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RESUMO

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) definem um grupo de doencgas clonais das células
hematopoéticas caracterizadas por citopenias, displasia em uma ou mais linhagens
celulares mieldides, hematopoese ineficaz e aumento do risco de evolugéo para leucemia
mieldide aguda. A frequéncia de doentes que progridem para o cancer varia com o subtipo
de SMD, de acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude. As SMD sé&o
consideradas doencgas pré-malignas e, ao contrario de outras doengas hematolégicas, como
as leucemias, estdo geralmente associadas a anomalias cromossémicas desequilibradas.
Estas consistem principalmente em delegbes, translocagbes e alteragbes numéricas.
Também sdo frequentemente observadas perdas de material genético, com consequente
inativacdo de genes supressores tumorais. Estes genes controlam mecanismos biol6gicos
vitais, como reparo do DNA, crescimento e morte celular programada. Um exemplo é o
supressor de tumor RASSF1A (Ras-association domain family 1, isoform A), mapeado em
3p21.3. A falta de expresséo deste gene e taxas elevadas de mutagbes, especialmente
envolvendo os exons 3, 4 e 5, foram descritas em diversos tipos de cancér, mas nunca
foram investigadas em SMD. Neste contexto, este projeto teve como proposta investigar a
presenca de alteragcbes cromossOmicas e de mutagdes nos exons 3, 4 e 5 do gene
RASSF1A em individuos com SMD ao diagnéstico e em controles normais. Foram
estudados 50 casos dos quais foram realizadas culturas de curta duragdo (24 horas) de
células de medula 6ssea sem estimulacdo mitogénica e sequenciamento direto dos exons
de interesse. Quatro casos (8%) apresentaram alteragdes cromossOmicas, caracterizadas
como hipodiploidia em dois casos, monossomia do cromossomo 7 em um e um cariétipo
complexo envolvendo os cromossomos 3, 5 e 11 em outro. A analise molecular dos exons 3,
4 e 5 dos 50 casos revelou dois (4%) casos com o polimorfismo Ala133Ser (A133S) no exon
3, que apresentaram resultados citogenéticos normais. Nenhum dos 50 controles estudados
apresentou esta alteracéo. As alteragbes citogenéticas observadas estéo relacionados com
o desenvolvimento das SMD e o polimorfismo encontrado tem sido proposto como fator de
predisposicdo para alguns tipos de cancer, entretanto, outros estudos em casuisticas
maiores s&0 necessarios para estabelecer se o polimorfismo estda envolvido na
predisposicdo da SMD. Os resultados podem auxiliar outros estudos que estédo a procura de

fatores genéticos envolvidos na etiopatogénia das MDS.

Palavras chave: mielodisplasia, cromossomos, sequenciamento, supressor de tumor



ABSTRACT

The myelodysplastic syndromes (MDS) are characterized by cytopenias, dysplasia in one or
more myeloid cell lines, ineffective hematopoiesis and an increased risk of acute myeloid
leukemia (AML) transformation. The rate of patients who progress to AML varies by subtype
of disease, according to the World Health Organization classification. The MDS are
considered premalignant diseases and unlike of other hematological diseases, such as
leukemia, are mostly associated with unbalanced chromosomal abnormalities, as deletions,
translocations and numerical changes, beyond loss of genetic material with consequent
tumor suppressor genes inactivation, which can control biological mechanisms such as DNA
repair, growth and programmed cell death. An example is the tumor suppressor RASSF1A
(Ras-association domain family 1, isoform A) mapped in 3p21.3. The high mutation rates and
no expression of this gene, mainly exons 3, 4 and 5, have been described in several types of
cancer but have never been investigated in MDS. Thereby chromosomal changes and
mutations in exons 3, 4 and 5 from RASSF1A of the bone marrow cells from 50 cases the
diagnosis of MDS were investigated. The assays were accomplished for 24 hours applying
bone marrow cells without mitogenic stimulation and the exons were straight sequenced,
where four samples (8%) had chromosomal abnormalities, characterized for hypodyploidy
(two cases), monosomy 7 and complex karyotype involving chromosomes 3, 5 and 11.
Molecular analysis revealed two (4%) other cases with Ala133Ser polymorphism (A133S) in
exon 3. The cytogenetic changes observed are related to the MDS developed, while the
polymorphism has been proposed to be involved in some types of cancers predisposition.
The results can support other studies which are searching for genetic factors involved in the
pathogenesis of MDS.

Keywords: myelodysplasia, chromosomal abnormalities, sequencing, tumor suppressor
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Introdugio

1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e classificacdo das Sindromes Mielodisplasicas

Sindromes Mielodisplasicas (SMD) refere-se a um grupo de doencas com alteracdes
clonais de células hematopoéticas caracterizado por citopenias, displasia em uma ou mais
linhagens celulares mieloides e hematopoese ineficaz. Sdo doencas cronicas, pré-malignas, ja
consideradas por alguns autores como neoplasias, pelo risco elevado de desenvolvimento de
leucemia mieldide aguda (LMA). A percentagem de doentes que progride para LMA varia
substancialmente de acordo com o subtipo da doenga. A maioria das SMD se caracteriza pela
faléncia progressiva da medula déssea (MO), mas o curso bioldgico em alguns casos €
prolongado e indolente, com baixa evolucdo para LMA (HAASE et al, 2008;
PFEILSTOCKER et al., 2007; BRUNNING et al., 2008; NAGOSHI et al., 2011; SCHILLER,
REESE, 2013; TOTHOVA, STEENSMA, EBERT, 2013; ZARE-ABDOLLAHI et al., 2014 ).

A doenca é mais frequente em pacientes idosos, entre 65 e 70 anos de idade. A
incidéncia é de aproximadamente 20 em cada 100.000 e essa frequéncia pode aumentar se for
considerada que a longevidade populacional é atualmente uma preocupacdo em satde publica,
e que esta diretamente associada ao indice de desenvolvimento de alguns paises (RAZA,
GALILI, 2012; GERMING et al., 2013; ZEIDAN et al., 2013).

As SMD séo divididas em subtipos e a classificagdo mais utilizada é a da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), revisada em 2008, que considera oito tipos: Anemia Refrataria
(AR); Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA); Citopenia Refrataria com
Displasia Multilinhagem (CRDM); Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem com
Sideroblastos em Anel (CRDM-SA); Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1 (AREB-
1); Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2 (AREB-2); SMD sem classificacdo e SMD
Associada com del(5g) (MALCOVATI, NIMER, 2008; BURBURY, WESTERMAN, 2013).

A Tabela 1 apresenta a classificacdo e caracterizacdo destas doencas segundo a OMS.
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Tabela 1. Classificacdo das SMD segundo a OMS, considerando os achados em sangue

periférico (SP) e na medula dssea (MO).

Tipo

SP

MO

Anemia Refrataria (AR)

Anemia Refrataria com
Sideroblastos em Anel
(ARSA)

Citopenia Refratéaria
com Displasia
Multilinhagem (CRDM)

Citopenia Refrataria
com Displasia
Multilinhagem com

Sideroblastos em Anel
(CRDM-SA)

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

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

SMD Associada
del(5q)

com

SMD sem classificacéo

-Anemia
-Blastos ausentes ou raros

-Anemia
-Blastos ausentes

-Bi ou pancitopenia
- Blastos ausentes ou raros
- Monacitos < 1.000/ul

-Bi ou pancitopenia
-Blastos ausentes ou raros
-Mondcitos <1,000/ul

-Citopenia
- < 5% blastos
- Mondcitos <1,000/ul

-Citopenia
- 5%a 19% de blastos
-Mondcitos < 1,000/l

-Anemia

- < 5% blastos
-NUmero de plaquetas
normal ou aumentado

-Citopenia
-Anemia
-Blastos ausentes; raros

-Somente células eritréides
displasicas

- <5% de blastos

- <15% de sideroblastos em
anel

- <5% de blastos
- >15% de sideroblastos em
anel

-Displasia em >10% das
células em duas ou mais
linhagens mieldides

- <5% de blastos

- <15% de sideroblastos em
anel

-Displasia em >10% das
células em duas ou mais
linhagens mieldides

- < 5% de blastos

- >15% de sideroblastos em
anel

-Displasia em
multilinhagens
- 5% a 9% de blastos

uma ou

-Displasia em
multilinhagens
- 10% to 19% de blastos

uma ou

-Aumento de megacariocitos
com nucleo hipolobulado

- <5% de blastos em del(5q)
isolada

-Displasia em uma linhagem,
nos granulécitos ou
megacariocitos

- <5% de blastos
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As SMD também sdo denominadas primarias, ou de novo, e secundarias. Estas Ultimas
sdo originadas a partir do tratamento de outras doencas, realizado com quimioterapia e/ou
radioterapia. Os fatores etioldgicos sdo desconhecidos, mas entre os sugeridos estdo exposicao
ao benzeno e a outros solventes, ao Oleo diesel, pesticidas, fumacas e o uso de
imunossupressores (COREY et al.,, 2007; NIMER, 2008, BARZI, SEKERES, 2010;
ZACHAKIA et al., 2013).

