, 14].

Alterations involving del(11q) are uncommon in FA
and MDS, so the prognostic value of this alteration remains
uncertain [13, 15]. In this region, there are genes such as
Ataxia Telangiectasia Mutated gene [ATM (11q22)] and
lysine methyltransferase 2A [KMT2A (11q23)] that have
been described as having an important role in the
pathogenesis of MDS. The ATM gene acts on the regu-
lation of the cell cycle after a DNA damage is recog-
nized [15, 16]. On the other hand, the KMT2A gene
encodes a protein that is involved in chromatin remod-
eling and positively regulates multiple homeobox tran-
scription factors, also it is highly associated with the
development of AML [17].

Given the high incidence of hematological complica-
tions of FA patients, BM surveillance for morphological
and cytogenetic changes provides an important contri-
bution to the clinical decision [11]. However, there are
only a few studies in patients with FA showing the bone
marrow chromosomal alterations analyzed by classical
and molecular cytogenetics associated with evolution to
MDS and AML [13, 14, 17-19]. Here, we describe an
uncommon yet unreported t(9;11)(p24;q22) with mono-
allelic loss of ATM and KMT2A genes, defined by clas-
sical cytogenetic and FISH analysis, in a child with
MDS/AML who evolved from FA associated with poor
clinical outcome.
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Case presentation

A five-year-old male patient with recurrent infections and
persistent anemia was admitted at the National Cancer In-
stitute, Rio de Janeiro, Brazil. Physical examination
showed a small stature (<P2); hyperpigmentation around
the eyes; enophthalmia; multiple cafe-au-lait spots; hypo-
plasia of the thenar eminence accompanies left thumb hy-
poplasia. Laboratory findings: Hb 9.1 g/dl (age-adjusted
13.5-18.0 g/dl), platelet count 40 x 10%/1 (150-400 x 10°/1)
and white blood cell count 7.6 x 10°/1 (age-adjusted range
4-10x 10°/). BM findings: hypocellularity and normal
karyotype by G-banding, according to the International
System form Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN
2016) [20]. Clinical genetic exams were done at Medical
Genetic Department, Fernandes Figueira National Insti-
tute, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil.
Chromosome breakage test cytogenetic analysis was per-
formed in peripheral lymphocytes during 72 h of cultures
exposed to DEB (0.1 pg/ml), according to Auerbach [9].
This analysis demonstrated spontaneous chromosome
breakage - 0.16 breaks per cell (reference 00.00-0.08) and
DEB-induced chromosome breakage - 2,32 breaks per cell
(reference 0.00-0.08), confirming the FA diagnosis. He
was hospitalized due to the persistent anemia and pro-
gressive neutropenia. Oxymetholone (50 mg/day) was the
initial treatment. A partial hematological response was
achieved, even with oxymetholone dose reductions due to
liver toxicity. However, the hematological parameters
worsened and erythropoietin (EPO) and granulocyte-col-
ony stimulating factor (G-CSF) were associated, as well as
danazol 200 mg/day was introduced. He also received
multiple blood transfusions during the treatment but no
satisfactory response was achieved. At this time, BM evalu-
ation revealed dysplastic megakaryocytes, intense dysery-
thropoiesis and 11% of myeloblasts. Immunophenotypic
analysis of BM cells also revealed 11% of myeloblasts ex-
pressing CD34/CD13/CD11b (54.25%), HLA-DR/CD33/
CD7 (31,54%), dysplastic erythropoiesis (CD36/CD71/
CD235a), dysgranulopoiesis (CD13/CD16/CD11b/Cd33/
CD64/CD15,CD45) and monocytic lineage expressing
CD14/CD64/CD36/HLA-DR,CD45. Cytogenetic ana-
lysis with G-band technique in bone marrow cells
showed an abnormal karyotype: 46,XY,der(9)t(9;11)
(p24;q?22)[9]/46,XY[12] (Fig. la). The diagnosis was
MDS, refractory anemia with excess of blasts (RAEB).
Fluorescence in situ hybridization (FISH) was per-
formed to analyze some genes that may be altered dur-
ing chromosomal rearrangement. So, we investigated
the CDKN2A gene (located in 9p) and the ATM and
KMT2A genes (located in 11q22 and 11q23, respect-
ively), due to the important role they play during
leukemogenesis. The FISH analysis for the CDKN2A
gene showed two normal signals (Fig. 1b). It was ob-
served a monoallelic loss of KMT2A and ATM genes
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(Fig. 1c and d, respectively). The final karyotype with
G-banded and FISH analysis, according to the ISCN 2016
[20], was: 46,XY,der(9)t(9;11)(p24;q?22),der(11)t(9;11)(p24;
q?22)[9].ish del(11)(q22.3q23)(ATM-)(KMT2A-)[7]. Treat-
ment with decitabine was initiated and well tolerated, al-
though progression to AML occurred 3 months later.
He had no remission with systemic chemotherapy. The
patient died 8 months after the diagnosis of RAEB-t,
due to disease progression and infectious complica-
tions. Allogeneic HSCT was indicated early in the diag-
nosis, but non-consanguineous parents were available
and no donor was found.

