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I- RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) consiste em um grupo heterogéneo de doencgas
hematoldgicas de origem monoclonal e potencialmente maligna. E caracterizada por uma
hematopoese ineficaz das células-tronco pluripotentes e morfologia displasica nas trés
linhagens celulares nao-linféides, evoluindo frequentemente para leucemia mieldide
aguda. A SMD é rara em criangas e adolescentes e apresentam caracteristicas clinicas e
laboratoriais distintas. Este estudo teve como principal objetivo a pesquisa de
anormalidades cromossdmicas em 23 pacientes pediatricos (0 a 18 anos) com SMD
utilizando as metodologias de citogenética classica (banda GTG) e molecular (Hibridagao
in situ Fluorescente - FISH). A analise ap6s bandamento GTG revelou a presenga de
alteracbes cromossémicas envolvendo, principalmente, delegdes nos cromossomos 12 e
17 e monossomia 20. Pela FISH, uma média 150 nucleos interfasicos foi analisada com
as sondas RP11-275J11 (3p25) (19 casos), RP11-46J20 (7922.3) (17 casos), D17Z1 e
RP11-89D11 (17p13.1 - TP53) (5 e 19 casos, respectivamente) e RP11-62N23 (17qg21)
(16 casos). As perdas homozigotas e heterozigotas significativas em 3p25.1 foram
observadas em 17/19 casos (acima de 30% das células). Os genes MKRN2, TSEN2, e
PPARG estao mapeados em 3p25.1 e sdo compativeis de fungdo. Quinze em dezessete
casos apresentaram perdas homozigotas e heterozigotas no cromossomo 7. Em 7922.3
estdo mapeados os genes candidatos a perdas DUS4L, BCAP29, SLC26A3, SLC26A4,
LAMB1 e HBP1. Em 18/19 casos foram confirmadas a perda significativa do gene
supressor tumoral TP53. Apenas um caso de SMD relacionada a terapia ndo apresentou
perda deste gene. Este gene codifica uma fosfoproteina nuclear responsavel pela
regulagéo da duplicagdo do DNA, proliferagéo celular e apoptose. Assim, mutagbes ou
delecdes neste gene podem promover sua inativagdo gerando instabilidade gen6mica e
contribuindo para progressao tumoral. Este estudo revelou que o gene TP53 pode ser
considerado um marcador molecular na SMD primaria infantil. A analise para sequéncia
do ERBB2/HER-2 mostrou padrédo normal em todos os casos. A andlise comparativa das
alteracgbes observadas para todas as sequéncias avaliadas pela FISH demonstrou perda
significativa para as sondas dos cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 em 13 casos. Alguns
destes casos apresentaram quadro clinico agressivo e risco elevado de progressido da
doenga. Cinco casos de SMD apresentaram padrao cromossdmico normal por
bandamento GTG e apds FISH foi detectada a delegcdo em 3p25.1, 7922.3 e do TP53.

Estudos recentes indicam a presenga de anormalidades cromossémicas ocultas em 15 a
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30% dos pacientes que apresentavam cariotipicos normais pela citogenética
convencional. Abordagens em citogenética molecular podem validar alteragées
cromossOmicas supostas e contribuir efetivamente no diagndstico e na conduta

terapéutica das SMD.

Vi
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ll- ABSTRACT

Myelodysplasic Sydrome (MDS) is a heterogeneous and potentially malign group of
hematological diseases with monoclonal origin. Inefficient hematopoesis of pluripotent
stem cells, dysplasic morphology in the three non-lymphoid lineages, and progression to
acute myeloid leukemia are features of the disease. MDS is rare in children and
adolescents showing distinct clinical and laboratorial features. In this study we
investigated chromosomal abnormalities in 23 MDS patients (age ranging from 0 to 18
years) using GTG banding and FISH (Fluorescent in situ Hybridization). The most
common chromosomal alterations detected by G-banding were deletions at 12p and 17p
and monosomy 20. Using FISH, a mean of 150 interphasic nuclei were evaluated with
the probes RP11-275J11 (3p25) (19 cases), RP11-46J20 (7q22.3) (17 cases), D17Z1
and RP11-89D11 (17p13.1 - TP53) (5 and 19 cases, respectively), and RP11-62N23
(17921) (16 cases). Homozygous and hemizygous losses at 3p25 were observed in
17/19 cases (over 30% of the cells). The potential candidate genes to losses MKRN2,
TSEN2, and PPARG are mapped at 3p25.1. Fifteen out of 17 cases showed
homozygous and hemizygous losses at chromosome 7. In 79q22.3 are mapped the
putative candidates to losses: DUS4L, BCAP29, SLC26A3, SLC26A4, LAMB1, HBP1. In
18 out of 19 cases it was detected significant losses of the tumor suppressor gene TP53.
Only one case of MDS therapy-related presented absence of TP53 losses. The TP53
gene codes a nuclear phosphoprotein responsible for DNA replication regulation, cell
proliferation and apoptosis. Mutations or deletions on TP53 may promote its inactivation
leading to genomic instability and contributing to tumor progression. According to our
study, the TP53 gene may be considered a molecular marker in pediatric primary MDS.
The ERBB2/HER-2 sequence analysis revealed a normal pattern in all the cases. The
general comparison using all sequences analyzed by FISH showed significant losses in
13 cases for chromosomes 3 and 7 and TP53. Some of these cases showed aggressive
clinical features and high risk for disease progression. Five cases showed normal
karyotype for GTG banding, however, they presented deletions by FISH at 3p25.1,
7922.3 and TP53. Recent studies indicated the presence of occult chromosomal
abnormalities in 15 to 30% of the patients with normal karyotypes by conventional
cytogenetics. Molecular cytogenetics approaches may validate suggestive chromosomal
alterations and effectively contribute for the diagnosis and therapeutic approaches in

Myelodysplasic Sydrome.

Vii
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I-INTRODUGAO

1. SINDROME MIELODISPLASICA

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) € conhecida ha mais de 50 anos e foi, por
varias décadas, considerada uma “pré-leucemia” pelo fato de muitos pacientes com
SMD (cerca de 30-40%) evoluirem para leucemias, principalmente do tipo mieldide
aguda (LMA) (Mhawech e Saleem, 2001).

O termo “pré-leucemia” foi introduzido por Block et al. (1953) para definir um
grupo de pacientes com alteragbes hematoldgicas crbnicas, variaveis, e pouco
definidas, acompanhadas de evolugdo para leucemias agudas. Esta terminologia
continuou sendo utilizada até o inicio dos anos 70's para denominar portadores de
anemia (sem deficiéncia nutricional e refratarios ao tratamento com hematinicos),
com menos de 5% de blastos na medula 6ssea (MO) e linhagens celulares mieldides
com alteragdes displasicas (Linman, 1970).

Somente na década de 80 surgiu o termo “sindrome mielodisplasica” para
definir um grupo heterogéneo de doencas hematoldgicas mieloproliferativas de
potencial maligno, origem monoclonal e progresséo variavel, em geral lenta. A SMD
€ caracterizada pela ocorréncia de hematopoese ativa, mas ineficaz e inadequada,
resultando na proliferacéo e diferenciagédo anormais das células-tronco pluripotentes,
displasias morfoldgicas, deficiéncias nas fungdes celulares e instabilidade genética
(Cilloni et al, 2004; Breccia et al, 2005; Jekic et al, 2006). As inumeras alteragbes
genéticas, presentes nos clones neoplasicos, levam a ativagao de vias metabdlicas
intrinsecas, mediadoras da morte celular programada, bem como a estimulagcédo do

sistema imunoldgico. As citocinas produzidas como resultado da proliferagdo de
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linfécitos intensificam o processo apoptético e promovem a eliminacdo de clones
aberrantes e células hematopoéticas normais (Komrokji e Bennett, 2005).

As consequéncias da hematopoese ineficaz sao citopenias que,
frequentemente, envolvem as trés linhagens celulares hematopoéticas (eritroide,
granulocitica e megacariocitica). A MO de portadores de SMD apresenta
anormalidades quantitativas e qualitativas das linhagens né&o-linféides, sendo
substituida, parcial ou totalmente, pela progénie clonal derivada de uma célula
primordial multipotente mutante (Polychronopoulou et al, 2004). Embora um
pequeno subgrupo de pacientes apresente hipoplasia da medula 6ssea, a maioria
exibe aumento da celularidade medular, denotando o carater paradoxal da doenca
de citopenia do sangue periférico e normo/hipercelularidade da MO (Catenacci e
Schiller, 2005).

Em virtude das alteragées morfoldgicas, as manifestagdes clinicas marcantes
em portadores de SMD envolvem anemias refratarias e sintomas associados, bem
como complicagdes extra-medulares (hepatoesplenomegalia). As causas de 6bito de
pacientes com esta doenga hematologica estdo comumente associadas a auséncia
de resposta aos tratamentos contra citopenias periféricas, infeccées recorrentes,
hemorragias e altera¢des funcionais da circulagcado de células sanguineas (Hofmann
et al, 2004; Mufti, 2004; Cabello et al, 2005).

Além dos sinais clinicos caracteristicos, o diagnéstico laboratorial da SMD
baseia-se na deteccao de alteragdes morfolégicas peculiares e displasia no sangue
periférico (SP) e MO (Tabela 1) (Vallespi et al, 1998). Entretanto, ndo ha nenhum
marcador clinico ou morfoldgico, unico, associado especificamente a esta doenca,
capaz de individualiza-la de outras doencas hematoldgicas, incluindo formas

moderadas de anemia aplasica, as quais sao dificiimente diferenciadas da SMD
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(Yoshida, 1996). Segundo Komrokji e Bennett (2005), a combinagcéo de fatores
morfologicos, tais como a porcentagem de blastos e a displasia medular, e o padrao
citogenético permitem uma avaliagao diagnostica diferencial e mais fidedigna para
este tipo de neoplasia. Desta forma, a deteccdo de sinais morfologicos

acompanhada de avaliagdo citogenética € essencial para a triagem clinica de

pacientes com suspeita de SMD.

Tabela 1. Principais caracteristicas morfologicas da SMD (Modificado de Vallespi et al, 1998)

Sangue Periférico Medula Ossea
Diseritropoese
Anisocitose Multinuclearidade
Poiquilocitose Morfologia nuclear e citoplasmatica
Macrocitose anormal
Eritroblastos anormais Anormalidades megalobastéides

Sideroblastos em anel
Disgranulopoese
Anormalidade de pseudo-Pelger-Huet Cromatina anormal
Hipogranulagao Granulos volumosos
Hipersegmentacgéo Nucleos com sideroblastos em anel
Alteragdes nucleares

Distrombopoese

Aumento do numero de plaquetas Micromegacaridocitos

Hipogranulagao Formas mononucleares

Hipergranulagao Multiplos nucleos pequenos e
fragmentados

A historia natural da SMD é bastante heterogénea o que torna complexa a
triagem clinica e o planejamento terapéutico dos pacientes (Navarro et al, 2006).
Baseando-se em caracteristicas displasicas, porcentagem de blastos no SP e MO,
contagem absoluta de mondcitos no sangue e presenca de bastonetes de Auer e
sideroblastos em anel, foi estabelecido um sistema de classificacdo Franco-
Americano-Britédnico (FAB) o qual dividiu o curso clinico da SMD em cinco fases
distintas (Bennett et al, 1982) (Tabela 2). No inicio, em um estagio indolente, os

individuos afetados manifestam apenas citopenia e ndo necessitam de tratamento
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especifico. Esta fase é referida como anemia refrataria com auséncia (RA) ou
presencga de sideroblastos em anel (RARS) na medula 6ssea. Apds a permanéncia
de fase indolente por varios anos (ou mesmo décadas), uma propor¢ao de pacientes
pode sofrer transformacgdo leucémica. A medida que ocorre um aumento da
porcentagem de blastos leucémicos na MO, o diagndstico do paciente se altera.
Inicialmente com uma RA com excesso de blastos (5-20% de blastos medulares),
em transformacao (RAEB-t) ou ndo (RAEB), com leucemia mielomonocitica crénica
(CMML) em uma fase intermediaria e, finalmente, com leucemia miel6ide aguda
associada a SMD (>20% de blastos na MO). Neste estagio, os pacientes podem ser
refratarios a quimioterapia e o tempo médio de sobrevida é, em geral, inferior a um
ano (Ueda et al, 2003; Catenacci e Schiller, 2005).

A classificagdo FAB foi amplamente utilizada na pratica clinica e auxiliou a
realizagdo de inumeros estudos morfologicos, e, consequentemente, o entendimento
da evolugdo da SMD. Entretanto, a avaliagdo do prognostico por este sistema
mostrou-se bastante limitada, uma vez que permite definir apenas dois subgrupos
distintos em termos de sobrevida e risco de evolugdo para leucemia aguda:
prognostico favoravel (RA e RARS) e desfavoravel (RAEB e RAEB-t) (Navarro et al,
2006).

O esquema de classificagdo FAB tem sido comumente combinado com o
esquema do International Prognostic Score System (IPSS) (Greenberg, 1998)
(Tabela 2). Este sistema baseou-se em dados citogenéticos, morfologicos e clinicos
de 816 portadores de SMD primaria, os quais foram reavaliados no sentido de
estabelecer uma classificagdo mais refinada dos fatores de risco para porcentagens
de blastos medulares, grupos citogenéticos e presenga de citopenias. Os subgrupos

foram classificados pelo IPSS como: baixo risco [pacientes com del(20q), del(5q),
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perda do cromossomo Y ou cariotipos normais]; alto risco (pacientes com cariotipos
complexos ou com aberragbes no cromossomo 7) e intermediario (pacientes
portadores de outras anormalidades cromossdmicas) (Greenberg, 1998). Segundo
esta classificagcdo, a sobrevida média de pacientes portadores de SMD situa-se no
intervalo de 6 anos (grupo de baixo risco) a 6 meses (grupo de alto risco) (Hofmann
et al, 2004).

A associacdo da SMD de alto risco com a presengca de cariotipos
desfavoraveis e anormalidades complexas aponta a relevancia progndstica da
citogenética em predizer o curso clinico nos pacientes com mielodisplasias, além de
auxiliar no diagndstico e individualizagdo das estratégias terapéuticas conforme o
padrao cariotipico, quando positivo (Hiddemann, 1998; Cabello et al, 2005;
Steensma e List, 2005).

Embora aceito e utilizado no ambito clinico, o esquema proposto pela FAB foi
alvo de criticas e controvérsias na pratica diagnostica. A heterogeneidade das
anemias refratarias, a inclus&o da leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) como
entidade distinta, o fato de pacientes com porcentagem de blastos medulares
maiores que 20% geralmente apresentarem progndsticos similares a portadores de
LMA e a auséncia de alguns parametros histolégicos e morfolégicos que influenciam
0 quadro clinico de pacientes SMD motivaram a reavaliagado e a reestruturacao da
classificacdo da FAB pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) resultando em
uma nova distribuicdo dos estagios clinicos.