O diagnéstico da doenca é concluido com o estudo morfoldgico das células da MO,
com o mielograma ou bidpsia, e estudo citogenético, com o exame do cariotipo. Assim, o
conjunto das caracteristicas clinicas como, porcentagem de blastos, avaliagdo das citopenias e
anormalidades citogenéticas compde atualmente o escore de risco denominado IPSS-
International Prognostic Scoring System, que auxilia a categorizacdo de risco, de acordo com
as condi¢Oes bioldgicas apresentadas pelos pacientes (GREENBERG, 2013; MISHRA, et al.,
2013; PELLAGATTI et al., 2013).

1.2 Genética das Sindromes Mielodisplasicas

AlteracGes citogenéticas especificas podem ser observadas em gquase metade dos casos
de novo (30-50%). As mais frequentes sdo as delecGes e as alteragdes numeéricas, que Sao
observadas em cerca de 50% e de 10% dos casos, respectivamente. Nas SMD secundarias
aproximadamente 80% dos casos apresentam alteragdes cromossomicas diversas
(POZDNYAKOVA, 2008; CHAUBEY et al., 2011; TIAN et al., 2011; RAZA, GALILI,
2012; ZACHAKIA et al., 2013).

Nas SMD de novo os cromossomos 5, 7, 8, e 20 aparecem alterados com maior
frequéncia e cada um deles influencia de maneira especifica a clinica do paciente. As delecdes
sdo geralmente intersticiais e ocorrem com maior frequéncia em 5q, 7q¢, 20q, 119, 13q, 12p e
17p. As perdas de cromossomos inteiros mais comuns envolvem os cromossomos 5, 7 e Y
(KEEN-KIM et al., 2008; CHAUBEY et al., 2011; RAZA, GALILI, 2012). As alteracoes
podem ocorrer como anormalidades isoladas, ou combinando duas ou mais alteragOes
determinando um cari6tipo anormal complexo (SCHANZ et al., 2012). A Figural apresenta a
proporcao de alteracdes encontradas em SMD e o progndstico relacionado a cada uma delas.

Embora as translocacbes equilibradas sejam alteracdes relativamente comuns em
doencas miel6ides, como em LMA, em SMD sdo raras, sendo observadas em 4% dos casos
(TIAN etal., 2011).
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17p abnormalities Deletion Y

Complex =3

2-5% 2% abnormalities
Poor 10-15%
Poor
del(20q) + 1 Normal 40%
other abnormality Good
2-5%

Intermediate

del(20q)
isolated
2-5%
Good

Trisomy 8 isolated
10-15%
Intermediate

Chr 5 and 7 abnormalities . del (5q) isolated
10-15% Chr 7 abnormalities 10% 5-10%
Intermediate Poor Good

Figura 1- Proporcdo das anormalidades cromossomicas mais comuns em
relacdo ao total de casos diagnosticados com Sindromes
Mielodisplasicas (SMD), e as previsdes para o progndéstico de
acordo com o indice de progndstico internacional (Sistema
Internacional de Escore de Prognoéstico-IPSS) (RAZA, GALILI,
2012).

No componente citogenético do IPSS, 86% das alteracBes cromossémicas podem ser
classificadas de acordo com o seu impacto no prognostico (SCHANZ, et al., 2012). A nova
classificacdo revista do IPSS considera as anormalidades citogenéticas em cinco grupos de
progndsticos: 1) prognoéstico muito bom para pacientes que apresentam delecdo em 11q ou
perda do cromossomo Y como Unica alteragdo; 2) bom prognostico para aqueles com
cariotipo normal ou alteragdes isoladas, como dele¢do em 5¢, em 12p ou delecdo em 20q, ou
ainda, com duas alteracGes e delecdo em 5q; 3) prognostico intermediario, com alteracfes
isoladas como delecdo ou inversdo 7q, trissomia do 8, 19 ou 21, ou qualquer outra
anormalidade isolada; 4) progndstico ruim para aqueles com translocacdo envolvendo 3q,
duas anormalidades incluindo delecdo em 7q, ou monossomia do 7, e cari6tipo complexo com
trés alteracdes, e 5) progndstico muito ruim para pacientes com caridtipo complexo com mais
de trés alteracbes (ADEMAA et al., 2013).

Portanto, a citogenética desempenha um papel importante no diagnostico e
prognostico de pacientes com SMD (BAJAJ et al., 2011). No entanto, mais da metade dos

15



Introdugio

pacientes apresentam cariétipos normais e, em alguns casos, pacientes com as mesmas
anormalidades cromossémicas podem ser clinicamente heterogéneos. E provavel que
mutacOes génicas especificas estejam associadas e resultem em fendtipos diferentes. A
identificacdo destas mutacdes e compreensdo dos seus efeitos deletérios pode auxiliar no
diagnostico da doenca, com a descoberta de biomarcadores, e na préatica clinica, com alvos
terapéuticos mais especificos (LI et al., 2010; BEJAR et al, 2011 BURBURY,
WESTERMAN, 2013; TRAINA et al., 2013).

A utilizacdo de técnicas genéticas mais especificas e sensiveis conduziu a descoberta
de novos genes que podem estar envolvidos na etiopatogenia das SMD. O sequenciamento de
alguns genes candidatos, por exemplo, foi capaz de identificar alteragdes recorrentes
envolvidas no curso biolégico da doenca (ABDEL-WAHAB, FIGUEROA, 2012;
KULASEKARARAJ, MOHAMEDALI, MUFTI, 2013). Diversas mutacdes pontuais,
deleces e alteracdes epigenéticas tém sido observadas em genes que desempenham funcGes
celulares distintas, como por exemplo: fatores de transcricdo (TP53, RUNX1 e ETV6),
reguladores de fatores epigenéticos e remodelacdo da cromatina (TET2, DNMT3a, ASXL1,
IDH1/2 e EZH2), fatores de splicing de pre-mRNA (SF3B1, U2AF e SRSF2) e moléculas de
sinalizacdo (NRAS, JAK2 e NPM1). E estimada uma frequéncia de cerca de 50% dos casos de
SMD com pelo menos uma mutacdo (TOTHOVA, STEENSMA, EBERT, 2013).

Entre as alteracfes moleculares frequentemente encontradas estdo mutacdes de ponto
nos oncogenes RUNX1 e NRAS com frequéncias de 15% e 10% dos casos de SMD,
respectivamente, as duplicacbes em tandem no gene FLT3 (5% dos casos), a metilagdo do
promotor do gene p15 (30-50% dos casos) e a delecdo com inativacdo do gene supressor de
tumor TP53 (5-10% dos casos) (OLIVEIRA, 2009; LEVINE, 2011; RAZA, GALILI, 2012;
TOTHOVA, STEENSMA, EBERT, 2013).

Os genes supressores tumorais atuam no controle da divisdo e diferenciagdo celular;
controlam o crescimento e a morte celular programada, e tém acdo no reparo de danos ao
DNA. A perda de funcdo destes genes pode ocorrer por delecdes e mutacdes pontuais, que
levam & perda da heterozigose, ou pelo silenciamento transcricional resultante de metilacdo
alterada de elementos controladores destes genes (OLIVEIRA, 2009; KHALID et al., 2013).

Os genes supressores de tumor se destacam nas pesquisas sobre a etiopatogénese do
cancer e das condigdes pre-malignas. Um exemplo é o supressor de tumor RASSF1A (Ras-
association domain family 1, isoform A). Ele esta localizado em 3p21.3 e apresenta oito éxons

(la, 1B, 2ap, 2y, 3, 4, 5 ¢ 6). Codifica uma proteina supressora de tumor (Rassfla) capaz de
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mediar, por interacbes moleculares especificas, trés importantes processos celulares:
estabilidade do microtubulo, progressdo do ciclo celular e indugdo a apoptose, (KORAH et
al., 2013).