Discussion and conclusions

Bone marrow failure occurs with a median age of 8 years
and remains the primary cause of morbidity and mortal-
ity in FA [12]. The FA cells have a reduced fidelity in
processing DNA double-strand breaks. This specific in-
trinsic susceptibility might, together with extrinsic fac-
tors, influence the course of the disease, resulting in the
outgrowth of clones with chromosomal aberrations in the
bone marrow cells [6]. Nevertheless, there is a cytogenetic
clonal fluctuation in patients with FA, since clones often
can disappear, reappear, evolve or be replaced by entirely
new clones [10]. Therefore, the significance and the pre-
dictive value of such clonal alterations with respect to ma-
lignant progress are not fully understood [6].

Rochowski et al,, (2012) hypothesized that unique bone
marrow cytogenetic clones may distinguish patients with
FA and AML from patients with de novo AML. Some
chromosomal abnormalities as the gain of 1q, 3q, 13q and
partial loss of 7q, 20q, 11q or complete loss of chromo-
some 7 are more frequent in patients with FA who showed
progression to AML. While others like trisomy 8, t(8;21),
t(9;11), t(6;9) and inv.(16) have been described exclusively
in patients with de novo AML [21]. In this study, the
t(9;11) was described in MDS/AML secondary from FA.
Nevertheless, it is important to note that the breakpoints
involved in this chromosomal translocation were not
yet reported [22, 23]. In literature, the recurrent breakpoints
involved in the t(9;11) in de novo AML patients were:
t(9;11)(q34;q23) with FNBP1/KMT2A gene rearrangement
[24]; t(9;11)(q34;p15) with NUP98/PRRX2 [25]; t(9;11)
(q34,923) with AF9g34/MLL [26] (9;11)(p22pl5) with
NUP98/PSIPI [27); and t(911)(p21;q23) with MLLT3/
KMT2A [28]; t(9;11)(q34:q23) with DAB2IP/KMT2A [29).

In our study, the patient with FA showed the acquisi-
tion of a der(9)t(9;11)(p24;q?22), der(11)t(9;11)(p245q?22)
associated with evolution from MDS to AML. In FISH
analysis, it was detected the monoallelic loss of ATM
gene. The ATM gene is located at 11q22 region. This
gene encodes a serine/threonine protein kinase, a critical
enzyme in the regulation of the stress response to DNA
damage, especially double-strand DNA breaks and it is
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Fig. 1 a G-banded showing the der(9)t(9,11)(p24;q722). The black arrows point the gain of chromosome material on 9p and the loss on 11g;

b FISH analysis using LSI p16 probe [LSI p16 (9p21), red signal/CEP 9 (9p11-q11), green signal, Dual Color Probe, Vysis] and inverted DAPI, showing that
CDKN2A gene was normal in a metaphase. The black arrows shows both CDKN2A normal signals; ¢ FISH analysis using LSI KMT2A Dual Color break
apart rearrangement probe Vysis, showing the monoallellic loss of the KMT2A gene with the loss of one signal in interphase nuclei (white
arrows) and in metaphase using inverted DAPI (black arrow). d FISH using LSI ATM (11g22) spectrum orange probe, Vysis showing the
monoallellic loss of ATM with the loss of one signal in interphase nuclei (white arrows) and in metaphase using inverted DAPI (black arrow)

also involved in cell cycle control. The ATM gene ap-
pears to act as a “caretaker” of the genome [16]. The loss
of ATM has been described as having contributed to the
increased need for transfusion in patients with MDS associ-
ated with del(11q) [15]. Currently, it has been demonstrated
the joint and reciprocal action of ATM and FA proteins in
the DNA repair pathway during replication [30, 31].

In our study, the FISH analysis also showed the
monoallelic loss of the KMT2A gene. The KMT2A
locus is involved in more than 60 different chromo-
somal translocations in pediatric acute leukemias [17].
In AML, the t(9;11) usually results from KMT2A gene
translocation, being the (p22;q23) the breakpoint fre-
quently described [11]. Interestingly, it was detected
the monoallellic deletion of KMT2A gene in our study.

Wang et al. showed that deletions of chromosome 11q
lack cryptic KMT2A rearrangements in patients with
MDS and suggested that loss of tumor suppressor
genes located in 11q through deletions and secondary
allelic loss of heterozygosity is likely more important in
pathogenesis and disease progression [15]. The detec-
tion of all possible types of KMT2A cyto-molecular ab-
normalities is of key importance for the identification
of biological subgroups, which may differ in clinical
outcome [30].

In the literature, data on FISH studies in FA are quite
limited [14]. In our study, the analysis by the FISH tech-
nique was essential allowing the identification at the mo-
lecular level of the monoallelic deletion involving the
KMT2A and ATM genes. With the FISH results it was
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possible to note that this chromosomal abnormality was
not a simple reciprocal translocation involving the regions
of chromosomes 9p24 and 11q22, but an unbalanced
chromosomal alteration due to the monoallelic loss of
ATM and KMT2A genes. FISH continues to be considered
an important technique for molecular investigation of
small or hidden chromosomal abnormalities [32].

Taken together, the monoallelic deletions of the genes
KMT2A and ATM, probably, contributed to the defects
in the genomic instability of the chromatin remodeling,
conferring a poor prognosis, being associated to a rapid
leukemic transformation and a poor response to treatment.
Furthermore, with our results we contribute to the litera-
ture showing an yet unreported der(9)t(9;11)(p24;q?22),
der(11)t(9;11)(p24;q?22) with monoallelic loss of ATM and
KMT2A genes.
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