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RESUMO

Heredia FF. Estudo de proteinas relacionadas ao fuso mitético
(AURORA A e AURORA B) e ponto de checagem mitético (CDC20 e
MAD2L1) em pacientes portadores de Sindrome mielodisplasica.
Fortaleza; 2012. [Tese de Doutorado-Programa de Pds-Graduagao
Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da Fundagao Anténio Prudente em

Parceria com Escola Cearense de Oncologial.

Sindrome mielodisplasica (SMD) representa um grupo heterogéneo de
doencas hematopoéticas clonais caracterizadas por alteragdes displasicas e
citopenias no sangue periférico. A patogénese da SMD envolve multiplas
etapas e ainda nao esta claramente definido como a doenga progride para o
estagio avancado e para leucemia mieldide aguda. A presencga de alteragoes
citogenéticas desempenha importante papel no prognoéstico e seguimento
desses pacientes. Alguns estudos demonstram que alteragdes na expressao
de proteinas relacionadas ao fuso mitético (AURORA A e AURORA B) e ao
ponto de checagem mitético (CDC20 e MAD2L1) estdo envolvidas na
instabilidade cromossdmica, aneuploidia e progressao tumoral em diferentes
tumores solidos e neoplasias hematoldgicas. No entanto, pesquisas que
investiguem a expressdo destes genes em pacientes com SMD s&o
escassas, e estudos que avaliem essas proteinas podem contribuir para o
endentimento da fisiopatologia da doencga. Nesse sentido, este trabalho teve
como objetivo avaliar o perfil de expressao destes genes em pacientes com
SMD, e investigar sua relagcdo com as variaveis clinicas e laboratoriais da
doenca. O estudo das alteragdes cromossémicas foi realizado por
bandamento G, a analise de amplificacdo para os genes AURKA e AURKB
foi realizada através da técnica de hidridizacdo in situ por fluorescéncia
(FISH), e a expressédo dos genes AURKA, AURKB, CDC20 e MAD2L1 foi
realizada, através de PCR Quantitativo em Tempo Real, em 61 amostras de

medula 6ssea de pacientes portadores de SMD. Assim como em outras



neoplasias, a maioria dos pacientes estudados (55,8%) apresentaram
cariotipo alterado, refletindo a instabilidade cromossdmica decorrentes do
processo de patogénese da doenca. Apesar da heterogeneidade intrinseca a
doenca e do numero reduzido de pacientes de alto risco (grupos INT-2 e
HIGH da classificagdo IPSS), os pacientes com SMD apresentaram maior
expressao dos genes CDC20 e MAD2L1 quando comparados a individuos
sadios, para todas as variaveis analisadas (celularidade, numero de
citopenias, dependéncia transfusional, citogenética, classificacdo OMS,
indice progndstico IPSS). Ademais, a celularidade apresentou diferencga
significativa entre os grupos de pacientes, sendo os grupos hipercelular e
normocelular mais expressos que o grupo hipocelular. Esse dado corrobora
com outros estudos, que sugerem que SMD variante hipocelular pode ser
uma entidade com caracteristicas e patogénese distintas dos demais
subtipos de SMD. A presenca de amplificagdo do gene AURKA foi
observada em aproximadamente 10% dos casos, 0s quais também
apresentaram niveis de expressédo significativamente (p=0,038) mais
elevados do que o grupo controle. Esse dado sugere que a superexpressao
de AURKA pode estar relacionada ao processo de tumorigénese da doenca.
Suporte financeiro: CNPq e FUNCAP.



SUMMARY

Heredia FF. [Mitotic spindle (AURORA A e AURORA B) and mitotic
checkpoint (CDC20 and MAD2L1) related protein study in patients with
myelodysplastic syndrome]. Fortaleza; 2012. [Tese de Doutorado-
Programa de Pés-Graduacgao Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da
Fundacdo Anténio Prudente em Parceria com Escola Cearense de

Oncologia].

Myelodysplastic syndrome (MDS) represents a heterogeneous group of
clonal hematopoietic disorders characterized by cytopenias and dysplastic
changes in the peripheral blood. The pathogenesis of MDS involves multiple
steps and is still not clearly defined how the disease progresses to advanced
stage and acute myeloid leukemia. The presence of cytogenetic changes
plays an important role in the prognosis and follow-up of these patients.
Some studies show that alterations in the expression of proteins related to
the mitotic spindle (Aurora A and Aurora B) and the mitotic checkpoint
(MAD2L1 and CDC20) are involved in chromosomal instability, aneuploidy
and tumor progression in various solid tumors and hematologic malignancies.
However, research to investigate the expression of these genes in patients
with MDS are scarce, and studies that evaluate these proteins may
contribute to the knowlegde of the disease pathophysiology. Thus, this study
aimed to evaluate the expression profile of these genes in patients with MDS,
and investigate its relationship with clinical and laboratory variables of
disease. The cytogenetics analysis was carried out by G-banding, the
analysis of AURKA and AURKB amplification genes was performed using the
technique of fluorescent in situ hybridization (FISH), and the expression of
genes AURKA, AURKB, CDC20 and MAD2L 1 was performed by Quantitative
Real-Time PCR in 61 samples of bone marrow from patients with
myelodysplastic syndromes. As in other cancers, most patients (55.8%) had

karyotype changes, reflecting chromosomal instability resulting from the



process of pathogenesis. Despite the intrinsic heterogeneity of the disease
and the small number of high-risk patients (IPSS classification groups INT-2
and HIGH), patients with MDS showed higher expression of genes MAD2L 1
and CDC20 when compared to healthy subjects for all variables (cellularity,
number of cytopenias, transfusion dependence, cytogenetics, WHO
classification, IPSS prognostic index). Moreover, the cellularity showed a
significant difference between groups of patients, normocellular and
hypercellular groups expressed more than the hypocellular group. This
corroborate to other studies which suggest that SMD hypocellular variant
may be an entity with distinct characteristics and pathogenesis from other
MDS subtypes. The presence of AURKA gene amplification was observed in
approximately 10% (4/41) of the cases, which also showed expression levels
significantly higher (p = 0.038) than the group control. These data suggest
that overexpression of AURKA may be related to the disease process of

tumorigenesis. Financial support: CNPq and FUNCAP.
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1 INTRODUGAO

1.1 SINDROME MIELODISPLASICA

1.1.1 Aspectos Gerais

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é uma doenga clonal
caracterizada por alteragcbes morfolégicas de dispoese e citopenias no
sangue periférico (SWERDLOW et al. 2008).

A hematopoese ineficaz é atribuida a uma suscetibilidade anormal a
apoptose nas células progenitoras e a capacidade de resposta limitada
dessas células a fatores de crescimento. Acredita-se que esses sinais proé-
apoptaoticos resultam de uma sinalizacdo anormal, causada pelo excesso de
citocinas pré-inflamatérias e/ou resposta imune alterada das células T. Por
isso, apesar das citopenias apresentadas no sangue periférico, na maioria
dos pacientes a medula apresenta-se hipercelular (TEFFERI e VARDIMAN
2009).

A anemia com necessidade frequente de transfusbes, os
sangramentos devido a plaquetopenia e as infec¢gdes recorrentes estéo
entre as principais complicacdes advindas dessa doenca, além do risco de
transformacdo em leucemia aguda (LA), o qual ocorre em 30% dos
pacientes, em média (GREENBERG et al. 1997).

Anemia isolada € a apresentacdo mais comumente observada em

pacientes com SMD, que s&o classificados como anemia refrataria (10-20%)



ou anemia refrataria com sideroblastos em anel (3-11%). Aproximadamente
30% dos casos de SMD sao pacientes com displasia em duas ou mais
linhagens (CRDM) (SWERDLOW et al. 2008; STEENSMA 2009).

Pacientes que apresentam neutropenia estdo mais susceptiveis a
infeccbes. Como regra geral, quanto maior a duragdo da neutropenia,
maiores sao os riscos de complicagcbes potencialmente fatais. Velocidade
com que o numero de neutréfilos diminui € numero absoluto de neutréfilos
sao fatores que determinam maior ou menor risco de infeccdo em pacientes
neutropénicos (CORDOBA et al. 2012; DAYYANI et al. 2012).

A presenca de plaquetopenia € mais rara em pacientes com SMD, e
estd relacionada ao aumento do risco de hemorragia. As manifestagdes
hemorragicas habitualmente relacionadas a plaquetopenia sdo as petéquias,
esquimoses e sangramentos de mucosas.

O diagnéstico de SMD deve ser realizado levando-se em
consideragao o hemograma, o mielograma, a bidpsia de medula 6ssea e o
cariotipo de células de medula 6ssea por banda-G (GERMING et al. 2008).
O critério morfolégico minimo para o diagnéstico de SMD é a presencga de
displasia em 10% ou mais das células de uma ou mais linhagens
hematopoéticas (SWERDLOW et al. 2008; TEFFERI e VARDIMAN 2009).

A presenca de citopenias associadas a alteracbes displasicas
medulares também pode ser devido a condi¢gdes nao clonais secundarias e
reversiveis. A deficiéncia de vitamina B12 e/ou folato, a exposicao recente a
metais pesados, terapia citotoxica ou fatores de crescimento devem ser

considerados fatores de exclusdo absolutos. O etilismo, doencas



inflamatdrias crénicas, auto-imunes, insuficiéncia hepatica ou renal,
disfuncbes hormonais e infecgdes virais, incluindo a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), doencas hereditarias, como anemia
diseritropoética congenita, devem ser descartados ou interpretados com
cautela (MAGALHAES e LORAND-METZE 2004; TEFFERI e VARDIMAN
2009).

Algumas doencgas de célula-tronco também devem ser consideradas
no diagndstico diferencial. Nos casos de SMD hipocelular, a exclusdo de
hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) e anemia aplasica podem
constituir situagdes de diagnédstico dificil por apresentarem achados
similares ou que se sobrepdem. Com frequéncia, somente a evolucdo da
condicdo permite a distingdo entre essas doencas (Figura 1) (MAGALHAES

e LORAND-METZE 2004).

Legenda: HPN (hemoglobinuria paroxistica noturna); SMD (sindromes mielodisplasicas);
SMP (sindromes mieloproliferativas); AA (anemia aplastica).
Fonte: MAGALHAES e LORAND-METZE (2004).

Figura 1 - Doengas da célula progenitora hematopoética: sobreposi¢cédo de

achados e situagao de diagndstico dificil.



1.1.2 Epidemiologia e Etiologia

Desde 2001, a SMD tem sido reportada no programa norte-americano
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) do Instituto Nacional
do Cancer. De acordo com os dados do SEER, aproximadamente 12.000
pacientes sao diagnosticados com SMD por ano nos Estados Unidos e
aproximadamente 20.000 na comunidade européia. Esses dados indicam
que ha, significativamente, mais pacientes com SMD do que com leucemias
agudas e neoplasias mieloproliferativas (GERMING et al. 2008; KOMROKJI
et al. 2010).

A SMD acomete habitualmente idosos com idade, ao diagndstico,
entre 60 e 75 anos. Sua incidéncia em pacientes acima de 70 anos esta

estimada em mais de 25 casos por 100.000 pessoas/ano (Quadro 1).

Quadro 1 - Taxa de incidéncia de Sindrome Mielodisplasica nos EUA por
idade ao diagnostico, no periodo de 2004-2008.

IDADE AO AMBOS SEXOS MASCULINO FEMININO
DIAGNOSTICO TAXA N°® TAXA N° TAXA N°
<40 0.2 362 0.2 190 0.2 172
40-49 0.8 465 0.7 212 0.9 253
50-59 25 1221 2.8 668 22 553
60-69 9.2 2619 11.0 1477 7.6 1142
70-79 27.1 5149 36.6 3021 19.8 2128
+ 80 49.8 6414 77.5 3480 35.2 2934

Fonte: SEER (2011)

A incidéncia de SMD tem aumentado principalmente devido ao
envelhecimento da populagcdo mundial, melhorias na assisténcia geriatrica,

maior divulgacdo e conscientizagdo da doenga entre a classe médica e



utilizacdo de esquemas combinados de quimioterapia e radioterapia para o
tratamento dos demais tumores (MUTFI 2004; SOLE et al. 2005;
VASSALLO e MAGALHAES 2009).

Outro aspecto interessante é a variacao étnica da doenca. Nos paises
asiaticos, pacientes com SMD sao, ao diagndstico, em média 10 anos mais
jovens do que a idade média observada na Alemanha (GERMING et al.
2008).

Quanto a sua etiologia, a SMD pode ser classificada como SMD
primaria (de novo) ou SMD secundaria (relacionada a terapia).

A SMD de novo possui uma etiologia variada e ndo completamente
definida. JA a SMD secundaria esta associada a tratamentos agressivos
contra outros canceres, apresentando uma alta correlacido com exposi¢ao a
radiacdo, agentes alquilantes ou inibidores de topoisomerase Il (LOOK
2005; PINHEIRO e CHAUFFAILLE 2006), e seu desenvolvimento
geralmente ocorre de quatro a sete anos apds a exposi¢ao inicial ao agente.

Atualmente, 80-90% dos pacientes diagnosticados s&o SMD de novo,
enquanto 10-20% representam casos relacionados a terapia (SMD
secundaria) (MUTFI 2004; PEDERSEN-BJERGAARD et al. 2007).

A SMD secundaria acomete pacientes mais jovens; ha maior
incidéncia de transformacao para LMA; as citopenias sao mais severas; as
displasia mais acentuadas, geralmente acometendo as 3 linhagens; ha
maior incidéncia de cariétipo alterado e de alteragdes citogenéticas

complexas. No geral, pacientes com SMD secundaria apresentam pior



prognoéstico do que pacientes com SMD de novo (MUTFI 2004; TEFFERI e

VARDIMAN 2009).

1.1.3 Classificagao

Propostas de classificagdo com implicagbes progndsticas visam
identificar subgrupos de pacientes, orientar diferentes opg¢des terapéuticas e
permitir analise comparativa de resultados (VASSALLO e MAGALHAES
2009).

A evolugdo na classificagdo da SMD reflete diretamente o
entendimento sobre a doenga (Tabela 1). A classificagdo do grupo franco-
americano-britanico (FAB) de 1982 foi a primeira tentativa de classificagéao
sistematica da doenga. Baseada nas observagdes clinicas, citomorfologicas
e nas porcentagens de blastos da medula e sangue periférico, essa
classificagao distingue cinco subgrupos: 1) anemia refrataria (AR): pacientes
com anemia, menos de 5% de mieloblastos e menos que 15% de
sideroblastos em anel; 2) anemia refrataria com sideroblastos em anel
(ARSA): pacientes com 15% ou mais de sideroblastos em anel; 3) anemia
refratdria com excesso de blastos (AREB): pacientes com 5-20% de
mieloblastos na medula e 1-4% de blastos no sangue periférico; 4) AREB
em transformacado (AREB-t): pacientes com 20-30% de mieloblastos na
medula e 5% ou mais de blastos no sangue periférico e 5) leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC): pacientes com monocitose absoluta
persistente no sangue periférico (>1x10%L). A classificacdo FAB pode

claramente diferenciar os grupos entre baixo risco (AR e ARSA) e alto risco



(AREB e AREB-t) de transformacdo para LMA, no entanto, apresenta
algumas limitagdes. Nao aborda critérios importantes como o numero de
linhagens acometidas e a presenga de alteragao citogenética. Além disso, o
subgrupo AREB é muito heterogéneo, o comportamento e evolugdo do
subgrupo LMMC n&o é bem caracterizado, e de 5 a 10% dos casos nao se
encaixam em nenhuma das categorias (BENNETT et al. 1982).

A classificacdo da Organizagao Mundial da Saude (OMS) em 2001
incluiu em sua estratificagdo alguns desses critérios (JAFFE et al. 2001). AR
e ARSA passaram a agrupar apenas pacientes com displasia na linhagem
eritrdide. Dois novos grupos foram criados: citopenia refrataria com displasia
multiinhagem (CRDM) e CRDM com sideroblastos em anel (CRDM-SA).
Nesses grupos, além da displasia na linhagem eritréide, os pacientes
também apresentam mais de 10% de displasia nas linhagens mieldide e/ou
megacariocitica. Essa classificagao reconheceu os casos de displasia uni ou
bilinhagem (mieléide e/ou megacariocitica) sem o comprometimento da
linhagem eritréide, agrupando esses pacientes como SMD inclassificavel
(SMD-U). A classificagado OMS também reconheceu como grupo, pacientes
que apresentavam a delegao 5q isolada e menos de 5% de mieloblastos.
Esses pacientes apresentavam bom progndstico, com baixa probabilidade
de evolugao para LMA. O grupo AREB foi dividido em AREB |, com 5-9% de
blastos na medula, e AREB Il, com 10-19% de blastos. O grupo AREB-t foi
excluido, e o limiar para diagnéstico de LMA foi reduzido de 30% para 20%
de mieloblastos. Essa reducéao foi proposta apds observar-se que pacientes

no grupo AREB-t apresentavam resposta ao tratamento semelhante aos



pacientes com LMA. A LMMC, por suas caracteristicas clinicas e biolégicas,
foi retirada da classificagdo SMD e colocada numa nova categoria: doengas
mielodisplasicas/mieloproliferativas, a qual foram agrupados pacientes com
LMMC  (leucemia  mielomonocitica  crdnica), LMMJ (leucemia
mielomonocitica juvenil) e LMCa (leucemia mieldide crénica atipica (JAFFE
et al. 2001).

A classificacdo OMS foi revisada em 2008, reagrupando todas as
citopenias refratarias com displasia unilinhagem (CRDU): AR (anemia
refrataria), NR (neutropenia refrataria) e TR (trombocitopenia refrataria); e
SMD inclassificavel (SMD-U) passou a agrupar pacientes com citopenia
persistente (> 6 meses), sem displasia, mas com alteragdo citogenética
(SWERDLOW et al. 2008).

Casos com citopenias inexplicadas e persistentes, que nao
preenchem os critérios minimos para SMD, passaram a ser denominados de
citopenias refratarias de significado indeterminado (ICUS, do inglés
idiopathic cytopenia of undetermined significance). A denominagao de ICUS
nao sugere necessariamente uma doenga clonal, mas implica em algum
risco de evolugao para SMD (VALENT et al. 2012).

A heterogeneidade clinica da SMD, observada na tentativa de
classifica-la nos diferentes subtipos, € um reflexo do espectro de
mecanismos moleculares envolvidos na patogénese dessa doenga. O tipo e
grau de comprometimento dos mecanismos envolvidos podem determinar

como a doenga se manifesta clinicamente, incluindo a intensidade e numero



de citopenias presentes, e se a doenga tera um comportamento indolente ou

agressivo (rapida progressao) (BEJAR et al. 2011).

Tabela 1 - Evolugao na classificacdo da Sindrome Mielodisplasica.

FAB 1982 OMS 2002 OMS 2008 DISPLASIA-LINHAGEM % blastos % blastos
(OMS 2008) MO SP
AR AR CRDU
SMD-U AR Eritroide <5 <1
CRDM NR/TR nao eritréide <5 <1
del 5q CRDM eritréide + outra <5 <1
del 5q isolada eritroide + mega <5 <1
SMD-U unilinhagem + pancito ou <5 <1
CRDM/CRDU com 1% blastos SP
ARSA ARSA ARSA eritréide* <5 <1
CRDM-SA * > 15% sideroblasto em anel <5 <1
AREB AREB 1 AREB 1 > 1 linhagem 5-9 2-4
AREB 2 AREB 2 2 1 linhagem 10-19 5-19
AREB-t LMA LMA mieldide + outra =20
LMMC SMD/DMP SMD/NMP variavel (monocitose >1 x 10%/L) <20
LMMC LMMC
LMMJ LMMJ
LMCa LMC BCR/AbI neg

SMD/DMP-U  SMD/NMP-U

Legenda: AR (anemia refrataria), ARSA (anemia refrataria com sideroblastos em anel),
AREB (anemia refrataria com excesso de blastos), AREB-t (AREB em transformagéo),
LMMC (leucemia mielomonocitica crénica), SMD-U (SMD inclassificavel), CRDM (citopenia
refrataria com displasia multilinhagem), del 5q (delecao 5q isolada), CRDM-SA (CRDM com
sideroblastos em anel), LMA (leucemia mieldide aguda), SMD/DMP (SMD/doencgas
mieloproliferativas), LMMJ (leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (leucemia mieldide
cronica atipica), SMD/DMP-U (SMD/doengas mieloproliferativas inclassificaveis), CRDU
(citopenias refratéarias com displasia unilinhagem), NR (neutropenia refrataria), TR
(trombocitopenia refrataria), SMD/NMP (SMD/neoplasias mieloproliferativas), SMD/NMP-U
(SMD/neoplasias mieloproliferativas inclassificaveis).

Fonte: Adaptado de KOMROKUJI et al. (2010).
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1.2 PATOGENESE

As causas da SMD permanecem pouco elucidadas e nao esta
claramente definido como a doenga progride do estagio inicial para o estagio
avangado da doenca e para LMA (AGGARWAL et al. 2011).

A patogénese da SMD envolve multiplas etapas, através de uma
sequéncia de alteragbes no DNA das células-tronco hematopoéticas (CTH),
que conduzem a mudangas funcionais na célula e ao surgimento e
conseqiiente evolugdo do clone pré-maligno (MUTFI 2004). E improvavel
que alteragbes genéticas individuais sejam, sozinhas, responsaveis pelas
mudangas que resultam no desenvolvimento dessa doenga. Ao invés disso,
talvez seja preciso a combinagdo de duas ou mais mutagdes, juntamente
com mudangas no status epigenético e no ambiente celular, para favorecer o
desenvolvimento da SMD (Figura 2).

Dentre as etapas associadas a patogénese da SMD estdo: aumento
da auto-renovacdo das CTH ou aquisicdo de auto-renovacdo de células
progenitoras, aumento na capacidade proliferativa do clone doente e/ou da
sua progénie mais diferenciada, comprometimento do processo de
diferenciagdo, instabilidade genética e epigenética, mecanismos anti-
apoptaoticos, evasdo do sistema imune e supressdao da hematopoese normal
(BEJAR et al. 2011).

A capacidade de auto-renovacao deve estar presente nas células que
iniciam a SMD. Essas células podem originar-se de uma célula-tronco com

capacidade de auto-renovagédo ou pode originar-se a partir de uma célula
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progenitora mieléide mais diferenciada que adquira a capacidade de auto-
renovacdo. A expansao clonal pode ocorrer através do aumento na
proliferacdo ou por resisténcia a apoptose, e 0 microambiente medular pode
favorecer o desenvolvimento do clone neoplasico (BEJAR et al. 2011).
Devido a grande complexidade das alteragdes genéticas na SMD,
considerar como cada mutagao contribui para a patogénese da doenca e
como elas cooperam com outras mutagdes e com as mudangas no

microambiente, seja mais elucidativo (BEJAR et al. 2011).

MUTAGAO
CTH
S
ALTERAGOES NO ALTERACOES NO
f ESTROMA SISTEMA IMUNE
HAPLOINSUFICIENCIA MIELOPOESE
ALT. EPIGENETICAS
el ALTERAGOES
> NAS CITOCINAS

'

AUMENTO DE APOPTOSE E HEMATOPOESE INEFICAZ

EVOLUGAO

CLONAL

l

TRANSFORMACAO LEUCEMICA

Legenda: CTH: células-tronco hematopoéticas.
Fonte: Adaptado de TEFFERI e VARDIMAN (2009).

Figura 2 - Mecanismos envolvidos na patogénese da SMD.
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1.2.1 Alteragcao epigenética - importante mecanismo para a
patogénese da SMD

A transformacdo leucémica na SMD envolve tanto alteragoes
genéticas quanto epigenéticas, em um processo de multiplas etapas
(AGGARWAL et al. 2011).

O termo epigenético refere-se ao componente hereditario do fendétipo
celular que ndo sdo modificados pelas mudangas na sequéncia gendmica do
DNA (BEJAR et al. 2011). Os mecanismos moleculares mais importantes
nos processos epigenéticos em SMD sao o bloqueio da expressao génica
através da metilacdo dos residuos de citosina no DNA e da modificagao
covalente das histonas (BEJAR et al. 2011).

A metilagdo do DNA é um mecanismo epigenético bem estabelecido
que regula a transcricdo génica. As DNA metiltransferases (DNMTs)
convertem as bases de citosina em 5-metilcitosina, quando estas
encontram-se na primeira base dos dinucleotideos CpG. Essas ilhas CpGs
estdo localizadas agrupadas proximo ou nas proprias regides promotoras
dos genes. Metilagado das ilhas CpGs pode alterar a interagdo de proteinas
com o DNA, tais como fatores de transcricdo e enzimas de modificacdo das
histonas. Normalmente, a metilacdo das ilhas CpGs resulta em
silenciamento génico e representa um dos mecanismos de perda da
expressao dos genes supressores tumorais.

Nos casos de SMD de alto risco, a hipermetilagdo de alguns genes

supressores tumorais esta associada a pior sobrevida e aumento de risco de
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transformacao para leucemia (TEFFERI e VARDIMAN 2009; AGGARWAL et
al. 2011; BEJAR et al. 2011).

Genes inibidores de quinase dependente de ciclina (CDKIls)
p15INK4B e p16INK4A sao supressores tumorais frequentemente inativados
por alteragbes génicas. Os CDKIls formam complexos com as CDKs
(quinase dependente de ciclinas) e contribuem para inibir o crescimento
celular. p15INK4B ¢ inibidor de CDK4 e CDK6. p15INK4B encontra-se
metilado em aproximadamente 30-50% dos pacientes com SMD, e esta
correlacionado a porcentagem de blastos na medula, risco de evolugao para
LMA e pior prognéstico (HIRAI 2003; MUTFI 2004).