Neste sistema, foram definidas entidades mais homogéneas e novas
subcategorias especificas conforme a presenga de anormalidades citogenéticas
peculiares, limiares mais estreitos de porcentagem de blastos e envolvimento de

uma ou mais linhagens hematopoéticas. Dessa forma, a LMMC foi re-classificada



Silveira, CGT Introducao

como parte do grupo SMD/Sindrome Mieloproliferativa e a RAEB-t foi considerada
como uma leucemia, uma vez que o tratamento e prognostico sdo similares aos da
LMA. Foram adicionados como novos subtipos de SMD tais como a citopenia
refrataria em multiplas linhagens celulares, a SMD nao-categorizada e a sindrome
de 5g- (Malcovati et al, 2005; Sakuma et al, 2006) (Tabela 2). Consequentemente,
informagbes citogenéticas tornaram-se indispensaveis e a nao disponibilidade
destes dados representam um obstaculo para esta classificagdo (Hofmann et al,
2004; Pinto et al, 2005).

Nao obstante, este novo esquema de classificagdo ndo € universalmente
aceito e a utilidade clinica desta proposta bem como o valor prognostico tem sido
alvo de inumeras investigagbes (Germing et al, 2000; Greenberg et al, 2000;
Nosslinger et al, 2001; Bennett et al, 2002; Dunkley et al, 2002; Strupp et al, 2003;
Howe et al, 2004; Giagounidis et al, 2004; Muller-Berndorff et al, 2006; Navarro et al,
2006). Muitos esforgos estdo sendo empreendidos no intuito de refinar os critérios
clinicos e morfologicos da estratificagcédo da SMD proposta pela OMS (Malcovati et al,
2005).

A verdadeira prevaléncia da SMD n&o é conhecida, uma vez que esta
neoplasia n&o esta rotineiramente contida nos registros de cancer. Entretanto,
estudos epidemiologicos restritos demonstram que a SMD é pelo menos trés vezes
mais comum que a LMA e que a frequéncia desta doenca aumenta
progressivamente com a idade, sendo mais rara entre individuos mais jovens (Van

Etten e Shannon, 2004).
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Tabela 2. Sistemas de classificagdo da SMD (Modificado de Catenacci e Schiller, 2005).

FAB IPSS OMS

(1) % de blastos na MO:

(1) RA: citopenia de uma linhagem % Blastos Score do IPSS SMD
celular do SP; medula normo- ou (1) RA
; . : <5 0
hipocelular com displasia; <1% de (2) RCMD
o 5-10 0.5
blastos no SP e <5% de blastos na 11-20 15
MO i '
21-30 2.0
(2) Caracteristicas citogenéticas':
(2) RARS: citopenia, displasia e Caridtipo Score do IPSS (3) RARS
mesma % de blastos de RA; >15% Bom prognético 0 (4) RCMD RS
de sideroblastos em anel na MO (-Y,5q-, 20g-, normal)
Prognéstico intermediario 0.5
(trissomia do 8)
Pior progndstico 1.0
(alteragdes 7, complexo)
(3) Citopenias®:
(3) RAEB: citopenia de 2 ou + Citopenia Score do IPSS (5) RAEB 1: 5-10% blastos
linhagens celulares de SP; dlspIaS|§ Auséncia ou 1 linhagem 0 (6) RAEB 2: 10-20% blastos
envolvendo 3 linhagens celulares; celular 7) SMD 54- isolad
<5% de blastos no SP e 5-20% de (S)’ com ©g- 1solado
blastos na MO 2 ou 3 linhagens 0.5 (Sindrome 5q-)
celulares (8) SMD néo categorizada

(4) Score do IPSS e sobrevida:

(4) RAEB-t: caracteristicas Score do IPSS Sobrevida Leucemias Mielogénicas
hematologicas idénticas a RAEB, . Agudas:
>5% de blastos no SP ou 21-30% Baixo (0) 5.7 anos (1) LMA com alteragdes

de blasto na MO ou presenga de Intermediario genéticas recorrentes
bastonetes de Auer nos blastos 1(0.50u 1.0) 3.5 anos 2) LMA displasi
2 (1.5 0u 2.0) 1.2 anos (2) LMA com displasia em
multiplas linhagens
Alto (25 ou maiS) 0.4 anos (3) LMA-t e SMD-t
(4) LMA nao categorizada
(6) CMML: monocitoses no SP; SMD/MPD:
<5% de blastos no SP e mais de (1) CMML
o
20% de blastos na MO (2) aCML
(3) JMML

Abreviacdes: SP, sangue periférico; MO, medula éssea; RA, anemia refrataria; RARS, anemia refrataria com sideroblastos em anel;
RAEB, anemia refrataria com excesso de blastos; RAEB-t, anemia refrataria com excesso de blastos em transformagido; CMML,
leucemia mielomonocitica crénica; RCMD, citopenia refrataria com multilinhagens displasicas; SMD, sindrome mielodisplasica; LMA,
leucemia mieléide aguda; MPD, doengas mieloproliferativas; aCML, leucemia mielomonocitica crénica atipica; JMML, leucemia
mielomonocitica juvenil; 1Complexo, 3 ou mais anormalidades; 2 Citopenia por IPSS, hemoglobina <10, neutrdfilos <1500/mm3,
plaquetas <100.000/mm°.
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De um modo geral, a frequéncia da SMD tem aumentado significativamente e
apresenta-se discrepante em localizagbes geograficas distintas (Aul et al, 1994;
Germing et al, 2000; Lee et al, 2003; Lorand-Metze et al, 2004) (Tabela 3). Estima-
se que cerca de 15.000 a 20.000 novos casos de SMD sao diagnosticados
anualmente nos Estados Unidos e que a incidéncia desta neoplasia varia de 2,1 a
12,6 casos/100.000 ao ano em individuos acima de 70 anos no continente europeu
(Komrokji e Bennett, 2005). Este recente aumento da incidéncia da SMD pode ser
resultado do aumento da expectativa de vida, como consequéncia dos avangos na
medicina e precocidade dos diagndsticos. A variabilidade geografica, por sua vez,
pode ser reflexo ndo apenas do local de origem dos pacientes, como também das
diferencas na interpretacdo e aplicacdo dos critérios morfoldgicos ao diagnostico

(Navarro et al, 2006).

Tabela 3. Incidéncia da SMD nas diferentes localizagdes geograficas em subgrupos distintos de pacientes
conforme a classificagdo da FAB e OMS (Modificado de Navarro et al, 2006).

BRASIL (%) COREIA (%) AUSTRIA(%) ALEMANHA (%) ESPANHA (%) ITALIA (%)

FAB No. 150 No. 227 No. 431 No. 1600 No. 311
RA 60 36 33 26 37
RARS 12 8 11 20 24
RAEB 23 40 21 22 21
RAEB-t 2 12 12 17 6
CMML 3 4 23 15 12
OoMS No. 141 No. 176 No. 281 No. 1243 No. 256 No. 374
RA 34 12° 15 8,5 18 21
RARS 8,5 - 2 11 22 9
RCMD 18° 37° 32° 24 20,5 22
RCMD-RS - - - 15 7 3
RAEB-1 24° 29 18 21 11 16
RAEB-2 - 21 15 18,5 14 19
5q- 1 0 0,5 2 0,8 8
NC-SMD 16 1 18 0 7 3

NC-SMD: SMD n&o-categorizada segundo OMS; *RA + RARS; "RCMD + RCMD-RS; °RAEB 1 + 2
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2. ETIOLOGIA E PATOGENESE DA SINDROME MIELODISPLASICA

A etiologia da SMD n&o esta completamente elucidada e convencionalmente
é definida baseando-se na historia prévia dos pacientes (Mecucci, 1998). Estudos
em grandes séries sugerem que, em aproximadamente 20 — 30% dos casos, o
desenvolvimento da SMD esta relacionado a fatores de risco incluindo idade, sexo
masculino (Ido et al, 1996), etilismo (Datta et al, 1990), tabagismo (Bjork et al, 2000),
infecgbes virais (Pekmezovic et al, 2006), exposicdo ambiental e/ou ocupacional a
radiagdo ionizante, benzeno e outros agentes genotoxicos (Levine e Bloomfield,
1992).

Conforme a etiologia, a SMD pode ser primaria ou secundaria. As
mielodisplasias primarias, também definidas como idiopaticas ou SMD de novo,
apresentam etiologia indeterminada e representam 30 a 50% dos casos
diagnosticados afetando, na maioria, individuos de meia idade (55-70 anos de
idade), bem como pessoas mais jovens (Pisani e Rainaldi, 2000). Condigdes
autoimunes e a presenca de doencgas genéticas tais como Sindrome de Down,
anemia de Fanconi e Sindrome de Bloom, também estdo associadas ao
desenvolvimento deste tipo de mielodisplasia (Strom et al, 2005).

As SMD secundarias sao decorrentes de eventos mutacionais induzidos por
agentes genotoxicos. O tipo de mielodisplasia secundaria mais comum esta
associado ao uso de regimes quimioterapicos e radioterapicos prévios (SMD
relacionada a terapia ou SMD-t) e esta correlacionado a pior prognéstico e elevado
risco de progressao para LMA (Mufti, 2004). A maioria dos casos de SMD-t envolve
o tratamento de doengas primarias com agentes alquilantes e inibidores de

topoisomerase Il (Andersen et al, 2005). Os agentes alquilantes abragem um amplo



Silveira, CGT Introducao

grupo de drogas capazes de inibir a transcrigdo e a proliferagado celular transferindo
grupos alquil a estrutura do DNA (Allan e Travis, 2005). Os quimioterapicos
inibidores de topoisomerases, por sua vez, induzem quebras de dupla fita no DNA e
rearranjos de diversas sequéncias génicas (Richardson e Jasin, 2000).

Embora a patogénese da SMD né&o esteja completamente elucidada, observa-
se que o desenvolvimento desta neoplasia esta intimamente associado a presenca
de anormalidades cromossdmicas constitucionais (Bernasconi et al, 2005). O
processo tumorigénico das mielodisplasias envolve basicamente uma sucesséo de
trés estagios: iniciacdo, promogdo tumoral e transformacdo maligna (Figura 1)
(Fenaux, 2004). Este processo de multiplas etapas envolve o acumulo de alteragdes

genéticas criticas que podem afetar mdultiplas vias metabdlicas e determinar o

surgimento de clones distintos no mesmo paciente (Panani e Roussos, 2006).

Insulto Alteragio | Alteragao Il 1Tansfunnagﬁu
@ @ @ THF @ Diminuigao
@ TGFp da apoptose
@ Célul mal Expansau Estagio LMA
S oarma clonal inicial SMD
Célula maligna Aumento
@ élula malig dx anioptose

Figura 1. Representagao esquematica da patogénese da SMD, em que uma alteragdo inicial € seguida
pelo acumulo de mutagbes, progressao tumoral e, por fim, diminuigao da apoptose celular (modificado de
Fenaux, 2004)

Fatores hereditarios e/ou ambientais,

radioativos, drogas citotoxicas

10

incluindo agentes quimicos e

(mielossupressoras) e, até mesmo mutagdes
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endogenas ocasionais, representam as alteragdes gendmicas iniciais nas células
hematopoéticas primordiais, determinando o surgimento do clone neoplasico
(Fenaux, 2004).

Apds os eventos iniciais, as células progenitoras medulares proliferam-se
descontroladamente e adquirem uma variedade de anormalidades citogenéticas,
mutacdes e silenciamento génico que afetam a expressao de genes relacionados ao
controle do ciclo celular, incluindo fatores de transcricdo e ou supressores tumorais
(Cermak et al, 2005).

Este perfil genético anormal é considerado propriedade intrinseca do clone
neoplasico e pode estar relacionado a interagbes autécrinas e/ou paracrinas de
citocinas (Catenacci e Schiller, 2005). A ocorréncia destas anormalidades
citogenéticas clonais, nas células da MO no microambiente medular anormal, pode
facilitar a predominancia e determinar o carater proliferativo do clone displasico,
sendo acompanhado, inicialmente, por elevada taxa apoptotica intramedular e
instabilidade genbmica, eventos que caracterizam a ineficiéncia da hematopoese
(Liesveld et al, 2004).

A evidéncia de que o processo apoptotico participa do desenvolvimento
tumoral nas SMDs representa um dos principais avangcos no entendimento da
patogénese desta mielodisplasia. A ocorréncia de morte celular programada explica
o carater morfolégico paradoxal de citopenia periférica e normo ou hipercelularidade
medular na maioria dos portadores de SMD (Raza et al, 1995; Yoshida et al, 1995).

Yoshida (2002) relatou que a presenga de alteragcbes em genes especificos
torna os clones neoplasicos suscetiveis a morte celular. Alguns mecanismos
relacionados a ativacao da apoptose podem envolver deficiéncias no ciclo celular e

alteragdes mitocondriais. Mutagdes do DNA mitocondrial de células hematopoéticas

11
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afetam o metabolismo do ferro e contribuem para o desenvolvimento de anemia
refrataria com sideroblastos em anel (Hou et al, 2005). Entretanto, até o presente,
nao ha correlagdes evidentes entre as anormalidades citogenéticas presentes
nestas células e a apoptose, sugerindo que este fendmeno nao esta restrito somente

aos clones anormais (Komrokji e Bennett, 2005).

Os processos apoptoticos que controlam a eritropoese sob condigdes
fisiologicamente normais estdo restritos as células CD34+ e parecem atuar
predominantemente em estagios precoces da SMD, declinando conforme a
progressdo tumoral (Hofmann et al, 2002; Panani e Roussos, 2006). Inumeros
mecanismos estdo associados a ocorréncia excessiva de apoptose e envolvem a
participagdo de alguns fatores soluveis incluindo a eritropoetina (Epo), secrecao de
proteinas e ativagcdo de receptores das vias de sinalizacdo apoptética [fator de
necrose tumoral (TNF/TNF-R) e Fas-FasL], expressdo de BCL-2, ativagao de células
T e deficiéncia de fatores de crescimento hemotopoético. Com a progressao da
neoplasia, ocorre um decréscimo dos sinais apoptoticos mediados por estes fatores

enquanto aumentam os sinais anti-apoptoticos (Fenaux, 2004).

A progressao clinica da SMD, o aumento significativo de blastos medulares e
a evolugdo para leucemia mieldide aguda sao eventos intimamente associados a
presenga de instabilidade gendmica. Os eventos que promovem o aumento desta
instabilidade incluem encurtamento telomeérico, metilagdo anormal, silenciamento de
genes envolvidos nas vias de reparo de mau pareamento do DNA, perda ou
mutacdo em genes supressores tumorais (Kearns et al, 2004). Estes, somados ao
decréscimo apoptético, caracterizam o estagio de transformagdo maligna (Hofmann

et al, 2004).

12
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Os multiplos eventos envolvidos na etiologia da SMD, bem como o carater
variavel dos fatores clinicos e morfolégicos refletem a complexidade e
heterogeneidade desta neoplasia (Strom et al, 2005). Atualmente, o avango no
conhecimento das neoplasias hematoldgicas revela a importancia da combinagao de
informagdes clinicas, prognosticas e citogenéticas na definigdo das mielodisplasias

(Steensma e List, 2005).

3. SINDROME MIELODISPLASICA INFANTIL

As mielodisplasias abrangem um grupo de doengas hematoldgicas raras em
criangas e adolescentes, com caracteristicas clinicas e laboratoriais distintas (Hasle
et al, 2003; Rytting, 2004). Entre o periodo de 1984 a 1992, um pequeno numero de
casos de SMD pediatrica foi publicado em literatura. Em 17 manuscritos, somente
seis estudos relataram mais de dez casos, apdés amplo periodo de analise,
sugerindo a raridade das SMD na infancia. Até o presente, aproximadamente 325
casos pediatricos de SMD (0 a 18 anos de idade) foram cariotipados e estéo
armazenados no banco de dados de Mitelman et al. (2006)

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/CytList).