A perda da funcdo do gene RASSF1A leva a progressdo acelerada do ciclo celular e
resisténcia aos sinais apoptéticos (AMIN, BANERJEE, 2012 ZARE-ABDOLLAHI et al.,
2014). A dinamica das funcdes celulares desempenhadas pelo gene, que envolve interagdes
moleculares com Vvarios outros genes, como por exemplo, o gene RAS também ¢

comprometida (DONNINGER et al., 2011; HESSON et al., 2007; RICHTER et al., 2009
ZARE-ABDOLLAHI et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Principais vias de atuacdo do gene RASSF1A. Rassfla se liga a microtibulos, a
proteinas que regulam a mitose, ciclo celular e apoptose em resposta aos estimulos
mitogénicos e apoptdticos. A repressdo das ciclinas A2 e D1 por Rassfla resulta na

parada do ciclo celular e as interagdes com os produtos de CNK1, MST1, SAV e
MOAP1 permitem a RASSF 1A modular a apoptose (DONNINGER, 2011).

A inativacdo epigenética das ilhas CpG da regido promotora do gene RASSF1A
apresenta relacdo significativa com a ocorréncia de diversos tipos de neoplasias malignas,
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como de pulmdo, de figado, bexiga, mama, prostata, glioma, ovério e neuroblastoma.
Inclusive, muitos estudos tém proposto a metilagdo do RASSF1A como potencial marcador
diagnostico ou de progndstico, demonstrando que o fenétipo neoplasico pode ser revertido
qguando o gene supressor de tumor é novamente expresso nas células malignas
(UNDERHILL-DAY etal., 2011; AMIN, BANERJEE, 2012; AGARWAL et al., 2013).

No entanto, ndo apenas a perda da expressdo génica pela hipermetilagdo, mas também
a ocorréncia de mutacbes no RASSF1A, especialmente nos exons 3, 4 e 5, sugerem sua
participacdo no desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Mutacbes de ponto ja foram
observadas em carcinoma de pulmé&o, rim, pancreas, mama e prdstata (KASHUBA et al.,
2009).

Um estudo realizado por KASHUBA et al (2009) investigou os exons 1 e 2 do
RASSF1A em amostras de diferentes tipos de cancer e detectaram uma taxa mutacional de
0,23. Se forem considerados os exons 3, 4 e 5 a frequéncia de mutagdes é ainda maior, de
0,29, provavelmente devido a presenca elevada de CG nestes locais.

Alguns estudos observaram a presenca de polimorfismos do gene RASSF1A em
células tumorais. Um exemplo é o Alal33Ser, troca de uma Unica base nitrogenada, uma
guanina (G) por uma timina (T) localizada na primeira posi¢do do cddon 133 do exon 3.
Estudos recentes buscam encontrar uma associacdo do polimorfismo com predisposi¢édo para
a ocorréncia de alguns tipos de céncer, como por exemplo, cancer de pulmdo, mama,
colorretal e de cabeca e pescogo (ZHOU et al., 2013). A Figura 3 mostra a localizagdo deste
polimorfismo no RASSF1A.

RASSF1A

L 3 4 5 6
SNP (Ala133Ser, GCT/TCT)

Exonla  29KD 1P 2afp 2y

Figura 3. Localizacdo do polimorfismo no exon 3 do gene RASSF1A (KANZAKI et al., 2006).

Foi encontrada somente uma descricdo na literatura da investigacdo do gene RASSF1A
em SMD. Os autores estudaram o padrdo de metilacdo do gene e observaram inativacdo em
homozigose do mesmo em cinco (9%) dos 55 casos avaliados, uma frequéncia considerada
alta. Mas, o estudo foi realizado apenas no sangue periférico dos doentes, ndo nas células da
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MO (JOHAN et al, 2005). Embora ndo tenham sido encontrados estudos de
mutagdes/polimorfismos no gene RASSF1A em SMD, estudos em outras neoplasias
hematopoéticas, como mieloma maultiplo, demonstraram alteracdes em genes que participam
da via do RASSF1A, ou podem se associar a ele de alguma forma (NG et al., 2003; MURATI
etal., 2012).

Assim, ndo apenas o padrdo de metilagdo do RASSF1A, mas mutacOes raras e
polimorfismos também podem estar envolvidos direta ou indiretamente na causa ou na
evolucdo das SMD. A doenca é clinicamente heterogénea e o seu tratamento € adaptado para
cada paciente de acordo com alguns protocolos terapéuticos, 0 que exige uma previsao
acurada do prognostico para cuidados mais especificos (BEJAR et al., 2011).

A hipotese cientifica que foi testada neste projeto é que, além de alteracdes
cromossémicas, mutacdes nos éxons 3, 4 e 5 do gene RASSF1A também podem ser
observadas em SMD, e estas alteracdes, relacionadas ou ndo, podem estar envolvidas na

etiopatogenia dessas doencas.
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2. OBJETIVOS

Geral:
Investigar alteracdes cromossdmicas e mutacBes no gene RASSF1A em células da

medula 6ssea de individuos com Sindromes Mielodisplasicas.

Especificos:

1. Analisar o cariotipo das células da medula 6ssea de individuos com SMD ao
diagnostico, por bandamento GTG;

2. Avaliar a presenca de mutacdes nos éxons 3, 4 e 5 do gene RASSF1A por
sequenciamento direto, nas células da medula 6ssea de individuos com SMD ao
diagnostico;

3. Comparar os achados moleculares com um grupo controle;

4. Relacionar os achados cariotipicos e moleculares, assim como com possivel evolugao

para LMA durante o periodo do estudo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Casuistica

Apbs aprovacdo do comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FAMERP, foi realizado um
estudo prospectivo descritivo de amostras de medula 6ssea (MO) de 50 individuos com
diagndstico de sindrome mielodisplésica primaria (de novo), de acordo com a classificacdo da
OMS, ao diagndstico, sem tratamento quimio e/ou radioterapico prévios, atendidos no periodo
de marco de 2012 a setembro de 2013.

As coletas de células da MO foram realizadas por profissionais habilitados, médicos
hematologistas, responsaveis pelo atendimento dos pacientes no Servico de Hematologia e
Hemoterapia do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto. As amostras foram obtidas de
partes daquelas utilizadas nos procedimentos médicos hematoldgicos de rotina, aos quais 0s
pacientes sdo necessaria e rotineiramente submetidos. Portanto, ndo foi necessario submeter
0s pacientes a coletas adicionais.

Sé foram incluidas aquelas obtidas de pacientes que concordaram em participar do
estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE, obtido pelas
pesquisadoras ou pelos médicos hematologistas. Os resultados foram disponibilizados para 0s

hematologistas e sua aplicacao clinica ou ndo seguiu os critérios da equipe médica.

A idade dos individuos analisados variou de trés e 89 anos (media = 51,14 e DP
18,78), 20 eram homens e 30 mulheres, todos atendidos no Servico de Hematologia

(¢]

Hemoterapia do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, SP. A Tabela 2 apresenta a
caracterizagdo da casuistica, com relacéo a idade, sexo e tipo de SMD.

O diagnostico de SMD seguiu os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
revisada em 2008, e foi realizado por dois hematologistas que, de forma independente,
analisaram o hemograma, o mielograma e exames complementares.

Dos 50 casos, foram diagnosticados 31 com Citopenia Refrataria com Displasia
Multilinhagem (CRDM), 14 com Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-1 (AREB-1),
quatro com Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-2 (AREB-2) e um caso com Anemia
Refratéria (AR).

Como controles, para comparacdo de resultado molecular, apos obtencdo do TCLE,
foram utilizadas amostras de DNA de sangue periférico de 50 individuos saudaveis, doadores
de sangue do Hemocentro de Sdo José do Rio Preto, que foram convidados a participar

quando compareceram para doacao.
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Tabela 2. Caracterizacéo da casuistica quanto a idade, sexo e diagnéstico de SMD.