Desacetilagcdo de histonas € outra alteragdo pds-transcricional
observada em SMD e esta associada com a redugdao da atividade
transcricional. A acetilacdo das histonas permite o acesso a cromatina e
aumenta a atividade transcricional. Para manter o balanco dindmico entre
acetilacao e desacetilagcédo, histonas deacetilase (HDACs) sao recrutadas
para regulacdo das regides génicas através de complexos co-repressores
que diminuem a acessibilidade a cromatina, resultando no silenciamento

transcricional (AGGARWAL et al. 2011).

1.2.2 Microambiente medular na patogénese da SMD

A hematopoese é regulada por elementos do nicho na medula dssea.
Esses nichos sao constituidos por diferentes tipos de células estromais, tais
como células epiteliais, macrofagos, adipécitos, fibroblastos, osteoblastos e

condrécitos, e também possuem vasos sanguineos e elementos da matriz
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extracelular. Essas células estromais participam da regulagdo da
hematopoese através da secrecdo de varios tipos de citocinas e proteinas
ligantes para as células hematopoéticas imaturas (AGGARWAL et al. 2011).

A angiogénese, por exemplo, € mediada por macréfagos, os quais
produzem citocinas pro-inflamatorias, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblasto. Esses fatores
angiogénicos estdo elevados em SMD de alto risco quando comparados
com SMD de baixo risco, o que resulta no aumento da vascularizacdo e
densidade de microvasos. Além disso, alguns fatores angiogénicos,
incluindo o VEGF, provavelmente, contribuem para o microambiente
imunossupressor nos casos de SMD de alto risco (AGGARWAL et al. 2011).

E conhecido que muitas células tumorais “modificam” seu nicho
adjacente tornando-o um local mais adequado para a progressao tumoral,
através de fatores de crescimento, interleucinas e proteases, liberadas pelas
proprias células tumorais.

No entanto, mudancas no estroma ndo s&o sempre uma
consequéncia de uma hematopoese anormal. Em estudos recentes,
pesquisadores sugerem que células estromais alteradas podem atuar como
um mutagénico (ISHIBASHI et al. 2011). Utilizando a estratégia de knockout,
RAAIJMAKERS et al. (2010) produziram precursores de osteoclastos com
delecédo do gene Dicer1 (essencial para a biogénese de microRNAs e
processamento de RNAs), impedindo a diferenciagdo osteogénica.

RAAIJMAKERS et al. (2010) demonstraram como uma primeira alteragéo na
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célula estromal pode desenvolver displasia em células hematopoéticas
normais e até direcionar a evolucio clonal dessas células.
Acredita-se que haja outros mecanismos do microambiente medular

que colaborem para a patogénese da doenca.

1.2.3 Sistema imunolégico na patogénese da SMD

Alguns estudos demonstraram uma significativa desregulagdo do
sistema imune nos pacientes com SMD (Quadro 2). Embora haja evidéncias
do papel do sistema imunoldégico na patogénese da SMD, o exato
mecanismo através do qual a resposta imune contribui para a progressao da

doenca ainda nao esta claro (AGGARWAL et al. 2011).

Quadro 2 - Papel do sistema imunolégico em pacientes com SMD de baixo
e alto risco.

SMD SMD ]
REFERENCIA
BAIXO RISCO | ALTO RISCO

RESPOSTA IMUNE INATA

Epling-Burnette et al. (2007); Chamuleau et

CELULAS NK 1 {

al. (2009)
MACROFAGOS T N Kitagawa et al. (1993); Sadahira et al. (1999)
CELULAS DENDRITICAS \ 2 Micheva et al. (2004); Ma L et al. (2007)

RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Sternberg et al. (2005); Disperati et al.
CELULAS B { {
(2006)

CELULAS Treg (CD4+FoxP3+) Kotsianidis et al. (2009); Zou et al. (2009)

CELULAS Th17 Kordasti et al. (2009)

CELULAS T CD8+ Chamuleau et al. (2009); Zheng et al. (2010)

> o o «
“ ] | -

CELULAS NK Chan et al. (2010)

Legenda: T aumento da freqiiéncia de células | diminuigéo da freqiiéncia de células
Fonte: Adaptado de AGGARWAL et al. (2011).
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Sabe-se que disturbios na resposta do sistema imune podem
contribuir para as citopenias presentes no sangue periférico dos pacientes
de SMD baixo risco. Na tentativa de eliminar o potencial clone nocivo, a
atividade das células T, por exemplo, pode desencadear um processo de
apoptose tanto de células displasicas quanto de células normais.

Os elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias, presentes em
pacientes com SMD de baixo risco, induzem a maturacdo das células
dendriticas, fundamentais para o processo de ativacdo das células T
antigeno especifico. E provavel que a apresentagdo cruzada de auto-
antigenos (oriundos de células displasicas que entraram em apoptose por
meio da atividade de células T citotoxicas (CD8") e auxiliares (CD4")) acione
uma resposta imune adaptativa, resultando no aumento de apoptose, nédo
apenas das células displasicas, mas também dos precursores normais
(AGGARWAL et al. 2011).

Essas citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12 e INF-
y) também irdo promover a expansao clonal das células T, elevando ainda
mais o indice de apoptose. Proliferacdo e aumento da citotoxicidade de
células T (CD8") tém sido observados em pacientes com SMD (AGGARWAL
et al. 2011).

Medula de pacientes com SMD também apresentam maior
quantidade de macrofagos, o que pode ser um resultado do aumento dos
niveis de MCS-F. Além disso, fibroblastos e macrofagos de pacientes com
SMD secretam maiores quantidade de TNF-a, IL-6 e IFN-y (MUTFI 2004;

BERNASCONI 2008).
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1.2.4 Mutagoes

A citogenética classica detecta alteragcbes cromossdmicas em pelo
menos metade dos pacientes com SMD (STEENSMA 2009). Pesquisadores
tém demonstrado a importdncia de mutagdes pontuais e alteragdes
epigenéticas na expressdo génica, que nado sao observadas pela
citogenética classica (BEJAR et al. 2011).

O arranjo de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) pode detectar a
perda ou ganho de copias de um determinado gene (TEFFERI e VARDIMAN
2009). Com o uso dessa tecnologia, mais sensivel que a citogenética
classica, varias delegbes de regides e genes potencialmente envolvidos na
génese da SMD foram identificadas, tais como as dos genes reguladores de
transcricdo ASXL1, TET2, RUNX1 e EZH2 (AGGARWAL et al. 2011; BEJAR
et al. 2011; NIMER 2011).

Os reguladores de transcricdo desempenham importante papel tanto
no desenvolvimento celular quanto na regulagdo da expressao de genes
especificos das linhagens celulares (HIRAI 2003).

Mutacbes no gene ASXL1 (additional sex-comb like-1), localizado no
cromossomo 20q11, tém sido descritas em aproximadamente 10% dos
casos de SMD (NIMER 2011). ASXL1 codifica um membro da familia de
proteinas policomb que se liga a cromatina e esta envolvida na regulagao
epigenética da expressao génica. ASXL1 atua por meio de interagao direta
com a histona acetiltransferase codificada pelo gene NCOA7 ou com a

histona demetilase codificada pelo gene LSD1 (BEJAR et al. 2011).
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TET2 (ten-eleven translocation 2), localizado no cromossmo 424, é o
gene mais mutado em SMD, frequentemente encontrado nos casos de SMD
de baixo risco. Mutacbes em TET2 estao presentes em aproximadamente
20% dos pacientes com SMD. TET2 é uma alpha ketoglutarate (aKG)
dioxigenase dependente que converte 5-metilcitosina em  5-
hidroximetilcitosina, alterando a “marca” epigenética criada pelas DNA
metiltransferases (DNMTs) (BEJAR et al. 2011; NIMER 2011).

RUNX1 (Runt-related transcription fator), localizado no cromossomo
21922, € um gene membro da familia de fatores de transcricdo nuclear,
também conhecido como CBFA2 ou AML1, e é o segundo gene mais
comumente mutado em SMD, presente em 7-15% dos pacientes com SMD
de novo e em maior frequéncia em pacientes com SMD secundaria (BEJAR
et al. 2011). Algumas dessas alteragdes, além de perda funcional de AMLA1,
também demonstram efeito dominante negativo sobre AML1 normal (HIRAI
2003; NIMER 2011). Mutagdes no gene RUNX1 sao raras em pacientes com
SMD de baixo risco, mas sdo observadas em aproximadamente 10% dos
pacientes AREB (ISHIBASHI et al. 2011).

EZH?2 (zeste homolog 2) localiza-se na regido distal do brago longo do
cromossomo 7 (7q) e codifica uma histona metiltransferase (HMT) que atua
como subunidade catalitica da PRC2 (polycomb repressive complex 2).
Trimetilacdo da lisina 27 da histona 3 por PRC2 é uma “marcacao”
epigenética associada ao silenciamento génico. Nas doengas
hematoldgicas, EZHZ2 esta freqientemente mutado e parece conferir pior

prognéstico. A perda de fungao de PRC2 tem sido associada ao aumento da
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atividade e expansao das células-tronco hematopoéticas. EZH2 encontra-se
mutado em 6% dos casos de SMD e acima de 10% nos casos de SMD/NMP
(neoplasias mieloproliferativas) (BEJAR et al. 2011).

Além de alteragdes em genes reguladores de transcrigdo, alguns
membros da via de sinalizacio tirosina quinase estdo mutados em SMD.
Essas mutacdes resultam em ativacdo constitutiva do ciclo celular e
subsequente proliferacdo. Mutacbes nessa classe de proteinas geralmente
sdo consideradas eventos tardios no processo de leucemogénese
(PEDERSEN-BJERGAARD et al. 2007).

Pacientes com SMD apresentam, mais frequentemente, mutacdes
nos genes RAS (BEJAR et al. 2011). RAS é um importante componente da
via de sinalizagdo da proliferacdo celular, na qual encontra-se localizada
abaixo dos receptores de tirosina quinase e acima da cascata de quinases
citoplasmaticas, incluindo a MAPKs (proteinas quinases com atividade
mitégena). MAPKs, por sua vez, regulam a atividade dos fatores de
transcricdo nuclear. RAS é ativada ao se ligar a molécula GTP, e inativada
quando ligada a GDP. Proteinas RAS mutadas perdem a atividade GTPase
(de hidrdlise da GTP), desta forma permanecendo ativadas e conferindo
uma ativagao constitutiva da cascata de sinalizagao (HIRAI 2003).

Mutacbes no gene NRAS estdo presentes entre 10-15% dos
pacientes com SMD, e no gene KRAS entre 1-2%. Considerados
isoladamente, essas mutagdes estdo associadas com pior progndstico e

progressao para LMA (HIRAI 2003; BEJAR et al. 2011).
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Outros membros dessa via de sinalizagdo que se encontram
raramente mutados em SMD incluem BRAF, PTPN11 e CBL (BEJAR et al.
2011).

CBL codifica uma ubiquitina ligase associada a tirosina quinase que
regula negativamente a sinalizacdo dessa proteina através da sua
degradacgao. Mutagdes no gene CBL resultam no aumento de receptores de
tirosina quinase e da fosforilagcdo de STATS, a qual acredita-se mediar a
hipersensibilidade das células mutadas a uma variedade de fatores de
crescimento e citocinas. Mutantes de CBL sao normalmente bialélicos, o que
sugere que CBL seja um supressor tumoral. Encontra-se mutado em cerca
de 5% dos pacientes de SMD (BEJAR et al. 2011).

O gene FLT3, que codifica um receptor tirosina quinase, esta
envolvido na proliferacdo e diferenciagao dos precursores hematopoéticos.
Duplicacdo em tandem desse gene € encontrada em aproximadamente 5%
dos pacientes com SMD, e confere prognostico desfavoravel por estar
associada a transformacéao leucémica (HIRAI 2003; PINHEIRO et al. 2007;
PINHEIRO et al. 2008).

A mutagdo JAK-2 V617F esta presente em 50% dos pacientes do
subtipo ARSA-T (anemia refrataria com sideroblastos em anel e
trombocitose - agrupada a categoria de doencas mielodisplasicas-
mieloproliferativas) e em apenas 5% nos demais subtipos de SMD, e parece
nao ter nenhum significado prognéstico (BEJAR et al. 2011).

PTEN (phosphatase and tensin homolog) € um gene suppressor

tumoral que negativamente regula a via de sinalizacdo PI3K
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(phosphoinositide 3-kinase)/AKT, e sua mutacdo € encontrada na minoria
dos paciente com SMD (ISHIBASHI et al. 2011).

Mutagcbes em dois oncogenes de isocitrato dehidrogenase (IDH1 e
IDH2) tém sido observadas em raros casos de SMD. IDH1 e IDH2 sao
enzimas dependentes de NADP® (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfasto) que convertem isocitrato em aKG, e estdo distribuidas no
citoplasma e mitocondria, respectivamente. As enzimas mutadas parecem
alterar sua especificidade ao substrato. IDH mutantes consomem NADPH
enquanto convertem aKG em 2HG (2-hidroxiglutarato), ao invés de gerar
moléculas de NADPH através da conversao de isocitrato em aKG (BEJAR et
al. 2011).

Mutagcbes no gene TP53, localizado no cromossomo 17p, séo
encontradas em uma grande variedade de tumores e estdo associadas a
instabilidade gendmica. Em SMD, TP53 estd mutado em 5-15% dos
pacientes de SMD de novo e em maior frequéncia (20-30%) em pacientes
de SMD que tiveram exposi¢cao prévia a agentes alquilantes e radiagéo
(HIRAI 2003; PEDERSEN-BJERGAARD et al. 2007; BEJAR et al. 2011).

A proteina p53 é ativada por uma variedade de fatores de estresse
celular, podendo causar parada no ciclo celular, ativar resposta de reparo ao
DNA e induzir apoptose (BEJAR et al. 2011). A perda de p53 selvagem, por
mutagbes pontuais ou alteragdes na regido 17p, esta associada com
caridtipo complexo, resisténcia ao tratamento e pior prognéstico (KITA-

SASAl et al. 2001; BEJAR et al. 2011).
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1.2.5 Alteragées cromossoémicas

As alteragbes cromossdmicas (estruturais e numéricas) encontradas
em SMD podem ser distribuidas em 3 tipos: 1) pacientes com alteragdes néo
balanceadas, com perda ou ganho de material cromossémico; 2) pacientes
com alteracdes balanceadas, com rearranjos cromossémicos sem nenhuma
perda ou ganho visivel de material; 3) pacientes com cariétipo normal

(Tabela 2) (PEDERSEN-BJERGAARD et al. 2007).

Tabela 2 - Frequéncia de alteragdes citogenéticas em pacientes com SMD
de novo e SMD secundaria.

NAO ]
BALANCEADA CARIOTIPO
BALANCEADA
(11923, 21922, 17921, 16g22) NORMAL
(59-/-5, 79-/-7, +8)
15-25 % raro 50-60 %
SMD de novo
SMD secundaria 50-70 % raro 5-10 %

Fonte: Adaptado de PEDERSEN-BJERGAARD et al. (2007).

A distribuicdo difere entre os pacientes com SMD de novo e SMD
secundaria. Entre os pacientes com SMD de novo, mais de 50% apresentam
cariétipo normal e 15-25% apresentam alteragbes nao balanceadas. Entre
os pacientes com SMD secundaria, cinquenta a setenta por cento possuem
alteragbes nao balanceadas e cinco a dez por cento possuem cariotipo
normal. Em ambos, alteragdes balanceadas sao raras (PEDERSEN-

BJERGAARD et al. 2007).
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Dentre as alteragbes nao balanceadas, as mais comuns sao a
delecédo do brago longo do cromossomo 5q (del(5q)), monossomia do
cromossomo 7 ou delegdo do brago longo do cromossomo 7 (del(7g-)),
trissomia do 8 (+8), delegdo do 20q (del(20q)), e nulissomia do cromossomo
Y (ROMEO et al. 2002; BEJAR et al. 2011; LIMA et al. 2012).

Delegcdo envolvendo a regiao 5q € a alteragcéo citogenética mais
comum em pacientes com SMD, com uma incidéncia em torno de 15-20%
(ROMEO et al. 2002; HIRAI 2003; BEJAR et al. 2011; LIMA et al. 2012).
Quando isolada, a delegao 5q esta associada com um progndstico favoravel
(AGGARWAL et al. 2011). Dele¢des na regiao 5q afetam genes envolvidos
na patogénese da doenga, tais como: RPS74, gene que codifica um
componente da subunidade ribossomal 40S, envolvido na maturagao
eritroide; SPARC, gene supressor tumoral, envolvido na adeséao,
angiogénese, proliferagdo e regulagdo da matriz extracelular e EGR1 (do
inglés early growth response gene), delecdo de uma coépia desse gene
aumenta a auto-renovagdo das células progenitoras (TEFFERI e
VARDIMAN 2009; AGGARWAL et al. 2011; BEJAR et al. 2011).

Os pontos de quebra séo variaveis entre os pacientes, mas a regiao
mais deletada encontra-se entre as regides 5q31 e 5q33. Varios genes que
codificam receptores e fatores de transcricido hematopoéticos, tais como IL-
3, IL-4, IL-5, M-CSF, GM-CSF e o receptor para M-CSF, estao localizados
no braco longo do cromossomo 5. /IRF-1, um gene com atividade anti-

oncogénica, é localizado na regidao 5q31.1 (HIRAI 2003). O aumento da
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expressao deste gene tem sido associado a presenca de fendbmenos de
auto-imunidade em SMD com e sem 5¢g- (PINHEIRO et al. 2006).

A haploinsuficiéncia (perda de um alelo funcional e a nao alteragao do
alelo remanescente), em vez da inativagdo homozigoética, pode ser outra
possibilidade através da qual os genes que localizam-se na regido 5q
alteram a biologia da célula nos casos de SMD 5qg- (TEFFERI e VARDIMAN
2009; NIMER 2011). Esse tipo de alteracdo pode resultar em hemizigose e
revelagdo de oncogenes, mudangas nos niveis protéicos de expressao de
genes ou inativagao de genes supressores tumorais (MUTFI 2004).

Monossomia e delecao intersticial do 7q estdo associadas com
prognéstico desfavoravel, tanto se isolada ou como parte de cariétipo
complexo, e aproximadamente 10% dos pacientes com SMD possuem
alteragdes no cromossomo 7. Essa frequéncia pode chegar a 50% em
pacientes com SMD secundaria, previamente tratados com agentes
alquilantes (BEJAR et al. 2011).

Delegbes na regiao 20q acometem aproximadamente 5% das SMD
de novo (HIRAI 2003). Alteragbes citogenéticas 20qg- isoladas, assim como
nulissomia do cromossomo Y e cariétipo normal sdo consideradas de
prognéstico favoravel (GREENBERG et al. 1997; BEJAR et al. 2011). A
perda do cromossomo Y é frequentemente considerada um fendémeno
relacionado a idade e nem sempre € indicativo de doenca clonal (TEFFERI e
VARDIMAN 2009).

Delegbdes no brago longo dos cromossomos 11, 12 e 13 sdo menos

freqlentes, mas presentes em pacientes com SMD. O gene RB, localizado
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na regiao 13q14, é deletado em alguns casos de SMD com del(13q) (HIRAI
2003).

Trissomia do 8 é alteragdo numérica mais comumente observada em
SMD. Quando isolada, a trissomia do 8 é encontrada em aproximadamente
8% dos casos de SMD, e é considerada uma alteracao citogenética de risco
intermediario (GREENBERG et al 1997; BEJAR et al. 2011).

Embora alteragcbes balanceadas sejam raras, translocagdoes
envolvendo a regiao 11923 (locus do gene MLL) estdo presentes em uma
fracdo significativa dos casos de SMD com cariétipo complexo. MLL é
reconhecidamente um importante componente da fusdo de proteinas,
participando de transloca¢gdes com mais de 40 diferentes loci (LOOK 2005).

Entre os alvos de rearranjo de MLL estdo os genes Hoxa7 e Hoxa9,
fatores de transcricdo membros da familia de genes HOX (do inglés
homeobox). Os genes HOX sao importantes no controle da morfogénese
nos estagios iniciais da embriogénese, além de participarem do processo de
diferenciagdo das células hematopoéticas (TEFFERI e VARDIMAN 2009).
Estudos publicados sugerem que alguns genes HOX (Hoxa7, Hoxa9 e
Hoxa10) estdao envolvidos na patogénese da SMD (AYTON e CLEARY
2003; DAVIDSON et al. 2003; POPPE et al. 2004; LOOK 2005). Duplicagéo
em tandem do gene MLL também foi encontrada em pacientes de SMD com
cariétipo normal ou com trissomia do cromossomo 11 (HIRAI 2003).

Outro gene envolvido em translocagdes com os genes da familia HOX
€ 0 gene NUP98, localizado na regido 11p15 (HIRAI 2003; BERNASCONI

2008). NUP98 é uma nucleoporina envolvida na importacédo e exportagéo
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nuclear de proteinas e RNAs. Rearranjos envolvendo o gene NUP98 sao
mais freqlientes em pacientes com SMD secundaria ao uso de inibidores

topoisomerase Il (PEDERSEN-BJERGAARD et al. 2007).

A Citogenética e impacto prognéstico na SMD

Desde que 30-50% dos casos de SMD de novo e 80% dos pacientes
com SMD secundaria possuem alteragbes citogenéticas clonais, estudos
dos cromossomos possuem um importante papel no diagndstico,
seguimento, decisdo terapéutica e progndstico dos pacientes portadores
dessa doenga (HIRAI 2003; MUTFI 2004; LOOK 2005; HAASE 2008).

Além disso, o acompanhamento desses pacientes, com repeti¢cdes
periddicas do cariétipo, € fundamental, pois cerca de 30% dos pacientes
adquirem alteragdes adicionais com o passar do tempo e 12% dos casos
com cariétipo normal ao diagndstico adquirem alteragdes subsequentes,
apresentando um prognéstico desfavoravel quando comparados com
individuos que permanecem com cariétipo inalterado (PINHEIRO et al.
2009).

Devido a heterogeneidade da patogénese da SMD, o seu curso
clinico e prognéstico sdo altamente variaveis, e por isso ha necessidade de
se utilizar um modelo de estratificacdo de risco para direcionar a terapia a
ser utilizada (KOMROKUJI et al. 2010).

O estudo multicéntrico internacional realizado pelo grupo IMRAW (do
inglés International MDS Risk Assessment Working) com 816 pacientes,

resultou na elaboragdo do IPSS (do inglés International Prognostic Score
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System), publicado por GREENBERG et al.(1997). O modelo prognéstico e
sistema de escore foram baseados no numero de citopenia, tipo de
alteracao citogenética e porcentagem de blastos na medula 6ssea. O escore
de risco foi ponderado em relacdo ao seu poder estatistico. Baseado na
soma dos escores de risco, pacientes foram divididos em 4 grupos de risco.

Com esse estudo, GREENBERG et al. (1997) demonstraram a
importancia das alteragdes citogenéticas na evolugdo dos pacientes ao
dividirem essas alteragdes em grupos. Os casos com cariotipo indicativo de
bom prognéstico (del (20q), del (5q), -Y e normal), de cariétipo desfavoravel
(alteragbes no cromossomo 7 e caridtipo complexo) e de caribtipo
intermediario (outras alteragcbes) possuem sobrevida média de 3.8, 0.8 € 2.4
anos, respectivamente.

O IPSS é o sistema de classificacdo e estratificacdo de risco mais
usado, porém possui algumas limitagdes. O sistema de escore foi
desenvolvido baseado em uma coorte de pacientes nao tratados, para ser
aplicado no momento do diagndstico e nao foi validado para ser um modelo
flexivel que pudesse ser aplicado em diferentes momentos. O sistema de
pontuagao considera para valor progndstico o numero de citopenias, e nao
leva em consideragao a severidade da citopenia (KOMROKJI et al. 2010).
Além disso, o IPSS incluiu apenas um numero limitado de alteracdes
citogenéticas, incluindo apenas as 5 alteragdes citogenéticas mais comuns
associadas a SMD (STEENSMA 2009).

Devido a heterogeneidade citogenética encontrada em pacientes com

SMD, o impacto de muitas alteragdes raras (freqiéncia menor que 2%
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(HAASE et al. 2007), assim como combinacgdes de alteragdes permanecem
sem “valor’, s6 podem ser delineados com base em estudos cooperativos
multicéntricos de grande escala internacional (HAASE 2008).

Recentemente, SCHANZ et al. (2012) refinaram a estratificagédo
citogenética, criando novos grupos de impacto prognostico. Nesse estudo
foram incluidos 2902 pacientes oriundos de quatro centros de referéncia
internacionais (grupo alemao-austriaco de estudo em SMD, grupo espanhol
de citogenética em SMD, IMRAW e o grupo internacional de citogenética em
SMD). A nova proposta foi validada pelo Centro de Cancer MD Anderson
(Texas-EUA) em um estudo coorte com 1632 pacientes portadores de SMD
primaria nao tratados.

As alteragbes citogenéticas encontradas foram classificadas em 5
subgrupos: muito bom prognéstico (del(11q), -Y); bom progndstico (normal,
del(12p), del(20q), del(5q) isolada ou com 1 alteragdo adicional); cariétipo
intermediario (del(7q), +8, i(17q), +19, +21, clones com 1 alteragdo (exceto
as mencionados como bom progndstico), clones com 2 alteragbes (exceto
del(5q)+1); caridtipo desfavoravel (inv(3)/t(3q)/del(3q), monossomia do
cromossomo 7, -7/del(7q) com 1 alteragao adicional, cariétipo complexo com
3 alteragbes) e muito desfavoravel (cariétipo complexo > 3 alteragdes), com
sobrevida média de 60.8, 48.6, 26, 15.8 e 5.9 meses, respectivamente

(Tabela 3).
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Tabela 3 — Nova proposta de estratificagao citogenética.