A frequéncia real das SMD infantis ndo foi determinada pois as caracteristicas
morfologicas presentes em pacientes pediatricos afetados ndo correspondem
aquelas estabelecidas pelos critérios da FAB (Bader-Meunier et al, 1996). Até o
momento, foram realizados somente dois estudos epidemiolégicos regionais de
mielodisplasia infantil. Passmore et al. (1995) relataram que a incidéncia de SMD

pediatrica no Reino Unido é de aproximadamente 1,7 x 10%ano. Quatro anos depois,

13
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Hasle et al. (1999) relataram uma casuistica de 77 casos estudados na Dinamarca e
Canada com uma incidéncia anual de 3,6 x 10°.

De um modo geral, o numero de casos de mielodisplasia pediatrica tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos e estima-se que esta sindrome
abrange aproximadamente 10% de todas as doengas hematologicas infanto-juvenis,
podendo ser uma neoplasia primaria, decorrente de terapias citotoxicas prévias ou
surgir na forma familial (Jekic et al, 2006).

Em contraste com a sintomatologia mais insidiosa presente nos pacientes
adultos, a maioria das criancas com SMD ¢é sintomatica. Os sinais mais
frequentemente observados s&o febre, palidez, hemorragias, petéquias e infecgbes
recorrentes. Ocasionalmente, as plaquetas sdo hipogranulares, a medula Ossea
geralmente apresenta-se hipercelular e a eritropoiese ineficaz resulta no
aparecimento de precursores eritroides megablastoides multinucleados (Blank e
Lange, 1981).

Devido a menor prevaléncia desta neoplasia em criangas e jovens, 0s
mecanismos patogénicos envolvidos na promog¢ao anormal e na hematopoese
maligna ainda sdo pouco elucidados (Polychronopoulou et al, 2004). No entanto,
sabe-se que a SMD pediatrica difere das demais mielodisplasias quanto aos fatores
clinicos como também pelo tipo de anormalidades citogenéticas presentes. A
maioria dos casos pediatricos de SMD é portador de alteragdes associadas ao
cromossomo 7, apresenta baixa sobrevida (5.5 a 9.9 meses) e elevado risco de
progresséo para leucemia (Nair et al, 1992). Essas caracteristicas peculiares podem
definir entidades biolégicas especiais de SMD infantil importantes na determinacéo

do prognaostico e na conduta terapéutica (Hasle et al, 2004).
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Apesar de sua importancia no ambito das neoplasias hematologicas e das
discrepancias existentes entre as mielodisplasias pediatricas e adultas, ainda nao se
estabeleceram critérios adequados de classificacdo e diagndstico para SMD no
grupo de neoplasias infantis (Morerio et al, 2001; Hasle et al, 2004). Por esta razao,
ha um numero significante de casos com diagndsticos nao-conclusivos (Occhipinti et
al, 2005).

A classificagdo da SMD pediatrica nos modelos da FAB e OMS é complexa,
e, por vezes, ndo abrangente, visto que esses sistemas foram baseados em revisao
de casos adultos (Babicz et al, 2005; Barnard et al, 2006). Entretanto, a utilizagao do
esquema FAB para classificacdo das mielodisplasias infantis ainda €& bastante
comum e reflete uma elevada frequéncia de casos RAEB e RAEB-t entre jovens e
criangas (Tuncer et al, 1992).

Em vista das significativas diferengas clinicas e citogenéticas envolvidas nas
neoplasias hematoloégicas adulta e infantil, Mandel et al. (2002) propuseram uma
nova classificagdo denominada Categoria Citologia Citogenética (CCC) (Tabela 4)
em que a identificacdo de anormalidades citogenéticas poderia ser utilizada como
unico critério para o diagnoéstico de SMD infantil na auséncia de dados morfolégicos.
O sistema CCC é incitante, mas ndo permite, em alguns casos, estabelecer
diagnosticos confiaveis. Ao mesmo tempo, baseados em dados clinicos,
morfologicos e citogenéticos, Hasle et al. (2003) reestruturaram o sistema da OMS e
estabeleceram critérios diagndsticos minimos para doengas mieldides pediatricas,
definindo trés categorias diagnosticas distintas: um grupo de mielodisplasias e
doencgas mieloproliferativas, leucemia associada a Sindrome de Down e as SMD

envolvendo citopenia refrataria (RC), RAEB e RAEB-t (Hasle et al, 2003) (Tabela 5).
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Tabela 4. Classificagdo segundo o sistema Categoria Citologia Citogenética (CCC)
(Modificado de Mandel et al, 2002).
I. Categoria — etiologia da SMD

= Doenca idiopatica
= Doenga associada ao tratamento
= Doenca associada a sindrome

Il. Citologia — caracteristicas morfolégicas da medula 6ssea e sangue periférico

= Citopenia refrataria com sideroblastos em anel
» Citopenia refrataria

= Citopenia refrataria com displasia

» Citopenia refrataria com excesso de blastos (5 — 29% blastos)
» Citopenia refrataria com displasia e excesso de blastos

lll. Citogenética

» Perfil citogenético normal
» Perfil citogenético anormal
» Perfil citogenético desconhecido

Tabela 5. Categorias diagnésticas de mielodisplasias e doengas mieloproliferativas em
criangas (Modificado de Hasle et al, 2003).

I. Mielodisplasia/Doenga mieloproliferativa

= Leucemia mielomonocitica juvenil (JMML)
» Leucemia mielomonocitica crénica (CMML) (apenas secundaria)
» Leucemia mielodide crénica BCR-ABL-negativo (Ph" CML)

Il. Associagao com sindrome de Down (DS)

= Mielopoiese anormal transicional (TAM)
» Leucemia mieldide de DS

lll. Sindrome Mielodisplasica (SMD)

= Citopenia refrataria (RC) (Blastos periféricos <2% e blastos medulares <5%)

» Anemia refrataria com excesso de blastos (RAEB) (Blastos periféricos 2-9% e
blastos medulares 5-19%)

= RAEB em transformagéo (RAEB-t) (Blastos periféricos e medulares 20-29%)

16
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A definicdo de entidades distintas, relacionadas a fatores progndsticos que
predizem a progressdo da doenga e a sobrevida, € extremamente importante na
escolha da conduta terapéutica (Hasle et al, 2004). E necessario o direcionamento
de pesquisas na busca de informagdes clinicas, morfolégicas e citogenéticas para
desvendar as peculiaridades envolvidas na SMD infantil e, assim, estabelecer
critérios diagndsticos e prognosticos adequados e condutas terapéuticas especificas

e eficazes (Rytting, 2004; Babicz et al, 2005).

4. CITOGENETICA DA SINDROME MIELODISPLASICA

Diferentes bandas, regides e cromossomos estdo preferencialmente
envolvidos em rearranjos nas diferentes neoplasias e um numero crescente de
anormalidades especificas tem sido relacionado com doencas particulares ou a

subgrupos de doengas (Mitelman et al, 2005).

Os tumores hematolégicos sao significativamente influenciados por alteragdes
cromossdmicas numéricas e estruturais, incluindo delecdes, translocacgdes,
isocromossomos e marcadores cromossdmicos. Alteragdes numéricas e estruturais
unicas ou complexas (envolvendo trés ou mais cromossomos distintos) s&o descritas
em mais de 50% dos pacientes com SMD (Hofmann et al, 2004).

Alteragbes cromossdmicas especificas caracterizam entidades clinico-
hematologicas distintas na SMD, definindo importantes marcadores diagndsticos e

predizendo a evolugédo da doenga (Mecucci, 1998).

A introducao da analise citogenética foi fundamental para a caracterizagéo de

entidades clinico-hematolégicas distintas na SMD e permitiu a definicdo de
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importantes marcadores diagnosticos e fatores prognosticos relevantes e
independentes, predizendo a evolugado da doencga e auxiliando na escolha da terapia
adequada. Inumeros protocolos de tratamento foram descritos em funcdo dos
achados citogenéticos resultando em um aumento significativo da sobrevida nestes
pacientes (Ribeiro et al, 2003).

Os testes genéticos comumente utilizados para determinagdo do diagnéstico
das SMD envolvem analises citogenéticas convencionais de caridtipos,
principalmente bandamento GTG. As técnicas de bandamento sdo amplamente
aplicadas desde o inicio dos anos 70 e permitem a deteccéo de cariétipos anormais
em células individualizadas, a identificacdo de altera¢gdes cromossdmicas clonais e o
grau de heterogeneidade genética do tumor (Salman et al, 2004).

Entretanto, as analises cariotipicas convencionais apresentam limitagcées na
deteccao de alteragcdes cromossdmicas sutis e caridtipos complexos, particularmente
em preparagdes celulares contendo pequeno numero de metafases, sobreposi¢coes
cromossdmicas e baixa qualidade do bandamento, freqiuentemente observado em
tumores hematologicos. Somando-se a esses fatores, o crescimento de células
progenitoras in vitro dificulta a analise em alguns tipos de tumores (Steensma e List,
2005).

Outra limitagdo relevante da analise citogenética classica esta relacionada a
impossibilidade de identificar cromossomos ou bandas cromossémicas envolvidos
em alteracbes numéricas ou estruturais complexas, as quais sdo freqientemente
observadas em aproximadamente 30% dos portadores de SMD de novo e em 50%
dos casos de SMD-t (Van Limbergen et al, 2002). Os cariétipos complexos definem
entidades citogenéticas em SMD associadas a progndésticos agressivos e elevado

risco de evolugao para LMA (Bernasconi et al, 2005).
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Com o advento das técnicas de citogenética molecular foram desenvolvidas
metodologias mais eficientes para a triagem de rearranjos genéticos utilizando
ferramentas da biologia molecular aplicadas a citogenética (Kearney e Horsley,

2005).

A técnica de hibridacéo in situ fluorescente (FISH), descrita por Pinkel et al. e
Cremer et al. em 1986, proporcionou avangos significativos na pesquisa e
diagnostico de leucemias e linfomas. As vantagens da FISH incluem a analise rapida
de um grande numero de células e a detecgdo de anormalidades cromossémicas
especificas em nucleos interfasicos e metafasicos com elevada sensibilidade e
especificidade, o que demonstra a importancia de sua utilizagdo como adjuvante no
diagndstico e na caracterizagao citogenética de doengas hematopoéticas (Catenacci
e Schiller, 2005).

A aplicagdo da citogenética molecular, muitas vezes combinada as
metodologias convencionais, tornou-se bastante frequente no estudo de neoplasias
hematoldgicas, incluindo as SMD, e possibilitou a identificacdo de ganhos e perdas
no genoma tumoral e a caracterizagdo de novas alteragdes (Steensma e List, 2005).
Até o presente, mais de 3983 casos de SMD foram cariotipados e armazenados no
banco de dados de Mitelman et al. (2006)

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/CytList).

Investigagdes citogenéticas na SMD revelam a presenga de caridtipos
caracterizados por uma variedade de aberragdes cromossémicas incluindo delecoes
cromossOmicas parciais, monossomias e rearranjos complexos (Tabela 6).
Particularmente, em pacientes pediatricos, delecbes completas ou parciais do

cromossomo 7, monossomia do 17, trissomia do 8 e perdas no brago curto do
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cromossomo 12 sdo frequentemente observadas (Mitelman et al, 2006). A presenca
de translocagdes € rara, acomentendo principalmente os casos de leucemias de
novo (Mecucci, 1998; Mhawech e Saleem, 2001; Cherry et al, 2003; Hirai, 2003;
Hofmann et al, 2004; Cilloni et al, 2004; Komrokji e Bennett, 2005; Catenacci e
Schiller, 2005; Pinto et al, 2005).

Caridtipos complexos séo frequentemente observados em 15 — 30% dos
portadores de SMD. Pacientes com este padrdo citogenético geralmente
apresentam progndsticos agressivos e tendem a evoluir para LMA (Bernasconi et al,
2005). O aprimoramento da caracterizacdo e descrigdio de rearranjos
cromossOmicos complexos é fundamental (Cermak et al, 2005) pois pode levar a

identificacdo de marcadores progndsticos e ou tratamento.

Tabela 6. Freqiiéncia das principais anormalidades cromossémicas na SMD (Hofmann et al, 2004).

Numérica Delegoes Translocagoes
+8 (19%) inv 3 (7%) del 59 (27%)
-7 (15%) t(1;7) (2%) del 11q (7%)
+21 (7%) t(1;3) (1%) del 12q (5%)
-5 (7%) t(3;3) (1%) del 209 (5%)
t(6;9) (<1%) del 7q (4%)
t(5;12) (<1%) del 139 (2%)

Frequéncia da aberracdo cromossémica é dada entre parénteses.

Caridtipos normais também sao frequentes na SMD e acometem 30-60% dos
casos diagnosticados. A deteccdo deste perfil citogenético pode estar relacionada a
existéncia de populagdes celulares normais, mais comuns em pacientes em estagios
iniciais pré-malignos da SMD, e/ou a limitagbes das técnicas de citogenética

classica, as quais nao permitem identificar rearranjos cromossémicos sutis, como
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pequenas amplificagdes e microdele¢des. Independentemente da causa, os
caridtipos normais estdo associados a progndésticos mais favoraveis (Catenacci e
Schiller, 2005).

Anormalidades cariotipicas clonais sado identificadas em aproximadamente
40 — 70% dos casos de SMD primaria, enquanto que nas SMD-t a propor¢cdo de
pacientes com alteragdes cromossOmicas excede 95% (Tabela 7). As alteragbes
recorrentes em SMD de novo envolvem dele¢gdes completas ou parciais do
cromossomo 5 (30%), trissomia do cromossomo 8 (20%) e monossomia 7 (15%). A
distribuicdo de anormalidades cromossOmicas numéricas e estruturais em SMD-t
envolve predominantemente os cromossomos 5 e 7 , e juntas acometem 75% dos
casos com cariotipos anormais. Estas alteragdes estdo relacionadas com
prognosticos desfavoraveis tanto nas SMD primarias como nas tipo relacionadas a
terapéutica (Pellagatti et al, 2005; Steensma e List, 2005).

Anormalidades numeéricas e estruturais do cromossomo 3 sao frequentemente
observadas em doengas hematolégicas e em outros tipos de neoplasias humanas,
ocorrendo isoladamente ou em associagdo com outras alteragbées cromossémicas,
geralmente monossomia 7 e delegbes 7q (Mhawech e Saleem, 2001). No grupo das
SMD, a presenca de alteragbes envolvendo este cromossomo € mais comum entre
os casos de SMD-t e esta associada a prognosticos agressivos e resisténcia a
tratamentos quimioterapicos convencionais (Lahortiga et al, 2004).