Caso Idade (anos) Sexo Diagnostico
1 63 M CRDM
2 41 M AREB1
3 39 F CRDM
4 55 M CRDM
5 35 M CRDM
6 23 F CRDM
7 3 F AREB1
8 62 M CRDM
9 70 M AREB1
10 73 F CRDM
11 54 F AREB1
12 62 F CRDM
13 56 M CRDM
14 15 M AREB1
15 45 M AREB1
16 31 M AREB1
17 74 F AREB2
18 51 F CRDM
19 22 M AREB2
20 76 F CRDM
21 28 F CRDM
22 82 F CRDM
23 69 F CRDM
24 48 F CRDM
25 44 M CRDM
26 35 F CRDM
27 67 F CRDM
28 42 F CRDM
29 66 F CRDM
30 70 F CRDM
31 63 F AREB1
32 69 F AREB1
33 50 F AR
34 50 M CRDM
35 46 M CRDM
36 12 M CRDM
37 69 M CRDM
38 65 M AREB1
39 70 M AREB1
40 57 F AREB1
41 56 F CRDM
42 29 F CRDM

F=feminino; M= masculino; CRDM= Citopenia Refrataria com Displasia Mdltipla; AREB1= Anemia
Refrataria com Excesso de Blastos 1; AREB2= Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2.
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Tabela 2. Caracterizacdo da casuistica auanto a idade. sexo e diaandstico de SMD.

43
44
45
46
47
48
49
50

52
63
39
51
47
30
49
89

mm << mm M m

AREB2
AREB1
CRDM
CRDM
CRDM
AREB1
CRDM
AREB2

F=feminino; M= masculino; CRDM= Citopenia Refratdria com Displasia Multipla; AREB1= Anemia
Refrataria com Excesso de Blastos 1; AREB2= Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2.
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3.2.1 Anélise citogenética

3.2.1.1 Obtencéo de células da medula 6ssea e cultivo celular

Foram realizadas culturas de células da MO (do osso esterno ou iliaco), obtidas por
puncdo aspirativa com seringa, de acordo com o procedimento médico padronizado. Para cada
individuo foi realizada cultura de curta duracdo (24 horas) de MO, sem estimulacdo
mitogénica (sem fito-hemaglutinina - PHA).

Foram montados pelo menos dois frascos de cultura para cada caso, cada um contendo
5,0ml de meio RPMI 1640, 2,0ml de soro fetal bovino, 02 gotas de estreptomicina (100U/ml),
04 gotas de penicilina (100U/ml) e de 03 a 10 gotas do material bioldgico.

Os frascos foram mantidos em estufa a 37°C por cerca de 24 horas e aproximadamente
20 minutos antes do término desse tempo foram adicionados 100ul de Colchicina (5ul/ml).

Apo6s o cultivo o material foi centrifugado por 08 minutos a 1.000rpm e o
sobrenadante retirado. Em seguida, realizada a hipotoniza¢do com a adi¢do lenta de 10ml de
solucéo hipotonica de KCI (0,075M) a 37°C. Apds 20 minutos o material foi novamente
centrifugado, o sobrenadante removido e, entdo, realizada a fixacdo com metanol e acido
acético (3:1) em trés etapas, de 20, 10 e de 05 minutos. Na primeira etapa foram adicionados
10ml de fixador e nas demais 5ml, alternadas com centrifugagdes a 1.000 rpm por 08 minutos.

Apbs o cultivo por 24 horas, parte do material obtido foi gotejada em laminas Umidas
e geladas, que foram envelhecidas por 20 minutos em estufa a 87°C e, posteriormente,

submetidas a técnica de bandamento GTG.

3.2.1.2 Bandamento GTG

A analise citogenética foi realizada em metafases submetidas a técnica de bandamento
GTG segundo GROUCHY & TURLEAU (1984), com modificagdes. O material fixado nas
laminas foi tratado em solucdo de tripsina (60mL de PBS e, aproximadamente, 0,129 de
tripsina) a 27°C por um tempo variavel de 02 a 15 segundos. Em seguida, foi lavado em PBS
por 01 minuto, corado com solu¢do tamponada de Giemsa a 2% por 05 minutos e lavado em
agua.

Pelo menos 20 metéafases de cada amostra foram analisadas em microscépio com
aumento de 1.000 vezes e todas as analises foram corrigidas pela orientadora do trabalho
(segundo observador).

Os achados citogenéticos foram descritos conforme a ISCN (2013) e fotografados.

26



Material e Métodos

3.2.2. Estudo Molecular

Apbs extracdo do DNA pela técnica salting-out, 0s exons do gene de interesse foram
amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction- Reacdo em Cadeia da Polimerase) e a
sequencia dos mesmos foi determinada por sequenciamento direto. A sequéncia obtida foi
comparada com a de referéncia para o gene, depositada no National Center for Biotechnology
Information (NCBI - http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed), para deteccdo de mutacbes e

polimorfismos.

3.2.2.1 Extracdo de DNA

O DNA genbmico de cada individuo foi obtido a partir das células da MO, segundo a
técnica descrita por MILLER et al. (1988), com modifica¢Bes. O volume de 1-3ml de MO foi
coletado em tubo vacutainer com EDTA. Em um tubo de polipropileno de 15ml foram
adicionados 3,5ml de FICOLL PAQUE e 1-3ml de MO, transferido com pipeta Pasteur
descartavel pela parede do tubo. O material foi centrifugado por 30 minutos a 3.500rpm. O
sobrenadante foi retirado e desprezado, e o material transferido com pipeta Pasteur
descartavel para outro tubo; o volume de 15ml foi completado com PBS1X e nova
centrifugacdo realizada a 3.500rpm por 12 minutos. O sobrenadante foi retirado com pipeta
Pasteur descartavel, o “pellet” ressuspendido e novamente completado o volume de 15ml com
PBS1X. O material foi, entdo, centrifugado a 3.500rpm por 12 minutos e o sobrenadante
recolhido com pipeta descartavel. O “pellet” foi ressupendido e, em seguida, foram
adicionados 1ml de PBS1X, 3ml de Lysis Buffer, 0,2ml de SDS 10%, 50ul de proteinase K
(20mg/ml) e 40ul de RNAse (20mg/ml). O material foi agitado e incubado a 37°C overnight.

Ao “pellet” foi acrescentado 1,0ml de NaCl 6M saturado, o tubo agitado
vigorosamente até formar espuma e colocado no gelo por 15 minutos. O material foi
novamente agitado e centrifugado a 3.500rpm por 15 minutos, o sobrenadante transferido para
um novo tubo de 15ml e completado com 10ml de etanol absoluto gelado, para a precipitagdo
do DNA. O tubo foi invertido delicadamente até a visualizacdo do DNA precipitado, em
forma de fios brancos enovelados, que foram entdo “pescados” e colocados em um eppendorf
de 1,5ml com 500ul de etanol a 70% gelado. O material foi centrifugado a 14.000rpm por trés
minutos, o etanol descartado e o tubo deixado em repouso por 15 minutos. O DNA foi diluido

em agua estéril e incubado a 37°C por trés a quatro dias para diluicdo. Apos este periodo, 0

27



Material e Métodos

material foi dividido em aliquotas e estocado a -20°C. A estimativa da concentracdo foi
realizada pela leitura em espectrofotometro NanoDrop ND 1000.

3.2.2.2 Amplificagdo do gene RASSF 1A

A amplificacdo do gene RASSF1A foi realizada pela técnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR). O desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para a
amplificacdo dos exons do gene RASSF1A contou com o auxilio do Prof. Dr. Mauricio
Lacerda Nogueira, do Laboratorio de Virologia (FAMERP), colaborador do estudo. As
sequéncias de bases dos primers utilizados para amplificacdo dos exons estdo apresentadas
nos Quadros 1, 2, 3 e 4.

3.2.2.3 Purificagdo dos produtos de PCR para sequenciamento

Os produtos obtidos em todas as reacdes de PCR foram purificados com etanol, de
acordo com metodologia descrita por SAMBROOK, RUSSEL, 2001.

3.2.2.4 Sequenciamento direto

As amostras amplificadas e purificadas foram submetidas ao sequenciamento
automatico em sequenciador de capilaridade 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias do exons 3, 4 e 5 do gene RASSF1A foram determinadas utilizando-se o
kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA), segundo recomendagdes do

fabricante.
: _ Tamanho do
Primer Primers5’a 3’ _
amplicon (pb)
Sense GCCAAAGGCAGTCAGTTTCC
231
Antisense CCCCTTCCTGAGCAGTCAAC

Quadro 1. Sequéncia de amplificacdo dos primers para o exon 3.
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: : Tamanho do
Primer Primers5’a 3’ _
amplicon (pb)
Sense GGAACCTATTATCAAGGTTTGGTTT
220
Antisense AGCATCCTTGGGCAGGTAAA
Quadro 2. Sequéncia de amplificacdo dos primers (1) para o exon 4.
: : Tamanho do
Primer PrimersS’a 3’ _
amplicon (pb)
Sense CCGCACTTCCTTTTACCTGC 202
Antisense CATGCTCAGGTGCATGCGTA

Quadro 3. Sequéncia de amplificacdo dos primers (2) para o exon 4.