TEMPO ATE 25%
SOBREVIDA

DOS PACIENTES

GRUPO DE RISCO ALTERAGCOES CITOGENETICAS MEDIA
DESENVOLVEREM
(meses)
LMA (meses)
MUITO FAVORAVEL del(11q), -Y 60.8 NA

. normal, del(12p), del(20q), del(5q)
FAVORAVEL 48.6 NA
isolada ou com 1 alteragao adicional
del(7q), +8, i(17q), +19, +21, demais
INTERMEDIARIO clones com 1 alteragéo, clones com 26.0 78.0
2 alteragdes (exceto del(5q)+1)
inv(3)t(3q)/del(3q), -7, -7/del(7q)
DESFAVORAVEL com 1 alteragédo adicional, cariétipo 15.8 21.0

complexo (até 3 alteragdes).

MUITO DESFAVORAVEL Cariétipo complexo (>3 alteragdes) 5.9 8.2

Legenda: NA = nado alcangado
Fonte: Adaptado de SCHANZ et al. (2012).

Os dados deste estudo mostraram que a deleg¢ao da regidao 7q € mais
favoravel, quando comparada com a perda de todo o cromossomo 7, no que
diz respeito a sobrevida média e ao risco de transformacéo para LMA.

Clones com -7/del(7q) e alteragcao adicional estdo associados com
pior prognostico. Todos os demais clones com 2 alteragdes mostram ter
impacto prognéstico intermediario. Além disso, SCHANZ et al. (2012)
conseguiram demonstrar que os cariétipos complexos com 3 alteragbes
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao prognéstico quando
comparados com 0s casos com mais de 3 alteracgdes.

Por esse novo modelo progndstico, noventa e um por cento de todos

0s pacientes podem ser estratificados, aumentando o poder de predicdo do
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risco citogenético. No entanto, os novos subgrupos ainda precisam ser

incorporados a um novo sistema de escore.

1.2.6 Proteinas relacionadas ao ponto de checagem mitético

Alteragdes cromossébmicas sao consideradas o principal fator
progndéstico em SMD, porém os mecanismos associados a estas alteragdes
necessitam de maiores estudos. As possiveis causas associadas ao
fendmeno da aneuploidia, por exemplo, ndo sdo completamente entendidas
e pouco tem sido feito no sentido de se avaliar a fisiopatologia deste
fendmeno relacionado a SMD.

A segregacao inapropriada dos cromossomos durante a mitose pode
ser um fator importante. Como mostrado em varios tipos de tumores,
problemas nos pontos de checagem permitem que as células prossigam
com a mitose antes da formacdo da maquinaria apropriada, ocasionando
erros na segregagao cromossémica (WARNER et al. 2003).

O ponto de checagem mitético assegura que 0s Cromossomos sejam
corretamente segregados, evitando que células com cromossomos
desalinhados (nao ligados corretamente aos microtubulos do fuso) finalizem
a mitose. Essa verificagao consiste de trés componentes: um sensor que
detecta a presenca de cromossomos desalinhados; um transdutor que
amplifica o sinal gerado pelo sensor; um inibidor que é capaz de parar o
ciclo celular até que todos os cromossomos estejam corretamente alinhados
(SUDAKIN et al. 2001). Isso garante que um unico cinetocoro (complexo

protéico localizado em torno do centrdbmero dos cromossomos) nao ligado



31

ou ligado de forma incorreta aos microtubulos possa gerar sinais inibitorios
suficientes para evitar que a célula prossiga a mitose (SUDAKIN et al. 2001).

Quando o ponto de checagem mitotico € acionado, a atividade do
Complexo Promotor da Anafase (uma proteina ubiquitina ligase) € inibida,
impedindo a progressdao da metafase para anafase do ciclo celular
(ACQUAVIVA e PINES 2006).

O Complexo Promotor da Anafase (CPA) parece ser um alvo-chave
na intervencdo do ponto de checagem (FANG et al. 1999), sendo sua
atividade intimamente controlada no ciclo celular. A ativacdo de CPA na
mitose é iniciada através de sua fosforilagdo por CDK1/ciclina B (PATRA e
DUNPHY 1998; FARRUGGIO et al. 1999). A fosforilagdo de CPA aumenta
sua afinidade por CDC20, um cofator de reconhecimento protéico (LI et al.
1997). Através da adicdo de subunidades de ubiquitina, o complexo
CPA®P®? indica quais proteinas serdo degradadas, permitindo, desta forma,
a transicdo entre metafase e anafase, e a progressdo do ciclo celular
(PETERS 2006).

A ativagdo do ponto de checagem mitético, através da inibicao de
CPA, é realizada por meio do complexo inibitério CCM (Complexo de
Checagem Mitético), composto pelas proteinas BUB1, BUBR1 (BUB1B),
BUB3, MAD1 (MAD1L1) e MAD2 (MAD2L1), que sequestram as moléculas
de CDC20, impedindo a ativacdo de CPA até o completo e correto
alinhamento dos cromossomos ao fuso mitético (SUDAKIN et al. 2001;
BRAUNSTEIN et al. 2007; MONDAL et al. 2007; MUSACCHIO e SALMON

2007).



32

Durante a mitose, moléculas de MAD2, um componente chave desse
processo, sao recrutadas por MAD1, receptores localizados nos cinetdcoros.
Associadas a MAD1, MAD2 modifica sua conformacao e forma um complexo
estavel (MAD2-MAD1), que sera responsavel pela modificagdo de outras
moléculas de MAD2 livres no citoplasma (Figura 3a).

Os mecanismos bioquimicos e estruturais envolvidos da interagao
entre MAD2, MAD1 e CDC20, revelam que MAD2 assume duas formas
conformacionais distintas, denominadas open-MAD2 (O-MAD2) e closed-
MAD2 (C-MAD2).

Em um primeiro momento, os cinetécoros nao conectados aos
microtubulos ou incorretamente alinhados, recrutam através de MAD1,
moléculas O-MAD2. Ao interagir com MAD1, O-MAD2 modifica sua
conformagao para C-MAD2, e forma, juntamente com MAD1, o complexo
estavel C-MAD2-MAD1. Este complexo, por sua vez, recruta novas
moléculas de O-MAD2, livres no citoplasma, aos cinetécoros. Como
moléculas com conformacdo O-MAD2 nao interagem com CDC20, o
complexo C-MAD2-MAD1 funciona como uma plataforma de conversao das
moléculas de MAD2 (da conformagao O-MAD2 para C-MAD2). Apés ligar-se
a CDC20, o complexo formado (C-MAD2-CDC20) adquire propriedades
cataliticas e também atua como uma plataforma conversora de moléculas
MAD2, amplificando o sinal inibitério a CDC20 (MUSACCHIO e SALMON

2007; LAD et al. 2009) (Figura 3 a,b).
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Legenda: a) Moléculas de MAD1, dispostas em cinetécoros ndo conectados, formam um
complexo estavel com MAD2 (C-MAD2-MAD1). Este complexo recruta e modifica a
estrutura conformacional de moléculas O-MAD2, que se encontram livres no citoplasma, em
moléculas C-MAD2. Por sua vez, moléculas C-MAD2 interagem e inibem CDC20 (C-MAD2-
CDC20). b) O complexo C-MAD2-CDC20 também possui atividade catalitica que o permite
modificar moléculas O-MAD2, em uma reacao de auto-amplificagao.

Fonte: Adaptado de MUSACCHIO e SALMON (2007).

Figura 3 - Esquema de mundancga conformacional de MAD?2.

SUDAKIN et al. (2001) demonstraram que a populagdo de MADZ2 livre
em células HelLa esta presente em niveis de 20 a 50 vezes maiores que a
populacdo de MAD2 encontrada em CCM, porém nao inativam CPA.

Desta forma, MAD2 funciona como um sensor do ponto de checagem
mitotico (CHEN et al. 1996; LI e BENEZRA 1996), monitorando a conecgéo
dos cinetocoros com os microtubulos, impedindo a atividade de CPA (LI et
al. 1997). Enquanto MADZ2 estiver ligado a CDC20, CPA n&o é ativado.

Apo6s todos os cromossomos estarem alinhados corretamente na
metafase, MAD2 dissocia-se de CDC20, permitindo a ativacdo de CPA (LI et

al. 1997; FANG et al. 1999; BRAUNSTEIN et al. 2007).
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Securina, uma das inumeras proteinas marcadas pelo complexo
CPA®P®2? ¢ degradada, o que resulta na liberacdo de separase. Livre e
ativa, separase degrada as moléculas de coesinas, as quais, até o
momento, mantinham as cromatides irmas unidas, permitindo a migracao
das cromatides para os polos e a transicdo de metafase para anafase
(Figura 4). Em vertebrados, a anafase inicia apenas quando securina e
ciclina B estdo quase totalmente degradados (CLUTE e PINES 1999;
HAGTING et al. 2002; BRITO e RIEDER 2006).

Assim, o equilibrio entre CDC20 e seus inibidores é imprescindivel
para assegurar uma adequada ativacdo de CCM em condigdes fisiologicas.

WANG et al. (2000, 2002) encontraram expressao reduzida de MAD2
em 40% (2/5) e 43% (3/7) das linhagens de células de carcinoma de

nasofaringe e cancer de ovario analisadas, respectivamente.
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Legenda: Apds degradacdo de securina, mediada pelo complexo CPA®P“? separase é

liberada e degrada as moléculas de coesinas, permitindo a migragdo das cromatides para
0s polos e a progressao do ciclo celular.
Fonte: Adaptado de ALBERTS et al. (2008)

Figura 4 - Progressdo da metafase para anafase.

Baixas concentracdes de MAD2 reduzem a capacidade de sinalizagao
do ponto de checagem, proporcionando falhas na segregacéo
cromossdmica e o aparecimento de aneuploidias. MICHEL et al. (2001)
demonstraram que perda parcial de MAD2 resulta em degradacdo de
securina e separagao das cromatides irmas prematuramente, resultando em
altos indices de aneuploidia e poliploidia. Ademais, a completa perda de
MAD2 mostrou-se letal durante o desenvolvimento embrionario de

camundongos (DOBLES et al. 2000; MICHEL et al. 20044, b).



36

Mutacdes nos genes da familia MAD e BUB, componentes do ponto
de checagem mitético, sdo extremamente raros, no entanto, niveis reduzidos
de expressao de MAD2 foram encontrados em diferentes tipos de canceres,
sugerindo que mecanismos transcricionais e/ou translacionais estéo
envolvidos na alteragdo de expressdo do gene MAD2 (WANG et al. 2000;
WANG et al. 2002; JEONG et al. 2004; BURUM-AUENSEN et al. 2010;
DIAZ-RODRIGUEZ et al. 2011) (Quadro 3).

JEONG et al. (2004) demonstraram que os baixos niveis
transcricionais de MAD2 encontrados em linhagens celulares de
hepatocarcinoma estavam relacionados ao silenciamento transcricional por
hipermetilacdo do promotor.

DIAZ-RODRIGUEZ et al. (2011) investigaram o perfil de expresséo
génica e protéica de 23 genes relacionados com a dindmica dos cinetécoros
e com o ponto de checagem mitético em doze linhagens celulares de
mieloma multiplo. Dentre elas, duas linhagens apresentaram niveis protéicos
de MAD2 bastante reduzidos, a despeito dos niveis normais de RNAm,
implicando em defeitos de translacdo ou de estabilidade protéica. Essa
reducdo nos niveis de MAD2 foi associada a falhas no processo de
segregacao cromossdmica. Fragmentos de cromossomos e DNA deixados
para tras durante a anafase e telofase, e formagcdo de pontes
cromossOmicas foram frequentemente observadas nessas linhagens.

Superexpressdao de MAD2 também tem sido relatada em diferentes
tipos de canceres (LI e ZHANG 2004; YUAN et al. 2006; PINTO et al. 2007;

SOTILLO et al. 2007; ZHANG et al. 2008; WANG et al. 2009) (Quadro 3).
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Quadro 3 - Perfil de expressao de MAD2L1 em diferentes neoplasias.

NEOPLASIA OBSERVAGAO REFERENCIA

, Expresséo génica e protéica normal (exceto 2 Diaz-Rodriguez
MIELOMA MULTIPLO . .
linhagens) > baixa expressao et al. 2011

TUMOR DE CELULAS
GERMINAIS Baixa expressao protéica
TESTICULARES

Burum-Auensen
etal. 2010

N , Alta expresséo génica e protéica
CANCER GASTRICO Wang et al. 2009
Correlagdo com agressividade tumoral

Alta expressao génica e protéica
o Zhang et al. 2008
Correlagdo com agressividade tumoral

HEPATOCELULAR
Baixa expresséo génica > hipermetilagéo da
Jeong et al. 2004
regido promotora do gene
CARCINOMA RENAL Alta expressdo génica Pinto et al. 2007
CANCER DE MAMA Alta expressao génica e protéica Yuan et al. 2006

. Alta expresséo protéica
CANCER COLORETAL Li e Zhang 2004
Correlagdo com agressividade tumoral

OVARIO Baixa expresséao protéica (43% das linhagens) | Wang et al. 2002
CARCINOMA DE
NASOFARINGE

Baixa expresséo protéica (40% das linhagens) | Wang et al. 2000

Estudo de microarranjo tecidual com diferentes neoplasias
hematologicas (leucemia linfocitica crénica, linfoma folicular, linfoma de
células do manto, linfoma difuso de grandes células, diferentes linfomas de
células T e mieloma) mostrou que apenas os casos de LDGC, um subgrupo
de linfoma folicular grau 3, linfoma de Burkitt e linfoma linfoblastico de
células T apresentavam superexpressdao de MAD2 (SOTILLO et al. 2007).

Em carcinoma hepatocelular, cancer coloretal e gastrico, o aumento
nos niveis protéicos de MAD2 mostrou estar associado ao grau de
diferenciacao histolodgica (tumores menos diferenciados apresentaram niveis

mais elevados de MAD2), presenca de metastase linfonodal (exceto para
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carcinoma hepatocelular) e pior prognéstico (LI e ZHANG 2004; ZHANG et
al. 2008; WANG et al. 2009).

SOTILLO et al. (2007) demonstraram que a superexpressao de MAD2
pode iniciar o processo de tumorigénese e cooperar com outros estimulos
oncogénicos. Fibroblastos murinos expressando elevados niveis de MAD2
mostraram aumento no numero de fragmentos de cromossomos, fusédo de
extremidades (cromossomos acéntricos e dicéntricos), formagédo de pontes
cromossOmicas, assim como quebra de cromatides, resultando em células
mono e binucleadas com alteragcdo no numero de cromossomos. Estes
fibroblastos também apresentaram evidéncia de separagdo da
heterocromatina nos centrébmeros, provavelmente devido a tensédo exercida
pelos microtubulos por um prolongado periodo durante o bloqueio
metafasico.

A superexpressao de MAD2 retarda a progressao da mitose, adiando
a protedlise de ciclina B pelo complexo CPA, no entanto, o complexo de
checagem mitético (CCM) nao bloqueia as células permanentemente.
BRITO e RIEDER (2006) demonstraram que ciclina B é progressivamente
degrada pelos mecanismos proteossoma-dependentes durante o bloqueio
por CCM. Com isso, baixos niveis, porém constantes, de ubiquitilacdo e
protedlise decrescem aos poucos a quantidade de ciclina B necessaria para
manter a mitose bloqueada, permitindo a progressao e finalizagdo da mitose.
A presenca dessas alteragdes cromossémicas descritas por SOTILLO et al.
(2007) refletem a tentativa da célula em contornar o bloqueio mitético

imposto pela superexpressao de MAD2.
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Isso demonstra que mudangas de expressdao de MAD2 estao
diretamente relacionadas a alteragées no processo de divisdo celular, e que
0 grau de comprometimento do ponto de checagem esta intimamente
associado a incidéncia de instabilidade cromossémica.

Além das alteragdes nos niveis de expressdo de MAD2, FANG et al.
(1999) demonstraram que altas concentragées de CDC20 sao suficientes
para ativar CPA, independente do seu estado de fosforilagdo. Em
concentracbes normais, a desfosforilacdo de CPA proporcionaria o
desligamento de CDC20 e a inativacédo de CPA (FANG et al. 1998). Desta
forma, a superexpressao de CDC20 pode pender a balanca para ativagao
imprépria de CPA, sobrepondo os efeitos inibitorios do complexo de
checagem mitético (CCM).

Em seu trabalho, RAJKUMAR et al. (2011) sugerem que a
superexpressao de CDC20 apresenta efeitos mais deletérios a funcdo do
CCM do que a baixa expressdao de MAD2, ja que outros componentes do
CCM (BUB3/BUBR1) também desempenham acgao inibitéria contra CDC20
durante o bloqueio mitético.

CDC20 localiza-se no centrossomo durante a interfase, e nos poélos
do fuso e cinetécoros durante a mitose, e sua superexpressao também
pode, através da ativagcdo prematura de CPA, interferir no ciclo de
duplicagao dos centrossomos (LIU et al. 2010).

Os centrossomos sao organelas constituidas por um par de centriolos
submerso em uma matriz protéica, denominada material pericentriolar

(NIGG 2007), e funcionam como ancora para a nucleagao dos microtubulos,
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centro organizador do fuso mitético e plataforma para o recrutamento de
proteinas estruturais, motoras e cataliticas (WARNER et al. 2003).

Durante o ciclo do centrossomo (Figura 5), a separagao dos centriolos
€ a fase decisiva que permite que um novo ciclo se inicie. Separase € uma
das proteinas envolvidas na separagdo dos centriolos e, portanto,
desregulacdo ou ativagao prematura de separase pode criar condigdes que
permitam varios ciclos de duplicagao dos centriolos durante um unico ciclo
celular e causar a formagdo de fuso multipolar (NIGG 2006; TSOU e

STEARNS 2006; LUKASIEWICZ e LINGLE 2009; TSOU et al. 2009).
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Legenda: O ciclo do centrossomo € caracterizado pela separagdo, duplicagdo e
desenvolvimento dos centriolos, e pela maturagdo e separagdo dos centrossomos. As
células iniciam a fase G1 com um centrossomo contendo um par de centriolos. No final da
mitose ou inicio de G1, as duas unidades de centriolos sdo separadas. A duplicagdo dos
centriolos inicia-se na fase S, caracterizada pela formagao dos pré-centriolos na base de
cada centriolo original. Cada pro-centriolo permanece ligado ao centriolo original, impedindo
a reduplicacéo dos centriolos. O completo desenvolvimento do pré-centriolo ocorre durante
o restante da fase S e G2 do ciclo celular. Ao final da fase G2, a célula possui dois
centrossomos com quarto centriolos. A separagao dos centrossomos inicia-se em G2, o que
permite a migragao dos centrossomos e a formagdo dos polos do fuso mitético. Apds a
segregagao cromossOmica e citocinese, sdo geradas duas células-filhas, cada uma com um
centrossomo contendo um par de centriolos (centriolo original + pro-centriolo). Ao final da
mitose, inicio de G1, o ciclo do centrossomo inicia-se novamente com a separagao das
unidades de centriolos.

Fonte: Adaptado de NIGG (2006).

Figura 5 - Ciclo do centrossomo.
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A interacdo entre o ciclo do centrossomo e o ciclo celular é
imprescindivel para garantir a estabilidade genémica. Qualquer alteragao no
numero de centrossomos pode resultar na formagao de fusos mono ou
multipolares, com consequéncias para a segregagcao cromossémica. Assim,
alteracbes centrossomais tém sido relacionadas a aneuploidia e ao
desenvolvimento do cancer (NIGG 2007; LUKASIEWICZ e LINGLE 2009).

Estudos comprovam sua superexpressao em cancer de pancreas (LI
et al. 2003), linhagens de células de cancer gastrico (KIM et al. 2005) e de
mama (YUAN et al. 2006; JIANG et al. 2011), carcinoma de ovario
(OUELLET et al. 2006) e carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (MONDAL et al. 2007), gliomas (MARUCCI et al. 2008); cancer de
bexiga (ZARAVINOS et al. 2011) e cervical (RAJKUMAR et al. 2011)
(Quadro 4).

RHODES et al. (2004) realizaram uma metandlise dos dados de
microarranjos e identificaram que CDC20 é um dos genes mais comumente
superexpressos em tecidos indiferenciados de cancer humano.

MONDAL et al. (2007) observaram alteragdo no numero de
centrossomos e presenca de divisdes mitéticas multipolares em carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco.

Alguns trabalhos relatam que a superexpressao de CDC20 esta

associada a agressividade tumoral (Quadro 4).



Quadro 4 - Perfil de expressao de CDC20 em diferentes neoplasias.
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NEOPLASIA

OBSERVAGCAO

REFERENCIA

MIELOMA MULTIPLO

Expressao génica e protéica normal

(exceto 1 linhagem) - baixa expressao

Diaz-Rodriguez et
al. 2011

CANCER DE MAMA

Alta expressao génica

Jiang et al. 2011

Alta expressao génica e protéica

Yuan et al. 2006

CANCER CERVICAL

Alta expressao génica

Rajkumar et al. 2011

CANCER DE BEXIGA

Alta expressao génica

Zaravinos et al. 2011

GLIOBLASTOMA

Alta expressao génica e protéica

Correlagdo com agressividade tumoral

Marucci et al. 2008

CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS DE CABECA
E PESCOCO

Alta expressao génica e protéica

Mondal et al. 2007

CANCER DE OVARIO
EPITELIAL

Alta expressao protéica (tissue array)

Correlacdo com agressividade tumoral

Ouellet et al. 2006

OUELLET et al. (2006) demonstraram que a superexpressao de

CDC20 estava correlacionada a menor sobrevida em pacientes com

carcinoma epitelial de ovario invasivo. MARUCCI et al. (2008) mostraram

que gliomas de alto grau apresentavam superexpressédo de CDC20,

enquanto que encontrava-se baixo expresso nos tumores de baixo grau.

1.2.7 Proteinas relacionadas ao fuso mitético

Existem outras proteinas associadas a segregacgao inapropriada dos

cromossomos durante a mitose. Atengao especial tem sido dada a um grupo

de proteinas da familia das serina/treonina kinases, Aurora/lpl1 Kinases

Relacionadas (AIRKs), que esta associado a regulagdo da duplicagdo dos

centrossomos e segregagao dos cromossomos (TONG et al. 2004).
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Das trés AIRKs humanas (AURORA A, B e C) ja identificadas,
AURORA A (AURKA) e B (AURKB) tém sido associadas a diversas
neoplasias (Quadros 5 e 6).

O gene AURKA codifica uma proteina com 403 aminoacidos e
localiza-se no cromossomo 20q13.2-q13.3 (TONG et al. 2004), uma regiao
freqientemente amplificada em tumores malignos humanos e alvo de
delegdes em Sindrome Mielodisplasica.

Amplificacdo génica e superexpressdo de AURKA tém sido
demonstradas em varios tipos de tumores humanos, incluindo cancer
pancreatico, de bexiga, coloretal, carcinoma invasivo de células uroteliais e
LMA (SEN et al. 2002; ROJANALA et al. 2004; PARK et al. 2008;
VEERAKUMARASIVAM et al. 2008; LASSMANN et al. 2009; LUCENA-

ARAUJO et al. 2011) (Quadro 5).
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Quadro 5 - Perfil de expressao de AURKA em diferentes neoplasias.

NEOPLASIA

OBSERVAGAO

REFERENCIA

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Amplificagédo

Aumento da expresséao génica (10% dos
pcts)

Correlagdo o WBC

Correlacdo com agressividade tumoral

Lucena-Araujo et
al. 2011

Aumento expressao protéica (66,3%)

Huang et al. 2008

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
E SMD

Aumento expressao génica e protéica

Ye et al. 2009

LEUCEMIA AGUDA (LLA/LMA)

Aumento expressao génica

Ikezoe et al. 2007

LINFOMA DO MANTO E
LINFOMA DIFUSO DE GRANDE
CELULAS-B

Sem amplificagéo
Aumento da expressao génica
Correlagdo com proliferagao celular

Camacho et al.
2006

LINFOMA NAO-HODGKIN

Aumento expressao génica
Correlagdo com agressividade tumoral

Hamada et al.
2003

TUMOR DE CELULAS
GERMINAIS TESTICULARES

Aumento expressao protéica

Burum-Auensen et
al. 2010

Aumento expressao protéica

Lin et al. 2010

CARCINOMA Sem amplificagcao

HEPATOCELULAR Aumento da expressao génica e protéica Jeng et al. 2004
Correlagdo com agressividade tumoral

GLIOMA Aumento expressao génica Loh et al. 2010

Correlagdo com agressividade tumoral

CANCER COLORETAL
ESPORADICO

Amplificagédo
Aumento da expressao génica e protéica
Correlagdo com agressividade tumoral

Lassmann et al.
2009

CARCINOMA CERVICAL
ESCAMOSO

Aumento expressao protéica

Twu et al. 2009

CANCER DE BEXIGA

Amplificagdo
Aumento expressao génica e protéica
Correlagdo com agressividade tumoral

Park et al. 2008

Amplificagdo
Aumento expressao protéica
Correlagdo com agressividade tumoral

Sen et al. 2002

CARCINOMA INVASIVO DE
CELULAS UROTELIAIS

Amplificagcdo
Aumento expressao génica e protéica
Correlagdo com agressividade tumoral

Veerakumarasivam
et al. 2008

CANCER PANCREATICO

Amplificagdo
Aumento expressao génica e protéica

Rojanala et al.
2004

CANCER DE OVARIO

Sem amplificacao
Aumento expressao génica e protéica

Gritsko et al. 2003

CANCER GASTRICO

Sem amplificagcao
Aumento expressao génica

Sakakura et al.
2001




Quadro 6 - Perfil de expressdo de AURKB em diferentes neoplasias.
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NEOPLASIA

OBSERVAGAO

REFERENCIA

LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA

Aumento da expresséo génica (10% dos pcts)

Correlagdo com aumento de WBC

Lucena-Araujo et
al. 2011

Aumento expresséo protéica (40,8% dos pcts)

Huang et al. 2008

LEUCEMIA AGUDA
(LLA/LMA)

Aumento expressao génica

Ikezoe et al. 2007

LEUCEMIA LINFOCITICA
CRONICA

Aumento da expresséo génica

Careta et al. 2011

LINFOMA NAO-HODGKIN

Aumento expressao protéica (48% LDGC; 86%
L. Burkitt)

Correlagdo com agressividade tumoral

Ikezoe et al. 2009

CARCINOMA
HEPATOCELULAR

Aumento expressao protéica (61%)

Correlagdo com agressividade tumoral

Lin et al. 2010

CARCINOMA CERVICAL
ESCAMOSO

Aumento expressao protéica

Twu et al. 2009

CANCER GASTRICO

Aumento expressao génica
Correlagdo com bom prognostico:
superexpressao="Taneuploidia = supress&o

tumoral

Enjoji et al. 2009

CARCINOMA PULMONAR
DE CELULAS NAO

Aumento expressao protéica (78%)

Vischioni et al.