As delegbes no bragco curto do cromossomo 3 sdo comuns em tumores
sélidos. Johansson et al. (1997) relataram que, em neoplasias hematoldgicas
incluindo a SMD, os pontos de quebra no cromossomo 3 localizam-se mais
distalmente quando comparados com os tumores solidos, sugerindo que diferentes

genes supressores tumorais estao envolvidos na patogénese das mielodisplasias.
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Tabela 7. Anormalidades citogenéticas mais frequientes em SMD de novo e SMD-t (modificado de

Catenacci e Schiller, 2005)

ANORMALIDADE

% SMD de novo/

RISCO DE PROGRESSAO

REGIAO
CROMOSSOMICA

z PARA LMA/
CITOGENETICA SMD-t : ENVOLVIDA ou GENE(S)
PROGNOSTICO CONHECIDO(S)
del(20q) 5% I 7% Baixo / Favoravel del(20)(q11.2-912)
Perda de Y : Baixo se anormalidade :

Monossomia 5/ del(5q)
Sindrome de 5g-

Monossomia 7/ del(7q)
Sindrome 17p-

11923

Trissomia 8

Cariotipos complexos

10-20% / 40%

5% / 55%
7% SMD

5-6% / 2-3%

10% SMD

10-20% / 90%

isolada / Favoravel

Alto / Desfavoravel

Baixo / Favoravel
Alto / Desfavoravel
Alto / Desfavoravel

Intermediario / Médio

Intermediario / Médio

Alto / Desfavoravel

del(5)(q31e q33)

7922 e 7q32-33
Gene TP53

Gene MLL

Multiplos

A delecdo completa ou parcial do brago longo do cromossomo 7 esta

associada a uma série de doencas mieldides. Nas SMD, a monossomia 7 e

delegdes em 7q sao frequentes em pacientes com caridtipos complexos e

prognosticos desfavoraveis caracterizados por baixa sobrevida e evolugdo para

leucemia (Le Beau, 1996; Arif et al, 1996; Pedersen et al, 1997; Wyandt et al, 1998;

Estey et al, 2000; Shen et al, 2001; Maserati et al, 2004).

Ha dois principais picos de idade em que esta aberragdo citogenética

apresenta maior frequéncia: no primeiro ano de vida e por volta da sexta década. A

delecdo 7q pode ser observada em trés grupos: em SMD de novo (10% dos casos)

e, mais frequentemente, pds-terapia citotdéxica e apds exposicdo ocasional ou

constante a agentes potencialmente mutagénicos (Chen et al, 2004).
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A perda completa ou parcial do cromossomo 7 também é frequentemente
observada em grupos de SMD/LMA familiais associados com doengas Mendelianas
sendo comumente designadas como casos familiais de monossomia 7 (Maserati et
al, 2004).

A associagdo desta alteragcdo com outras anormalidades citogenéticas é
frequentemente observada e estudos por metodologias de citogenética molecular
demonstram o envolvimento dos cromossomos 5 e 7 em translocacbes
caracterizadas por monossomias parciais devido a perda do braco de cada
cromossomo: t(5;7)(q37;97), t(5;7)(q?;q11), 1(4;5;7;13), t(5;7)(q11;911) (Mhawech e
Saleem, 2001). Insergdes criticas de pequenos segmentos cromossOmicos também
sdo identificadas como, por exemplo, a ins(9;7), sendo esta comumente presente em
SMD-t (Lessard et al, 1998).

Alteracbes cromossdmicas clonais envolvendo delecbes em 17p sé&o
observadas em 3 a 4% dos casos de SMD, mais frequentemente em SMD-t (Hirai,
2003). As anormalidades que resultam em perdas neste segmento cromossémico
incluem delegdes, i(17q) ou translocagdes nao-balanceadas.

As del(17p) estdo frequentemente associadas com alteragdes adicionais
envolvendo principalmente os cromossomos 5 e 7 e estdo relacionadas
preferencialmente a SMD clinicamente agressivas, com resisténcia a tratamentos e
baixa sobrevida (Panani e Roussos, 2006).

Embora extremamente raros, ganhos e amplificagbes de segmentos do brago
longo do cromossomo 17 foram relatados em neoplasias hematologicas. Martin-
Subero et al. (2001) identificaram amplificagdo em 17g em um paciente adulto
inicialmente com SMD e que evoluiu para LMA. No mesmo ano, Morerio et al. (2001)

descreveram um caso pediatrico de SMD com t(9;11)(p12;923) ao diagndstico, que
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progrediu para LMA extremamente agressiva como consequéncia da evolugao
clonal da doenga decorrente do surgimento de células mutantes quimioresistentes
contendo a trissomia de 17g21-qter.

A associagao das varias anormalidades citogenéticas clonais recorrentes na
SMD tem direcionado os estudos moleculares que permitem a identificagdo e a
caracterizagdo dos genes responsaveis pela origem destes tumores, bem como as

vias metabolicas em que atuam (Hirai, 2003).

Uma variedade de estudos sugere que mutagdes em multiplos genes
medeiam a patogénese e progressdo da SMD. Alteragdes em oncogenes e genes
supressores tumorais sdo achados frequentes em pacientes com SMD e indicativas
de pior progndstico. Entretanto, estas alteragbes estdo associadas com a idade e
estadio clinico, sendo mais comum nas fases iniciais e de progressao da doenca
(Cilloni et al, 2004).

A elevada frequéncia de delegdes de loci cromossOmicos nas SMD sugere
que a inativacdo de genes supressores tumorais e genes envolvidos no reparo a
danos no DNA estdo intimamente relacionados a este grupo de mielodisplasias.
Sendo assim, o fendtipo anormal dos clones hematopoéticos resultante destes tipos
de alteragdes envolvem dois eventos de perda de fungdo, ocorrendo primeiramente
delecdo de uma copia do gene alvo e subsequente perda do segundo alelo por
microdelegdes, mutagbes em ponto, perda de expressédo por eventos epigenéticos
ou recombinagdes aberrantes (Hirai, 2003; Hofmann et al, 2004). Contudo, a
haploinsuficiéncia de genes supressores, ou seja, a perda de um unico alelo do gene
resulta na reducgdo significativa dos produtos génicos e na predisposicdo ao

desenvolvimento desta neoplasia (Komrokji e Bennett, 2005).

24



Silveira, CGT Introducao

Nas SMD com delegdao de 3p, os pontos de quebra no cromossomo 3
localizam-se mais distalmente quando comparados com os tumores soélidos,
sugerindo que diferentes genes supressores tumorais estdo envolvidos na
patogénese das mielodisplasias (Johansson et al, 1997).

Alguns genes importantes relatados em processos neoplasicos mapeados em
3p sdo XPC e PPARG (3p25.1), Ghelin/MYLPR, VHL e FANCD?2 (3p25-p26), TCTA,
AF3q21, Catenina e MST1R, porém nenhum estudo demonstrou a associacao
destes com o desenvolvimento da SMD

(http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/).

O gene supressor tumoral multifuncional VHL (von Hippel-Lindau) esta
mapeado em 3p25-26 e seu produto protéico participa das vias do checkpoint do
ciclo celular promovendo a senescéncia celular mediante danos no DNA, na
regulagao da expressdo de genes (processo de ubitiquinagdo) e esta envolvido com
a organizacgao do citoesqueleto, adesdo e motilidade celulares (Richard et al, 2002).
O gene da anemia de Fanconi, FANCDZ2, situado em 3p25-26, préximo ao gene
XPC, codifica uma proteina nuclear do complemento D2 que atua no ciclo celular e
no reparo a danos no DNA (Huret et al, 2000).

O gene PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor y ou PPARG)
mapeado em 3p25.1 codifica uma proteina pertencente a familia de receptores
nucleares envolvidos no controle do metabolismo energético e efeitos inflamatdrios,
regulagao da diferenciagdo e proliferagdo celulares, e na indugéo da apoptose em
varios tipos de células (Shearer e Hoekstra, 2003; Francis et al, 2003). Os eventos
que resultam na ativacdo dos receptores PPARy envolvem principalmente a

interagdo com ligantes de origem fisiologica e/ou farmacoldgica, incluindo hormonios
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tireoideanos, acido retindico e colecalciferol (vitamina D3). Apos a ativagdo, os
receptores PPARy formam heterodimeros com receptores retindicos X (RXR),
também presentes no compartimento nuclear (Wang et al, 2006). O complexo
PPARY/RXR interage com coativadores transcricionais e se liga a sitios especificos
denominados PPREs (peroxime proliferator response elements) de genes
especificos. Os PPREs consistem em motivos hexaméricos com repeticdo em
tandem (TGACCT) presentes na regidao promotora dos genes alvos (Figura 2). Esta
interacao afeta a transcricdo destas sequéncias pelo remodelamento da estrutura da
cromatina e/ou agindo como moléculas adaptadoras, que se ligam a receptores
nucleares envolvidos na maquinaria transcricional (Kodera et al, 2000; Lee et al,
2001). Além das propriedades metabdlicas, o PPARy tem sido caracterizado tanto
como um supressor e/ou promotor tumoral dependendo do tipo celular (Lehrke e
Lazar, 2005). Embora este gene n&o apresente uma fungédo direta de repressor
transcricional, agonistas de PPARy demonstram esta atividade repressora em alguns
tipos de tecidos como observado, por exemplo, em mondocitos e macréfagos (Ricote
et al, 1998). Os mecanismos envolvidos na represséo transcricional dependente de
agonistas de PPARy ainda ndo foram completamente elucidados, mas acredita-se
que podem estar associados a inibicdo de vias celulares relacionadas a ativagcéo de
fatores de transcrigdo. Este evento, também conhecido como silenciamento, estaria
relacionado a interagao fisica dos heterodimeros PPARY/RXR com outros fatores de
transcrigdo ativos, inibindo a transcricdo de genes alvos (Grommes et al, 2004).
Estudos utilizando linhagens celulares tumorais tém demonstrado o envolvimento de
PPARy na via do checkpoint do ciclo celular. Agonistas de PPARy promovem a

ativagao de inibidores de ciclinas quinase-dependente (CDK). Os inibidores de CDKs
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promovem o bloqueio da progressdo do ciclo celular impedindo a formag&o dos
complexos ciclina/CDK, e, consequentemente, a fosforilagdo da proteina Rb
(retinoblastoma) ligada ao E2F, proteina que regula negativamente a transcricdo de

Rb (Wang et al, 2006).

agonistas PPARy

Citoplasma

Nicleo

RXR

/

Coativadores
Transcricionais

0100 IAAIOAAAR
PPRE

Homeostase de Glicose e
insulina, metabolismo de
lipidios, diferenciagdo celular
Figura 2. Ativacdo de PPARYy. Apds a interagdo com o ligante, PPARy forma heterodimeros com
o receptor retindico (RXR) no nucleo. Os heterodimeros PPARYRXR se associam com
coativadores transcricionais e se ligam a seqUéncias denominadas elementos de resposta a
PPAR (PPRE) localizadas em genes alvos envolvidos na homeostasia da glicose e insulina,

metabolismo de lipidios e diferenciagao celular (Modificado de Grommes et al, 2004).
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Figura 3. Mecanismos de represséo transcricional mediados por PPARY. (A)
A inibicdo da via de traducdo de sinal é mediada pela associacéo fisica de
PPARY/RXR com outros fatores transcricionais levando a inibigdo da

expressao de genes especificos (p.ex., STATs, AP1 e fator nuclear (B). (B) A

competicdo de coativadores transcricionais estimulam a atividade repressora
dos agonistas de PPARY. O seqlestro de coativadores (p.ex., cAMP,
CBP/P300 e coativador 1 do receptor de esteroide) pelo complexo
PPARY/RXR previne a ativagao transcricional (Modificado de Grommes et al,

2004).

O gene XPC (Xeroderma pigmentosum) esta localizado em 3p25.1 e codifica
uma fosfoproteina nuclear envolvida no reconhecimento prematuro de danos no
DNA, especificamente na via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER), a qual

encontra-se nao funcional em portadores de Xeroderma pigmentosum (Spatz et al,
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2001). Recentes estudos relacionaram este gene com a SMD (Pinto et al, 2005) e
com o gene TP53 (Wang et al, 2003).

A NER é uma via celular altamente conservada entre as espécies e apresenta
a capacidade de remover e reparar lesdes potencialmente mutagénicas ao DNA,
induzidas por agentes genotdxicos enddgenos ou ambientais (Figura 4) (Adimoolam
e Ford, 2003). Nesta via de reparo, em resposta a estimulos genotéxicos, a proteina
TP53 é ativada e, com o auxilio de um complexo de coativadores, liga-se as regides
promotoras especificas, acionando a transcricdo de genes importantes como o XPC.
A proteina XPC é responsavel pelo reconhecimento dos erros no DNA e se liga
diretamente no local do dano ou, conforme o tipo de erro, interage preliminarmente
com outros co-ativadores protéicos especificos no sitio da lesdo (Figura 2)
(Sengupta e Harris, 2005).

A fosfoproteina nuclear p53 é codificada por um dos mais importantes genes
supressores tumorais, frequentemente mutado em canceres humanos, o TP53. Este
gene esta mapeado em 17p13.1 e exerce um papel crucial na regulagdo do ciclo
celular, manutengado da integridade do DNA e controle dos processos apoptoticos.
Embora multifuncional, a fungao primaria do TP53 é a supressao tumoral, atribuida
pelas suas propriedades de fator transcricional e regulador de expressdo de
diferentes genes celulares (Adimoolam e Ford, 2003).

A inativagdo do gene TPS53 resultante de delegdes em 17p € detectada em
aproximadamente 15% dos casos de SMD primaria, apresentando maior incidéncia
entre portadores de SMD-t, e esta relacionada preferencialmente a pacientes com
estadio clinico avangado e instabilidade cariotipica (Hirai, 2003; Steensma e List,

2005). A existéncia de pontos de quebra proximos ao gene TP53 situado em
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17p13.1 sugere o envolvimento deste gene no processo patogénico das

mielodisplasias (Watanabe et al, 2004).

Figura 4. Modelo da via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) dependente de
TP53 e XPC. Apos insulto ao DNA, a TP53 é ativada e, com o auxilio do complexo
coativador p300/CBP, liga-se a elementos promotores especificos e inicia a transcrigéo
de XPC. A proteina XPC liga-se direta ou indiretamente no sitio da lesédo, conforme o tipo
do dano ocorrido. A ligagéo indireta é mediada pela interagédo preliminar com a proteina
p48, a qual sofre degradagao proteossdmica apds ser liberada de XPC. Modificado de
Adimoolam e Ford (2003).

A frequente associagdo entre as perdas no cromossomo 7 e leucemias
mieldides sugere que essas alteragdes podem liderar a perda de genes que regulam
o crescimento e a diferenciacdo de células mieldides (Neuman et al., 1992).

A maioria dos casos com dele¢des em 7q apresenta dois principais pontos de
quebra, sendo um proximal (7q11-22) e um distal (7g31-36). Alguns possiveis genes
candidatos, mapeados no bragco longo do cromossomo 7 e associados as

mielodisplasias, incluem a eritropoetina (EPO) em 7g22, inibidor do ativador da
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plasmina (PLANHI) (7921.3-22), os genes da asparagina sintetase (ASNS) e
fosfoinositidil-3-quinase (PIK3CG) em 7g22.1, e o receptor de célula-T 3 (TCRB) em
7935. Os seus produtos estdo envolvidos nas vias de regulagcdo do crescimento e
diferenciacao de células mieldides (Neuman et al, 1992; Mhawech e Saleem, 2001).