: _ Tamanho do
Primer Primers5’ a3’ _
amplicon (pb)
Sense TGATCATTACTTCCCCTTCACAGT
174
Antisense AGTGACAACCAAGAAACTAAGAACT

Quadro 4. Sequéncia de amplificacdo dos primers para o exon 5.

3.2.2.5 ldentificacdo de mutagdes

A sequéncia obtida para o gene foi comparada com a sequéncia de referéncia
correspondente depositada no NCBI (ID: 11186), com a utilizacdo da ferramenta BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool).
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4. RESULTADOS

Foram recebidas amostras de MO e realizado o estudo citogenético de 50 casos com
diagndstico confirmado de SMD ao diagndstico. Para o estudo molecular foram investigadas
amostras de DNA dos 50 casos (exons 3,4 e 5) e de 50 controles (exon 3).

A maioria (60%) dos individuos estudados era do sexo feminino e acima de 50 anos de
idade, com 28% deles em idades igual ou superior a 65 anos. Além disso, a maioria (62%)
apresentava o subtipo Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem (CRDM).

4.1 Resultados citogenéticos

A andlise citogenética revelou que dos 50 individuos, 46 (92%) apresentaram células
com cariotipos normais (46,XX ou 46,XY) no nivel de resolucdo da técnica utilizada. Em
quatro casos foram observadas alteracfes cromossémicas clonais. A Tabela 3 apresenta os
resultados dos cariotipos alterados.

O caso 5, um homem com 35 anos de idade, com diagnostico de SMD CRDM,
apresentou hipodiploidia, observada na contagem de cromossomos, cujo numero variou de 41
a 45 em 40% das 20 metafases integras analisadas. A Figura 4 apresenta uma metafase
hipodiploide em bandamento GTG com 43 cromossomos (43,XY,-6,-12,-13).

No caso 7, uma menina com trés anos de idade e diagnostico de SMD AREB-1, foi
observada monossomia do cromossomo 7 em 100% das 20 metéafases analisadas (Figura 5A e
B).

Uma mulher com 82 anos de idade e diagnostico de SMD CRDM, caso 22, apresentou
hipodiploidia, com a contagem de cromossomos variando de 43 a 45 em 30% das 20 células
analisadas. A Figura 6 A e B mostra duas metafases hipodipldides.

Trés alteragdes foram detectadas no caso 32, uma mulher com 69 anos e diagnostico
de SMD AREB-1, que caracterizaram um cariotipo complexo, com inversao paracéntrica do
braco longo do cromossomo 3, dele¢éo do brago longo do cromossomo 5 [del(5q)], e delecao

do braco longo do cromossomo 11[del(11)(g14)] (Figura 7, A e B).
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Tabela 3.Resultado do cari6tipo dos casos com altera¢Ges cromossémicas.

Caso Caridtipo
5 41~45,XY[8]/46,XY[12]
7 45,XX,-7[20]
22 43~45,XX[6]/46,XX[14]
32 41~46,XX,inv(3q),del(5q),

del(11)(q14)[6]/46,XX [15]
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Figura 4. Metafase hipodipl6ide em bandamento GTG do caso 5

com 43 cromossomos.
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Figura 5. Metafases em bandamento GTG do caso 7 (A e B); a flecha vermelha indica o Unico

cromossomo do par 7, evidenciando a monossomia.
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8

Figura 6. Metéafases hipodiploides em bandamento GTG do caso 22: (A) 45,XX,-8 e (B) 44,XX, 10,-12.
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Figura 7. Metafases em bandamento GTG do caso 32 (A e B); a seta azul indica cromossomo 3
invertido, a seta verde aponta o cromossomo 5 com delecdo do braco longo e a
amarela indica o cromossomo 11 com delecéo do brago longo.
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4.2 Resultados moleculares

Dos 50 casos analisados para o exon 3, 4% (casos 6 e 9) apresentaram troca de uma
base nitrogenada, sugerindo a presen¢a de uma mutagéo de ponto. Em ambos os casos a base
trocada foi guanina por timina (G/T) no coédon 133. A alteracdo caracteriza a presenca do
polimorfismo Alal33Ser (A133S). Para comparacdo do achado foi realizado o estudo do exon
3 em 50 amostras controles. Nem um dos controles apresentou o polimorfismo encontrado no
exon 3.

A Figura 8 ilustra o resultado da amplificacdo do exon 3 em gel de agarose e a Figura
9 ilustra o resultado do sequenciamento dos casos 6 e 9, mostrando o polimorfismo.

Dos 50 casos analisados para o exon 4 e 5, ndo foram encontradas alteragdes. A Figura

10 exemplifica a analise do resultado obtido do sequenciamento do exon 5 para o caso 10.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

231 pb

Figura 8. Gel de agarose 2% mostrando a amplificacéo do exon 3 do gene RASSF1A. Em
1 a DNA Ladder (100pb) utilizada como referéncia para observar o tamanho do

fragmento amplificado (231pb) das amostras (2 — 11).



Resultados 38

i IT] T e o e
pEaniiEen)  GCAOOACOADCCTATOOAOTOOOAOACACCTOACETTY T¢Tl:il-'k' TOAGATTOAOCAQAKOATCARDDAOTACAATOCC]
CONBENTUS B

R0 il i
1120033 aby H

L ¥

PE— = X 0
ST AN e it o |0 A A CCET @& l.: ETT T ET EC-A um : Iu. A O A 'Y i: A D &k A B AT
A A £ K 4 a ErT T T £ & & 1 A B & ' & C & & & A 8 AT

o md\ A 'lr“ILWf SR
_[--lf\ -U-Ili.\i EIH Y. J‘rLﬁxﬁk fhf\-:a--’\ AT

Cchlﬂl:lhlﬂ.l1rﬂiﬂ[lﬂl.iﬁt
LI -

T L A & #C f & &% &t 4 & ® L A & & & B &

B ]
[CLE R LR ] *-l: AC C T & AC l.' l I
'

B AC 4aC €L @ & AT E

i 3 i pr- e i —

mgoncamend  |€TOTGOADTO00AOACACTTOACETTTCTCAADCTOABATTOADCAOAAOATEAAGOADTAGAATOCCEAGATEARCAGE

CONGENSLS n 1]

§AT120_ G _DO7 by T il

gaI130_5F_004 501 i

t y

. L e R am

pmmpmii| ACET TT €1 € A AJC 16 A6 ATTGAGE AGAAGAT CAAGDA
. E T Er € - & 1 [ T & & & ATTY & &4 & € A § A A& & &t 4 - L3 ¥ L]

B
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local da troca de base para ambos os casos.
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Figura 10. Eletroferograma do exon 5 do caso 10



Discussao




Discussio

5. DISCUSSAO

No Servico de Hematologia e Hemoterapia do Hospital de Base de Séo José do Rio
Preto sdo recebidos cerca de 50 casos novos suspeitos por ano, entretanto, a confirmacéo do
diagnostico ocorre em cerca de 70% dos casos (comunicacdo pessoal). A casuistica com 50
individuos foi constituida em 18 meses.

O tamanho da casuistica de pacientes com SMD descritos na literatura € muito
variavel, sendo encontrados estudos genéticos realizados em 2012 e 2013 com casuisticas
compostas de 16 a 53 e até 1.500 pacientes (SONG et al., 2012; FU et al., 2013; HUANLING
et al., 2013). Casuisticas grandes geralmente sdo observadas em estudos colaborativos e de
consarcios e de pacientes avaliados ao longo de varios anos. Assim, pela raridade da doenca e
pelo fato de ndo se tratar de estudo de consércio, 50 individuos pode ser considerado um
tamanho adequado da casuistica para um estudo com a proposta apresentada.