Correlagdo com agressividade tumoral 2006
PEQUENAS
CARCINOMA DE Aumento expressao protéica Sorrentino et al.
TIREOIDE Correlagdo com agressividade tumoral 2005

KE et al. (2003) demostraram que sua superexpressao interfere na

formacdo do

especificamente, na

CCM

interacado CDC20-BUBRA1.

(Complexo de Checagem

Mitético),

ANAND et al.

mais

(2003)

sugeriram que AURKA, quando superexpressa, age suprimindo MAD2 e
estimulando CDC20, sobrepondo o ponto de checagem mitético.

Além de intervir na dindmica do CCM, AURKA interage com
diferentes proteinas (Gadd45a, p53, TACC, PIk1, Eg5), e, por conseguinte,
sua superexpressao interfere em diversos processos celulares que resultam

em falhas no processo mitético e instabilidade genémica (TONG et al. 2004).
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A interacao entre AURKA e p53, por exemplo, resulta na inibigao ou
degradacgao de p53. Fosforilagdo de p53 em Ser215 impede a ligagéo de
p53 ao DNA, interferindo da ativagéo transcricional de genes alvo (p21 e
PTEN, por exemplo). Ao fosforilar o residuo Ser315, AURKA direciona a
ubiquitilacdo de p53 por Mdm2 e sua subsequente protedlise
(LUKASIEWICZ e LINGLE 2009). A superexpressdao de AURKA também
ativa NF-kB, através da inibicdo do seu inibidor IkB. NF-xB por sua vez,
promove a expressado de Bcl-2 (proteina anti-apoptoética) (HECKMAN et al.
2002; BRIASSOULI et al. 2007). Portanto, a superexpressdo de AURKA
interfere nos mecanismos de reparo do DNA, sobrevivéncia e transformacgao
celular.

A superexpressao de AURKA também tem sido correlacionada com a
amplificagdo dos centrossomos (MERALDI et al. 2002; LITTLEPAGE e
RUDERMAN 2002; TONG et al. 2004). Amplificagdo do centrossomo ocorre
quando a célula possui mais do que 2 centrossomos ou 4 centriolos, ou
quando o centrossomo € maior do que o normal (excesso de material
pericentriolar), e € um fenbmeno comum tanto em neoplasias hematoldgicas

quanto em tumores solidos (LUKASIEWICZ e LINGLE 2009).

AURKA ¢é a principal proteina reguladora do processo de maturagao
dos centrossomos, que ocorre no final da fase G2 e durante a profase, e
consiste principalmente no recrutamento de diferentes proteinas
(LUKASIEWICZ e LINGLE 2009). A perda na regulagdo da duplicacéo e

maturagao dos centrossomos, consequéncia da superexpressao de AURKA,
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resulta em células com numero anormal destes elementos (multipolares) e
falhas na dindmica do aparelho mitético (LI et al. 2003).

A sobreposicdo ao CCM juntamente com a amplificacdo dos
centrossomos, ambos decorrentes da superexpressdao de AURKA,
corroboram para o aparecimento de aneuploidias e o processo de
tumorigénese (DUTERTRE e PRIGENT 2003; WARNER et al. 2003) (Figura
6).

Outro importante membro da familia das serina/treonina kinases
associada a neoplasias € o gene da AURKB (17p13) que codifica uma
proteina que interage com INCENP (proteina interna do centrémero),
borealina e survivina, formando um complexo que, durante a profase,
localiza-se ao longo de todo o cromossomo, concentra-se no interior da
regido central dos centrbmeros durante a prometafase e metafase, e no
inicio da anafase, migram para a regido central do fuso para participar da
citocinese (VAGNARELLI e EARNSHAW 2004; BOLANOS-GARCIA 2005).
As trés subunidades n&o enzimaticas do complexo regulam a atividade
enzimatica e estabilidade de AURKB (SABBATTINI et al. 2007; ENJOJI et al.
2009).

AURKB tem sido associada a segregagao cromossOmica e citocinese,
e sua atividade é necessaria para a orientagao bipolar e condensacao dos
cromossomos (DEWAR et al. 2004). Sua superexpressdo tem sido
correlacionada com multiplos defeitos na maquinaria mitética, dentre os
quais, perda da conecgao entre cinetécoro e microtubulos e finalizagao da
mitose sem os eventos caracteristicos da anafase ou citocinese (MURATA-

HORI et al. 2002).



,~— DIVISAD
: v\ \ IRREGULAR
e i’ \
A Y |
AMPLIFICAGAO FUSO MITOTICO
DOS CENTROSSOMOS / MULTIPOLAR
DUPLICAGAD SEPARAGAD DIVISAD
DOS CENTROSSOMOS DOS CENTROSSOMOS NORMAL
— > —> —>
FINAL DA FASE § G2 FUSO MITOTICO
BIPOLAR

instabilidade genética e tumorigénese.
Fonte: Adaptado de WARNER et al. (2003).

Figura 6 - Amplificacdo dos centrossomos decorrente de superexpressao de AURKA.

Y

——> INSTABILIDADE GENETICA

[ ¥ “‘| TUMORIGENE SE
AN S
——>  BIOLOGIA NORMAL

Legenda: Sob condigbes biolégicas normais, os centrossomos migram para as extremidades opostas da célula, formando os pélos do fuso mitético,
que permitem a correta segregagdo dos cromossomos. Superexpressdo de AURKA causa amplificacdo dos centrossomos e a formagao de fuso

multipolar, que juntamente com a capacidade de sobreposicdo ao CCM, também proporcionada pela superexpressao de AURKA, resulta em
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AURKB é requisitada na liberagao de cinetdcoros inapropriadamente
conectados a microtubulos até que uma orientagao bipolar seja alcangada.
Nesse modelo fisico, AURKB promove o rompimento continuo dos
microtubulos ligados ao cinetéocoro até que a tensdo exercida pela
orientacao bipolar afaste os cinetdcoros da camada interna do centrébmero e
da zona de influéncia de AURKB (VAGNARELLI e EARNSHAW 2004,
CARMENA et al. 2009) (Figura 7).

A ligacao incorreta de microtubulos do fuso aos cromossomos é um
evento relativamente comum no inicio da mitose, e as células dispdem de
mecanismos redundantes para corrigir esses erros. O ponto de checagem
mitético (CCM), por exemplo, € um mecanismo de fiscalizagdo que atrasa o
inicio da anafase até que todos os cromossomos estejam bi-orientados e
sob tensdo. CCM “percebe” tanto se os cinetdécoros estdo ocupados por
microtubulos, quanto se houve alteragcbes na tensdo gerada pelos
microtubulos. A tensdo regula a estabilidade da ligagao dos microtubulos, e
AURKB ¢ requisitada pelo CCM em resposta a auséncia de tensdo. Uma
vez que todos os cromossomos alcancaram o estado de bi-orientacdo, CCM
€ “desligado” e dar-se o inicio da degradagao de ciclinas e outros substratos
alvo de CPA, culminando no inicio da anafase com a separagao das
cromatides-irmas (CARMENA et al. 2009). Desta forma, a inibicdo da
atividade de AURKB nos cinetécoros contribui para a estabilidade da ligagéao

entre cinetécoros e microtubulos.
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Unattached Attachment Congressing Bioriented
Correction

O AURKB
@ MCAK (Mitotic centromere-associated kinesin)

@ PP1 (Proteina Fosfatase 1)

Legenda: AURKB e MCAK co-localizam-se na camada interna dos centrébmeros nos
cromossomos nao conectados aos microtubulos, permitindo que AURKB mantenha
fosforilagao inibitéria sobre MCAK. Apés ligagdo dos microtubulos e sob diferentes tensoes,
a posigcédo de MCAK é modificada, aproximando-se da camada externa, que contém PP1.
PP1 desfosforila e ativa MCAK, que promove a despolimerizagao local dos microtubulos. A
tensdo exercida pela orientacdo bipolar afaste os cinetécoros da camada interna do
centrdmero e da zona de influéncia de AURKB.

Fonte: Adaptado de DUCAT e ZHENG (2004).

Figura 7 - Dinédmica das proteinas envolvidas na biorientacdo dos

cromossomeos.

Além de participar da dinamica de ligacdo entre cinetdécoros e
microtubulos, AURKB também induz modificagbes na cromatina (fosforilagao
das histonas H3 em Ser10) necessarias para adequada condensacao e
segregacao cromossdmica (OTA et al. 2002). Fosforilacdo de H3 promove
uma descondensacéao local da cromatina, que por sua vez facilita a ligagao
de fatores que irdao promover a condensacado dos cromossomos no final da

fase G2, inicio da mitose. Falhas na segregacao cromossémica podem ser
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um efeito secundario as alteragbes sutis na condensagdo cromossdmica
(WEI et al. 1999).

No entanto, a fosforilagdo H3Ser10 interfere na metilagao de residuos
de lisina 9 em H3 (H3K9). A metilagdo de K9 é encontrada nas regides de
heterocromatina constitutiva, proxima aos centrbmeros, e também esta
envolvida no silenciamento epigenético de genes localizados na
eucromatina. Uma vez metilados, os grupos H3K9 atuam como sitio de
reconhecimento da proteina heterocromatina 1 (HP1). Por sua vez HP1
recruta histonas metiltransferase, promovendo mais metilacdo de H3K9, e
histonas deacetilase, que juntas reforgam o processo de heterocromatizagao
e silenciamento génico (SABBATTINI et al. 2007; VERDAASDONK e
BLOOM 2011).

Nesse sentido, a superexpressao de AURKB poderia interferir nos
mecanismos regulatérios da cromatina, resultando em alteragbes
epigenéticas (ativagdo/ silenciamento de genes) que proporcionariam o
desenvolvimento do cancer.

Essa alteracdo no padrao de fosforilagdo proporcionada pela
superexpressao de AURKB também tem sido relacionada a indugao de erros
na segregacao cromossOmica. OTA et al. (2002) observaram a presencga de
pontes cromossOmicas e cromossomos ‘em atraso” durante anafase em
células com superexpressdao de AURKB. Ademais, células multinucleares
também foram observadas, provavelmente devido a alteragcbes na
fosforilagdo de outras proteinas envolvidas no processo de formacido e

ativacao do anel contratil durante citocinese.
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Superexpressao de AURKB tem sido observada em diferentes tipos
de cancer, incluindo carcinoma hepatocelular e cervival, cancer gastrico,
doencas linfoproliferativas e leucemias agudas (HUANG et al. 2008; ENJOJI
et al. 2009; IKEZOE et al. 2009; TWU et al. 2009; LIN et al. 2010; LUCENA-
ARAUJO et al. 2011, CARETA et al. 2011) (Quadro 6).

IKEZOE et al. (2007) estudaram a expressao de AURKA e AURKB
em linhagens celulares de leucemia e células mononucleares de leucemia
isoladas de pacientes e encontraram expressao aberrante em varias
doencgas hematoldgicas, incluindo LMA, LLA e LMC.

O mesmo grupo encontrou superexpressdao de AURKB em linfomas
difuso de grandes células (48% dos casos) e linfoma de Burkitt (86% dos
casos) apoés analise por imuno-histoquimica de diferentes tipos de linfomas
nao-Hodgkin de células B. Nenhum caso de linfoma de baixo grau
expressou altos niveis de AURKB, sugerindo que superexpressdo de
AURKB esta correlacionado com o grau histolégico dos LNH. Ademais, os
niveis de AURKB foram correlacionados com estagio clinico avangado,
assim como com altos escores IPI (IKEZOE et al. 2009).

YE et al. (2009) avaliaram a expresséao de AURKA em 20 pacientes
portadores de SMD e nove pacientes com LMA. Ambos os grupos
apresentaram niveis significativamente maiores de AURKA quando
comparados ao controle; porém nao mostraram correlagdo entre
porcentagem de blastos na medula, alteragdes citogenéticas e escore IPSS.

HUANG et al. (2008) também demostraram elevada expressao de

AURKA (66,3% dos casos) e AURKB (40,8% dos casos) em células CD34+
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de pacientes portadores de LMA de novo quando comparadas a doadores
sadios.

Da mesma forma, LUCENA-ARAUJO et al. (2011) demonstraram
superexpressdao de AURKA e AURKB em aproximadamente 10% dos
pacientes portadores de LMA de novo e associagcdo significativa com
resultados de citogenética desfavoravel.

Recentemente, CARETA et al. (2011) avaliaram medula 6ssea e
sangue periférico de seis pacientes portadores de LLC, e encontraram
superexpressao de AURKA e AURKB nas amostras de medula dos
pacientes quando comparados com a amostras controles.

As alteracbes de expressao destas proteinas estdo fortemente
relacionadas a instabilidade cromossOmica, aneuploidia e progressao
tumoral em diferentes tumores sélidos e neoplasias hematolégicas.

Tendo em vista que pesquisas que investiguem o perfil de expressao
destes genes em pacientes com SMD sao escassas, estudos que avaliem
essas proteinas podem contribuir para o entendimento da fisiopatologia da
SMD, a doenca clonal primaria da medula 6ssea mais comum do mundo

ocidental em individuos com idade superior a 60 anos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de expressdo génica das proteinas envolvidas no

mecanismo de acdo do fuso mitdético (AURKA e AURKB) e ponto de

checagem mitético (MAD2L1 e CDCZ20), e investigar sua possivel relagdo

com as variaveis clinicas e laboratoriais de pacientes portadores de SMD.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

Detectar as alteragdes cromossémicas pelo estudo do caridtipo por
banda G, em pacientes com SMD;

Detectar a amplificagdo de AURKA e AURKB por FISH em pacientes
com SMD;

Detectar a expressdo de AURKA A, AURKB, CDC20 e MAD2L1 por
PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) em Tempo Real;
Correlacionar a frequéncia e tipos de alteragdes citogenéticas
encontradas com os niveis de expressao génica;

Correlacionar os niveis de expressao génica com as caracteristicas
clinicas/laboratoriais  (celularidade, numero de  citopenias,

dependéncia transfusional) da doencga;
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Correlacionar os niveis de expressdao génica com o0s subgrupos
segundo sistema de classificacgo OMS (2008) e o sistema
prognéstico IPSS (1997) (GREENBERG et al. 1997; SWERDLOW et

al. 2008).
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3 PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

3.1 PACIENTES

Foram incluidos no estudo 61 pacientes, de ambos os sexos, com
diagndstico de Sindrome Mielodisplasica (SMD), segundo os critérios da
OMS (SWERDLOW et al. 2008), recentemente diagnosticados e
regularmente inscritos no ambulatério de Hematologia do Hospital
Universitario Walter Canditio/Universidade Federal do Ceara e do Hospital
Haroldo Juagaba/Hospital do Cancer, no periodo de margo de 2008 a julho
de 2011. Todos os pacientes foram previamente submetidos ao protocolo de

excluséo durante investigacdo da doenca (Quadro 7).

Quadro 7 - Protocolo de exclusdo de causas nao clonais que, com

frequéncia, cursam com citopenias e/ou dispoeses na medula. Protocolo
aplicado a pacientes que encontram-se sob investigagao de SMD.

Deficiéncias nutricionais: vitamina B12 e acido félico

Exposicéo recente a agentes toxicos: metais pesados, benzeno e derivados do petréleo.

Exposicéo recente a drogas citotoxicas e fatores de crescimento.

Disfungdes enddcrinas

Etilismo

Disfungdes metabdlicas: doenga hepatica crénica e insuficiéncia renal

Doengas inflamatérias cronicas

Infecgdes virais: SIDA, hepatites, CMV, toxoplasmose, parvovirus B19

Doengas auto-imunes

Fonte: MAGALHAES e LORAND-METZE (2004).
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Como grupo controle, foram incluidos 10 individuos sadios, dos quais
amostra de medula o6ssea foi coletada para a realizagdo dos estudos
citogenéticos, por banda G e FISH, e para a avaliagdo da expressao génica.

Todos os individuos incluidos neste estudo foram informados sobre
os objetivos e metodologia da pesquisa, e aqueles que concordaram em

participar assinaram termo de consentimento livre-esclarecido (Anexo 1).

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de medula 6ssea para avaliacdo do cariotipo por banda
G e FISH, e para analise de expressao génica foram coletadas em tubos
15x75 mm, apds consentimento informado. O estudo do caridtipo por banda
- G foi realizado a época das coletas. As amostras para realizagao da FISH
e analise de expressao génica foram estocadas em solugéo de Carnoy, a -

20°C e em TRIzol LS, a -80°C, respectivamente.

3.3 CITOGENETICA CLASSICA

A citogenética classica por banda G foi realizada no Laboratorio de
Citogenémica do Cancer (Universidade Federal do Ceara-UFC), segundo
CHAUFFAILLE et al. (1996). A medula éssea colhida em heparina de forma
estéril foi dividida em dois frascos contendo 7 mL de meio RPMI (pH 7,0) e 3
mL de soro fetal bovino. Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a

37 ‘C. Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 50 uL de
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colchicina (Colcemid®), por 30 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado e ressuspenso em solugao hipotdnica de KCI 0,075 M e lavado
com solugéo fixadora (solugéo de acido acético e metanol, propor¢ao 3:1),
por 4 vezes. Para confec¢cdo das laminas para analise, o material foi
gotejado em laminas de microscopia e em seguida aquecido por 3 minutos
em microondas, na poténcia alta. O bandamento foi realizado pela técnica
de tripsina-Giemsa (GTG) com kit Panotico. O procedimento encontra-se
descrito de forma esquematica em PROTOCOLO | (Anexo 2). Foram
analisadas pelo menos 20 mitoses e os cromossomos classificados de
acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana
(ISCN) (SHAFFER e TOMMERUP 2005). As metafases foram capturadas e
analisadas em sistema computadorizado (CHROMU) com software para

cariotipagem.

3.4 HIBRIDIZAGAO IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH)

A citogenética molecular pela técnica de FISH foi realizada no
Laboratério de Citogendmica do Cancer da Universidade Federal do Ceara-
UFC.

Para a FISH foram utilizadas sondas para a regido 20q13 (AURKA
(20913)/20q11, Cat#KBI-10721, Kreatech Dianostics, Amsterdam, NL) e
regidao 17p13 (AURKB (17p13)/SE17, Cat#KBI-10722, Kreatech Dianostics,
Amsterdam, NL) seguindo-se as instrugbes do fabricante, com algumas

modificagdes, descritas no PROTOCOLO Il (Anexo 2).
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O material fixado em solugédo de Carnoy e mantido a -20°C foi retirado
do congelador e deixado em temperatura ambiente por trés minutos e
posteriormente gotejado nas laminas de vidro com pipeta de ponta fina e
secado ao ar ambiente. Quando necessario, foi realizada previamente nova
lavagem com solugdo fixadora (solugao de Carnoy). Apds confecgao das
ldaminas, a celularidade do material foi verificada em microscépio O6ptico,
tomando-se o cuidado com a concentracdo da amostra para que as células
nao formassem grumos, o que prejudicaria a analise dos sinais
fluorescentes.

Inicialmente as laminas foram submersas em solugcdo SSC 2X por 2
minutos. Em seguida, foram desidratadas em etanol a 70%, 80% e 100% e
entdo secadas a temperatura ambiente. Para a desnaturacdo do DNA
tumoral, as laminas foram incubadas em solu¢do de formamida 70%/SSC
2X, a 73°C, por dois minutos. A sonda a ser utilizada também passou por
processo de desnaturacio, sendo aquecida em banho-maria a 90°C, por dez
minutos. Apds desnaturacdo, adicionou-se 5 uL da sonda sobre a lamina
com DNA tumoral, cobrindo-o com laminula. A lamina foi entdo aquecida em
uma placa aquecedora por 2 minutos a 75°C, e em seguida transferidas para

camera umida e incubadas a 37°C, por 12 horas.
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SHGC 12066

20q11.21

20q13 AURKA 500 KB

RH75698

Figura 8 - Sonda AURKA (20913)/20q911, Cat#KBI-10721, Kreatech
Dianostics, Amsterdam, NL. Regido alvo 20q13 (sinal vermelho) e regido controle
20911 (sinal verde).

D175561 —

AURKB I 510 KB

D178647 —

Figura 9 - Sonda AURKB (17p13)/SE17, Cat#KBI-10722, Kreatech

Dianostics, Amsterdam, NL. Regido alvo p13 (sinal vermelho) e regido controle:
centrébmero do 17 (sinal verde).
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Apods a hibridacdo da sonda com o DNA tumoral, as laminulas foram
removidas e as laminas lavadas em solugdo de NP40 0,3%/SSC 0,4X a
73°C, por dois minutos e NP40 0,1%/SSC 2X, por um minuto. Depois de
secadas a temperatura ambiente, adicionou-se 15 uL de contra-corante
DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindone-dihydrochloride).

A sonda para AURKA liga-se a duas regides do cromossomo 20:
regidao 20q11 (sinal verde) e a regiao 20913 (sinal vermelho) (Figura 8).
Utilizou-se os filtros verde (FITC), vermelho (Texas Red), azul (DAPI) e triplo
para visualizacdo dos sinais e da célula.

A sonda para AURKB liga-se a duas regides do cromossomo 17:
centrbmero do cromossomo 17 (sinal verde) e a regido 17p13 (sinal
vermelho) (Figura 9). Utilizou-se os filtros verde (FITC), vermelho (Texas
Red), azul (DAPI) e triplo para visualizagao dos sinais e da célula.

As células avaliadas foram divididas em:

o 2 sinais vermelhos e 2 sinais verdes = normal
. = 3 sinais vermelhos e o mesmo numero de sinais verdes =

polissomia do cromossomo 20
. = 3 sinais vermelhos e 2 sinais verdes = amplificacédo
o 1 verde e/ou 1 vermelho = pode ocorrer devido a sobreposi¢ao de

células ou devido a falha de hibridacdo. Se mais do que 10% das

células apresentassem este padrao, o exame era repetido.

o auséncia de sinal = falha de hibridagao
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Para todas as reacbes de FISH foi realizado controle normal
proveniente de doadores de medula, apds consentimento informado, cujos
caridtipos, por banda G, foram normais. Estes mesmos controles foram
utilizados para a definicido de valores de normalidade, calculados a partir da
média da soma de 200 células contadas. A média de cada alteragdo com
dois DPs determinou os valores de normalidade.

A analise das laminas foi feita em microscopio de epifluorescéncia da
marca NIKON com os seguintes filtros: FITC, Texas red, DAPI e triplo. Este
microscopio estd acoplado a um sistema de captura de imagem

(CytoVision®).

3.5 EXTRAGAO E PURIFICAGAO DO RNA TOTAL

Os procedimentos referentes as analises moleculares foram
realizados no Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular do Hospital
A.C. Camargo da Fundagao Antonio Prudente.

ApoOs coleta, as amostras foram centrifugadas (1811 x g por 15
minutos a 4 °C) e a camada leucocitaria transferida para tubos RNA-free
contendo 3 mL de TRIzol LS (Invitrogen). Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 15 segundos e armazenadas a -80 °C até o
momento da extragao.

A extragdo de RNA total baseou-se nas instru¢des do fabricante, com
algumas modificag¢des, descritas no PROTOCOLO Il (Anexo 2). A dosagem

das amostras foi realizada através de leitura em espectrofotbmetro
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(NanoDrop ND 1000 Specterphotometer). A qualidade do RNA total extraido
foi verificada em gel de agarose 1%.

Todas as amostras de RNA total foram tratadas com o reagente
Turbo DNA-free™ (Ambion) segundo instru¢gdes do fabricante. A presenca
ou nao de contaminacdo por DNA genbOmico apds tratamento, foi
determinada através da analise em gel de agarose 1% da presenca da
banda correspondente ao amplicon resultante da reacdo de PCR feita com
primers para o gene MLH1. Como controle positivo foi utilizada amostra de
DNA genbémico da linhagem de mama C5.2. Os controles negativos foram
feitos sem amostra de RNA. As reacdes de PCR foram feitas em um volume
final de 25 pl, com 2,5 pl Buffer 10X (Easy Taq), 0,8 pl MgCl, 50 nM, 0,5 ul
dNTP Mix 10 mM, 1,25 pl Primer MLH1 Fw 10 pM, 1,25 pl Primer MLH1 Rev
10 uM, 0,2 pl Easy Taq Polimerase (5U/1 pl), 0,5 pyl RNA (25 ng) e 18 pl
agua milli-Q. A ciclagem utilizada foi de 94°C por 4 minutos, seguidos de 35
ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto,

e uma extensao final de 72°C por 6 minutos.