Em SMD, a perda de segmento genbmico em 7q22.1 parece ser critica
(Johnson et al, 1996; Mecucci, 1998; Hirai, 2003). Um potencial gene mapeado
nesta regido € o EPO. Este gene € altamente conservado e codifica uma citocina
glicosilada denominada eritropoetina, a qual é responsavel pela regulagdo da
producdo de células vermelhas, promovendo a diferenciacdo e maturacdo da
linhagem hematopoética eritréide, e iniciando a sintese de hemoglobina
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/OMIN). Esta proteina é expressa em uma
variedade de tecidos, principalmente em situacdes de hipdxia, na qual atua como
fator anti-apoptotico (Siren et al, 2001). A diminuicdo da sensibilidade de precursores
eritréides a EPO contribui para o desenvolvimento de anemia em portadores de
SMD e outras neoplasias miel6ides (Hoefsloot et al, 1997). Estes resultados levaram
ao desenvolvimento de terapias com EPO em pacientes com mielodisplasias
sensiveis a ela (Bunworasate et al, 2001).

O gene supressor tumoral mieldide, o PIK3CG (fosfoinositidil-3-quinase)
também foi identificado neste locus e codifica uma enzima a qual modula a
sinalizacdo extracelular nos processos de adesdo célula-célula mediados pela E-
caderina, importante para manutencdo da integridade estrutural e funcional do
epitélio (Sasaki et al, 2000). Entretanto, ndo foi estabelecida nenhuma correlagcao
significativa do envolvimento deste gene em neoplasias miel6ides associadas com

monossomia 7 e del(7q) (Kratz et al, 2002). Outro gene candidato mapeado em
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7922-931 é o COGS. O produto deste gene é constituinte do complexo multiprotéico
localizado na membrana do complexo de Golgi (conserved oligomeric Golgi — COG),
o qual é responsavel pelo transporte intracelular e metabolizagdo de glicoproteinas.
Contudo, para o nosso conhecimento, nenhum estudo tem relacionado alteragdes
neste gene e o desenvolvimento de neoplasias.

A associagao entre a monossomia do cromossomo 7 e a SMD primaria é
especialmente observada em criangas com leucemia mielomonocitica juvenil (JMML)
e esta condigao foi designada de “sindrome da monossomia 7” uma vez que emerge
de alteracdes clonais relacionadas a neurofibromatose do tipo 1 (NF1) (Savage et al,
1994). O gene NF1 & um supressor tumoral responsavel pela expressdo da
neurofibromina, uma proteina ativadora da GTPase (GAP) que regula negativamente
a ativacao transcricional do gene RAS (Side et al, 1997). Pacientes pediatricos com
neurofibromatose apresentam perda ou mutagcdo dos alelos normais de NF71 e
predisposicdo elevada a JMML. Mutagdes no gene NF71 sdo detectadas em
aproximadamente 30% dos casos de JMML e promovem a ativacdo descontrolada
da proliferac&o celular (Hirai, 2003).

A ativacdo de oncogenes é um evento raro em mielodisplasias e pode ser
identificado em nivel cariotipico na forma de double-minutes ou como regides
homogeneamente coradas. Este fendmeno resulta de rearranjos estruturais, ganhos
ou amplificagbes de segmentos cromossOmicos ou cromossomos inteiros, e esta
associado a progndsticos mais agressivos com baixa sobrevida e resisténcia a
terapias (Mecucci, 1998; Papenhausen et al, 2005).

Relatos do envolvimento do ERBB2 em SMD e LMA agressivas demonstram
que alteragbes neste gene ou em segmentos proximos podem ser importantes na

patogénese de neoplasias hematoldgicas do tipo mieldide. Fukushige et al. (1986) e
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Kaneko et al. (1987) identificaram a existéncia de um ponto de quebra na regido
17912 envolvendo o gene ERBBZ2 em casos de leucemia promielocitica aguda.
Posteriormente, Potti et al. (2002) avaliaram por imunohistoquimica 69 pacientes
diagnosticados com mieloma multiplo e identificaram niveis aumentados de
expressédo do gene ERBB2 em 13% dos pacientes. Mais recentemente, Martinez-
Ramirez et al. (2005) detectaram pela CGH (Hibridagdo Gendémica Comparativa) e
confirmaram, pela FISH, amplificacbes do gene ERBB2 em 35% dos 37 pacientes
com SMD, os quais apresentaram cariotipos complexos por citogenética
convencional. Os autores sugeriram que alteragdes neste gene podem determinar o
desenvolvimento de neoplasias hematologicas.

A proteina codificada pelo oncogene ERBBZ2 (HER2) é membro da familia de
receptores transmembranicos do tipo tirosina quinase (HER-1, HER-2, HER-3, HER-
4) e apresenta elevada afinidade a importantes substratos estimuladores de
crescimento (Ross et al, 2003). A familia HER participa das vias de transducao de
sinais de proliferacao, diferenciacdo, motilidade e adesdo em uma variedade de
linhagens celulares (Baselga e Albanell, 2001). A interacdo destes receptores
tirosina-quinase com fatores de crescimento promove a formacao de dimeros entre
as diferentes proteinas HERZ2 e, consequentemente, a ativagao da divisao celular. A
expressao elevada de ERBB2 resulta na formagado de homodimeros permanentes os
quais se mantém constitutivamente ativos promovendo vantagens proliferativas
(Figura 5) (Pupa et al, 2005).

Niveis aumentados de expressdo do gene ERBBZ2 s&o descritos em varios
tipos de tumores solidos e, particularmente, no cancer de mama quando mostra

associacao a prognosticos agressivos (Wang e Hung, 2001).
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Figura 5. Representacdo esquematica da via de sinalizagdo induzida pela ativagdo da oncoproteina
HER2 envolvida na tumorigénese (A) e proliferacdo normal (B). As duas vias s&o precedidas pelo
aumento de expressdo e ativagao de HER2, resultante da autofosforilagdo (P). Em (A), a ativagéo de
HER2 induz o recrutamento de quinases Src e fosfatidilnositol 3° (PI3K) ao receptor e ativagdo de ambas
as enzimas. Src ativa, fosforila e inibe a funcdo de PTEN, impedindo seu deslocamento a superficie
celular. Dessa forma, o PTEN ndo é capaz de inibir PI3K, determinando a viabilidade da célula. A
ativagéo do PI3K promove o aumento dos niveis de fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3), o qual ativa
as proteinas Akt e mTOR, induzindo a tumorigénese. Na via (B), o HER2 ativado induz a ativagéo de
RAS com o auxilio de moléculas GRB2 e SOS, resultando na estimulagdo de quinases da familia MEK,
responsaveis pela ativagao quinases extracelulares (ERK), as quais conduzem a proliferagéo celular.
Modificado de Pupa et al. (2005).

A frequente associagdo entre alteragcées citogenéticas e os diferentes
estadios da SMD demonstra a importancia da realizagdo de testes genéticos na
pratica clinica. A identificacdo de anormalidades cromossémicas pode contribuir
para a elucidagdo dos mecanismos patogénicos da doenca e auxiliar na definicdo do
diagnostico e prognostico, bem como na escolha da conduta terapéutica adequada

(Steensma e List, 2005).
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ll- OBJETIVOS

Considerando-se que a técnica da FISH torna possivel a analise rapida de um
grande numero de células e a detecgdo de anormalidades cromossémicas
especificas em nucleos interfasicos, e que aliado a sua elevada sensibilidade,
especificidade e rapidez, permite sua utilizagdo como adjuvante na identificacdo de
anormalidades cromossémicas em doencas hematopoéticas, foi proposto este
estudo com o objetivo de:

* avaliar as alteragdes cromossdmicas em amostras de medula 6ssea de
pacientes pediatricos com SMD utilizando a metodologia de FISH de modo a
permitir um refinamento da participagdo de genes particulares na patogenia e
evolucdo da doenga;

e comparar os dados encontrados por FISH com os de bandamento GTG;

» correlacionar as alteragdes encontradas com os dados histopatolégicos,

estadiamento clinico e prognéstico da doenga.
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ll- MATERIAL E METODOS

1. Amostras

Um total de 23 pacientes pediatricos portadores de sindrome
mielodisplasica foi avaliado neste estudo. Entre este grupo de pacientes estédo
incluidos 14 do sexo masculino e nove do sexo feminino, com idade variando
de 45 dias a 18 anos.

As amostras de medula éssea (sedimentos contendo preparagdes
cromossOmicas) sao provenientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP
(colaboragdo com o Dr Luiz Gonzaga Tone - Departamento de Pediatria e
Puericultura e Servico de Transplante de Medula Ossea, Hematologia),
Hemonucleo Regional de Jau, Hospital Amaral Carvalho, Jau, SP (Dra. Maura
R. V. lkoma) e Departamento de Genética, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR (Dr. Iglenir Jodo Cavalli). As
preparagdes cromossdmicas foram utilizadas para orientagdo de dados ao
diagndstico, progndstico e tratamento das possiveis patologias hematologicas
como parte da rotina nos respectivos centros. As laminas usadas neste estudo
foram provenientes do mesmo frasco de cultura celular dos quais foram obtidos
os cariotipos compostos. Os casos foram reavaliados por bandamento GTG e
as preparagoes celulares dos casos com material disponivel foram submetidas
a metodologia da FISH com sondas selecionadas para avaliar rearranjos
cromossdmicos especificos.

Os dados do seguimento clinico e informagdes laboratoriais e

histopatologicas dos pacientes foram revisadas junto aos prontuarios médicos
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nas instituicbes em que foram coletadas as amostras. Os casos estédo
classificados histopatologicamente de acordo com os critérios estabelecidos

pelo French-American-British Cooperative Group (FAB, 1982).

A Tabela 8 apresenta as informagdes clinicas e histopatoldgicas

detalhadas das amostras avaliadas neste estudo.
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2. Métodos

2.1.Cultura de Células

Cultura de linfécitos de sangue periférico

Amostras de sangue periférico de individuos normais foram usadas
como controle no estudo da FISH. Foram cultivados linfocitos de sangue
periférico em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) estimulados com
fitohemaglutinina (Invitrogem) durante 71 horas a 37°C segundo a técnica de
Moorhead et al (1960) com modificagdes. Adicionou-se solugdo de colchicina
0,0016% durante uma hora a 37°C. Utilizou se a solugédo hipotdnica de KCI
(0,075M) e posterior fixagdo com metanol/acido acético (proporgao de 3:1). O
procedimento de fixacdo do sedimento foi repetido duas vezes. Apds o
gotejamento do material nas Iaminas, estas foram armazenadas a -20°C até

sua utilizagao.

Cultura de aspirados de medula 6ssea

As amostras de medula 6ssea foram submetidas a ressuspensao
mecanica e, posteriormente, foi adicionada solugdo salina balanceada de
Hank’s ao sedimento celular. Apdés a homogeneizagdo e centrifugagéo, as
amostras foram semeadas em frascos de cultura contendo meio RPMI 1640
(Sigma) e soro bovino fetal (Cultilab) e incubadas em estufa a 37°C, conforme

descrito no projeto inicial.
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Para a colheita das culturas, o preparado celular foi incubado com
colchicina em estufa a 37°C e submetido a hipotonizag&o progressiva com KCI
0,075M. Posteriormente, foi realizada a fixagdo do material com solugédo de

metanol e acido acético na razao de 3:1, conforme descrito acima.

2.2.Caracterizagcao das amostras por bandamento GTG

As laminas contendo as células fixadas foram submetidas a bandamento
GTG segundo a metodologia de Scheres (1972), com modificagdes.

A analise citogenética apos bandamento GTG foi realizada a partir da
montagem e elaboragado das férmulas cariotipicas segundo recomendagdes do
ISCN (2005). A analise dos cariotipos foi realizada usando o microscopio
Olympus BX61 acoplado a um sistema de analise de imagens (Applied Spectral
Imaging). Para a analise cariotipica dos casos previamente avaliados no
laboratorio de citogenética do Departamento de Pediatria e Puericultura da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, SP, foi utilizado o sistema IKAROS,

Zeiss.

2.3. Metodologia de hibridagao in situ fluorescente

Cultura de Bactérias para Obtencao dos Clones

Os segmentos de DNA usados nos experimentos da FISH sao inseridos

em cromossomos artificiais de bactérias (BAC). Os dados sobre o mapeamento

foram avaliados in silico nos bancos de dados da University of Califérnia, Santa

Cruz - UCSC (http://www.genome.ecsc.edu), do National Center for
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Biotechnology Information — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) e do

The Wellcome Trust Sanger Institute — Ensembl (http://www.ensembl.org). As

sequéncias génicas selecionadas

(http://tcag.bioinfo.sickkids.on.ca/mrc.html)(http://www.ncbi.nih.gov/genome/cyt

o/hbrc.shtml) foram avaliadas para verificagdo de homologia contra as
sequéncia inseridas nos BACs usando a informacdo dos terminais de cada

inserto (BAC ends) e a ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/).

Baseados nos dados da literatura e de mapeamento cromossdmico, foram
selecionados trés BACs contendo sequéncias unicas mapeadas em 3p25.2-
p25.1 (clone RP11-46J20), 7922.3 (clone RP11-46J20) e 17912 (clone RP11-
62N23).

Procedimentos de hibridagdo duplos foram realizados com as sondas
loco-especificas para as regides de interesse e respectivos controles internos
(sondas centroméricas ou pericentromericas).

A sonda comercial D17Z1 foi utilizada para avaliagdo de perdas na
regidao 17p13.1 em apenas seis casos. Em vista do elevado custo, esta foi
substituida pela sequéncia RP11-89D11, pareada com a sonda centromérica
do cromossomo 17.

A figuras 6, 7, 8, 9 e 10 mostram a caracterizagdo dos clones utilizados
neste estudo baseadas em informacoes do UCSC

(http://www.genome.ecsc.edu).
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Figura 6. Localizagcdo dos clones e os respectivos controles centroméricos utilizados neste estudo. Todos os
clones ilustrados foram obtidos junto ao banco de BACs do Hospital for Sick Children, University of Toronto,
com a colaboragdo do Prof. Dr. Julian Zielenska, com excegdo da sonda centromérica p7t1a7, cedida pela
Profa. Dra. Angela Maria Vianna Morgante, Instituto de Biociéncias, USP — Sdo Paulo, SP. Em laranja, genes
homologos as seqiiéncias do cromossomo 17. O quadro abaixo apresenta as informagdes referentes a cada
sequiéncia utilizada. Em vermelho, as sondas centromeéricas e em verde as sondas-alvo.
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Figura 7. Localizacdo da sonda RP11-275J11 no cromossomo 3p25.1 clonada em BAC. O esquema demonstra os
genes que estao proximos e mapeados no segmento cromossémico correspondente a posicdo da sonda.
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Figura 8. Localizagdo da sonda RP11-46J20 no cromossomo 7g22.3-gq31.1 clonada em BAC. Estéo representados
abaixo da sonda genes situados proximos ou dentro do segmento em que esta sequéncia esta mapeada.
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Figura 9. Localizagéo da sonda RP11-89D11 no cromossomo 17p13 clonada em BAC. O gene TP53 esta mapeado no
segmento cromossOdmico correspondente a sequéncia da sonda.
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Figura 10. Localizagdo da sonda RP11-62N23 no cromossomo 17q12 clonada em BAC. O gene ERBB2 esta contido na
seqléncia da sonda.
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Crescimento de linhagens transformadas contendo os vetores com os

insertos usados como sondas

As linhagens de E. coli com os vetores foram semeadas em placa de
Petri com meio de cultura LB- agar e permaneceram por 16 horas a 37°C.