As SMD sao doencas relativamente raras na populagdo em geral e atingem mais
frequentemente faixas etarias mais avancadas, especialmente entre 65-70 anos (COREY et al.,
2007; JADERSTEN, HELLSTROM-LINDBERG, 2009; ZEIDAN et al., 2013). Os resultados
do presente estudo corroboram estes dados, o que pode ser observado pelas idades dos
individuos que foram estudados, sendo mais frequentes aqueles com idade igual ou superior a
50 anos, 28% acima de 65 anos. Entretanto, SMD na infancia é considerado um evento muito
mais raro do que em adultos, representando menos de 3-7% de todas as neoplasias
hematologicas em criancas com idade inferior a 14 anos (CHATTERJEE, CHOUDHRY,
2013; SILVA, et al, 2013). A incidéncia anual combinada na Dinamarca e Inglaterra, por
exemplo, sem a inclusdo de pacientes com Sindrome de Down, foi estimada em 1-8 por
milh&o de criangas entre 0 e 14 anos (HASLE , NIEMEYER., 2011). Este estudo apresentou
dois casos (4%) que tinham idades inferiores a 14 anos no momento do diagndstico, o caso 7
com trés anos e 0 caso 36 com 12 anos de idade. Portanto, considerando-se uma casuistica
constituida apenas de SMD, tal frequéncia foi maior do que o esperado, o0 que provavelmente
se deveu ao fato de terem sido estudados pacientes de um Servico que também é referéncia
em neoplasias pediétricas.

Alteracbes cromossomicas foram observadas em 8% dos casos de SMD aqui
estudados. A maioria das frequéncias descritas varia entre 30 e 50% (TIAN et al., 2011),

contudo, alguns estudos relataram incidéncia maior de cariétipo normal, com até 75,9% de
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casos sem alteracfes (BELLI et al., 2011; BACHERA et al., 2012). Mesmo assim, era
esperado um nimero maior de casos com aberracfes cromossdmicas.

A frequéncia menor observada pode ser justificada pelo fato de existirem limitagdes
técnicas na andlise convencional por bandamento GTG que subestimam a presenca de
algumas alteracBes cromossdmicas em alguns casos, a percentagem de células anormais
obtidas em culturas de MO ¢é frequentemente menor comparada a de células normais, as
preparacfes nem sempre estdo em boa resolucdo e a analise de cerca de 20 células em
metéfase pode ndo ter sido suficiente para detecta-las em alguns casos, embora seja 0 nUmero
internacionalmente adotado (ARENILLAS et al., 2013). Além disso, os casos estudados
estavam todos no inicio da doenca, no momento do diagnostico, e algumas aberracBes
cromossémicas adicionais podem aparecer apenas durante o curso da doenca ou um clone
anormal pode desenvolver-se no paciente com cariotipo de MO anteriormente normal
(BENNETT, 2002).

Também, alguns estudos afirmam que a frequéncia de alteracdes citogenéticas € menor
em pacientes considerados de baixo risco de evolugdo para LMA, como aqueles
diagnosticados com Citopenia Refratdria com Displasia Multilinhagem (CRDM)
(BURBURY, WESTERMAN, 2013) foi o diagndstico da maioria (62%) dos pacientes
estudados. Entretanto, a frequéncia de alteracbes cromossdmicas é maior em pacientes
diagnosticados com SMD tipo Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1-2 (AREB), que
tém alta probabilidade de evoluir para LMA (PATNAIK et al, 2012), que foi o diagnéstico de
36% dos casos. Entre os casos com alteracbes cromossémicas, dois eram CRDM e dois
AREB-1, mas as alteragdes com pior prognostico, que significa evolucdo para LMA, foram
observadas nos pacientes com AREB-1.

Estd bem estabelecido na literatura que a detecgdo ou ndo de alteragdes citogenéticas
especificas auxiliam no diagndéstico, progndstico e tratamento dos doentes. Muitas tém uma
relacdo direta com progndstico e escolha do protocolo terapéutico. As alteracbes mais
frequentes incluem perda total ou parcial dos cromossomos 5, 7, 13, 17 e 20, ou de um
cromossomo sexual. Também é relatada uma incidéncia relativamente elevada de ganhos
genéticos como trissomia dos cromossomos 8, 19 e 21. Entretanto, alteracbes como
translocacfes ou outras anormalidades estruturais sdo mais raras (BELLI et al., 2011). Além
disso, estudos demonstraram que mais da metade dos casos de SMD apresentam
hipodiploidia, e as alteragfes mais recorrentes sdo monossomia dos cromossomos 5, 7 e 20
(MARTINEZ-RAMIREZ et al., 2004; XU et al, 2010; BELLI et al., 2011).
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A monossomia do cromossomo 7 foi apresentada por um dos casos estudados (caso 7),
com diagnostico de AREB-1. Em geral, os pacientes com esta anormalidade tém prognostico
ruim, sdo mais propensos a evoluir para a leucemia e sdo considerados candidatos ao
transplante de células tronco hematopoiéticas, com potencial relativo para cura da doenca.
Além disso, a mossomia do 7 esta comumente associada ao desenvolvimento precoce de
insuficiéncia medular na infancia (MORRISSETTE, CHADAREVIAN, KOLB, 2010;
MADUREIRA et al., 2011), e o caso 7 tinha trés anos de idade na época do diagndstico.
Muito provavelmente esta alteracdo estd envolvida na etiopatogenia da doenca do caso
estudado e, por ter progndstico desfavoravel, sua detec¢do foi utilizada para nortear a conduta
terapéutica. Até a redacdo deste trabalho a paciente ndo apresentou evolugdo do quadro
clinico e o diagndstico estava mantido.

A hipodiploidia, embora essa seja considerada uma alteracdo frequente, segundo
alguns autores € indicativa de mal progndstico, mas apenas quando 0 nimero cromossémico
varia de 33 a 39 (HARRISON et al.,, 2004; PUI, EVANS, 2009). Os casos 5 e 22
apresentaram hipodiploidia, mas com contagem cromossdmica variando entre 41~45 e 43~45
respectivamente, com perdas variaveis de cromossomos, 0 que permitiu classifica-los com
progndstico intermediario, segundo Harrison et al (2004). Os casos 5 e 22 também nao
apresentaram evolucdo da doenca no periodo deste estudo.

Cariotipos complexos, como apresentado pelo caso 32, sdo frequentes em SMD e
algumas evidéncias apontam para a existéncia de subgrupos de progndsticos diferentes para
estes pacientes. A complexidade do cari6tipo atribuida ao numero elevado de alteracGes
encontradas estd diretamente relacionada com o progndstico da doenga (SCHANZ et al.,
2012). Os pacientes com alteragbes no cromossomo 3, em especial com inversoes,
frequentemente apresentam anemia, medula 6ssea com aumento tipico no numero de
megacaridcitos, contagem de plaguetas normal ou aumentada e displasia de mudltiplas
linhagens. A inversdao do cromossomo 3 é recorrente nos casos de SMD que evoluem para
LMA (KAYSER et al., 2011).

J& a delecdo em 5q é a alteracdo isolada mais frequente em SMD, presente em 15%
dos casos diagnosticados. Os pacientes estdo indicados para transplante de medula 6ssea, e
também respondem de maneira positiva ao tratamento com lenalidomida (GIAGOUNIDIS et
al., 2013). Por sua vez, a delecdo em 11q € a alteracdo isolada menos frequente em SMD, e as

caracteristicas clinico-patoldgicas e genéticas associadas a ela permanecem indefinidas. Essa
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alteracdo € mais recorrente em cariotipos complexos (WANGA et al.,, 2011), como foi
observado nesse estudo.

A paciente com cariotipo complexo esta em tratamento quimioterapico, pois evoluiu
para Leucemia Mieloide Aguda (LMA), o que corrobora o prognéstico ruim em casos com
caridtipo com trés alteragdes (MARTINEZ-RAMIREZ et al., 2004).

N&o foram encontrados relatos de pacientes com SMD que apresentam estas trés
alteracdes juntas, nas mesmas células, o que caracteriza o evento como inédito.

Também deve ser ressaltado que um cari6tipo normal, como observado em 92% dos
individuos avaliados é indicativo de bom progndstico (RAZA, GALILI, 2012).

Assim, é evidente que a presenca ou auséncia de alteracOes citogenéticas tem grande
relevancia para o estudo das SMD. Porém, além das alteracfes cariotipicas, a utilizacdo de
técnicas moleculares permitiram descobertas que auxiliam no conhecimento de fatores
genéticos envolvidos na etiopatogenia da doenga.

Alteracdes genéticas e epigenéticas contribuem para modificar o microambiente
medular, prejudicando a diferenciacdo celular e/ou permitindo que essas células se auto
renovem de maneira descontrolada. Atualmente o nimero de genes que apresentam mutacdes
recorrentes em SMD tem crescido de maneira significativa (ABDEL-WAHAB, FIGUEROA,
2012; TOTHOVA, STEENSMA, EBERT, 2013).