3.6 REAGAO DA POLIMERASE EM CADEIA POR

TRANSCRIPTASE REVERSA (RT-PCR)

Apods extracao e purificagao, a sintese do cDNA a partir do RNA total
foi realizada de acordo com o protocolo do Kit High Capacity RNA-to-cDNA
(Cat#4387406, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A sintese de

cDNA foi realizada para todas as amostras na mesma reagao. Os controles
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negativos da RT foram feitos sem enzima. Os cDNAs foram armazenados a

-20°C.

3.7 REAGAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR) EM TEMPO

REAL

As reagdes foram realizadas no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), em placas transparentes de 96 wells (Applied
Biosystems). O volume final de cada reacgao foi de 20ul, sendo 10ul de
TagMan Universal Master Mix Il, com UNG (2x), 1ul de primer (TagMan
Assay) e 9ul de cDNA; as reagdes foram feitas em duplicatas. A ciclagem
utilizada foi a indicada pelo Kit TagMan® Universal Master Mix Il, com UNG
(Cat#4440038, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA): 2 minutos a
50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de desnaturacédo a 95°C por
15 segundos e extensao de 1 minuto a 60°C.

Para analise da expressao génica foram utilizados ensaios adquiridos
(TagMan® Gene Expression Assay) com marcagao FAM-MGB pela Applied
Biosystems (Quadro 8).

Foram utilizados quatro pares de genes normalizadores: f-actina, [2-
microglobulina, GAPDH e ubiquitina C. Os resultados da expressao desses
genes foram aplicados no programa GeNorm (VANDESOMPELE et al.
2002) para selegao do par de gene mais estavel. Aléem disso, a amostra

referéncia (pool de diversas linhagens de tumores humanos) foi incluida em
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todas as placas, para minimizar as diferencas de amplificagdo entre as

reacoes (Quadro 9).

Quadro 8 - Lista dos genes utilizados na avaliacdo da expressao génica por
PCR em Tempo Real.

GENES CODIGO DE REFERENCIA (Applied
Biosystems)
Genes normalizadores TagMan® Gene Expression Assay
ACTB (B-actina) Hs99999903_m1
B2M (B2-microglobulina) Hs99999907 _m1
GAPDH (gliceraldeido fosfato desidrogenase) Hs99999905 m1
UBC (ubiquitina C) Hs00824723 m1
Genes de interesse TagMan® Gene Expression Assay
AURKA (aurora quinase A) Hs00269212_m1
AURKB (aurora quinase B) Hs00177782_m1
CDC20 (cell division cycle 20) Hs00426680_mH
MAD2L1 (mitotic arrest defective) Hs01554513-g1
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Quadro 9 - Linhagens celulares que compdem o RNA referéncia.

Linhag Numero ATCC ou outra Descricéo Wétodo de extragdo
em referéncia ¢ de RNA
Daudi cCL-213 Hinfoma de Burkit TRIzol
DLD-1 CCL-221 Adenocarcinoma de Cdlon TRIzol
DU 145 HTB-81 Carcinoma de Prostata TRIzol
FaDU HTB-43 Carcinoma Epldermmde de TRIZo|
Faringe
e?sl\g Kucherlapati et al. 1978 Fibroblasto RNeasy Midi
H 1080 CCL-121 Fibrossarcoma TRIzol
H 146 HTB-173 Carcinoma de Pulmao RNeasy Midi
HB4a Célula Luminal de Mama Cloreto de Césio
';§3K CRL-1573 Human Embrionary Kidney RNeasy Midi
Jurkat TIB-152 Leucemia Aguda de Células T TRIzol
Saos-2 HTB-85 Osteossarcoma TRIzol
SK-BR- .
3 HTB-30 Adenocarcinoma de Mama TRIzol
SK-
MEL- HTB-72 Melanoma TRIzol
28
T24 HTB-4 Carcinoma de Bexiga TRIzol
T98G CRL-1690 Glioblastoma TRIzol

Para a avaliagcao da expressao utilizou-se a formula:

Expressao relativa =

ACt gene alvo

ACt gene normalizador

ACt =2 (Ct Ref - Ct amostra alvo)

Gene alvo = cada um dos genes de interesse

Gene normalizador = média dos ACts dos 2 genes enddgenos mais estaveis (GeNorm)

Ref = amostra referéncia (amostra calibradora) (pool de linhagens de tumores humanos)

Ct = valor do ciclo que cruza a linha limiar (threshold) na curva de amplificagao
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Os resultados de expressao génica foram agrupados e analisados
segundo as seguintes variaveis: celularidade, numero de citopenias,
dependéncia transfusional, caracteristicas citogenéticas, subgrupos da

classificagdo OMS (2008) e grupos de risco IPSS (1997).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para analise de expressédo génica, foi analisado o valor logado da
expressdao de AURKA, AURKB, CDC20 e MADZ2L1 (log2(expresséo)). A
associagao entre as expressdes dos genes e as variaveis de interesse foi
avaliada por meio dos testes n&o-paramétricos de Wilcoxon (comparagao de
dois grupos) e de Kruskal-Wallis (comparagao de 3 grupos ou mais). O nivel
de significancia adotado foi o de 5%. Na comparacéo de trés grupos ou
mais, no caso de significancia estatistica, comparagbes multiplas foram
realizadas adotando a metodologia descrita em SIEGEL e CASTELLAN
(1988). Nao foram incluidos nas comparagdes para os genes AURKA e
AURKB os dados dos controles, pois o0 numero de observagbes por

grupo/categoria foi inferior a cinco.

3.9 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara/Hospital Universitario Walter Cantidio. CEP

N° 075.11.08.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DOS PACIENTES

Dos 61 pacientes incluidos neste estudo, seis (9,8%) foram
classificados como SMD secundaria ao tratamento e 55 (90,2%) pacientes
foram classificadas como SMD primaria. A idade mediana foi de 66 anos
(minima: 15 anos, maxima: 91 anos) e a raz&do entre o sexo masculino e
feminino foi 1,3:1 (Tabela 4).

Entre os pacientes com SMD primaria, a maioria (56,8%) apresentou
medula hipercelular e 2 ou 3 citopenias no sangue periférico (60,4%) (Tabela
4).

Em relacido a dependéncia transfusional, quando utilizado o critério de
1 transfus&o a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses (MALCOVATI
et al. 2005), 49% dos pacientes mostraram-se dependentes transfusionais.
Quando utilizado o critério de valores de hemoglobina menor que 8g/dL para
mulheres e 9g/dL para homens (MALCOVATI et al. 2011), a maioria dos
pacientes (62,3%) mostrou-se dependentes transfusionais (Tabela 4).

O subtipo predominante foi CRDM (51%), seguido pelo subtipo ARSA
(16,4%) (Figura 10). A maioria dos pacientes pertence aos grupos de menor
risco, sendo 27,5% (11/40) de baixo risco e 57,5% (23/40) de risco

intermediario |, segundo estratificagdo IPSS (1997) (Figura 11).



Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes portadores de SMD.
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GERAL SMD1? SMD2*
Idade/Sexo
Mediana (anos) 66
Média (anos) 60,1 (15-91) 60,4 (15-91) 56,2 (18-82)

<60 anos

>60 anos

M/F
Celularidade
Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
No citopenias
0/1

2/3

Distribuicao OMS (2008)

CRDU
ARSA
CRDM

5q isolada
AREB |
AREB Il
SMD 2°

Dependéncia transfusional (%)*

SIM
NAO

Dependéncia transfusional (%)**

SIM
NAO

26/61 (42,6%)
35/61 (57,4%)
1,3:1

14/50 (28%)
10/50 (20%)
26/50 (52%)

25/61 (41%)
36/61 (59%)

08/61 (13,1%)
09/61 (14,8%)
28/61 (46%)
02/61 (3,3%)
03/61 (5%)
05/61 (8,2%)
06/61 (9,8%)

24/55 (43,6%)
31/55 (56,4%)

10/44 (22,7%)
09/44 (20,5%)
25/44 (56,8%)

21/55 (38,2%)
34/55 (61,8%)

25/51 (49%)
26/51 (51%)

33/53 (62,3%)
20/53 (37,7%)

02/06 (33,3%)
04/06 (66,7%)

04/06 (66,7%)
01/06 (16,7%)
01/06 (16,7%)

04/06 (66,7%)
02/06 (33,3%)

* SIM = 1 transfusao a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses.

** SIM = Hb < 8g/dL mulheres; Hb < 9g/dL homens.

CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem); ARSA (Anemia Refrataria com

Sideroblastos em Anel); CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem); AREB |

e Il (Anemia Refrataria com Excesso de Blasto); SMD2° (SMD secundaria).
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80% -
60% - 51%
40% -
0% 14,5% 16,4%
. 9,1%
3i6% -5 5% -
0% T T T T T 1
CRDU ARSA  5g-isolada  CRDM AREBI AREBII

Legenda: CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem); ARSA (Anemia
Refrataria com Sideroblastos em Anel); CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia
Multilinhagem); AREB | e Il (Anemia Refrataria com Excesso de Blasto); SMD2® (SMD

secundaria).
Figura 10 - Distribuicido dos pacientes portadores de SMD primaria,

segundo classificacdo OMS (2008).

100% -
75% -
’ 57,5%
50% -
27,5%
25% 109%
5%
0% T T T |
BAIXO INT-1 INT-2 ALTO

Legenda: INT-1= Intermediario 1, INT-2 = Intermediario 2.
Figura 11 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD primaria,

segundo Sistema Internacional de Escore Prognostico (IPSS 1997).
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Dos seis pacientes com SMD secundaria, um paciente havia se
submetido a radioterapia, dois a quimioterapia e trés fizeram uso do

imunossupressor azatioprina.

4.2 RESULTADOS CITOGENETICOS

4.2.1 Citogenética classica (banda G)

Quarenta e cinco pacientes (73,8%) apresentaram resultados, sendo
40 pacientes de SMD primaria e cinco pacientes de SMD secundaria (Tabela
5 e Anexo 3). Dos pacientes com resultado, 27 pacientes (60%) foram
classificados como de prognostico favoravel, dez pacientes (22%) como
prognoéstico intermediario e oito pacientes (18,6%) como progndstico
desfavoravel, segundo critérios utilizados pelo IPSS (1997) (Figura 12).

Dos 45 pacientes com resultado de banda-G, vinte pacientes (44,4%)
possuiam cariétipo normal e 25 pacientes (55,6%) apresentaram cariotipo
alterado (Figura 13), dos quais 48% (12/25) apresentaram uma unica
alteragao, 28% (7/25) apresentaram clones com duas alteragdes e 24%
(6/25) apresentavam cariotipo complexo (3 ou mais alteragdes citogenéticas
na mesma célula) (Figuras 14, 15 e 16). Ganho ou perda de cromossomo
(aneuploidia) foi observado em 60% (15/25) dos casos com caridtipo
alterado (Figura 17).

As alteragbes mais comuns envolveram o cromossomos 5 (-5/5g-),
ocorrendo em 44% dos 25 pacientes com cariotipo alterado. Foram

observadas outras alteragbes frequentes envolvendo o cromossomo 7 (-
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7/79-) em 20% dos casos, cromossomo 17 (-17/17p-) em 16%, cromossomo
8 (+8) em 12% e cromossomo 20 (-20/20g-) em 8% dos pacientes. Delegbes
isoladas do brago longo do cromossomo 5 (5g-) foram encontradas em 24%

(6/25) dos casos com cariotipo alterado (Tabela 5 e Figura 18).

Tabela 5 - Dados citogenéticos dos pacientes portadores de SMD.

GERAL

Citogenética

Com resultado

Sem metafase

Carioétipo

Normal

Alterado

Aneuploidia

Cariétipo alterado com aneuploidia
Cariotipo alterado sem aneuploidia
N° alteragées citogenéticas
Uma alteragao

Duas alteracdes

= 3 alteracbes
Cromossomos envolvidos
Cromossomo 5 (-5/5g-)

5g- isolada

Cromossomo 7 (-7/7g-)
Cromossomo 8 (+8)
Cromossomo 17 (-17/17p-)
Cromossomo 20 (-20/20g-)
Grupo citogenético (IPSS)
Favoravel

Intermediario

Desfavoravel

45/61 (73,8%)
16/61 (26,2%)

20/45 (44,4%)
25/45 (55,6%)

15/25 (60%)
10/25 (40%)

12/25 (48%)
07/25 (28%)
06/25 (24%)

11/25 (44%)
06/25 (24%)
05/25 (20%)
03/25 (12%)
04/25 (16%)
02/25 (8%)

27/45 (60%)
10/45 (22,2%)
08/45 (17,8%)
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' I I

FAVORAVEL INTER DESFAVORAVEL

Legenda: INTER=Intermediario.

Figura 12 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD, segundo grupos

citogenéticos utilizados pelo Sistema Internacional de Escore Progndstico

(IPSS-1997).

100%
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50%

25%
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NORMAL ALTERADO

Figura 13 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD, de acordo com o

resultado do cariétipo (banda G).
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Figura 14 - Caso 8. Citogenética Classica (bandamento G). Cariétipo com

apenas uma alteragdo cromossémica: 46, XY,del(5).
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Figura 15 - Caso 42. Citogenética Classica (bandamento G). Cari6tipo com

duas alteragbes cromossOmicas: 46,XY,del(5)(q15q33),del(11)(g23).



77

YR .
i .
I TI T  O

b 7 L] 9 10 11

add(13){p11)
|

L T Y i 2 i

4 15 16 17 18

) trissolmia 22 }
A 14 | ad ALG "
19 20 21 22 X hd

marcador ~"

Figura 16 - Caso 28. Citogenética Classica (bandamento G). Caridtipo
complexo: 48,XY,add(13)(p11),+22,+mar.
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Figura 17 - Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo a

presenca ou nao de aneuploidia.
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20%
20% 1 16%
12%
10% A 8%
00.’6 1 1 1 L] 1 1
-5/50- 5q- ~71/7q9- +8 20g-  .-17/17p-
isolada

Figura 18 - Distribuicido dos pacientes portadores de SMD segundo o

cromossomo envolvido nas alteragdes citogenéticas apresentadas.
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4.2.2 Citogenética molecular (FISH)

Os valores normais encontrados para cada alteracdo foram:
amplificacdo AURKA = 0,5%, polissomia do cromossomo 20 = 3,4%,
amplificacdo AURKB = 1,6% e polissomia do cromossomo 17 = 0,5%. No
entanto, como o numero de controles avaliados foi pequeno (seis controles
para AURKA e quatro controles para AURKB), os valores considerados para
confirmagao das alteragdes citogenéticas pesquisadas foram: amplificagéo
de AURKA e AURKB (= 4% das interfases positivas), e polissomia do
cromossomo 20 e 17 (= 5% das interfases positivas).

Dos 61 pacientes incluidos, nao foi possivel realizar a FISH em 20
casos por problemas técnicos (pouco material ou material de baixa
qualidade) (Anexo 4).

Em 4/41 (9,8%) casos (casos 6, 32, 35 e 37) houve amplificagdo do
gene AURKA (Figura 13). Os casos 6 e 37 apresentaram amplificagdo em
4% das interfases, e os casos 32 e 35, em 4,5% das interfases. Apenas o
caso 37 apresentou caridtipo alterado, sendo o mesmo aneupldide.
Polissomia do cromossomo 20 foi observado em apenas 2/41 casos (casos
30 e 44). Ambos os pacientes apresentavam cariétipo alterado com
aneuploidia, sendo o caso 30 com monossomia do cromossomo 20.

Quando comparados o grupo com amplificacdo de AURKA (pela
FISH) e o grupo controle, a expressao génica foi significativamente diferente
(p=0,038) (Figura 19). A comparagao entre as médias de expressao dos dois

grupos mostrou uma expressao 2,8 vezes maior no grupo com amplificagao.
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Se analisado separadamente, o caso 37 (com aneuploidia) apresentou-se
3,3 vezes mais expresso em relagado ao grupo controle.

Em 2/40 (5%) casos (casos 11 e 56) houve amplificacdo do gene
AURKB. Ambos apresentaram FISH positivo com amplificagdo em 4% das
interfases e caridtipo normal. Polissomia do cromossomo 17 foi observado
em 2/40 casos (casos 35 e 55). O caso 55 apresentou cariétipo alterado com

delecao da regido 17p11.2 (Figura 21).
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Legenda: CTO (grupo controle), * p<0,05.

Figura 19 - Comparacgao entre a expressao génica de AURKA de pacientes

com amplificacédo de AURKA e grupo controle.
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Figura 20 - FISH para AURKA com 4% das células demonstrando
amplificagdo do gene AURKA (caso 37).

Figura 21 - FISH para AURKB com 17% das células demonstrando

polissomia do cromossomo 17 (caso 55).
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4.3 RESULTADOS DE EXPRESSAO GENICA

Os RNAs totais extraidos das amostras apresentaram boa qualidade
(integridade das bandas 28S/18S) conforme pode ser visualizado na foto
proveniente de eletroforese em gel de agarose de algumas amostras (Figura
22), assim como os RNAs dos controles utilizados (Figura 23).

Devido a contaminacdo por DNA gendmico, todas as amostras de
RNA total foram tratadas com o reagente Turbo DNA-free™ (Ambion)
segundo instru¢dées do fabricante. A presencga ou ndo de contaminagéo por
DNA gendmico apos tratamento, foi determinada através da analise em gel
de agarose 1% da presenga da banda correspondente ao amplicon
resultante da reagcdo de PCR feita com primers para o gene MLH1. Como
controle positivo foi utilizado amostra de DNA gendmico da linhagem de
mama C5.2. No controle negativo, n&o foi adicionado amostra (Figura 24).

Como normalizadores foram testados quatro genes enddgenos:
GAPDH (gliceraldeido fosfato desidrogenase), ACTB (B-actina), B2M (B-2-
microglobulina,) e UBC (ubiquitina C). Os resultados de expressao foram
submetidos ao programa GeNorm (http://medgen.ugent.be
/~jvdesomp/genorm/).

O programa GeNorm analisa o perfil de amplificagdo dos genes
constitutivos, considerando o Ct (ciclo threshold) obtido para cada amostra
individualmente. As variagdes sao calculadas e um valor de estabilidade é
atribuido para cada gene (valor de M), ou um fator de normalizagdo quando

sdo selecionados mais de um enddgeno. Além disso, um grafico fornece os
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dados sobre o perfil dos genes analisados e mostra os mais € menos

estaveis.

Ladder
ope 01 02 03 04 05 06 09

— DNA gendmico

RNA ribossomal 285
RNA ribossomal 185

vy

—> RMNA ribossomal 55

Figura 22 - Perfil eletroforético do RNA total. Eletroforese em gel de agarose 1%
dos RNAs extraidos das amostras de medula 01, 02, 03, 04, 05, 06 e 09. Foram aplicados

0,5 ug de cada amostra.



84

4000 —

— e S . — ——— 85
2000 —

S — S ——— e e e S [ —— 185
1000 —
500 —
200 —
2D — —" —— S S S S W S S

taader 02 03 04 05 06 07 08 09 10 HB4

[F]
20
13- ‘
10 | [ll -
51 | ‘ ‘ o
|I ) i -_.-14“"2-\.5'5@57
D F| ._'L.— B | Pl Lol '-..L l - I{".V e s Y T - £ x
| | | | | | -—
25 200 1000 4000

Legenda: Perfil eletroforético avaliado em Bioanalyzer, das bandas 28S e 18S ribossomais,
do RNA total extraido das amostras controles. As amostras numeros 03 e 09 apresentam-se
degradadas. Ladder (marcador de tamanho). HB4 (controle da reagado). Abaixo,
exemplificacdo de curva de eletroesferograma, com picos das bandas 28S e 18S

ribossomais do RNA total.
Figura 23 - Avaliacdo da integridade do RNA extraido das amostras

controles.
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Figura 24 - Perfil eletroforético do PCR para amplificagdo de DNA gendmico. Eletroforese em gel de agarose 1% da PCR das amostras

de medula, apés tratamento com Turbo DNA-free™ (Ambion). Foram aplicados 0,5 ug de cada amostra. POS (controle positivo - amostra de DNA

gendmico da linhagem de mama C5.2), NEG (controle negativo — amostra sem RNA), REF (amostra RNA referéncia - pool de diversas linhagens de

tumores humanos).
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Os genes normalizadores selecionados pelo programa (M<1,5) foram
B2M e UBC. Todos os calculos de expressao relativa foram realizados com
base na média dos ACts dos 2 genes enddgenos selecionados (Figura 25).

Os resultados foram agrupados e analisados segundo as seguintes
variaveis: celularidade, numero de citopenias, dependéncia transfusional,
caracteristicas citogenéticas, subgrupos da classificaggdo OMS (2008) e
grupos de risco IPSS (1997).

No que se refere aos controles (individuos sadios), das 10 amostras
coletadas, duas (amostras 3 e 9) ndo apresentaram boa qualidade do RNA
(material degradado) e por isso n&o foram utilizadas. As demais amostras
foram submetidas aos mesmos procedimentos das amostras dos pacientes

(extracao, purificagdo, RT-PCR e PCR em Tempo Real).

4.3.1 Celularidade

Os pacientes foram agrupados de acordo com a celularidade da
medula o6ssea em hipercelular (HIPER), normocelular (NORMO) e
hipocelular (HIPO) (THIELE et al. 2005).

Na analise comparativa entre os grupos, a expressdao de AURKA foi
diferente entre os grupos HIPER e HIPO (p=0,0020; IC=-2,97 a -0,60), e
NORMO e HIPO (p= 0,0003; IC=1,13 a 4,03). Ambos, HIPER e NORMO,
apresentaram maior expressao de AURKA em relacdo ao grupo HIPO,
sendo 3 vezes maior no grupo HIPER em relagdo ao grupo HIPO, e 5,3
vezes mais expresso no grupo NORMO em relagdo ao grupo HIPO (Figura

26a).



87

AURKB também apresentou diferenca entre os grupos HIPER e HIPO
(p=0,001; IC=-3,32 a -0,77), e NORMO e HIPO (p=0,001; IC=0,88 a 4,04).
Os grupos HIPER e NORMO foram 3 vezes mais expressos do que o grupo

HIPO (Figura 26b).

Average expression stability values of remaining control genes
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Legenda: B2M (B2-microglobulina), UBC (ubiquitina C), GAPDH (gliceraldeido fosfato
desidrogenase).

Figura 25 - Valor de estabilidade atribuido aos genes endégenos em reagao

de PCR em tempo real com amostras de medula éssea (Programa Genorm).
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Figura 26 - Comparagéao entre a expressao génica de AURKA (a) e AURKB

(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com a celularidade medular.
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Para os genes CDC20 e MAD2L1, além das diferencas apresentadas
entre os grupos HIPER e HIPO, NORMO e HIPO, houve também diferenca
entre o grupo controle (CTO) e os grupos HIPER e NORMO.

A anadlise de expressao de CDC20 foi diferente entre os grupos
HIPER e HIPO (p=0,0012; 1C=-3,87 a -0,77), NORMO e HIPO (p=0,0012;
IC=0,97 a 4,81), CTO e HIPER (p<0,001; IC=1,24 a 5,13), e CTO e NORMO
(p<0.001; IC=1,50 a 6,01). A expressao génica de CDC20 encontra-se 5 e
4,5 vezes maior no grupo HIPER do que no grupo HIPO e CTO,
respectivamente. Da mesma forma, o grupo NORMO esta 6,4 e 5,7 vezes
mais expresso em relagao ao grupo HIPO e CTO (Figura 27a).

Para MAD2L1 os grupos HIPER e NORMO mostraram-se 3 vezes
mais expressos (p<0,001; 1C=-2,86 a -0,70 e p=0,0013; 1C=0,67 a 3,37),
respectivamente) em relagdo ao grupo HIPO e 4 vezes mais expressos
(p<0,001; 1IC=1,22 a 3,86 e 1,23 a 4,32, respectivamente) em relagdo ao

grupo CTO (Figura 27b).
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Figura 27 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L1

(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com a celularidade medular.
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4.3.2 Numero de citopenias

Os pacientes foram agrupados de acordo com o numero de citopenias
apresentadas no sangue periférico: nenhuma ou uma citopenia (0/1), e duas
ou trés citopenias (2/3).

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,70 e p=0,72, respectivamente).

CDC20 e MAD2L 1 apresentaram diferenca entre os grupos 0/1 e 2/3
quando comparados ao controle (CTO). Os grupos 0/1 e 2/3 nao foram
diferentes entre si.

Em relagdo a CDC20, os grupos 0/1 e 2/3 mostraram-se 4 vezes mais
expressos (p=0,0023; 1C=-4,84 a -0,92 e p=0,0033; IC=4,59 a -0,79,
respectivamente) do que o grupo CTO, enquanto para MAD2L1, a
expressao génica encontra-se aproximadamente 4 vezes maior no grupo 0/1
em relacdo ao grupo CTO (p<0,001, IC=-3,68 a -0,96) e 3,6 vezes mais
expresso no grupo 2/3 em relagdo ao grupo CTO (p=0,0014, IC=-3,32 a -

0,70) (Figura 28).
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Figura 28 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L1
(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com o numero de citopenias

apresentadas no sangue periférico.
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4.3.3 Dependéncia transfusional

Os pacientes foram agrupados de acordo com a necessidade
transfusional. Foram utilizados dois critérios para definir dependéncia
transfusional: o0 numero de transfusdes realizadas (MALCOVATI et al. 2005)
e a concentragao de hemoglobina (MALCOVATI et al. 2011).

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos, independente do critério utilizado
(numero de transfusées: p=0,31 e p=0,37; concentragdo de hemoglobina:
p=0,99 e p=0,82).

CDC20 e MAD2L1 apresentaram diferengca entre os grupos
dependentes (SIM) e ndo dependentes (NAO) de transfusdo quando
comparados ao controle (CTO) em ambos critérios analisados. Os grupos
SIM e NAO néo foram diferentes entre si.