Colbnias isoladas foram transferidas para crescimento em meio liquido
em 8mL de meio LB com 0,01% de antibiotico cloranfenicol por 8h a 37°C sob

agitagdo. Adicionou-se 20% de glicerol e estocou-se em freezer —70°C.

Extragcao de DNA dos BACs

Para extragdo do DNA, utilizou-se o Kit TempliPhi 100 Amplification Kit
(Amersham Biosciences), segundo as recomendag¢des do fornecedor.
Inicialmente, uma aliquota de 1uL do crescimento bacteriano conservado em
meio de cultura/glicerol foi desnaturada em 5uL tamp&o, a 95°C durante 3
minutos e imediatamente transferida para um recipiente com gelo. Adicionou-se
5 uL de uma mistura contendo tamp&o de reacido e a enzima DNA polimerase
Phi29. A reacéo foi incubada por um periodo de 18 horas a 30°C. A enzima foi

inativada pelo aquecimento a 60°C durante 10 minutos.

Este procedimento permite o pareamento de oligonucleotideos
randémicos (random hexame primers) ao molde de DNA circular em multiplos
sitios. A DNA polimerase atua em cada um dos oligonucleotideos pareados
sintetizando uma fita de DNA pelo modelo de circulo rolante. Esta amplificacao

isotérmica produz quantidades de DNA da ordem de ug a partir de quantidades
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minimas de DNA molde e elimina a necessidade de grandes volumes de

crescimento bacteriano e purificagao de vetores.

Reacao de Nick-Translation

Para uma reacédo de volume final de 100pl, utilizou-se em média 4puL
(2pg/ pL) de DNA do vetor contendo o inserto de interesse, 1ng/pL de BSA,
10mM de B-mercaptoetanol, 50mM de Tris-HCI pH 7.5, 5mM de MgCl,, 10mM
DNAse | (Invitrogen) e 10U de DNA polimerase | (Invitrogen). Para a sequéncia
de referéncia (regido centromérica ou pericentromérica dos cromossomos 3, 7
e 17) foi utilizada a digoxigenina como molécula reporter, sob as mesmas
condicdes de marcagdo descritas acima, adicionando digoxigenina—11-dUTP
(Roche) (ao invés de biotina-14dATP) acrescentando além dos demais
reagentes o tampao 20X digoxigenina. A solugdo foi mantida a 15°C durante 1
hora.

O produto da reacdo de marcagao foi avaliado por eletroforese em gel
de agarose a 1% durante 45 minutos a 100V para determinagdo do tamanho
dos fragmentos de DNA marcados e de sua concentragdo pela comparagéo
com marcadores de peso molecular (100pb DNA Ladder Invitrogen/Life
Technologies) e de concentracdo pré-estabelecidos (250ng, 50ng e 100ng)
(Figura 11).

Para bloquear a acdo das DNAsel/DNA polimerase | foi utilizada uma
solugdo de 10uL de EDTA 0,3M. Os fragmentos foram precipitados com 10uL
de DNA de esperma de salmé&o 10ug/pL como carreador, 10uL acetato de

sédio 3M e etanol absoluto. O precipitado foi ressuspendido em agua estéril na
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concentragao final de 10ng/uL baseado na concentragdo estimada no gel de
agarose.

Um total de 100ng de DNA marcado (sonda) com biotina e 100ng de
DNA marcado com digoxigenina foi precipitado na presencga de 1ug/pL de DNA
Human Cot-1, acetato de sédio 3M e etanol absoluto. A sonda foi
ressuspendida em 35uL de hibrisol VIl e desnaturada a 75°C durante 10

minutos. A sonda desnaturada permaneceu a 37°C durante uma hora para o

pré- anelamento.

125ng 250ng 500ng M1 2 3 4

1 RP11-46J20
2 PTHwT

3 RP11-88D11
4 RP11-746M1

Figura 11. Sondas marcadas pela reagdo de nick
translation. Os marcadores de peso molecular de
125, 250 e 500ng estdo indicados. Observam-se
fragmentos com tamanhos de 100 a 200pb. M:
marcador de 100 pb DNA Ladder (invitrogen) .

Pré Tratamento das Laminas com Pepsina

Laminas contendo preparagbes cromossdmicas estocadas a -20°C ou
laminas previamente submetidas a bandamento GTG foram utilizadas para os
procedimentos da FISH. Nos casos previamente bandados, foi feita a
descoloragao por banhos sucessivos em 3 cubas de xilol, etanol 95% por 2
minutos, cloroférmio por 15 minutos, etanol 95% e HCI 1% por 30 segundos e
finalmente metanol absoluto. As laminas foram secas a temperatura ambiente.

Inicialmente as laminas passaram por uma solugdo de 2XSSC por 5

minutos, seguido de desidratagdo em etanol 70%, 90% e 100% por 5 minutos
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cada. Foi adicionado 15uL de solugao de pepsina 10% a solu¢céo de HCI 0,01M
pré-aquecida a 37°C. As laminas foram incubadas a 37°C na solugédo de
pepsina por 10 minutos e lavadas por 5 minutos (duas vezes) em PBS 1X a
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram lavadas em
PBS/MgCl, a temperatura ambiente. Foram incubadas em solugédo 1% de
formaldeido em PBS/MgClI; por 15 minutos a temperatura ambiente e em PBS
por 5 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram desidratadas em

EtOH 70%, 90% e 100% durante 5 minutos cada.

Hibridagao in situ Fluorescente (FISH)

Apoés as laminas passarem pelo tratamento acima descrito e estarem
secas a temperatura ambiente, foram desnaturadas em 70% formamida/2xSSC
por aproximadamente um minuto a 72°C. Logo apos, foram transferidas
imediatamente para EtOH 70%, 90% e 100% a—-20°C, 5 minutos cada. Foram
secas a temperatura ambiente e observadas ao microscéopio Optico para
avaliacdo da desnaturagdo. Em seguida, as laminas foram submetidas ao
tratamento com 0,5uL de proteinase K em 50mL de tamp&o (1mL de Tris-HCI
1M, 100puL de CaCl, 1M e dH20) por 7 minutos e 30 segundos. Foram
novamente desidratadas em EtOH 70%, 90% e 100% durante 5 minutos e
secas a temperatura ambiente.

Para a hibridagao, 35uL da sonda foram aplicados na Iamina contendo
as preparagdes cromossémicas e vedadas com laminula e rubber cement. As

laminas foram incubadas a 37°C por 24 horas em camara Umida.
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Lavagem das Laminas

A lavagem pds-hibridacao foi feita em 70mL de 50% formamida/ 2xSSC,
pH 7,0 a 45°C durante 5 minutos seguido por 50mL de 2xSSC, pH 7,0 a 45°C
por 5 minutos (trés vezes). Para bloqueio da hibridagéo foi aplicado 20uL de
solugéo bloqueadora | (Tris-HCI 1M, NaCl 5M, BSA 100mg/mL) e 20puL de
TNB (1,5g BSA 3%, Tween 20 0,1% e 4xSSC) por 20 minutos a 37°C. Para a
deteccdo do sinal foi aplicado 45uL de avidin fluorescein isothiocyanate (FITC-
avidina - Roche) e 5ul de anti-digoxigenina (Roche) e foi incubada sob laminula
por 30 minutos a 37°C. Foi lavada em 2xSSC/Tween 20 por 5 minutos a 45°C
(3 vezes). Foi aplicado 20uL de anti-avidina (Vector) e 5uL de anticorpo sheep-
anti-mouse (Boehringer) e foi incubada sob laminula por 30 minutos a 37°C. Foi
lavada em 2xSSC/ Tween 20 por 5 minutos a 45°C (3 vezes). Foi aplicado
45uL de FITC- avidina e 5uL de anti-digoxigenina-rodamina (Roche) e foi
incubada sob laminula por 20 minutos a 37°C. Foi lavada novamente em
2xSSC/ Tween 20 por 5 minutos a 45°C (3 vezes). As células foram
contracoradas com 40mg/ml 4',6-diamidin-2-phenylindol-dihydrochloride (DAPI

- Vectashield) em Antifade (QbioGene) (concentracgdo final de 0,1ug/ml).

Sondas do gene TP53 e controle a-satélite do cromossomo 17

Em cinco casos, para a investigacdo de perdas em 17p envolvendo o
gene TP53, foi utilizada a sonda D17Z1 (17p13.1) e a sonda controle

centromérica a-satélite do cromossomo 17 (Oncor). As sondas de fita simples
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ja estao previamente marcadas com digoxigenina com sistema de detecgdo em
espectro vermelho (Oncor).

A lamina sofreu um pré-tratamento em solugdo de 2XSSC por 5 minutos
a temperatura ambiente seguindo-se uma desidratagdo em série de EtOH 70%,
90% e 100% por 5 minutos. Apds a lamina estar seca, a mesma foi submetida
a desnaturagao em solugao 70% formamida/2XSSC durante 3 minutos a 72°C,
sucedendo-se imediatamente banhos em série de EtOH 70%, 90% e 100%
gelados por 5 minutos. Posteriormente, foram incubadas em solugdo de
proteinase K durante 7 minutos e 30 segundos a temperatura ambiente, e
seguiu-se nova desidratagdo em série de EtOH 70%, 90% e 100% por 5
minutos nas mesmas condi¢des de temperatura.

Para hibridagcdo, 10uL da sonda, previamente mantida a 37°C por 5
minutos, foram aplicados sob laminula. A lamina foi vedada com rubber cement
e estocada a 37°C em cadmara umida e escura por 16 horas.

A lavagem da lamina foi realizada em solugdo 50% formamida/2XSSC
por 5 minutos a 45°C, seguindo-se solugdo de 2XSSC durante 8 minutos a
37°C e 1xPBD também a 37°C durante 5 minutos. Para detec¢do do sinal,
foram aplicados 50uL de anti-digoxigenina-rodamina e incubados sob laminula
a 37°C por 20 minutos. A lamina foi lavada em 1xPBD a 37°C durante 2

minutos, por trés vezes. As células foram contracoradas com 8ul de DAPI

(concentragao final 0,1pug/ml em Antifade).

52



Silveira, CGT Material e Métodos

Metodologia de Analise

A nomenclatura utilizada para relatar os resultados baseados na técnica
de FISH foi a recomendada pelo ISCN (2005).

A analise foi feita em fotomicroscopio de fluorescéncia Olympus BX61 e
as imagens foram capturadas pelo sistema Applied Spectral Imagining FISH
View EXPO 2.0.

Para os estudos em nucleos interfasicos foram analisados todos os
campos da lamina contendo células marcadas considerando os seguintes itens:
exclusdo de células sobrepostas, arrebentadas ou com citoplasma,
fluorescéncia homogénea e nao foram considerados células com sinais de
baixa intensidade.

Para as sondas com controle interno foram considerados os nucleos
com marcagao positiva no sitio controle. Todos os experimentos foram
realizados em individuos normais (metafases/ nucleos interfasicos) como
controle da hibridacgéao.

As alteragbes no numero de sinais detectados foram consideradas
significativas quando o valor observado para cada caso foi superior a média
mais dois desvios-padréao das amostras do tecido normal usado como controle,
calculado para cada sonda (Hopman et al, 1988).

As delegbes homozigotas ou hemizigotas foram consideradas
significativas quando presentes em mais de 30% das células (Korshunov et al,
2005; Yoshimoto et al, 2006). Os ganhos (3 sinais para a sonda alvo e dois

sinais para o controle centromérico) ou amplificagdo (= 4 sinais para a sonda
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alvo e dois sinais para a sonda de referéncia) foram considerados relevantes

quando presentes em = 25% das células analisadas.
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IV - RESULTADOS

1. Citogenética Classica

Este estudo compreende preparagdes cromossOmicas de 23 pacientes
com SMD pediatrica. A idade média dos casos é de 7,6 anos e o tempo de
seguimento clinico variou de 9 a 141 meses (média de 38 meses). Deste total,
22 casos foram reavaliados por bandamento GTG. No caso 6 nao foi procedida
esta analise devido a baixa qualidade das preparagdes cromossdmicas.

A descri¢cdo do cariotipo composto seguiu as recomendagdes do ISCN
(2005) e estdo apresentados na tabela 9. Em trés casos (1, 7 e 23) foram
obtidas preparagdes cromossdmicas em trés e dois tempos, respectivamente.
No caso 7, a técnica da FISH foi realizada em Iaminas da cultura 2, e no caso
23 foi utilizada a cultura 1, pois ndo haviam preparagdes cromossémicas
disponiveis resultantes do primeiro tempo de cultura.

As anormalidades cromossOmicas observadas apds analise dos
cariotipos incluiam delegdes (cromossomos 4, 7, 9, 11, 12, e 17), monossomias
(cromossomos 7, 10, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e Y), trissomias
(cromossomos 6 e 8), cromossomos derivativos (cromossomos X, 22 e 9) e
inversbes (cromossomo Y) (Figura 12). Dentre as alteragbes citogenéticas
identificadas, foram mais frequentes as delegcbes completas ou parciais do 17
em oito casos (1, 2,4, 7, 11, 12, 17 e 18), perda do cromossomo 20 em quatro
casos (1, 8, 10 e 12), e delegcbes de 12p13 em dois casos (1 e 3). Caridtipos
normais também foram observados em um total de cinco casos (9, 19, 15, 20 e
21) (Figura 12). Os caridtipos compostos assim como as analises da FISH

realizadas em cada caso estao descritos na tabela 9.
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Figura 12. Alteragdes cromossdmicas identificadas apos a analise por bandamento GTG.
A) A del(11)(g23) identificada como anormalidade clonal no caso 11. B) As setas indicam
a del (7)(g32) observada no caso 4. C) A del(17)(p12) nos casos 4 e 7; em ambos 0s
casos esta alteracéo foi observada nas culturas analisadas como anormalidade clonal. D)
As setas indicam a alteragao clonal del(12)(p13) observada no caso 1 nas metafases dos
trés tempos de cultura. E) Metafase com cariétipo 46,XY (normal) observada em todas as
células do caso 9.
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2. Hibridagao in situ fluorescente

Um total de 19 amostras de aspirado de medula Ossea de pacientes
pediatricos foram avaliadas pela FISH: 19 casos foram analisados para as sonda do
cromossomo 3, 17 para a sonda do cromossomo 7, 19 para a sonda onde se
mapeia o gene TP53 e 16 onde se mapeia o gene ERBB2.

Em muitos dos casos selecionados para este trabalho, o numero de células
com qualidade para analise foi bastante limitado, havendo a necessidade de
repeticdo do procedimento em diferentes laminas, quando disponiveis. Da mesma
forma, em alguns casos n&o foi possivel a analise para todas as sequéncias
propostas no estudo devido a indisponibilidade do material para realizagao da FISH.

Para a confirmacado dos dados de mapeamento das sondas usadas, foram
utilizadas preparagdes cromossémicas (metafases) obtidas apos cultura temporaria
de linfocitos do sangue periférico de voluntarios normais, analisadas por
bandamento GTG e subsequentemente utilizadas para FISH. Durante a conducéao
dos experimentos da FISH, foram utilizadas |aminas controles (de individuos
normais, sem cancer) juntamente com um conjunto de seis casos, em media,
analisados num mesmo procedimento de hibridagao.