No presente estudo foram investigadas alteragdes nos exons 3, 4 e 5 do gene
RASSF1A. O gene RASSF1A é um supressor de tumor que esta associado a um risco elevado
para diversas neoplasias malignas. Ele ndo apresenta uma atividade enzimatica especifica,
mas atua modulando a polimerizacdo dos microtdbulos durante as fases do ciclo celular, pode
atuar como proteina efetora do oncogene RAS mediando os efeitos pro apoptéticos do
mesmo, além de interagir com outros genes, como por exemplo o K- Ras e o TNF-alfa. (NG
et al., 2003; DONNINGER et al., 2011; KORAH et al., 2013).

Embora o RASSF1A apresente oito exons, sdo detectadas alteracdes mais frequentes
nos exons 3, 4 e 5, motivo pelo qual estes foram alvo da investigacdo deste estudo. Uma taxa
mutacional mais elevada para estes exons foi verificada para diversos tipos de cancer, tais
como pulmé&o, rim, mama, cabeca e pescogo, nasofaringe, prostata entre outros (KASHUBA
et al., 2009).

Na literatura ndo foram encontrados estudos que investigaram mutacdo no gene
RASSF1A em SMD. No entanto, existem estudos que verificaram a expressdo e a presenca de
mutacBes no gene abordando outras neoplasias hematologicas, como LMA e ele é
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constantemente expresso em todas as células hematopoiéticas (ZARE-ABDOLLAHI et al.,
2014).

Em Mieloma Mudltiplo ja foi observado que a presenca de mutacdes e a inativacao por
metilacdo do gene RASSF1A sdo eventos frequentes (NG et al., 2003). Ja Johan et al. (2005)
verificaram que pacientes com LMA néo apresentam a inativacdo do gene pela metilacéo.
Além disso, eles relataram que o silenciamento de RASSF1A e a presenca de mutacdes do
RAS eram eventos mutuamente exclusivos nas amostras de pacientes com mielodisplasia.

Estudos complementares investigaram a presenca de mutaces em genes que se
associam com RASSF1A, como por exemplo, 0 gene RAS que apareceu mutado em 15 a 30%
dos pacientes com Leucemia Mieloide Aguda (AL-KALI et al., 2013; ZARE-ABDOLLAHI
et al., 2014). Mais recentemente, também com LMA, observou-se que a expressao do
RASSF1A nédo apresenta modificacdo se comparada com a encontrada em individuos normais
(ZARE-ABDOLLAHI et al., 2014). Alguns achados fazem do RASSF1A um candidato ao
envolvimento na etiopatogenia do cancer em diversos tecidos sélidos, mas seu envolvimento
em neoplasias hematopoéticas é relativamente desconhecido, ou totalmente desconhecido,
como em SMD. Foi encontrado apenas um estudo do padrdo de metilacdo do RASSF1A em
SMD, e em 9% dos casos foi observado o silenciamento do gene. Entretanto, a analise foi
realizada em células do sangue periférico o que, sabidamente, pode nao ser representativo do
fendmeno bioldgico que esta ocorrendo nas células da MO, conforme critica do proprio autor
(JOHAN et al., 2004).

As mutacgdes mais observadas no RASSF1A envolvem os exons 3, 4 e 5, como referido
anteriormente, mas aqui foi observada uma mutacao polimorfica apenas no exon 3 e em 4%
dos casos. Os exons 4 e 5 ndo apresentaram alterac6es moleculares.

O polimorfismo Alal33Ser (A133S) do RASSF1A resulta na troca de uma Unica base
G/T, que resulta na troca de um aminoacido serina por alanina. Foram demonstrados alguns
defeitos quanto a funcéo biologica da proteina variante, uma vez que a localizagéo estrutural
da troca é um dominio importante de associagdo que pode levar a efeitos sobre o ciclo celular
e interagdes diferentes com a maquinaria de reparo do DNA (DONNINGER et al., 2011).

Alguns estudos procuram estabelecer associacdo entre a presenca deste polimorfismo
com uma pré-disposicdo para alguns tipos de cancer. Kanzaki et al (2006), observaram que o
polimorfismo é duas vezes mais frequente em pacientes japoneses com cancer de pulméo do
que na populacdo japonesa normal, cuja frequéncia é de aproximadamente 11% (KANZAKI
et al, 2006). DONNINGER et al, (2011) apresentaram resultados que mostram uma forte
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associacao entre a presenca do polimorfismo e o desenvolvimento do cancer de mama. Porém,
héa relatos da presenca deste polimorfismo em aproximadamente 29% da populacdo europeia
normal (DONNINGER et al., 2011).

Assim, mesmo que o polimorfismo nédo tenha sido encontrado no grupo controle, uma
possivel associacdo entre SMD e o polimorfismo Alal33Ser (A133S), necessita ser melhor
investigada em casuistas maiores. E é de extrema importancia que os estudos abordando
genes especificos que possam estar associados com a etiologia da doenca continuem sendo
estudados, fornecendo informacBes que permitam estimar o progndstico e auxiliar no

direcionamento para um tratamento especifico dos pacientes.
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6. CONCLUSOES

1. Alguns casos de SMD ao diagnostico apresentam alteracGes cariotipicas nas
células da medula Gssea e estas alteracdes estdo relacionadas com a etiologia
ou evolucdo dos casos, com implicagBes diretas no diagnostico, progndstico e
escolha terapéutica;

2. Caridtipos complexos envolvendo 3q, 5ge 11q, além de monossomia do 7 sdo
indicativos de progndstico ruim;

3. Mutages nos éxons 3, 4 e 5 no gene RASSF1A nas células da medula dssea de
individuos com SMD ao diagnostico parecem ser eventos raros e necessitam
ser investigadas em casuisticas grandes;

4. O polimorfismo Alal33Ser (A133S) pode estar envolvido na predisposi¢ao
para as SMD, entretanto, sdo necessarios estudos da sua frequéncia na

populacdo brasileira e de estudos em casuisticas maiores de SMD.
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Abstract

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a very heterogeneous group of clonal myeloid neoplasms associated with
ineffective myelopoiesis and risk of progression to acute myeloid leukemia. The pathogenesis and progression
involve epigenetic defects and mutations in genes that control cell events such as proliferation and apoptosis.
Little is known about genomic aberrations and MDS biogenesis. Advances in the understanding of the molecular
drivers of the disease can provide important information in its diagnosis, prognosis, and treatment. The
RASSF1A gene is a tumor suppressor located on 3p21.3 that has been described as chnged in numerous solid
tumors. It is consistently expressed in all hematopoietic cells but has not been studied in MSD. We investigated
the presence of mutations in exons 3, 4 and 5 of RASSF1A in 50 patients with MDS and 50 controls. The
sequencing of exon 3 showed the Alal33Ser polymorphism (A133S) in 4% of patients but it was not found in
controls. No alterations in exons 4 and 5 were observed in both groups. There are reports that suggest an
association of this polymorphism with some solid tumors, however, nothing is conclusive. Other studies using
larger samples are needed to establish whether the Alal33Ser polymorphism is involved in the biogenesis of
MDS.

Keywords: Myelodysplasia, sequencing, tumor suppressor
Introduction

The myelodysplastic syndromes (MDS) are characterized by cytopenias, dysplasia in one or more
myeloid cell lines, ineffective hematopoiesis and an increased risk of leukemic transformation [1, 2]. They are
typically considered neoplasms because of frequent genetic aberrations and limited patient survival with
progression to acute myeloid leukemia (AML) or death related to the consequences of bone marrow failure
including infection, hemorrhage, and iron overload [3]. The incidence of MDS is currently 2.0-3.4 per 100,000
individuals in Western countries; with the increasing longevity of the population, the number of patients is
growing [1, 4]. More than 10,000 cases are diagnosed annually in the US, with a median age at diagnosis of 76
years and a median survival of about 2 years. However, cancer registries probably underestimate the real
incidence as MDS primarily affects older adults, that is, individuals over the age of 70 years at diagnosis [5].

The MDS are classified into subgroups with the most widely used classification being that of the World
Health Organization revised in 2008 (WHO-2008) that takes into account: the amount of peripheral cytopenia,
the percentage of blasts in peripheral blood and bone marrow, the percentage of ringed sideroblasts, the presence
of Auer Rods, and the detection of a cytogenetic abnormality (the isolated 5q deletion). The following subgroups
are defined: refractory cytopenia with unilineage dysplasia, refractory anemia with ringed sideroblasts, refractory
cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD), refractory anemia with excess blasts (RAEB), unclassifiable
myelodysplastic syndrome and myelodysplastic syndrome with isolated del(5q) [6].