Quando utilizado o numero de transfusdes para definir dependéncia
transfusional na analise do gene CDC20, os grupos dependentes (SIM) e
ndo dependentes (NAO) mostraram-se aproximadamente 4 vezes mais
expressos (p=0,0106; 1C=0,51 a 4,55 e p=0,0032; IC=0,85 a 4,82,
respectivamente) do que o grupo CTO. Quando a dependéncia transfusional
foi definida segundo a concentragdo de hemoglobina, a diferenga entre os
grupos mostrou-se mais evidente, sendo o grupo dependente (SIM) e n&o
dependente (NAO) 4,6 vezes e 3,1 vezes mais expressos do que o CTO,
respectivamente (p= 0,0025; 1C=0,86 a 4,70 e p= 0,0033; 1C=0,84 a 4,77)

(Figura 29).
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Figura 29 - Comparacgao entre a expressao génica de CDC20 em pacientes

portadores de SMD de acordo com a necessidade transfusional. Critério

utilizado para definir dependéncia transfusional: a) numero de transfusbes realizadas (1
transfusdo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses); b) concentracdo de

hemoglobina (Hb menor que 8g/dL para mulheres € menor que 9g/dL para homens).

Para MAD2L1 a expressao génica encontra-se aproximadamente 3,4
vezes maior no grupo dependente (SIM) em relagdo ao grupo CTO
(p=0,0044; 1C=0,53 a 3,30) e 3,7 vezes mais expresso noO grupo nao
dependente (NAO) em relagdo ao grupo CTO (p<0.001, I1C=0,83 a 3,56)
quando utilizado o numero de transfusbes como critério. No entanto, essa
diferenca se inverte quando dependéncia transfusional € definida segundo a
concentragdo de hemoglobina. Utilizando-se esse critério, a diferenga entre
os dependentes (SIM) torna-se maior (4,1 vezes mais expresso em relagéo

ao CTO) e ndo dependentes (NAO) torna-se menor (3,2 vezes mais
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expresso do que o CTO) quando as mesmas comparagdes anteriores sao

realizadas (p<0.001; 1C=0,96 a 3,62 e p=0,0024; IC=0,63 a 3,34) (Figura 30).
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Figura 30 - Comparagdo entre a expressdo génica de MADZ2L1 em

pacientes portadores de SMD de acordo com a necessidade transfusional.
Critério utilizado para definir dependéncia transfusional: a) numero de transfusdes
realizadas (1 transfusédo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses); b) concentragao

de hemoglobina (Hb menor que 8g/dL para mulheres e menor que 9g/dL para homens).
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4.3.4 Variaveis citogenéticas
A Cariétipo alterado e nao alterado

Os pacientes foram agrupados de acordo com a presenga ou nao de
alteragdes citogenéticas no cariétipo de células de medula éssea.

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,53 e p=0,63, respectivamente).

CDC20 e MAD2L1 apresentaram diferengca entre os grupos
ALTERADO e NAO ALTERADO quando comparados ao controle (CTO). Os
grupos ALTERADO e NAO ALTERADO néo foram diferentes entre si.

A anadlise de expressao de CDC20 foi diferente entre os grupos
ALTERADO e e NAO ALTERADO quando comparados ao CTO (p=0,0016;
IC=-4,65 a -0,97 e p<0.001; IC=1,24 a 5,02, respectivamente). A expressao
génica de CDCZ20 encontra-se 4 vezes maior no grupo ALTERADO do que
no grupo CTO. Da mesma forma, o grupo NAO ALTERADO esta 4,3 vezes
mais expresso em relagao ao grupo CTO (Figura 31a).

Para MAD2L1, a expressao génica também foi aproximadamente 4
vezes maior no grupo ALTERADO e NAO ALTERADO em relagéo ao grupo

CTO (p<0.001, IC=-3,50 a -1,20 e 1,23 a 3,60) (Figura 31b).
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Figura 31 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L 1
(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com a presenga de

alteracdes citogenéticas encontradas no cariétipo (banda G).
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B Caridtipo aneupldéide e ndao aneupldide

Os pacientes foram agrupados de acordo com a presenga ou nao de
aneuploidia (ganho ou perda de cromossomo) dentre as alteragdes
citogenéticas no cariétipo.

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,82 e p=0,89, respectivamente).

A expresséo de CDC20 foi diferente entre os grupos ANEUPLOIDE e
NAO ANEUPLOIDE quando comparados ao CTO (p=0,0062; IC=-5,11 a -
0,77 e p=0,0254; 1C=0,28 a 4,95), sendo sua expressao 4,4 vezes maior no
grupo ANEUPLOIDE e 3,1 vezes mais expresso no grupo NAO
ANEUPLOIDE do que no grupo CTO (Figura 32a).

MAD2L1 também apresentou diferenga entre o0s grupos
ANEUPLOIDE e NAO ANEUPLOIDE em relacdo ao controle (CTO). A
expressdo de MADZ2L1 foi aproximadamente 3,7 vezes maior nos grupos
ANEUPLOIDE e NAO ANEUPLOIDE em relacdo ao grupo CTO (p<0.001;
IC=-3,64 a-1,10 e IC=0,94 a 3,69, respectivamente) (Figura 32b).

Os grupos ANEUPLOIDE e NAO ANEUPLOIDE nao foram diferentes

entre si.
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Figura 32 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L1
(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com a presenga ou nao de
aneuploidia dentre as alteragbes citogenéticas encontradas no cariotipo
(banda G).
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C Grupos de Citogenética (IPSS-1997)

Os pacientes foram agrupados de acordo com o0s subgrupos
citogenéticos utilizados no Sistema Internacional de Escore Progndstico
(IPSS 1997), no qual sdo descritos 3 grupos: FAVORAVEL (cariétipo normal,
nulissomia do cromossomo Y, del(5q), del(20q)) INTERMEDIARIO (demais
alteragbes) e DESFAVORAVEL (alteracdes envolvendo o cromossomo 7,
cariotipo complexo).

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,92 e p=0,55, respectivamente).

Em relagdo & CDC20, os grupos FAVORAVEL, INTERMEDIARIO e
DESFAVORAVEL mostraram-se aproximadamente 4 vezes mais expressos
(p=0,0011; IC=1,06 a 5,12 , p=0,0247; 1C=0,25 a 4,97 e p=0,0150; IC=0,45 a
5,40, respectivamente) do que o grupo CTO, enquanto para MAD2L1, a
expressdo génica foi 4 vezes maior no grupo FAVORAVEL e
DESFAVORAVEL em relagdo ao grupo CTO (p<0.001; IC=1,15 a 3,67 e
0,92 a 4,06) e 3,4 vezes mais expresso no grupo INTERMEDIARIO em
relacdo ao grupo CTO (p=0,0016; IC=0,71 a 3,68). Os grupos FAVORAVEL,
INTERMEDIARIO e DESFAVORAVEL n3o foram diferentes entre si (Figura

33).
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Figura 33 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L1
(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com os subgrupos
citogenéticos utilizados no Sistema Internacional de Escore Progndstico
(1997).
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4.3.5 Subgrupos OMS (2008)

Os pacientes foram agrupados de acordo com o0s subgrupos
utilizados pela OMS (2008): CRDU, ARSA, 5q isolado, CRDM, AREB I,
AREB Il e SMD secundaria (SMD2).

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,94 e p=0,73, respectivamente).

A expressao de CDC20 foi diferente entre os grupos CRDU, ARSA e
AREBs (I e Il) quando comparados ao CTO (p=0,0281; IC=-6,27 a -0,22 ,
p=0,0138; IC=-6,35 a -0,46 e p=0,0321; 1C=-6,22 a -0,17, respectivamente),
sendo sua expressao 5,9 vezes maior no grupo CRDU, 4,8 e 4,4 vezes mais
expresso no grupo ARSA e AREBs do que no grupo CTO, respectivamente.
Os demais grupos nao foram diferentes entre si (Figura 34a).

Para MAD2L1, a expressao génica entre os grupos CRDU, ARSA,
CRDM e AREBs (I e Il) foram diferentes em relagcédo ao CTO (p=0,0049;
IC=-4,80 a -0,57 , p=0,0054; IC=-4,65 a -0,54 , p=0,0264; IC=-3,53 a -0,13 e
p=0,0071; 1C=-4,71 a -0,48, respectivamente), sendo ARSA e AREBs
aproximadamente 4 vezes mais expressos em relagdo ao grupo CTO.
CRDU apresentou a maior diferenga, com 5,3 vezes mais expressao do que
o grupo CTO, e CRDM a menor diferenga, com apenas 3,4 vezes. Os

demais grupos nao foram diferentes entre si (Figura 34b).
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Legenda: CTO (grupo controle). * p<0,05
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Figura 34 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L1
(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com os subgrupos, segundo
classificagdo OMS (2008).
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4.3.6 Grupos de risco IPSS (1997)

De acordo com o Sistema Internacional de Escore Progndstico os
pacientes sao estratificados em baixo risco, risco intermediario | e Il e alto
risco. Para analise comparativa, os pacientes de baixo risco e risco
intermediario |, e os pacientes de risco intermediario Il e alto risco foram
agrupados.

Na analise comparativa, a expressao de AURKA e AURKB nao
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,56 e p=0,67, respectivamente).

A expressdo de CDC20 foi diferente entre os grupos BAIXO/INT1 e
INT2/ALTO quando comparados ao CTO (p<0.001; IC=-5,00 a -1,12 e
p=0,0142; IC=0,49 a 5,69, respectivamente), sendo sua expressao 4,3 vezes
maior no grupo BAIXO/INT1 e 4,8 vezes mais expresso no grupo INT2/ALTO
do que no grupo CTO (Figura 35a).

MAD2L1 também apresentou diferenca (p<0.001) entre os grupos
BAIXO/INT1 e INT2/ALTO em relagdo ao controle (CTO). A expressao de
MAD2L 1 foi 4 e 4,4 vezes maior no grupo BAIXO/INT1 e INT2/ALTO do que
no grupo CTO (IC=-3,62 a -1,23 e 1C=0,98 a 4,28) (Figura 35b).

Em nenhuma das analises realizadas, os grupos BAIXO/INT1 e

INT2/ALTO foram diferentes entre si.
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Figura 35 - Comparagao entre a expressao génica de CDC20 (a) e MAD2L 1
(b) em pacientes portadores de SMD de acordo com os grupos de risco,
segundo IPSS (1997).
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5 DISCUSSAO

Os dados sobre SMD no Brasil, um pais de dimensdes continentais,
ainda sao bastante escassos. Encontramos apenas um registro retrospectivo
realizado no periodo de 2003-2007 (MAGALHAES et al. 2010), no qual
foram incluidos um total de 476 pacientes de 12 centros distribuidos pelas
regides Nordeste, Sudeste e Sul, onde se observou uma idade mediana de
68,3 anos. No nosso estudo, a idade mediana foi de 66 anos.

Em estudos realizados nos paises ocidentais, a mediana de idade é
71 anos na Alemanha (GERMING et al. 2004), 74,3 na Franga (NISSE et al.
2001), e 75 nos Estados Unidos (MA X et al. 2007). Ja os estudos realizados
em paises asiaticos demonstram que os pacientes s&o, no minimo, de 8-10
anos mais jovens do que nos paises ocidentais. A mediana de idade € 59
anos em Taiwan (TIEN et al. 1994), 60 no Japao (OGUMA et al. 1995), 56
na Tailandia (INTRAGUMTORNCHAI et al. 1998), 53 na Coréia (LEE et al.
1999), 50 na China (ZHAO et al. 2002) e 55 na india (DAKSHINAMURTHY
et al. 2005).

Esses dados mostram que apesar da SMD ser mais frequente na
populagao de idosos (= 60 anos), no Brasil a mediana de idade € inferior aos
encontrados nos paises ocidentais. Isso talvez seja uma consequéncia
intrinseca da heterogeneidade genética da populagao, ou uma consequéncia
da exposicdo a fatores ambientais que contribuem para o desenvolvimento

de SMD.
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Alguns estudos epidemiolégicos (RIGOLIN et al 1998; NISSE et al
2001) sugerem que exposigdo ocupacional a solventes organicos,
pesticidas, derivados de petréleo, entre outros, contribuem para o
desenvolvimento de SMD primaria. Hoje, o Brasil ocupa a terceira posi¢céao
no ranking dos maiores produtores agricolas do mundo, e é lider no
consumo de agrotéxicos (CARNEIRO e ALMEIDA 2010). Os dados do
Censo agropecuario de 2006 demonstram o uso exacerbado de agrotoxico
em todo o pais. Apesar de o Ceara ser o quarto maior usuario de agrotoxico
do Brasil, e o primeiro do Nordeste (IBGE 2007), nado foi possivel inferir
qualquer relacdo entre exposicdo ocupacional e incidéncia da doenca, pois
apenas 25% dos prontuarios registravam questionamentos sobre exposi¢céao
a carcinégenos.

E importante ressaltar que o envelhecimento da populagdo brasileira
esta se acentuando e que a incidéncia dessa doenca € maior a medida que
aumenta a faixa etaria. Portanto, € de se esperar um aumento na incidéncia
dessa doenga no Brasil. Em 2000, o grupo de 0 a 14 anos representava 30%
da populagao brasileira, enquanto os maiores de 65 anos eram apenas 5%;
em 2050, os dois grupos se igualardo em 18%. Em 2050, serdo 259,8
milhdes de brasileiros e a expectativa de vida, ao nascer, sera de 81,3 anos,
a mesma dos japoneses, hoje (IBGE 2011).

Ao contrario do que foi observado por MAGALHAES et al. (2010), que
mostrou discreta prevaléncia do sexo feminino (50,8%) em pacientes
portadores de SMD, nosso trabalho apresentou razdao M/F de 1,3:1. Esse

dado apresenta-se de acordo com os registros internacionais (OGUMA et al.
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1995; GREENBERG et al. 1997; CHEN et al. 2005; SOLE et al. 2005;
HAASE et al. 2007), que demonstram razdo M/F variando entre 1,1 e 2.

Como esperado, a maioria dos pacientes portadores de SMD
apresentaram medula hipercelular (52%). Esse dado esta relacionado a
prépria patogénese da doenga, visto que a apoptose excessiva dos estagios
iniciais da doenca é contrabalanceada pelo aumento na proliferacdo das
células progenitoras hematopoéticas. Essas alteragdes proliferativas podem
ser uma caracteristica intrinseca do clone neoplasico ou podem estar
relacionadas a interagcbes autécrinas e/ou paracrinas de citocinas (MUTFI
2004; BERNASCONI 2008; ISHIBASHI et al. 2011).

Apesar da maioria dos casos de SMD apresentarem medula hiper ou
normocelular, a frequéncia de medula hipocelular (28%) observada em
nosso estudo foi maior do que o descrito na literatura internacional (entre
10%-20% dos casos) (CATENACCI e SCHILLER 2005; GERMING et al.
2008; DELLA PORTA et al. 2009), porém condiz com estudos nacionais, 0s
quais relatam frequéncia de medula hipocelular em aproximadamente um
quarto dos casos (LORAND-METZE et al. 2004; VASSALLO e MAGALHAES
2009).

A presenca de cariotipos normais (44,4%) e a elevada frequéncia de
alteragdes citogenéticas com delecao 5q isolada (24%) foram os principais
fatores que contribuiram, em nosso estudo, para a prevaléncia (85%) dos
grupos de baixo risco e risco intermediario 1, o0 que esta de acordo com o
observado no registro nacional (MAGALHAES et al. 2010), onde a maioria

dos casos (83,2%) foram estratificados como de baixo risco (IPSS 1997).
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Ainda segundo MAGALHAES et al. (2010) a maioria dos pacientes
portadores de SMD (66,3%) apresentam dependéncia transfusional. No
nosso estudo, os valores variaram de acordo com o critério utilizado para
determinar a dependéncia transfusional. Quando o numero de transfusdes
realizadas foi utilizado como critério (MALCOVATI et al. 2005), quarenta e
nove por cento dos pacientes apresentaram dependéncia transfusional,
contrapondo os 62,3% de pacientes dependentes de transfusdo quando a
concentragdo de hemoglobina foi utilizada como critério (MALCOVATI et al.
2011). Essa diferenga deve-se ao carater subjetivo da indicagao
transfusional, visto que pacientes com concentracbes baixas de
hemoglobina ndo necessitam, obrigatoriamente, de transfuséo. Acreditamos
que o numero de transfusbes realizadas reflete melhor a verdadeira
necessidade transfusional do paciente e, consequientemente, a gravidade da
citopenia.

A citogenética € fundamental para o diagndstico, prognéstico e
decisdo terapéutica de pacientes com SMD (MUTFI 2004). A incidéncia de
cariétipo alterado encontrada neste estudo (55,5%) mostra-se de acordo
com os dados internacionais que relatam uma frequéncia entre 40-60% em
pacientes portadores de SMD de novo (SOLE et al. 2005;
DAKSHINAMURTHY et al. 2005; HAASE et al. 2007; HAASE 2008), no
entanto, superior aos estudos nacionais publicados por ROMEO et al. (2002)
e PINHEIRO e CHAUFFAILLE (2009), no qual foi observada uma freqténcia
de 352% (12/34) e 20,5% (9/44) de alteragbes citogenéticas,

respectivamente.



110

Assim como descrito na literatura (SOLE et al. 2005; HAASE et al.
2007; PEDERSEN-BJERGAARD et al. 2007; BERNASCONI et al. 2008;
HAASE 2008), as alteragbes cromossOmicas encontradas em nosso estudo
foram predominantemente alteragdes nao balanceadas, e dentre elas, as
alteragdes envolvendo perda da regido 5q (5g-), perda do cromossomo 7 ou
da regido 7q (-7/7g-), trissomia do 8 (+8) e perda da regido 20q (20g-) foram
as mais frequentes.

A frequéncia de alteragdes envolvendo o cromossomo 17 (-17/17p-)
encontrada (16% do total de pacientes com alteragéo citogenética ou 6,5%
(4/61) do total de pacientes com SMD) foi bem superior as descritas por
HAASE et al. (2007) e BERNASCONI (2008), que relataram frequéncias em
torno de 5% (do total de pacientes com alteragao citogenética) e 1,2% (do
total de pacientes com SMD), respectivamente.

Dentre os pacientes que apresentaram alteragcdes envolvendo o
cromossomo 17, o paciente 55 foi relatado como o primeiro caso de SMD
com delecao 17p isolada secundaria ao uso de azatioprina, demonstrando a
toxicidade desta droga com o uso de longo prazo (HEREDIA et al. 2010).
Azatioprina tem sido relacionada a indugdo de falhas no mecanismo de
reparo do DNA, podendo promover uma pressdo seletiva, facilitando a
expansao dos clones alterados e contribuindo para o desenvolvimento da
SMD secundaria (OFFMAN et al. 2004; LEONE et al. 2007).

Dentre todas as alteragdes encontradas em SMD, delecbes do brago
longo do cromossomo 5 sdo as alteragdes citogenéticas mais freqlentes

(HIRAI 2003; HAASE 2008). No estudo alemao-austriaco, HAASE et al.
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(2007) encontraram del(5q) em 30% dos casos com caridtipo alterado, e
delecdo 5q isolada foi observada em 14% dos pacientes com cariotipo
alterado. No estudo brasileiro, ROMEO et al. (2002) observaram 33,3%
(4/12) de delegéo da regidao 5q e 16,7% (2/12) de delecao 5q isolada, entre
os pacientes com alteragao citogenética.

Nossos dados comprovam a prevaléncia de alteragdes envolvendo o
braco longo do cromossomo 5 (44%). No entanto, tanto a frequéncia de
alteragdes envolvendo del(5gq) quanto a delegdo 5q isolada (24%) foram
superiores as encontradas na literatura.

Variagdo nas frequéncias de alteragbes citogenéticas é relatada na
literatura e atribuida aos diferentes perfis étnicos. Como exemplo, alteracdes
citogenéticas isoladas do cromossomo 5 (-5/5g-) e cromossomo 7 (-7/79-)
sdo mais freqlentes na populagdo de SMD dos paises ocidentais (variando
entre 12,8%-23,1% e 3,1%-19,4%, respectivamente) do que nos paises
orientais, onde essas alteragdes representam apenas um pequeno grupo de
casos (CHEN et al. 2005).

A hibridizagado in situ por fluorescéncia (FISH), caracterizada pelo
anelamento de uma fita simples de DNA a uma seqiéncia de DNA
complementar, detecta alteracdo cromossbmica especifica tanto em
interfases quanto em metafases, o que permitiu avaliar a presenca de
amplificacdo dos genes AURKA e AURKB, mesmo quando presentes em
baixas frequéncias (clones pequenos).

Valores de normalidade variam de acordo com o tecido e gene

estudados. Em nosso estudo os valores de normalidade encontrados para
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amplificagdo de AURKA e AURKB foram < 4%. Trabalhos utilizando a
técnica de FISH para investigar a amplificagdo desses genes em tecido
hematopoético sdo escassos e nao caracterizam o seu limiar de
normalidade para amplificacao.

Identificamos 4 casos (6, 32, 35 e 37) com amplificagcdo de AURKA e
2 casos (11 e 56) com amplificagdo de AURKB. Em todos os casos, a
frequéncia de amplificagao variou entre 4% e 4,5%, e exceto pelo caso 37,
apresentaram cariotipo normal.

Nao conseguimos demonstrar associacdo entre amplificacdo destes
genes e alteragcbes cromossbmicas como ja descrito por alguns
pesquisadores em outras neoplasias (SEN et al. 2002; PARK et al. 2008;
LASSMANN et al. 2009; LUCENA-ARAUJO et al. 2011).

Amplificagcao da regiao 20q esta associada com subtipos clinicamente
mais agressivos de tumores (SEN et al. 2002; PARK et al. 2008;
VEERAKUMARASIVAM et al. 2008; LASSMANN et al. 2009). Em diferentes
tipos de tumores foi observada tanto amplificacdo quanto superexpressao de
AURKA (SEN et al. 2002; ROJANALA et al. 2004; VEERAKUMARASIVAM
et al. 2008; LASSMANN et al. 2009), no entanto, alguns trabalhos
demonstram superexpressao de AURKA sem amplificacdo (SAKAKURA et
al. 2001; SEN et al. 2002; GRITSKO et al. 2003; JENG et al. 2004,
CAMACHO et al. 2006), sugerindo que a expressao de AURKA é
influenciada nao apenas pela amplificacdo génica, e que alteragdes nos
mecanismos transcricionais e pos-translacionais também podem contribuir

para o aumento de expressao.
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No que se refere a amplificacdo de AURKB, poucos sao os trabalhos
na literatura que investigaram a amplificagdo desse gene. A maioria
relaciona apenas a superexpressao génica e protéica com a agressividade
tumoral (SORRENTINO et al. 2005; VISCHIONI et al. 2006; IKEZOE et al.
2009; LIN et al. 2010).

Na populacdo estudada, observa-se que dentre os indicadores
prognésticos utilizados pelo IPSS e WPSS, numero de citopenias e
dependéncia transfusional encontram-se desfavoraveis (mostram-se mais
acentuados) nos casos com amplificacdo de AURKA. Todos os casos
apresentam dependéncia transfusional (Hb: 2,6-7,4 g/dL), e 3/4 casos
possuiam 2/3 citopenias (Hb: 2,6-7,0 g/dL; Neu: 195-1215/mm® e Plaq.:
22.000-41.000/mm®). Em contrapartida, ambos os casos com amplificacdo
de AURKB nao mostraram dependéncia transfusional e apresentavam
apenas 1 citopenia (Hb: 9,7g/dL e 10,3g/dL).

A expressao relativa de AURKA entre os casos com amplificacdo e o
grupo controle, formado por 04 pacientes sadios, foi significativamente
diferente (p=0,038). A comparacao entre as médias de expressao dos dois
grupos mostrou uma expressao 2,8 vezes maior no grupo com amplificagao.
Se analisado separadamente, o caso 37 (com aneuploidia) apresentou-se
3,3 vezes mais expresso em relagcdo ao grupo controle. A relagao entre
amplificagdo e aumento na expressao génica de AURKA é citada por
LASSMANN et al. (2009) como primordial para diferenciar a superexpressao

relacionada a progressdo tumoral da superexpressao decorrente de
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aumento na proliferagdao celular, uma vez que a funcdo de AURKA esta
intimamente associada ao ciclo celular.

LASSMANN et al. (2009) demonstraram que a superexpressao de
AURKA acompanhada da amplificacdo do gene esta associada a
instabilidade cromossémica em cancer colorectal esporadico, ao contrario da
superexpressao observada nos tumores decorrentes de instabilidade
microssatélite, que é simplesmente um reflexo do alto indice proliferativo
tumoral.

CAMACHO et al. (2006), em estudo com linfoma do Manto,
observaram que os niveis de expressdao de AURKA encontravam-se
principalmente relacionados ao grau de proliferagdo do tumor, sugerindo que
elevados niveis de expressido de AURKA em linfomas altamente
proliferativos pode n&o ser uma alteragdo oncogénica mas uma
consequéncia do aumento proliferativo.

E concebivel que a superexpressao protéica possa resultar ndo sé do
aumento do numero de genes secundario a amplificacdo do gene, mas
também como resultado do concomitante aumento do numero de
cromossomos, ou seja, da polissomia (VARSHNEY et al. 2004).

Analisando os casos com polissomia, foram identificados 2 pacientes
(30 e 44) com polissomia do cromossomo 20 e 2 casos (35 e 55) com
polissomia do cromossomo 17. Tanto o caso 44 quanto o caso 55
apresentaram multiplos sinais (> 6 sinais por células) em aproximadamente

12% e 17% das células, respectivamente.
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Apesar de alguns autores (SEN et al. 2002; VARSHNEY et al. 2004;
HYUN et al. 2008; KRISHNAMURTI et al. 2009) relatarem aumento de
expressao génica decorrente de polissomia, 0 aumento no numero de sinais
encontrados nesses dois casos nao se refletiu no aumento de expressao,
quando os mesmos foram comparados a média de expressdo do grupo
controle; nem no grau (numero de cépias a mais) da aneuploidia observada
na banda G.