A contagem do numero de sinais correspondentes as sondas teste RP11-
275J11, RP11-46J20, D17Z1, RP11-89D11 e RP11-62N23 mostrou,
respectivamente, que 95%, 97%, 99%, 96% e 98% dos nucleos analisados em

laminas controles mostravam os dois sinais esperados.
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2.1. Cromossomo 3

A sonda selecionada para o cromossomo 3 foi RP11-275J11 (3p25.1),
marcada com biotina (detectadas com FITC-Avidina - fluorescéncia verde) e a
RP11-91M15 foi marcada com digoxigenina (detectadas com anti-digoxigenina
rodamina - fluorescéncia vermelha) e utilizada como controle interno. Nos 19 casos
analisados para esta sonda foi verificada alta porcentagem de nucleos normais (2
sinais para cada sonda), com frequéncia variando de 31% a 78%. Foi observada
uma baixa frequéncia de trés (média de 6,6% - trés casos) e quatro ou mais sinais
(média de 7,3% - trés casos) para a sonda alvo e dois sinais para o controle
centromérico.

Considerando os resultados da analise obtida nas |&aminas controles * dois
desvios-padrao e o valor de cut-off (>30%), para a sonda RP11-275J11, a perda de
uma copia desta sequéncia (1 sinal para a sonda alvo e dois sinais para o controle
centromérico) foi observada em 17 casos (Figura 13). Em oito casos (4, 8, 11, 12,
18, 19, 20 e 23), a frequéncia de perda foi igual ou superior a 50% das células
analisadas, com variagéo de 50% a 61%. A perda homozigota para a regido 3p25 foi
observada em baixa frequéncia (variagdo de 4% a 14%) em nove casos. A tabela 10
mostra os resultados obtidos da analise da FISH em todos os casos avaliados para
a sequéncia referente ao cromossomo 3.

Ndo foram observadas alteracbes no cromossomo 3 entre os 19 casos

avaliados por bandamento GTG.
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Tabela 10. Proporgcao do nimero de sinais fluorescentes da sonda RP11-275J11 detectados em células
dos controles (linfécitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas.

Auséncia de 1 sinal | 2 sinais | 3 sinais | 4 ou + sinais
Sonda Controles sinal (DB/%) | (DB/%) | (DB/%) (DB/%) Total
(DB?/%)

Controle | 1/1 5/4 111/93 1/1 1/1 120

Controle Il 2/1 4/2 192/96 2/1 0/0 200

Controle lll 1/1 4/2 175/97 0/0 0/0 181

Média® 1 3 95 1 0 -
Casos

4 3/3 68/57 45/38 1/1 3/3 120

5 0/0 17/35 26/54 1/2 4/8 48

6 1/1 19/22 55/63 5/6 7/8 87

7 4/3 41/32 73/57 8/6 2/2 128

8 4/3 58/50 39/34 1/1 7/6 115

9 2/1 46/32 86/59 10/7 2/1 146

3p25.1 11 9/10 92/55 | 75/32 5/2 3/1 183
(RP11-275J11)° 12 171 64/50 55/43 3/2 4/3 127
13 3/2 50/40 63/51 4/3 3/2 124

14 3/3 18/15 92/78 1/1 4/3 118

15 33/14 189/34 | 110/48 7/2 3/2 342

16 8/6 62/44 70/50 0/0 0/0 140

17 11/7 63/41 74/49 3/2 11 152

18 9/4 123/61 62/31 6/3 1/0 201

19 12/6 108/51 83/40 6/3 1/0 210

20 6/5 74/56 50/38 2/2 0/0 132

21 5/2 84/41 107/53 7/3 0/0 203

22 12/8 69/46 67/45 2/1 0/0 150

23 7/4 115/58 | 76/38 2/1 0/0 200

“DB: Dados Brutos;

b Hibridag&o dupla com sonda centromérica RP11-91M15; © Média em porcentagem.
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Figura 13. Analise citogenética para sonda RP11-
275J11. A) Metafase normal obtida apoés cultura
temporaria de linfocitos do sangue periférico
confirmando a regido da sonda no brago curto do
cromossomo 3. B) Imagem da metafase em DAPI
reverso. C e D) Exemplos de nucleos interfasicos de
casos de SMD infantil mostrando a delecdo de uma
copia de 3p25.
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2.2. Cromossomo 7

Para a analise da regido 7q22.3, foi utilizada a sonda RP11-46J20 marcada
com biotina (detectadas com FITC-Avidina - fluorescéncia verde) e sonda controle
centromérica P7t1a7 marcada com digoxigenina (detectadas com anti-digoxigenina
rodamina - fluorescéncia vermelha).

Em 15 casos avaliados para esta sonda foi detectada a perda de uma cépia
deste segmento (1 sinal para sequéncia alvo e dois sinais para sonda centromeérica)
em uma meédia de 46,5% das células (variacédo de 31% a 58%) (Figura 14). Em
cinco casos (12, 19, 20, 21 e 22) foi detectada a perda de um alelo em 50% a 58%
dos nucleos analisados. Delegdo homozigota desta sequéncia foi observada, em
baixa frequéncia, em 15 casos (3% a 9% das células).

A presenca de nucleos normais para este segmento do cromossomo 7 (2
sinais para cada sonda) foi verificada em alta frequéncia nos 17 casos analisados,
variando de 37% a 66% das células analisadas. A tabela 11 mostra a frequéncia de
sinais correspondentes a sonda RP11-46J20 em todos casos avaliados.

Entre as 17 amostras analisadas, 16 foram avaliadas por bandamento GTG e
apenas no caso 16 foi detectada alteragdo numérica no cromossomo 7 {45,XX,-

7[6/46, XX[7]}.

62



Silveira, CGT

Resultados

Tabela 11. Proporgao do nimero de sinais fluorescentes da sonda RP11-46J20 detectados em células
dos controles (linfécitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas.

Auséncia de 1 sinal | 2 sinais | 3 sinais | 4 ou + sinais
Sonda Controles sinal (DB/%) | (DB/%) | (DB/%) (DB/%) Total
(DB?/%)

Controle | 0/0 5/3 191/96 4/2 0/0 200

Controlell 1//0 2/1 199/99 0/0 0/0 202

Controle lll 2/1 1/0 200/98 1/0 0/0 204

Controle IV 0/0 5/2 212/98 0/0 0/0 217

Média® 0 2 97 1 0 -
Casos

6 10/9 46/42 49/45 3/3 2/2 110

7 8/6 39/31 62/50 14/11 1/1 124

8 12/3 34/26 62/63 6/3 6/0 120

9 77 82/47 64/48 6/1 11 160

7922.3 11 4/2 82/41 | 104/52 10/5 1/0 201
(RP11-46J20)b 12 9/4 118/54 90/41 3/1 0/0 220
13 11/7 75/45 76/46 1/1 2/1 165

14 13/6 91/45 95/47 31 1/0 203

15 6/4 35/23 99/66 8/5 2/1 150

16 6/3 70/38 102/56 4/2 11 183

17 9/6 71/47 67/45 3/2 0/0 150

18 5/2 116/58 | 76/38 4/2 0/0 201

19 9/4 113/55 | 75/37 5/2 2/1 204

20 9/4 102/50 89/44 31 0/0 203

21 6/4 86/54 64/40 2/1 1/1 159

22 7/4 89/45 102/51 2/1 0/0 200

23 5/3 91/46 93/47 9/5 2/1 200

2DB: Dados Brutos; ° Hibridagao dupla com sonda centromérica P7t1a7; © Média em porcentagem.
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Figura 14. Analise da FISH para sonda do
cromossomo 7 (RP11-46J20). A) Metafase
normal obtida apds cultura temporaria de
linfécitos do sangue periférico confirmando o
mapeamento da sonda em 7q. B) Imagem da
metafase em DAPI reverso. C e D) Exemplos
de nucleos interfasicos de casos de SMD
infantil mostrando a perda de uma copia de
7922-g31.
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2.3. Cromossomo 17

2.3.1. Gene TP53

Para avaliar perdas do gene TP53, procedeu-se a analise da FISH com a
sonda comercial D17Z1 em cinco casos. A presenga de quatro sinais € considerada
normal e foi observada em 99% dos nucleos da cultura controle. Quatro casos
apresentaram uma alta frequéncia de delecdo da regidao 17p13.1 (36% a 85% dos
nucleos analisados); o caso 6 apresentou perda deste segmento cromossdémico
somente em 15% das células; os casos 7 e 8 apresentaram perda de um alelo de
TP53 em 85% e 68% dos nucleos analisados, respectivamente (Figura 13). Dos
quatro casos com perda significativa deste segmento pela FISH, dois casos (7 e 11)
apresentaram del(17)(p12) apos analise de bandamento GTG.

A sonda do gene TP53, avaliada com a sequéncia RP11-89D11 (marcada
com biotina) para regido alvo (17p13.1), e respectivo controle centromérico BA-
746M1 (marcada com digoxigenina) foi investigada em 14 casos. Em 13 casos foi
verificada perda de uma cdépia do gene TP53 (1 sinal da sonda teste e 2 sinais do
controle centromérico) em uma média de 51% dos nucleos analisados (variagdo de
35% a 69%). Em sete casos (5, 13, 17, 18, 19, 21 e 22) a perda de um alelo deste
gene foi superior a 50% das células analisadas (Figura 15). A auséncia dos dois
alelos deste gene foi verificada em 12 casos, em baixa frequéncia, variando de 4% a
15% das células. A presenca de 3 e 4 ou mais sinais para sequéncia alvo foi
observada, em baixa frequéncia, em trés e dois casos, respectivamente.

Entre os casos avaliados por FISH, seis mostraram alteracbes em 17p na
analise ap6s bandamento GTG: trés casos (4, 7 e 11) com del(17)(p12), o caso 17

comdel(17)(p11) e os caso 12 €18 com del(17)(p13.1).
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Entre os casos, a frequéncia de células normais para o gene TP53 variou de

15% a 85% nos casos avaliados com a sonda D17Z1 e 26% a 49% para a sonda

RP11-89D11.

As frequéncias de sinais fluorescentes correspondentes as sondas D17Z1 e

RP11-89D11 observadas em cada caso estdo demonstradas na tabela 12.

Tabela 12. Proporgéo do numero de sinais fluorescentes das sondas D17Z1 e RP11-89D11 detectados
em células dos controles (linfécitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas.

Auséncia de 1 sinal | 2 sinais | 3 sinais | 4 ou + sinais
Sondas Controle sinal (DB/%) | (DB/%) | (DBI/%) (DB/%) Total
(DB?/%)
Controle - - - 5/1 529/99 534
TP53
b Casos

(D17Z21) 6 5 5 5 13/15 71/85 84
7 - - - 127/85 23/15 150

8 - - - 69/68 33/32 102

9 - - - 40/39 62/61 102

11 - - - 40/36 70/64 110

Auséncia de 1 sinal | 2 sinais | 3 sinais | 4 ou + sinais
Controles sinal (DB/%) | (DB/%) | (DB/%) (DB/%) Total
(DB?/%)

Controle | 3/2 4/3 116/93 2/2 0/0 125

Controle Il 0/0 4/2 197/98 0/0 0/0 201

Controle I 0/0 5/2 197/97 11 0/0 203

Controle IV 1/0 4/2 197/98 0/0 0/0 202

Média® 1 2 96 1 0 -
TP53 (17p13.1)
(RP11-89D11)° |__Casos

4 4/5 29/35 | 41/49 4/5 5/6 83

5 5/6 41/51 33/41 11 0/0 80

12 15/15 45/44 39/38 2/2 11 102

13 12/10 64/51 47/37 2/2 11 126

14 20/15 36/26 66/49 8/6 6/4 136

15 12/6 95/47 | 82/41 8/4 4/2 201

16 5/4 61/49 | 57/46 11 0/0 124

17 6/5 76/58 | 47/36 11 0/0 130

18 6/3 141/69 | 54/26 2/1 1/0 204

19 9/5 116/58 | 71/36 3/2 11 200

20 8/5 74/45 | 81/49 3/2 0/0 166

21 9/5 105/55 | 72/38 3/2 2/1 191

22 7/4 108/54 | 83/42 2/1 0/0 200

23 7/3 94/47 | 97/48 4/2 0/0 202

? DB: Dados Brutos; ° N&o foram observados mais de 4 sinais para estas sondas ° Hibridagdo dupla com sonda
centromérica BA 746M1; ¢ Média em porcentagem.
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Figura 15. Andlise da FISH para sonda do
gene TP53. A) Metafase normal obtida
apos cultura temporaria de linfocitos do
sangue periférico confirmando a
localizagdo da sonda RP11-89D11 em
17p. B) Imagem da metafase em DAPI
reverso. C e D) Exemplos de nucleos
interfasicos de casos de SMD infantil
mostrando a perda de um alelo do gene
TP53.
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2.3.2. Gene ERBB2

A analise de ganhos e amplificagbes do gene ERBB2 usando a sonda RP11-
62N23 e respectiva sequéncia centromeérica foi realizada em um total de 16 casos.

A presenca de trés ou mais sinais para sequéncia alvo foi verificada em baixa
frequéncia (3% a 9% das células) em treze casos. Elevada frequéncia de células
normais foi detectada em todos os casos, variando de 56% a 84% das células
analisadas. A perda de uma copia desta sequéncia foi observada, em baixa
frequéncia, em todos os casos, em 7% a 25% das células analisadas (Figura 16).
No caso 8 apresentou perda hemizigota e homozigota desta sequéncia em 33% das
células avaliadas. A tabela 13 representa a frequéncia de sinais fluorescentes
correspondentes a sequéncia RP11-62N23 observada em cada caso.

Dentre os 16 casos analisados para esta sequéncia, os cariotipos de 15
destes foram reavaliados e nao verificado rearranjos ou ganho de material

cromossOmico envolvendo esta regido.
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Tabela 13. Propor¢cdo do niumero de sinais fluorescentes das sondas RP-62N23 detectados em células
dos controles (linfécitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas.

Auséncia de 1 sinal | 2 sinais | 3 sinais | 4 ou + sinais
Sonda Controles sinal (DB/%) | (DB/%) | (DB/%) (DB/%) Total
(DB?%)

Controle | 0/0 9/9 87/91 0/0 0/0 96

Controle I 2/1 2/1 206/98 0/0 0/0 210

Controle 1l 1/0 5/3 194/97 0/0 0/0 200

Média® 1 1 98 0 0 =
Casos

6 11/8 19/14 | 103/74 7/5 0/0 140

ERBB2 7 4/3 34/25 | 85/63 11/8 2/1 136
(17q12) 8 25/11 53/23 | 131/56 | 22/9 4/2 235
. 11 5/3 39/20 | 148/74 6/3 2/1 200
(RP11-62N23) 12 7/5 31/21 | 108/72 4/3 0/0 150
13 6/3 29/17 | 125/73 1217 5/3 172

14 6/3 32/18 | 119/66 | 17/9 6/3 180

15 8/5 27/18 | 99/65 8/5 2/1 152

16 6/5 12/10 | 102/84 0/0 0/0 121

17 5/3 20/13 | 122/80 5/3 0/0 152

18 4/3 35/22 | 118/74 2/1 1/1 160

19 14/7 30/15 | 139/69 14/7 4/2 201

20 9/5 21/12 | 147/82 3/2 0/0 180

21 16/8 25/13 | 149/75 8/4 2/1 200

22 9/6 14/9 | 124/83 3/2 0/0 150

23 3/2 34/17 | 157/79 4/2 2/1 200

DB: Dados Brutos; ° Hibridagdo dupla com sonda centromérica BA 746M1; ° Média em porcentagem.
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Figura 16. Andlise citogenética para sonda
RP11-62N23/ERBB2. A) Metafase normal
obtida apés cultura temporaria de linfécitos
do sangue periférico confirmando a
localizacdo da sondas do gene ERBB2 no
brago longo do cromossomo 17. B) Imagem
da metafase em DAPI reverso. C e D)
Exemplos de nucleos interfasicos de casos
de SMD infantii mostrando os dois sinais
para regido do gene.
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2.4. ANALISE COMPARATIVA

Foi realizada uma analise comparativa dos resultados da FISH para todas as
sequéncias avaliadas. Delegcbes hemizigotas e homozigotas significativas para as
sondas dos cromossomos 3 e 7, e do gene TP53 foi detectada simultaneamente em
treze (Figura 17). Nos casos 12, 18, 19 e 20 a perda para cada sequéncia foi

observada em uma frequéncia igual ou superior a 50% das células analisadas.