Chromosomal abnormalities in bone marrow cells are found in 30-50% of “de novo” MDS patients and
approximately 80% of secondary or therapy-related MDS cases. [7, 8] However, there are patients with
myelodysplastic syndromes with normal karyotypes, and often patients with identical chromosomal
abnormalities are clinically heterogeneous. [9; 10]

More than 25 recurrent MDS-associated somatic mutations involving cell cycle regulatory genes,

apoptotic genes, and DNA repair genes have been identified. Recent genomic advances suggest that MDS and its
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progression to AML is a genomic instability disorder, resulting from a stepwise accumulation of genetic
abnormalities [11; 12].

The Ras-Association Domain Family 1A (RASSF1A) protein is a ubiquitously expressed 37kDa
isoform of the RASSF1 tumor suppressor gene that has demonstrated mediating roles in three important cellular
processes in a variety of tissues: the stability of microtubules, progression of the cell cycle and induction of
apoptosis by specific molecular interactions between the factors that act in these processes. The RASSF1A gene
is a negative effector of the Ras gene; it binds to proteins in the Ras family and antagonizes activated
proliferative stimuli. [13]

Several studies have reported hypermethylation of the RASSF1A promoter region as one of the most
frequent genetic alterations in varying solid tumors. However, not only the loss of gene expression by
hypermethylation has been observed, but also genetic silencing by mutations and the presence of several single
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been described, especially in exons 3, 4 and 5, suggesting their
involvement in the development of some cancers. [14, 15]

RASSF1A is consistently expressed in all hematopoietic cells and its methylation pattern was
investigated in patients with acute AML and multiple myeloma (MM) [16]. However, no investigation about
mutations in MDS was found.

We investigated the presence of mutations in exons 3, 4 and 5 of the RASSF1A gene in patients with

primary MDS.

Patients

After approval by the Research Ethics Committee of FAMERP, a prospective descriptive study was
conducted of bone marrow samples from 20 male and 30 female individuals diagnosed with primary MDS (de
novo) according to the WHO-2008 classification. Patients who had normal karyotypes were enrolled in the study
prior to being submitted to chemotherapy or radiation treatment. Informed consent was obtained from all
participants.

All participants were treated in the Hematology and Transfusion Service of Hospital de Base in Séo José
do Rio Preto, SP from March 2012 to September 2013. The ages of the patients ranged from three and 89 years
(mean =51.14 + 18.78 years).

Of the 50 cases, 31 were diagnosed with RCMD, 14 with refractory anemia with excess blasts-1 (RAEB-
1), four with refractory anemia with excess of Blasts-2 (RAEB-2) and one with refractory anemia (RA).

After obtaining informed consent, DNA samples from the peripheral blood of 50 healthy blood donors of

the blood bank in Sdo José do Rio Preto were used as controls to compare possible molecular changes.

Materials and Methods

Genomic DNA was extracted from bone marrow cells of patients and from peripheral blood of controls.
After DNA extraction by the salting-out technique, exons 3, 4 and 5 were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) with sequences being determined by direct sequencing. The sequence obtained was compared to
that of the reference gene deposited at the National Center for Biotechnology Information (NCBI -http:
www.ncbi.nlm.nih.govpubmed) to detect mutations and polymorphisms. The forward and reverse primers are
listed in Table 1.
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The amplified and purified samples were automatically sequenced in a capillary 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

The sequences of exons of the RASSF1A gene were determined using the Big Dye Terminator kit v 3.1
(Applied Biosystems, USA) according to the manufacturer's recommendations. The obtained sequences were

compared with the reference sequence available in NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Results
We investigated the sequences of exons 3, 4 and 5 in the RASSF1A gene. Of the 50 cases with de novo
MDS, two (4%), one with RCMD and the other with RAEB, showed a nitrogenous base exchange, a guanine (G)
for thymine(T) in the first position of codon 133 in exon 3 (dbSNP ID:rs2073498) resulting in the substitution of
an alanine (Ala) residue (GCT) for a serine (Ser) residue (TCT) (c.397G>T, also designated RASSF1A
Alal33Ser). The change characterizes the presence of the Alal33Ser polymorphism (A133S) (Figure 1).
Analysis of exons 4 and 5 of all patients revealed no changes. Moreover, no changes were found in

exons 3, 4 and 5 of control subjects.

Discussion

The RASSF1A gene is a tumor suppressor that is associated with a high risk for various malignant
neoplasms. It does not present any specific enzymatic activity, but acts by modulating the polymerization of
microtubules during cell cycle phases, it can act as an effector protein for the RAS oncogene, mediating pro-
apoptotic effects of this oncogene, as well as interacting with other genes, such as the K-Ras and TNF-alpha
genes [16,17,18].

Although the RASSF1A gene has eight exons, changes are more frequently described in exons 3, 4 and
5, which is why these were the target of the current study. Higher mutation rates were found for these exons in
several types of cancer, including lung, kidney, breast, head and neck, prostate, and nasopharyngeal cancer,
among others [19].

No published studies were found that investigated RASSF1A gene mutations in MDS; however there are
studies that examined the expression and the presence of mutations of the gene in other hematologic neoplasms,
such as AML [20]

It has already been observed that mutations and inactivation of the RASSF1A gene due to methylation
are common events in MM [16]. Johan et al. (2005) found that patients with AML do not present with gene
inactivation due to methylation. In addition, they reported that the silencing of the RASSF1A gene and the
presence of mutations in the Ras gene are mutually exclusive events in patients with myelodysplasia [21].

Complementary studies examined the presence of mutations in genes that are associated with RASSF1A
such as, for example, the Ras gene which was mutated in 15 to 30% of patients with AML [20]. More recently, it
was observed that the expression of RASSF1A is unchanged in patients with AML compared to healthy
individuals [20].

Some findings implicate RASSF1A in the pathogenesis of cancer of various solid tissues, but its
involvement in hematopoietic neoplasms is relatively unknown, or even totally unknown as in MDS. Only one
study on the pattern of methylation of RASSF1A in MDS was found with gene silencing being observed in 9% of
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the cases. However, the analysis was performed using peripheral blood cells which, as the author himself stated,
may not be representative of the biological phenomenon that is occurring in bone marrow cells [21].

Most mutations observed in RASSF1A involve exons 3, 4 and 5, as mentioned above, but in this study

one polymorphic mutation in exon 3 was observed and only in 4% of the cases. There were no molecular
changes in exons 4 and 5.
The Alal33Ser polymorphism (A133S) of the RASSF1A gene results in a single base G/T change with the
substitution of the amino acid serine for alanine. Some failures regarding the biological function of the variant
protein were demonstrated as the structural location of the polymorphism is an important association domain that
can have an effect on the cell cycle and different interactions with the DNA repair machinery [17].

Some studies try to establish an association between this polymorphism and predisposition to some
types of cancer. Kanzaki et al. (2006) observed that the polymorphism is two times more common in Japanese
patients with lung cancer than in the general Japanese population, in which the frequency is approximately 11%
[22]. DONNINGER et al. (2011) presented results that show a strong association between the presence of this
polymorphism and the development of breast cancer. However, there have been reports of the presence of this
polymorphism in approximately 29% of the general European population [17].

So, even though it was not found in the control group, a possible association between the Alal33Ser
(A133S) polymorphism and MDS needs to be further investigated in larger study samples.

It is extremely important that studies investigating specific genes that might be associated with the
etiology of the disease continue to be performed, thereby providing more information on the prognosis and

assisting in targeting specific treatment.



Table 1: Primer sequences

RASS-1A- Exon 4

Fa-GGAACCTATTATCAAGGTTTGGTTT Ra- 220
AGCATCCTTGGGCAGGTAAA,
Fb- CCGCACTTCCTTTTACCTGC 201

Rb- CATGCTCAGGTGCATGCGTA

3

CCTOoOACCTTTCTCAAQCTOAC

L = LE 4=

ke i i i i & a 2 4 sk £y e

- R - - - -
+ 0 = s =
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Figure 1: Electropherogram showing the exchange of the G/T base in

codon 133 of exon 3. The highlighted region is the location
of base exchange observed in two cases.
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