Alteracbes de expressao de proteinas envolvidas na segregacao
cromossOmica (proteinas associadas ao cromossomo) € no fuso mitético
tém sido associadas com o desenvolvimento de aneuploidia em células
tumorais (MICHEL et al. 2001; SAKAKURA et al. 2001; MONDAL et al. 2007;
SOTILLO et al. 2007; PINTO et al. 2007; LI et al. 2009).

A familia das aurora quinases esta envolvida no complexo
centrossomal (AURKA) e no complexo de proteinas associadas ao
cromossomo (AURKB). Durante a proliferagédo celular normal, centrossomos
asseguram a correta segregagao dos cromossomos através da organizagao
do fuso mitético bipolar. AURKA esta relacionada a regulacédo da separagéo
e maturagdo do centrossomo (LI et al. 2003; TONG et al. 2004;
LUKASIEWICZ e LINGLE 2009). AURKB, juntamente com survivina e
proteinas internas do centrbmero (complexo de proteinas associadas ao
cromossomo) desempenha papel crucial no alinhamento e biorientagdo dos
cromossomos, ativagdo do ponto de checagem mitético; e na citocinese
(DUCAT e ZHENG 2004; VAGNARELLI e EARNSHAW 2004; BOLANOS-

GARCIA 2005).
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Adicionalmente, o ponto de checagem do fuso mitético detecta falhas
na estrutura do fuso ou no alinhamento dos cromossomos, e inibe a
segregacao cromossdmica e a progressao do ciclo até o erro ser corrigido.
Os cinetécoros, os quais interagem tanto com os cromossomos quanto com
os microtubulos, desempenham um importante papel na sinalizagdo do
ponto de chegagem (SUDAKIN et al. 2001; ACQUAVIVA e PINES 2006;
MUSACCHIO e SALMON 2007). A maioria das proteinas associadas ao
funcionamento do ponto de checagem esta localizada nos cinetdcoros.
Varias evidéncias indicam MAD2 como componente chave do ponto de
chegagem. Ademais, MAD2 interage diretamente com CDC20 e inibe o
Complexo Promotor de Anafase (CPA).

Diversos sao os trabalhos que relatam alteragcbes na expressao
génica e protéica em AURKA e AURKB associadas a instabilidade
cromossOmica, agressividade dos tumores e pior prognostico dos pacientes
(LASSMANN et al. 2009; IKEZOE et al. 2009; LIN et al. 2010; LOH et al.
2010; LUCENA-ARAUJO et al. 2011). Desregulagdo de componentes do
ponto de checagem mitético MAD2 e CDC20 tém sido associadas a
instabilidade cromossémica (WANG et al. 2000; JEONG et al. 2004,
MONDAL et al. 2007; ZHANG et al. 2008; WANG et al. 2009; JIANG et al.
2011; ZARAVINOS et al. 2011).

Nosso estudo observou que os pacientes com SMD apresentaram
maior expressao dos genes CDC20 e MADZ2L1 quando comparados a
individuos sadios para todas as variaveis analisadas (celularidade, numero

de citopenias, dependéncia transfusional, citogenética, classificagdo OMS,
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indice progndstico IPSS). Ademais, a celularidade apresentou diferenga
significativa entre os grupos de pacientes para todos os genes analisados
(AURKA, AURKB, CDC20 e MADZ2L1), sendo os grupos hipercelular e
normocelular significativamente mais expressos que o grupo hipocelular.

Alguns pesquisadores demonstraram que o aumento de expressao
desses genes estda muito mais relacionadas ao carater proliferativo do que
ao processo neoplasico do tumor (CAMACHO et al. 2006; ZHANG et al.
2008; LASSMANN et al. 2009; WANG et al. 2009).

Em estudo com linfoma do Manto, CAMACHO et al. (2006)
relacionaram a superexpressdo de AURKA ao elevado indice proliferativo do
tumor. Da mesma forma, LASSMANN et al. (2009) demonstraram que a
superexpressao de AURKA era uma conseqUéncia do alto indice
proliferativo do cancer coloretal esporadico decorrente de instabilidade
microssatélite.

ZHANG et al. (2008) correlacionaram a superexpressao de MAD2 em
carcinoma hepatocelular com os altos indices da proteina Ki-67, marcador
de proliferacéo celular. Assim como WANG et al. (2009), em estudo com
cancer gastrico, concluiram que o aumento de MAD2 e sua localizacao,
tanto no citoplasma quanto no nucleo, podem estar relacionadas com a
elevada expressdao dessa proteina em alguns tecidos altamente
proliferativos.

Baixos niveis de expressao tém sido detectados na maioria dos
tecidos normais com baixa proliferacdo, enquanto que tecidos com alto

indice proliferativo, como timo e figado fetal, apresentam elevados niveis de
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expressao, indicando a intrinseca relagao entre a expressao desses genes e
a proliferagao celular (CAMACHO et al. 2006).

No entanto, se a superexpressdo destes genes fosse apenas
relacionada a proliferagao celular (e consequente medula hipercelular) como
explicar que também encontramos diferengas significativas nos casos de
medula normocelular? Ha situacdes em que o aumento da expressao € até
maior em casos de medula normocelular em relagado a hipercelular (apesar
de nao haver diferenga significativa entre os casos NORMO X HIPER).

AURKA, por exemplo, interage com varias proteinas chaves
reguladoras do ciclo celular, incluindo p53. AURKA inativa p53 através da
fosforilagao da regidao Ser315, proporcionando sua degradagdo via mdm2.
Além disso, AURKA ativa o fator nuclear kB (NF-xB) através da fosforilagdo
do seu inibidor 1B, e por sua vez, NF-xB promove a expressao de Bcl-2.
Desta forma, AURKA, quando anormalmente expresso, ativa indiretamente a
expressao de Bcl-2 (proteina anti-apoptética) via NF-kB e mascara o carater
supressor de p53, propiciando uma pressao seletiva em favor dos clones
alterados. Assim, a superexpressao de AURKA refletiria a caracteristica
neoplasica do tumor e ndo apenas seria uma consequéncia do aumento da
proliferacao celular.

Recentemente, em um estudo com 70 casos de LMA de novo
LUCENA-ARAUJO et al. (2011) mostraram associagao entre niveis elevados
de leucocitos (WBC >3 x 104/mm3), superexpressao de AURKA e presenca
de alteragdes citogenéticas desfavoraveis. Os pesquisadores também

avaliaram a presenga de amplificacdo de AURKA e AURKB em nove casos,
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sendo encontrada amplicagdo em 3/9. Apesar do reduzido numero de casos
com amplificacdo para uma analise mais precisa, os trés pacientes com
amplificacdo apresentavam cariétipo desfavoravel.

LORAND-METZE et al. (2004) observaram que entre o grupo de
pacientes portadores de SMD com cariétipo normal e pertencentes aos
grupos de baixo risco e risco intermediario 1, a celularidade medular
apresentou significado prognodstico. Pacientes com medula hipercelular
apresentam pior sobrevida quando comparados a pacientes com medula
normo ou hipocelular.

A SMD variante hipocelular € uma entidade que possui fisiopatologia
diferente dos casos de SMD com medula normocelular e hipercelular. Estes
pacientes costumam apresentar uma maior incidéncia de fendmenos auto-
imunes como fator anti-nucleo positivo, Coombs direto positivo e
manifestagdes clinicas como vasculite e pioderma gangrenoso (PINHEIRO
et al. 2009). Nos anos 90, MOLLDREM et al. (1998), demonstraram que
estes pacientes apresentavam resposta significativa ao tratamento com
globulina anti-timocitica e imunossupressores como ciclosporina. Mais tarde,
0 mesmo grupo demonstrou que, nos casos de SMD HIPO, ha expanséao
clonal de linfécito T CD8+ apds contato com um antigeno do clone da SMD.
A ativacdo de CD8+ leva ao aumento da secrecdo de fator de necrose
tumoral (TNF-a) e Interferon gama que s&o responsaveis pela indugdo de
apoptose das células do préprio clone da SMD e bloqueio de células CD34+

nao clonais respectivamente (MOLLDREM et al. 2005).
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Segundo VASSALLO e MAGALHAES (2009) a forma hipocelular da
SMD estd associada a algumas caracteristicas: subtipo AR, menor
probabilidade de evolugdo para leucemia aguda, citopenias mais severas,
provavel hiper-regulagdo de genes relacionados a inflamagao nas células
CD34+, o que torna essa variante mais responsiva a terapias
imunossupressoras.

Como a SMD hipocelular parece ser uma entidade diferente do ponto
de vista de patogénese, pode ser que a baixa expressdao de AURKA,
AURKB, CDC20 e MADZ2L1 encontradas neste trabalho reflita esta
diferenca.

E importate mencionar que apesar da elevada sensibilidade e
especificidade das técnicas utilizadas, nosso estudo apresentou algumas
limitagdes. Dentre elas, podemos citar o baixo numero de casos (8/43) com
alteragdes citogenéticas de progndstico desfavoravel e o baixo numero de
pacientes de alto risco (6/40), tornando a populagdo estudada
prevalentemente (85%) de baixo risco e risco intermediario 1. Também foi
observada ampla variagcdo de expressdo génica entre os pacientes do
mesmo grupo, o que pode ser reflexo da heterogenidade intriseca da
doenca e da diversidade de mecanismos patogénicos envolvidos.

Informagdes a respeito do perfil de expressdo desses genes sao
escassos em neoplasias hematolégicas e ausentes em SMD, o que dificulta

uma analise mais profunda dos resultados encontrados.
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CONCLUSAO

Do presente estudo pode-se concluir que:

A frequéncia de medula hipocelular (28%) e de alteragdes
citogenéticas com delecdo 5q isolada (24%) observadas nesse
estudo foram superiores ao descrito na literatura internacional. Esses
resultados podem ser um reflexo da variagdo genética entre as
populacdes estudadas.

Os resultados apresentados pelos pacientes com amplificagdo génica,
a partir da analise por FISH, nos permitem concluir que, em
aproximadamente 10% (4/41) dos pacientes portadores de SMD, a
superexpressao de AURKA pode estar relacionada ao processo de
tumorigénese da doenca.

Os resultados de expressao génica de AURKB nao demonstraram
valor progndstico em pacientes com SMD como demonstrado em
outros tumores.

A baixa expressao dos genes AURKA, AURKB, CDC20 e MAD2L1
apresentados pelo grupo hipocelular quando comparados aos demais
grupos (normocelular e hipercelular) sugere que a SMD variante
hipocelular pode ser uma entidade com caracteristicas e patogénese

distintas dos demais subtipos de SMD.
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A maior expressao dos genes CDC20 e MAD2L 1 quando comparados
a individuos sadios, para todas as variaveis analisadas (celularidade,
nuamero de citopenias, dependéncia transfusional, citogenética,
classificagdo OMS, indice progndstico IPSS) sugere que a
desregulagao desses genes pode estar envolvida nos mecanismos de

patogenicidade da SMD.
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Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro Paciente do Hospital Universitario Walter Cantidio, vocé tem o diagndstico de
uma doenga chamada Sindrome Mielodisplasica. Esta doenca afeta a fabrica do seu
sangue, isto &, a sua medula éssea e muitas duvidas ainda existem sobre o que acontece
com esta doenga. Por isso, sdo necessarios estudos para que possamos entender o que
realmente acontece na sua medula éssea.

Estamos realizando um estudo para saber o que vai acontecer como a sua doenga.
Este trabalho tem como objetivo estudar o funcionamento da sua medula 6ssea e obter uma
melhor classificacao da gravidade de sua doencga para que vocé possa receber a indicagdo do
melhor tipo de tratamento no futuro. Para realizagao deste trabalho, sera colhida 1 amostra da
sua medula 6ssea. A amostra de medula éssea (a medula liquida) sera coletada através do
uso de uma agulha de aproximadamente 5 cm na regido abaixo do pesco¢o chamada de
esterno. Para isso, 0 paciente recebera anestesia no osso do esterno (3 cm abaixo do
pescoco). A anestesia é local e causa um leve desconforto. Nao ha outro tipo de anestesia a
ser feita para a realizacao deste exame e esta anestesia é segura e sem complicagao. Apos
anestesiado, a agulha sera colocada no local anestesiado e sera feita uma pressédo sobre o
peito. Neste momento, o paciente ndo sentird mais dor. Sentira uma sensacgéo de peso. Serao
entdo aspirados aproximadamente 3,0ml de liquido do osso, que é a medula 6ssea liquida. O
paciente ficara deitado em uma maca por aproximadamente 5 minutos. Este exame ja é
normalmente realizado em pacientes com Sindrome Mielodisplasica durante o diagndstico e
no acompanhamento desta doenga. A Unica diferenga é que sera coletado cerca de 1ml de
medula 6ssea a mais para as pesquisas. Isto ndo traz maleficios para a sua medula dssea.
N&o ha outra maneira de estudar a medula dssea liquida sem realizar este exame.

Em qualquer etapa do estudo, o paciente tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de possiveis duvidas, estando o investigador principal,
Silvia M M Magalhaes, a disposigdo no Servigo de Hematologia do HUWC-HC (telefone: 85
3101-2272). Se houver alguma duvida ou consideragao sobre a ética da pesquisa, entrar em
conta-lo com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), situado na rua Capitdo Francisco Pedro,
1290 — Bairro: Rodolfo Tedfilo, telefone: 85 3366-8589. E garantida a liberdade de retirada de
consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituicdo. Os dados e materiais serdo destinados
somente a pesquisa e as informacgdes obtidas sdo confidenciais, sendo os resultados parciais
fornecidos ao paciente.

Nao ha despesas pessoais ao participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e

consultas. Também nao ha compensacao financeira relacionada a sua participacgao.



Eu, , portador do RG

acredito ter sido suficientemente informado a respeito das

informagdes que li ou que foram lidas para mim descrevendo o estudo " Estudo de
proteinas relacionadas ao fuso mitético (AURORA A e AURORA B) e ponto de checagem
mitotico (CDC20 e MAD2L1) em pacientes portadores de Sindrome mielodisplasica”.

Eu discuti com o pesquisador sobre a minha deciséo de

participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos, seus riscos, as garantias de
confiabilidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha
participagdo é isenta de despesas e que tenho a garantia do acesso ao tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei a qualquer momento retirar o meu consentimento, antes ou durante o mesmo, sem

penalidades ou qualquer prejuizo para o meu tratamento.

Data / /

Assinatura do Paciente
Data / /

Assinatura da Testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou responsavel legal para a participacédo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo



Anexo 2 — Protocolos

PROTOCOLO | - CITOGENETICA CLASSICA

1. Coleta de medula 6ssea

Aproximadamente 2 a 3 mL de medula 6ssea em seringa 20cc
contendo 1 a 2 mL de heparina

Obs.: Manter a agulha na seringa durante o transporte do material.

2 Procedimento

2.1 Cultura (dia 1)

Em ambiente estéril (capela de fluxo laminar) transferir amostra para
tubo Falcon de 15 mL

Acrescentar 1 mL de RPMI

Homogeneizar lentamente por inversao

Centrifugar 1200 rpm

Remover o maximo possivel do sobrenadante com auxilio de pipeta
Apds centrifugagao, aspirar camada de leucdcitos com pipeta Pasteur
e adicionar 6 gotas do material em cada tubo T (contendo 3 mL de
soro fetal e 7 mL de RPMI)

Incubar cultura em estufa de CO; a 37 °C por 23h30min

2.2 Bloqueio do fuso mitético/ choque hipotonico/ fixagao (dia 2)

Adicionar 70 uL de Colcemid em cada tubo T
Homogeneizar (desprendendo todo o material das paredes do tubo T)

e incubar na geladeira por 30 minutos

Transferir amostra de cada tubo T para um tubo Falcon 15 mL e
centrifugar por 10 minutos (1200 rpm)

Remover o maximo possivel do sobrenadante com auxilio de pipeta

Ressuspender precipitado com 10 mL de solugédo hipoténica de KCI



0,075 M lentamente (gota a gota) com o auxilio do agitador de tubos
Deixar a amostra descansar por 20 minutos

Centrifugar por 10 minutos (1200 rpm)

Remover o maximo possivel do sobrenadante com auxilio de pipeta
Ressuspender precipitado com 10 mL de solugdo de Carnoy (acido
acético:metanol, propor¢do 3:1) lentamente (gota a gota) com o
auxilio do agitador de tubos

Deixar a amostra descansar por 20 minutos

Centrifugar por 10 minutos (1200rpm)

Desprezar sobrenadante por inversao

Repetir lavagem com solugdo Carnoy mais 3 vezes (com descanso de
20 minutos entre cada uma)

Guardar o material em solugédo de Carnoy na geladeira

2.3 Preparo das laminas e bandamento (dia 3)

Deixar as laminas embebidas em um recipiente com alcool comum.
Antes de utilizar, limpar as laminas com gazes

Verificar concentragdo da amostra (a amostra devera apresentar um
aspecto levemente leitoso). Se necessario, adicionar mais solugao
Carnoy

Pingar 1 gota na lamina (angulagao 45°), deixar a gota percorrer a
lamina e em seguida soprar, para espalhar o material em toda sua
extensao

Aquecer as laminas no microondas por 3 minutos, na poténcia
maxima

Imergir a primeira lamina em tripsina. Contar rigorosamente o tempo
de tripsina no cronédmetro

Imediatamente apds imersdo em tripsina, mergulhar a lamina na
solugdo tampéao Sorensen por 3x consecutivas (para bloquear a agao
da tripsina)

Retirar o excesso de tampao em papel filtro

Em seguida, mergulhar a lamina nas solugdes 1, 2 e 3 do kit Pandtico

(3x consecutivas em cada solucéo)



Realizar contagem no crondmetro na ultima solugao (Giemsa)

Apos Giemsa, lavar as laminas em agua corrente e enxugar
cautelosamente em papel filtro.

Observar o resultado de cada tempo em pelo menos 3-4 mitoses por
lamina

Apo6s encontrar o “tempo de banda”, repetir procedimento de

bandamento com todas as demais laminas no mesmo dia.

PROTOCOLO Il - CITOGENETICA MOLECULAR (FISH)

1. PRIMEIRO DIA

Deliminar espago na lamina

Limpar ldaminas e laminulas com alcool e algodao

Centrifugar 1200 rpm — 10 min

Lavar material 1 vez com solugdo Carnoy (seguir mesmo
procedimento descrito na citogenética classica)

Adicionar solugado Carnoy até atingir coloragao leitosa

Gotejar material sobre Iamina inclinada

Observar no microscépio a concentragao de células e dispersao sobre
a lamina

Imergir cada lamina por 2 minutos na solugao SSC 2X TA

Imergir cada lIamina por 2 minutos na série etilica (70% - 80% - 100%)
TA

Aquecer solugao de Formamida+SSC 2x a 73 °C em banho-maria
Imergir cada lamina por 2 minutos na solugdo aquecida (desnaturar
DNA)

Aquecer as sondas a 90 °C em banho-maria — 10 minutos (desnaturar
sondas)

Adicionar 3 uL de sonda (ready to use) sobre demarcagéo na lamina
Cobrir com laminula

Selar com cola as laterais da laminula (para nao deslocar)

Colocar sobre placa aquecedora (75 °C) por 2 min no escuro

Incubar em camara umida escura por 24 horas



1. SEGUNDO DIA

Preparar solugao NP40 0,1%+SSC 2x e NP40 0,3%+SSC 0,4x
Aquecer NP40 0,3%+SSC 0,4x a 73 °C em banho-maria

Retirar laminulas

Imergir cada lamina por 2 minutos na solugao aquecida

Imergir cada lamina por 1 minuto na solugdo NP40 0,1%+SSC 2x em
TA

Adicionar 15 uL de DAPI sobre demarcag¢ao na lamina

Cobrir com laminula

Selar com esmalte as laterais da laminula (para nao deslocar)

Incubar por 10min, no escuro, a TA

Observar no microscoépio.

PROTOCOLO Ill - EXTRAGAO E PURIFICAGAO DE RNA (TRIzol LS)

1. Coleta e armazenamento das amostras

Coletar 2 tubos contendo aprox. 2 mL de medula éssea em cada tubo
de ETDA

Centrifugar 1811 x g, por 15 minutos, a 4 °C

Transferir plasma para eppendorfs (armazenar -20 °C)

Aspirar camada leucocitaria (buffy coat)

Obs.: Tentar aspirar o menos possivel de hemacias.

Transferir camada leucocitaria (aprox. 250 ulL) para tubo de
criopreservagao de 5 mL

Adicionar 3 mL de TRIzol LS

Homogenizar (vortex) por 15 segundos (lise celular)

Obs.: Se necessario, adicionar mais TRIzol LS (até o material ficar
MEeNOoS ViSCos0)

Deixar a amostra descansar por 10 minutos, a temperatura ambiente

Conservar -80 °C

2. Extracao de RNA total

Descongelar as amostras em temperatura ambiente



Aliquotar as amostras em tubos eppendorfs 2 mL (maximo de 1 mL de
amostra/tubo)

Adicionar cloroférmio (proporgéo 200 uL cloroférmio: 1 mL amostra)
Homogeneizar em vortex por 20 segundos

Incubar 10-15 minutos em temperatura ambiente

Centrifugar 12000 x g por 15 minutos, a 4 °C

Transferir sobrenadante para novo tubo eppendorf 2 mL com auxilio
de pipeta

Obs.: Reservar fase organica (precipitado) para extracado de DNA e
proteina.

Adicionar o mesmo volume de sobrenadante resgatado de TRIzol LS
Homogeneizar

Incubar 10 minutos em temperatura ambiente

Adicionar cloroférmio (proporgao 200 uL cloroférmio: 1 mL de TRIzol
LS adicionado)

Homogeneizar em vortex por 20 segundos

Incubar 10-15 minutos em temperatura ambiente

Centrifugar 12000 x g por 15 minutos, a 4 °C

Transferir sobrenadante para novo tubo eppendorf 2 mL com auxilio
de pipeta

Acrescentar 2 uL de microcarreador (glicogénio [20mg/mL]) em cada
tubo

Mix por inversao

Adicionar isopropanol (propor¢ao 0,5 mL isopropanol: 1 mL de TRIzol
LS adicionado)

Mix por inversao

Incubar 10 minutos em temperatura ambiente

Centrifugar 12000 x g por 10 minutos, a 18 °C

Descartar sobrenadante por inversao

Lavar precipitado com etanol 75% em temperatura ambiente (3x) »>
aprox. 2 mL de etanol por lavagem

Centrifugar 7500 x g por 5 minutos, a4 °C

Descartar sobrenadante por inversao



Retirar restante do etanol com pipeta e deixar precipitado secar na
bancada

Adicionar H,0 tratada com DEPC

Incubar em termomix por 10 min, a 55 °C, sob agitagao

Conservar -80 °C.



Anexo 3 - Resultados da citogenética classica (bandamento G) dos
pacientes portadores de SMD.

SEXO CLASSIFICAGAO
No RESULTADO
/IDADE OMS (2008)

1 46,XX[20] F/28 ARSA
2 46,XY[9] M/24 CRDM
3 Auséncia de metafase F/41 CRDM
4 Auséncia de metafase F/84 CRDU
5 46,XY,del(5)(q15933),del(17)(p11.2)[71/46,XY[13] M/32 CRDM
6 46,XY M/29 CRDU
7 46,X-Y[4]/46,XY[16] M/91 ARSA
8 46,XY,del(5)(?915q33)[71/46,XY[8] M/33 CRDM
9 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[71/46,XY[2] M/63 AREB Il
10 46,XY[9] F/65 SMD2?
11 46,XX[6] FI/72 CRDU
12 46,XY[5] M/74 CRDM
13 47 ,XY,+mar[3]/46,XY,[17] M/45 CRDM
14 46,XY[20] M/67 AREB |
15 46,XY,del(5)(?922q33)[31/45,XY,del(5)(?q22933),-18[3]/46,XY[14] M/83 ARSA
16 Auséncia de metafase FI74 SMD2?
17 46,XY,del(5)(q31935)[6]/46,XY[17] M/89 AREB |
18 Sem metafase F/42 ARSA
19 46,XX[7] F/67 CRDM
20 46,XY,del(5)(q22933)[5]/46,XY[7] M/15 CRDU
21 46,XY,del(5)(q15933)[7]/46,XY[11] M/69 5q isolado
22 Auséncia de metafase M/85 CRDM

90,XXXX,-6,-7,-8,-11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)
23 [31/45,XX,-7[5]/45~46,XX,-7,del(7)(q32),del(11)(q32),-17,del(17) F/30 AREB II

(p11.2),del(20)(q13.1)[cp11]
24 47,XY,+8[4]/46,XY[5] M/40 CRDM
25 47,XY,+mar[5],46,XY[11] M/66 CRDM
26 46,XY,-?10,+mar[5)/46,XY[1] M/45 CRDM
27 46,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY[18] M/73 CRDM

46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(q32),add(13)(p11)[4]/48,XY,
28 add(13)(p11),+22,+mar[9]/48,XY,del(7)(q32),add(13)(p11),+22,+mar[3] M/77 CRDM

146,XY[2]
29 Sem metafase M/86 CRDM
30 89,XXY,-20,-22,-Y[4]/46,XY,del(16)(?q22)[5]/46,XY[11] M/79 CRDM
-~ 47 ,XY,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47~50,XY,del(4)(?q35), M/49 AREB II

+8,+10,+11,del(16)(?q22),+21,+mar[cp8]
32 46,XX[22] F/18 SMD2?
33 Auséncia de metafase F/59 CRDM
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SEXO CLASSIFICAGAO

No RESULTADO
/IDADE OMS (2008)

34 Auséncia de metafase M/54 CRDM
35 46, XYI[8] M/46 CRDM
36 Auséncia de metafase M/82 CRDU

37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,-Y[8]/46,XY, M/64 AREB Il
37 del(5)(q15q33)[5]/46,XY[6]
38 46,XX[20] F/57 CRDM
39 46,XX[25] FI72 CRDM
40 46,XX[20] F/81 CRDM
41 Auséncia de metafase F/66 ARSA

46,XX,del(5)(q15933)[9]/46,XX,del(5)(q15q33),del(11) F/41 CRDM
42 (?925)[7]/46,XX[4]
43 46,XX[8] F/57 CRDM
44 44,XX-13,-17[4]/46,XX[5] F/41 CRDM
45 Auséncia de metafase F/55 CRDM
46 Sem metafase F/84 ARSA
47 46,XX[5] F/81 ARSA
48 46,XX[8] F/47 CRDU
49 46,XY,del(5)(?q15q33)[8]/46,XY[12] M/58 5q isolado
50 Sem metafase F/64 CRDU
51 46,XY[11] M/74 CRDM
52 46,XX,del(5)(q15933)[4]/46,XX[18] F/23 CRDU
53 Sem metafase Frr7 CRDM
54 47 ,XX,t(4;11)(927;932),+mar[4]/46,XX[16] F/81 CRDM
55 46,XX,del(17)(p11.2)[3]/46,XX[4] F/27 SMD2?
56 46,XX[12] F/73 ARSA
57 46,XY[6] M/74 ARSA
58 Auséncia de metafase M/72 AREB II
59 Auséncia de metafase M/66 AREB |
60 46,XX[11] F/82 SMD2?

175, XXXXXXXX,-5,-6,-7,-8,-9,-11,-13,- F/71 SMD2?

61 14[4)/46,XX,del(5)(q15G33)[8]/46,XX[19]

Legenda: CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem); ARSA (Anemia
Refrataria com Sideroblastos em Anel); CRDM (Citopenia Refratdria com Displasia
Multilinhagem); AREB | e Il (Anemia Refrataria com Excesso de Blasto); SMD2* (SMD

secundaria).



Anexo 4 - Resultados da citogenética molecular (FISH) dos pacientes portadores
de SMD.

i . FISH - AURK A FISH - AURK B
No CITOGENETICA CLASSICA
AMP. POLI AMP. POLI
1 46,XX[20] 0% 0% 0% 1%
2 46,XY[9] NR NR NR NR
3 Auséncia de metafase NR NR NR NR
4 Auséncia de metafase 1,5% 0% NR NR
5  46,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[71/46,XY[13] 1,5% 0% 0% 1%
6  46XY 4% 0% 0% 1%
7 46,X-Y[4)/46,XY[16] 0% 0% 0% 1%
8 46,XY,del(5)(?q15q33)[7]/46,XY[8] NR NR NR NR
9 47 XY, +8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7)/46,XY[2] 0% 0% 0% 0%
10 46,XY[9] 1% 0% 0% 0%
11 46,XX[6] 1% 0% 4% 1%
12 46,XY[5] 1,5% 0% 0% 1,5%
13 47 XY ,+mar{3]/46,XY,[17] 1% 0% 0% 0%
14 46,XY[20] 0% 0% 0% 1,5%
15 46,XY,del(5)(?q22q33)[3]/45,XY,del(5)(?q22G33),-18[3]/46,XY[14] 0% 0% 2% 0%
16 Auséncia de metafase 2,5% 0% 0% 0%
17 46,XY,del(5)(q31935)[6]/46,XY[17] 0% 0% 0% 0%
18 Sem metafase NR NR NR NR
19 46,XX[7] 0% 0% 0% 0%
20 46,XY,del(5)(q22933)[5]/46,XY[7] NR NR NR NR
21 46,XY,del(5)(q15q33)[7)/46,XY[11] 1,5% 0% 0% 0%
22 Auséncia de metafase NR NR NR NR
90,XXXX,-6,-7,-8,-
11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]/45,XX,-7[5)/
2 45~46,XX,-[7,3:|eI(7)(q32),(d<)a(I((q11))(q32(),-1);(,qdel(1)7[)(]p1 1.2), i 0% 0% o 1%
del(20)(q13.1)[cp11]
24 47,XY,+8[4]/46,XY[5] NR NR NR NR
25 47 XY ,+mar[5],46,XY[11] NR NR NR NR
26 46,XY,-210,+mar[5]/46,XY[1] NR NR NR NR
27 46,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY[18] 1% 0% 0% 0%
46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY ,del(7)(g32),add(13)(p11)[4])/48 XY,
28 add(13)(p11),+22,+mar[9]/48,XY,del(7)(q32),add(13)(p11),+22, NR NR NR NR
+mar[3]/46,XY[2]
29  Sem metafase NR NR NR NR
30 89,XXY,-20,-22,-Y[4]/46,XY ,del(16)(?q22)[5]/46,XY[11] 3,5% % 0% 2,5%
51 47 XY, +mar[6]/48 XY, +8,del(16)(?q22),+mar[4]/47~50,XY, NR \R \R \R
del(4)(?935),+8,+10,+11,del(16)(?922),+21,+mar[cp8]
32 46,XX[22] 4,5% 0% 2,5% 0%

33 Auséncia de metafase NR NR NR NR
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No CITOGENETICA CLASSICA FISH - AURK A FISH - AURK B
AMP. POLI AMP. POLI
34 Auséncia de metafase NR NR NR NR
35 46, XY[8] 4,5% 0% 2% 5%
36  Auséncia de metafase 1% 0% 3,5% 1%
. /347E;>:(,;(2[,(3-]3,-9,-1 1,-12,-15,-16,-18,-Y[8]/46,XY, del(5)(q15q33)[5] % oo oo oo
38 46,XX[20] NR NR NR NR
39 46,XX[25] 1,5% 0% 0% 0%
40 46,XX[20] 2% 0% 0% 0%
41 Auséncia de metafase 0% 0% 3,5% 0%
42 ::))z;j]el(S)(m5q33)[9]/46,XX,deI(5)(q15q33),de|(1 1)(q23)[7)/ 0% 0% 0% %
43 46,XX[8] 0% 0% 0% 3%
44 44,XX-13,-17[41/46, XX[5] 0% 12% 2% 1%
45  Auséncia de metafase NR NR NR NR
46  Sem metéafase 2% 0% 0% 2%
47 46,XX[5] 0% 0% 0% 0%
48 46,XX[8] 0% 0% 0% 1,5%
49 46,XY,del(5)(?q15q33)[8/46,XY[12] 0% 4% 2% 0%
50  Sem metafase 0% 0% 0% 0%
51  46,XY[11] 2% 0% 0% 0%
52 46,XX,del(5)(q15q33)[41/46,XX[18] NR NR 0% 0%
53  Sem metafase NR NR NR NR
54 47 XX t(4;11)(q27;q32),+mar[4]/46 XX[16] 0% 0% 0% 0%
55 46,XX,del(17)(p11.2)[31/46,XX[4] 2% 0% 0% 17%
56 46,XX[12] 1% 0% 4% 0%
57  46,XY[6] 0% 0% NR NR
58 Auséncia de metafase NR NR NR NR
59 Auséncia de metafase 0% 0% 2% 0%
60  46.XX[11] 0% 0% 0% 1%
61 175 XXXXXXXX,-5,-6,-7,-8,-9,-11,-13,-14[4]/46,XX, e - - NR

del(5)(q15q33)[8]/46,XX[19]

Legenda: AMP. (amplificagdo), POLI (polissomia), NR (nao realizado).



Anexo 5 — Resultados da expressao génica (PCR em Tempo Real) dos pacientes portadores de SMD.

) PSS AURKA AURKB €DC20 MAD2L1
N° | SEX | IDADE CEL CARIOTIPO OMS 2008 | yooo
exp.rel. log2. exp.rel. log2. exp.rel. log2. exp.rel. log2.

1 F 28 HIPER | 46 XX[20] ARSA | LOW | 006732 | -3589290 | 0,16031 | -2,64110 | 0,14504 | -2,78552 | 0,11859 | -3,07594
2 M 24 46.XY[9] CRDM | INT-1 | 0,00024 | -6,75740 | 0,00481 | -7,70028 | 0,00542 | -7,52789 | 0,01561 | -6,00157
3 F 41 HIPO | Sem metafase CRDM 001315 | -6,24874 | 000672 | -7,21754 | 0,00352 | -8,14853 | 0,01449 | -6,10887
4 F 84 NORMO | sem metafase AR 0,05292 | -4,24013 | 006832 | -3,87164 | 007413 | -375378 | 0,08253 | -3,59899
5 M 32 NORMO | 46,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[7)/46 XY[13] CRDM | INT-1 | 0,05764 | -4,11685 | 0,05981 | -4,06335 | 0,04380 | -4,51306 | 0,09019 | -3,47089
6 M 29 NORMO | 46 xy AR LOW | 002659 | -523323 | 004126 | -4,59899 | 0,03673 | -4,76681 | 0,05934 | -4,07481
7 M 91 46,X-Y[4]/46, XY[16] ARSA | LOW | 003619 | -4,78842 | 0,04803 | -4,37999 | 0,05399 | -4,21109 | 0,04753 | -4,39514
8 M 33 HIPO | 46,XY,del(5)(?q15q33)[7]/46,XY[8] CRDM | INT-1 0,03880 | -4,68770 | 0,01918 | -570435 | 004024 | -4,63523
9 M 63 HIPER | 47 Xy +8[6)/47 XY.del(7)(q32),+8[7)/ 46.XY[2] AREB-lIl | HIGH | 014447 | 279114 | 012942 | -2,94992 | 015195 | 271831 | 011796 | -3,08359
10 F 65 NORMO | 46 xv[o] SMD 2° 0,02074 | -559121 | 0,02837 | -513940 | 0,02623 | -525249 | 0,03695 | -4,75818
1 F 72 HIPER | 46 xx[6] AR LOW | 0,06416 | -396222 | 006501 | -3,94317 | 007836 | -3,67370 | 0,09207 | -3,44106
12| M 74 NORMO | 46 xv(5] CRDM | INT-1 | 0,02756 | -5,18114 | 0,03774 | -4,72774 | 0,04821 | -4,37458 | 0,05379 | -4,21645
13| M 45 NORMO | 47 XY +mar{3J/46.XY [17] CRDM | INT-1 | 0,16567 | -2,59364 | 0,10740 | -3,21898 | 0,08155 | -3,61613 | 008992 | -3,47517
14| M 67 HIPER | 46 XY[20] AREB-l | INT-1 0,09912 | -3,33462 | 0,06275 | -399434 | 008942 | -3,48319
15 M 83 HIPER ‘:gig(]\/( 42"3)2(3%21‘]‘22(‘33)[3]’45*XY'de'(5) (?2233)- | ARsA | INT-1 | 000682 | -7,19643 | 000740 | -7,07867 | 001322 | -6,24135 | 003853 | -4,69806
16 F 74 HIPO | Sem metafase SMD 2° 0,02003 | -564136 | 001317 | -6,24653 | 001973 | -566311 | 0,02825 | -514569
17| M 89 HIPER | 46,.XY,del(5)(q31q35)[6]/46,XY[17] AREB-l | INT-1 | 0,02697 | -521268 | 0,06070 | -4,04228 | 0,03937 | -4,66662 | 0,06990 | -3,83861
18 F 42 NORMO | gem metafase ARSA 0,04953 | -4,33552 | 003923 | -4,67183 | 0,03830 | -4,70633 | 005738 | -4,12329
19 F 67 HIPER | 46 XX[7] CRDM | INT-1 | 0,03086 | -501797 | 0,04387 | -4,51071 | 003947 | -466322 | 005251 | -4,25123
20 | M 15 HIPO | 46 xv.del(5)(q22q33)[5J/46.XY[7] NR LOW | 001575 | -598888 | 001626 | -594215 | 001173 | -6,41316 | 005640 | -4,14808
21 M 69 HIPER | 46 XY.del(5)(q15q33)[7]/46,XY[11] Isol. 5 | INT-1 | 0,03151 | -4,98822 | 0,07029 | -3,83052 | 0,07142 | -3,80753 | 0,06047 | -4,04757
2 | M 85 HIPER | Sem metafase CRDM 0,04821 | -4,37458 | 005046 | -4,30881 | 0,06333 | -3,98086 | 0,04543 | -4,46031




Cont./ Anexo 5

N°

IPSS1 AURKA AURKB CDC20 MAD2L1
SEX IDADE CEL CARIOTIPO OMS 2008 997
exp.rel. log2. exp.rel. log2. exp.rel. log2. exp.rel. log2.
90,XXXX,-6,-7,-8,-11,+21,+22[5]/ 46,XX,
del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]1/45,XX,-7[5]/ ) } R . ]
23 F 30 HIPO 45~46 XX .-7,del(7)(q32).dei(11)(q32),-17, AREB-II HIGH 0,00379 8,04298 0,00416 7,90789 0,00265 8,56028 0,01527 6,03319
del(17)(p11.2),del(20) (q13.1)[cp11]
24 M 40 47 XY ,+8[4]1/46 XY[5] CRDM INT-1 0,02477 -5,33524 0,01236 -6,33779 0,01385 -6,17378 0,02642 -5,24221
25 M 66 47 XY, +mar[5],46, XY[11] CRDM INT-1 0,02797 -5,15976 0,02891 -5,11250 0,03486 -4,84211 0,03897 -4,68149
26 M 45 NORMO 46,XY,-210,+mar[5]/46 XY[1] CRDM INT-1 0,34952 -1,51655 0,11750 -3,08930 0,21220 -2,23653 0,13615 -2,87674
27 M 73 HIPER 46,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY[18] CRDM INT-2 0,03029 -5,04487 0,02722 -5,19908 0,02386 -5,38947 0,05381 -4,21596
46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(q32),
add(13)(p11)[4]/48,XY,add(13)(p11),+22, g - - - -
28 M 77 +mar[9]/48,XY.del(7)(q32),add(13)(p11), +22, CRDM INT-2 0,05956 4,06951 0,10687 3,22604 0,08710 3,562113 0,11282 3,14790
+mar[3]/46,XY[2]
29 86 HIPER Sem metafase CRDM 0,02842 -5,13679 0,02770 -5,17410 0,02232 -5,48521 0,06026 -4,05267
89,XXY,-20,-22,-
30 79 HIPER Y[4]/46 XY, del(16)(2q22)[5]/46 XY[11] CRDM INT-1 0,02157 -5,53452 0,04396 -4,50761 0,02559 -5,28806 0,04593 -4,44443
47,XY,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),
31 M 49 +mar[4]/47~50,XY,del(4)(?q35),+8,+10,+11, AREB-II INT-2 0,05414 -4,20725 0,05448 -4,19817 0,04968 -4,33112 0,06706 -3,89842
del(16)(?q22),+21,+mar[cp8]
32 F 18 HIPO 48,XX[22] SMD 2° 0,08106 -3,62492 0,10104 -3,30700 0,04023 -4,63547 0,05507 -4,18267
33 F 59 HIPO Sem metafase CRDM 0,00183 -9,09123 0,00063 -10,63612 0,00108 -9,85761 0,00389 -8,00609
34 M 54 HIPO Sem metafase CRDM 0,00078 -10,32586 0,00050 -10,95965 0,00083 -10,23997 0,00457 -7,77371
35 M 46 HIPER 46, XY[8] CRDM INT-1 0,09016 -3,47133 0,10810 -3,20952 0,11395 -3,13350 0,14585 -2,77748
36 M 82 NORMO | sem metafase AR 0,12341 -3,01847 0,16405 -2,60783 0,19012 -2,39504 0,14304 -2,80554
37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,-Y[8]/ _ ~ - - - -
37 M 64 HIPER 46.XY,del(5)(q15q33)[5]/46,XY[6] AREB-II INT-2 0,08179 3,61200 0,09465 3,40131 0,09237 3,43638 0,12538 2,99562
38 F 57 HIPER 46,XX[20] CRDM Low 0,00307 -8,34690 0,00167 -9,22386 0,00559 -7,48377
39 F 72 HIPER 46,XX[25] CRDM INT-1 0,02746 -5,18647 0,06693 -3,90118 0,04208 -4,57068 0,11392 -3,13388
40 F 81 46,XX]20] CRDM INT-1 0,16853 -2,56890 0,20710 -2,27157 0,11527 -3,11695 0,20034 -2,31947
4 F 66 HIPER Sem metafase ARSA 0,06127 -4,02869 0,04695 -4,41277 0,07840 -3,67294 0,17503 -2,51433
46,XX,del(5)(q15933)[9]/46,XX,del(5) 3 ) ) ) )
42 F 41 (q15933),del(11)(q23)[7)/46 .XX[4] CRDM INT-1 0,04916 4,34637 0,04557 4,45581 0,04313 4,53501 0,04782 4,38626
43 F 57 HIPER 46, XX[8] CRDM INT-1 0,08919 -3,48697 0,05943 -4,07277 0,13720 -2,86561 0,08340 -3,58375
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N IPSS AURKA AURKB CDC20 MAD2L1
N SEX IDADE CEL CARIOTIPO OMS 2008 1997
exp.rel. log2. exp.rel. log2. exp.rel. log2. exp.rel. log2.

44 F 41 HIPO 44,XX-13,-17[4]/46,XX[5] CRDM INT-1 0,00765 -7,02951 0,00947 -6,72287 0,00823 -6,92410 0,02419 -5,36960
45 F 55 HIPO Sem Metafase CRDM 0,00642 -7,28412 0,00174 -9,16580
46 F 84 HIPER Sem metafase ARSA 0,01393 -6,16544 0,02615 -5,25687 0,02317 -5,43185 0,03054 -5,03334
47 F 81 HIPER 46, XX[5] ARSA LOW 0,05356 -4,22274 0,04556 -4,45618 0,04549 -4,45836 0,06284 -3,99215
48 F 47 HIPER 46,XX[8] AR Low 0,02173 -5,52400 0,01533 -6,02749 0,01788 -5,80560 0,03417 -4,87120
49 M 58 HIPO 46,XY,del(5)(?q15q33)[8]/46,XY[12] Isol. 5q INT-1 0,01459 -6,09857 0,01722 -5,85960 0,01397 -6,16164 0,02046 -5,61126
50 F 64 HIPER Sem metafase AR 0,00536 -7,54358 0,01268 -6,30137 0,00974 -6,68121 0,02073 -5,59231
51 M 74 NORMO 46,XY[11] CRDM INT-1 0,07445 -3,74765 0,03196 -4,96766 0,04850 -4,36590 0,05795 -4,10902
52 F 23 46,XX,del(5)(q15q33)[4]/46, XX[18] NR LOW 0,21428 -2,22241 0,21872 -2,19285 0,17016 -2,55506 0,21747 -2,20114
53 F 77 HIPO Sem metafase CRDM 0,04174 -4,58234 0,03994 -4,64610 0,05472 -4,19186 0,04234 -4,56180
54 F 81 HIPER 47 XX,t(4;11)(q27,932),+mar[4]/46,XX [16] CRDM INT-1 0,03511 -4,83195 0,05229 -4,25724 0,03865 -4,69356 0,08518 -3,55337
55 F 27 HIPO 46,XX,del(17)(p11.2)[3]/46, XX[4] SMD 2° 0,01318 -6,24519 0,01184 -6,40059 0,00505 -7,62832 0,02137 -5,54810
56 F 73 46,XX[12] ARSA LOW 0,02148 -5,54104 0,02973 -5,07172 0,02876 -5,12000 0,03325 -4,91037
57 M 74 HIPER 46,XY[6] ARSA LOW 0,13400 -2,89971 0,14854 -2,75111 0,18090 -2,46674 0,15670 -2,67392
58 M 72 Sem metafase AREB-II 0,05196 -4,26646 0,04295 -4,54136 0,03918 -4,67357 0,04271 -4,54942
59 M 66 HIPER Sem metafase AREB-I 0,06464 -3,95143 0,05335 -4,22848 0,05919 -4,07849 0,08524 -3,55238
60 F 82 HIPER 46,XX[11] SMD 2° 0,01649 -5,92233 0,02942 -5,08713 0,02144 -5,54346 0,03423 -4,86873
61 F 71 HIPO 11[54])/(22( ;<(>)(Oé)él)((5)?q16 5(]73;[5/41; X;SH 9] SMD 2° 0,03598 -4,79651 0,03653 -4,77474 0,02388 -5,38816 0,04527 -4,46535

Legenda: CEL (Celularidade); HIPER (Hipercelular); NORMO (Normocelular); HIPO (Hipocelular); CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem);
ARSA (Anemia Refratéaria com Sideroblastos em Anel); CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem); AREB | e Il (Anemia Refrataria com

Excesso de Blasto); SMD2? (SMD secundaria); INT-1 (Intermediario I); INT-2 (Intermediario I1); exp.rel. (expresséo relativa); log (logaritimo na base 2).
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Therapy-related myelodysplastic syndrome with 17p deletion
following long-term azathioprine treatment

Therapy-related myelodysplastic syndrome ( t-MDS ) is a well-
recognized clinical syndrome occurring as a late complication
after cytotoxic therapy. The period between primary diagnosis and
therapy-related disease ranges between few months to several
years, and it may bedependent on the ability of leukemogenicdrugs
to inflict DMA damage, cumulative dose or dose intensity of the
preceding cytotoxic therapy [1,2].

Azathioprine (AZA) is an antimetabolite drug widely used
in patients with non-life threatening inflammatory and various
autoimmune disorders [3-5] and after organ allografting. Incor-
poration of deoxy-6-thioguanosine 5'triphosphare (dGS) into DNA
underlies the cytotoxicity and therapeutic effect of azathioprine,
trigzering cell-cycle arrest and apoptosis by a process that invelves
the mismatch repair (MMR) pathway [5]. AZA has been shown to
induce defective DNA-mismatch repair [1] and the expansion of an
MMR-deficient clone may represent an early step in the develop-
ment of t-MDS.

Knipp et al. reported 14 cases of t-MDS following treatment
with AZA [6]. The great majority of cases presented abnormality
of chromosome 7 (del(7q) or -7 ) and, of utmaost impartance, seven
patiznts evolved into acute myeloid leukemia, demonstrating the
poor prognosis of this disease. Loss of all or part of chromosome 7
and 5 are frequently noted in MDS secondary to alkylating agents
[4]. Thiopurines and alkylating agents differ in their structures and
mechanisms of action, but they share the ability to produce DNA
damage that interacts with MMR [4].

\/ (
A h K

The aim of this repart is to present a case of -MDS with 17p
deletion following prolonged azathioprine treatment.

A 26-year-old female patient was diagnosed with myasthe-
nia gravis in 2003. Azathioprine 50 mg/day was started in 2005
and was used for 48 months. During follow-up, the drug was
shown to reduce the frequency and intensity of crisis. Anemia was
detected in 2009. At this time blood cell count showed hemoglobin
of S.4g/dl, MOV 82 fl, WBC of 96=10%L with neutrophils
of 6.5 10°L, lymphocytes 1.0 10°/L, monocytes 0.48 » 10°(L,
and platelets 321 < 10°/L. Reticulocytes were at 42.5 < 1081
Bone marrow aspirate and biopsy revealad a hypocellular bone
marrow, with an estimated 25% hematopoietic cellulariny. It
showed dysplastic abnormalities as binucleated erythroblasts and
granulocytic segmentation deficit. Karyotypic analysis showed:
46X del(17)(p11.2) [3]/46 XX [4] (Fig. 1) and the diagnosis of
t-MD5 was established according to WHO [7]. Anemia rapidly
worsened with no response to erythropoietin therapy and the
patient became transfusion dependent. AZA was then discontin-
ued.

Azathioprine, a recognized carcinogen, might contribute to
development of t-MDS by faciliting the selective clonal expansion
of altered cells by providing a considerable selective pressure for
the emergence of MMR-defective myeloid cell clones [4].

To the best of our knowledge, there is only one case of t-MDS
with abnormality of chromosome 17 following AZA treatment [3].
A 63-year-old male patient used azathioprine for 11 years after
heart transplantation and developed pancytopenia. The bone mar-
row aspirate revealed intense dyserythropoiesis and mild signs of
dysgranulopoiesis and dysmegacaryopoiesis. The karyotype was
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Fig. 1. G-banding metaphases from bone marmow showing 46200 del( 17 {p11.2). The arrow shows the chromosomal abnermality.

0145-2126/(3 - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights resenved.
doi 10,1016 ] leukres, 2010,07.008
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complex, with abnormalities of chromosome 7, 12 and 17. The
patient evolved into AML 1 year later.

The case presented here is the first report of isolated del{17p)
following long-term AZA treatment. Qur patient did not present
morphologic alterations related to 17p-syndrome and six months
after AZA withdrawal the clinical presentation is red blood cell
transfusion dependency with no additional cytopenia. The real
prognosis of this abnormality in the case presented here cannot be
established. The majority of cases with t--MDS following AZA expo-
sure involved chromosome 7, a marker of very poor prognosis. Our
patient presents no signs of evolution after 6-month follow-up. Te
ability of AZA to promote damage and clonal expansion through
selective pressure of mutant myeloid cells is consistent with a role
in the development of MDS and implicate AZA as a leukemogenic
agent as suggested here.

We would like to emphasize that long-term treatment with AZA
should be used with caution because it seems to be associated with
anincreased risk of developing MDS. It will be prudent to review the
need and the dosage of azathioprine therapy to minimize patients’
risk of developing malignancy. whilst optimizing the benefits that
the drug can provide.
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