Figura 17. Andlise comparativa das perdas hemizigotas e homozigotas para as regiées avaliadas
pela FISH. Nao foram observados ganhos ou amplificagbes para estas seqiiéncias em nenhum dos
casos. Nos casos 12, 18, 19 e 20 foi observada delegbes de 3p25.1, 7922.3 e 17p13.1 em uma
frequéncia igual ou superior a 50% das células.
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V- DISCUSSAO

A sindrome mielodisplasica infantil é extremamente rara compreendendo
menos de 5% de todas as neoplasias hematoldgicas pediatricas malignas
(Rytting, 2004). Embora integrante do grupo das neoplasias hematologicas, a
SMD pediatrica difere das demais mielodisplasias clinicamente e quanto as
anormalidades citogenéticas associadas as quais podem definir entidades
biol6gicas especificas na SMD infantil (Hasle et al, 2004).

A variedade de anormalidades cromossOGmicas envolvida na sindrome
mielodisplasica reflete um cenario complexo de diferentes mecanismos
moleculares que lidera a transformagcdo maligna. A frequente associagcédo de
delecdes, inversdes, translocag¢des, trissomias e monossomias sugere a
participagdo de oncogenes e genes supressores tumorais na patogenia e
evolucdo desta doenga hematoldgica (Steensma e List, 2005). Particularmente,
nas SMD pediatricas sdo frequentes delecbes completas ou parciais do
cromossomo 7, monossomia do 17, trissomia do 8 e perdas no brago longo do
cromossomo 12 (Mitelman et al, 2006).

A analise citogenética das células tumorais tem sido o ponto inicial para
estudos moleculares que visam a identificagcdo de genes envolvidos na
patogénese de varios canceres humanos. Desde a descrigdo do numero de
cromossomos como 46 (Tjio e Levan, 1956) e do desenvolvimento das técnicas
de bandamento cromossémico na década de 70 (Scheres e Merkx, 1976),
inumeros relatos tém mostrado que alteragdes na dosagem génica em nivel
cromossdmico estdo envolvidas em diferentes processos tumorais.

O advento da técnica de hibridagao in situ descrita, independentemente,
por Pinkel et al. e Cremer et al. em 1986, permitiu o desenvolvimento de novas

metodologias extremamente eficientes para triagem de rearranjos genéticos,
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By

utilizando ferramentas da biologia molecular aplicadas a citogenética.
Atualmente, € possivel utilizar fluorocromos conjugados a nucleotideos ou
moléculas reporteres (como biotina-dUTP) por nick translation, random primers,
PCR ou outras técnicas moleculares para marcar as sondas usadas para FISH.
Por estas técnicas de marcacdo, tornou-se possivel a utilizagcdo de nucleos
interfasicos em pesquisas cientificas, eliminando assim a necessidade da
cultura de células para obtencdo de metafases. Assim, um maior numero de
células pode ser analisado, ja que uma grande quantidade de nucleos
interfasicos é encontrado nas preparacdes celulares acrescido ao fato da nao
necessidade de cultivo celular. A elevada sensibilidade, especificidade e
rapidez destes procedimentos permitiram a sua utilizagdo como adjuvante na
identificagdo de anormalidades cromossdmicas, localizacdo de genes
relacionados a tumores bem como a enumeragao de coOpias de genes ou
cromossomos em neoplasias hematopoeticas (Yan et al, 2000; Romeo et al,
2001).

Nas duas ultimas décadas, houve um aumento significativo do numero
de estudos sobre as alteracbes numéricas e estruturais presentes em tumores
humanos (Nowell et al, 1998). Estes estudos tém proporcionado o
conhecimento sobre os eventos que determinam o desenvolvimento das
neoplasias, novos meétodos para o diagndstico e prevengdo dos tumores
(Humphrey et al, 1998) assim como permitido o delineamento de farmacos
desenvolvidos a partir do reconhecimento de alteragdes genéticas especificas.

As alteragbes citogenéticas podem ser consideradas marcadores
eficazes tanto para diagnostico quanto progndstico de tumores malignos, uma
vez que a recorréncia dessas alteragdes pode ser indicativa de regides chaves

no desenvolvimento e progressdo de varios tumores. As mielodisplasias sdo
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altamente heterogéneas e ha cada vez mais a necessidade de marcadores que
permitam definir o subtipo clinico e que possam aperfeigoar o tratamento dos
pacientes, como indicadores prognosticos e preditivos.

Neste estudo, as anadlises apés bandamento GTG foram realizadas em
22 casos e revelaram anormalidades cromossomicas clonais envolvendo
principalmente os cromossomos 7 [del(7)(p12)], 12 [del(12p)], 17 [del(17p) e
monossomia 17], 20 (monossomia 20) e aneussomia do Y. Estes resultados
s&o, em sua maioria, concordantes com dados da literatura. Pela FISH foi
avaliado o numero de coépias de regides especificas dos cromossomos 3
(3p25.1), 7 (7922.3) e 17 (17p13.1 e 17912) em um total de 19 amostras de
aspirado de medula 6ssea de portadores pediatricos de SMD coincidentes
com a localizagao de genes potencialmente relacionados a tumorigénese.

Neste estudo, a andlise da FISH em Iaminas controles de individuos
normais (sem cancer) revelou elevada eficiéncia de hibridacdo das sondas,
indicando que estavam adequadas para a analise. A eficiéncia de hibridagao de
uma sonda é definida como a porcentagem de células com o numero de sinais
correspondentes a um padrdo esperado (Devilee et al, 1988; Hopman et al,
1988; Van Dekken et al, 1990; Dewald et al, 1996).

A interpretacdo dos dados da FISH em nudcleos interfasicos é
dependente de anadlise estatistica e apresenta varios problemas técnicos
inerentes. A presenca do sinal fluorescente é dependente da sonda, da
acessibilidade ao alvo, das condigdes de hibridacdo e da estringéncia das
lavagens pos-hibridagc&o. Assim, ndo sao raros achados de ganhos e perdas de
sinais que refletem artefatos técnicos ou resultados falso-positivos. Desta

forma, a precisdo da analise é dependente do reconhecimento destes

74



Silveira, CGT Discusséo

problemas técnicos e da padronizacdo adequada para os critérios de escores
(Beatty et al, 2002).

A investigagao de delegbes da regiao 3p25 pela metodologia da FISH foi
realizada em 19 casos pediatricos de sindrome mielodisplasica. Preparagdes
cromossOmicas a partir de individuos normais (sem cancer ou historia de
cancer na familia) revelaram que a perda de uma copia de 3p25 foi de 2,7%.
Considerando a média percentual £ dois desvios-padréo, foi observada perda
significativa de uma copia deste segmento cromossémico em 17 casos
analisados (32% a 61% das células).

As anormalidades citogenéticas envolvendo o cromossomo 3 s&o
frequentemente relatadas em mielodisplasias e incluem delegcbes e
anormalidades estruturais complexas (Mhawech e Saleem, 2001).

Johansson et al. (1997) relataram diferentes pontos de quebra das
delegdes no cromossomo 3 detectados em neoplasias hematoldgicas, incluindo
SMD. Estas quebras ocorriam em regides distais, sugerindo a existéncia de
diferentes genes supressores tumorais neste segmento cromossomico.

Na presente investigagéo, foi verificada que a sequéncia RP11-275J11
mapeada em 3p25.1 contém ou esta proxima a genes com caracteristicas
compativeis a perda de fungcdo (Figura 18). Neste estudo, entre 0s
dezessete casos de SMD com delecdo de 3p25, quatorze eram portadores de
anemia severa, seis casos apresentaram hepatoesplenomegalia e
sangramentos espontaneos; dois desses casos foram a obito pela doenga em
um periodo inferior a um ano (casos 8 e 11), e outros dois foram a ébito em um
tempo médio de 25 meses (casos 9 e 23).

A regido onde esta mapeada a sequéncia RP11-275J11 coincide com a

localizagcdo dos genes RAF1 (v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog
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1), MKRNZ2 (Makorin, ring finger protein, 2) e TSENZ2 (tRNA splicing
endonuclease 2 homolog).

O proto-oncogene RAF1 codifica uma enzima pertencente a familia das
MAP quinases (MAP3K) a qual atua na via de ativagcédo da proliferagédo celular
mediada pela proteina RAS (Wu et al, 1996). Considerando sua fungéo, este
gene nao foi considerado como um potencial candidato envolvido na SMD.

O MKRNZ codifica uma ribonucleoproteina que apresenta um dominio
caracteristico do tipo zinc finger (Gray et al, 2001). Entretanto, os processos
biol6gicos nos quais esta proteina atua ainda ndo foram elucidados.

O gene TSENZ2 codifica uma subunidade da endonuclease responsavel
pela remocdo de introns durante o processamento de tRNA, evento
fundamental para o crescimento e divisdo celular (Paushkin et al, 2004). Para o
nosso conhecimento, n&o ha relatos que associem a inativagado destes genes
com a carcinogénese. Este gene nao pode ser descartado como um candidato
a perdas na SMD.

O gene PPARG estda mapeado em 3p25.1, apenas a 0,024 Mb da
sequéncia RP11-275J11. Este gene codifica um receptor nuclear que esta
envolvido no controle da proliferagcéo e diferenciagao celular, e apoptose (Fajas
et al, 2003).

Inameros estudos tém demonstrado os efeitos anti-neoplasicos de
PPARG em linhagens celulares derivadas de tumores sdélidos e leucemias,
associados com a inibigdo do ciclo celular e angiogénese, bem como na
inducao de apoptose (Wang et al, 2006).

A promoc¢ao da parada do ciclo celular pela inibicado da atividade das
ciclinas dependentes de quinase (CDK) mediada por agonistas de PPARG foi

verificada em varias linhagens celulares tumorais incluindo aquelas derivadas
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de cancer pancreatico (Toyota et al, 2002), tumores mamarios (Yin et al, 2001),

carcinomas de células n&o-pequenas de pulmdo (Chang e Szabo, 2000) e

cancer de bexiga (Guan et al, 1999).
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Figura 18. Mapa fisico apresentando as regidées do cromossomo 3. Esta apresentado o clone

analisado neste estudo em verde, genes candidatos incluidos no clone em azul. Em vermelho,

genes candidatos para perda de fungao.

Guan et al. (1999) relataram que o tratamento com o agonista de PPAR,

troglitazone, resultou no bloqueio do ciclo celular em G1 e na indugdo da

apoptose em células T24 derivadas de cancer de bexiga. Os autores relataram

também que estes eventos foram acompanhados pelo aumento de expressao
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dos inibidores de CDKs, p21 e p16, e reducdo dos niveis de expressao da
ciclina D1. Utilizando o mesmo farmaco, Sugimura et al. (1999) e Yin et al.
(2001) demonstraram inibicdo da proliferagdo em células mieldides tumorais e
derivadas de carcinoma mamario, respectivamente, na fase G1 do ciclo celular.

Patel et al. (2001) verificaram, apos analises de RT-PCR quantitativo
(QRT-PCR), um aumento de expressdgo de PTEN (gene envolvido no
checkpoint do ciclo celular e apoptose) em células de cancer colo retal (Caco2)
e mamario (MCF7) tratadas com agonistas de PPARG. Em um outro estudo,
utilizando citometria de fluxo, Shao et al. (2002) demonstraram que a ativagéo
dos receptores PPARG resultou em efeitos anti-neoplasicos nas células do
epitélio intestinal Ras-ativo, inibindo a atividade fosfatilinositol 3’-quinase e
reduzindo a expressao das ciclina D1.

Yamakawa-Karakida et al. (2002) descreveram que a ativagdo de
receptores PPAR por ligantes naturais e/ou sintéticos levaram a inibicdo da
proliferacdo de células hematopoéticas tumorais pela indugdo da apoptose
mediada por ativagao da caspase-3.

Karger et al. (2005) detectaram, por gqRT-PCR, que a expressao do
transcrito de PPARG estava significativamente diminuida em amostras de
carcinoma de tiredide quando comparados com amostras de tiredide normal ou
com presenga de nédulos benignos. Utilizando a mesma metodologia, Jung et
al. (2005) relataram expresséo significativamente diminuida de PPARG em dez
amostras de carcinoma cervical quando comparado com amostras de tecido
cervical normal.

Mais recentemente, Bonofiglio et al. (2006), apds analises de qRT-PCR,
relataram inibicdo da proliferagdo celular e aumento da expressao de TP53 e

p21 em linhagem celular de carcinoma mamario MCF7 tratadas com agonista
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de PPARG. Esses achados sugerem que nestas ceélulas o bloqueio do ciclo
celular pode estar associado a ativagao transcricional do gene TP53.

Considerando que a perda verificada neste estudo envolva um segmento
cromossOmico maior, outro importante gene candidato mapeado a 1,54 Mb de
RP11-275J11 é o XPC. Este gene codifica uma fosfoproteina nuclear envolvida
na via de reparo por excisdo de nucleotideos, da qual participa o gene TP53
(Spatz et al, 2001; Wang et al, 2003).

Utilizando linhagens de células progenitoras hematopoéticas de
camundongos expostos ao benzeno por inalagdo, Faiola et al. (2004), apos
analises de qRT-PCR, relataram niveis aumentados de expressdo de genes
envolvidos no reparo de danos no DNA por NER, incluindo o XPC. Esses
achados revelaram a importancia desta via celular na capacidade de reparar de
lesdes no DNA em células hematopoéticas expostas a agentes genotoxicos.

Em um estudo semelhante, Kuramoto et al. (2002), apds analises de RT-
PCR, verificaram expressdo diminuida de genes relacionados a via NER,
incluindo o XPC, em 22/23 pacientes adultos com SMD expostos previamente
a radiacdo atdbmica. Nesse grupo de casos com expressdo alterada, 15
apresentavam anormalidades cromossémicas apos analises de bandamento
GTG, sugerindo que defeitos no reparo a danos no DNA estdo envolvidos na
patogénese das mielodisplasias.

Hollander et al. (2005), relataram que camundongos homozigotos para
auséncia do gene XPC desenvolveram multiplos tumores de pulméo
espontaneos com a minoria progredindo para adenocarcinoma de pulmao de
células ndo-pequenas, ocasionalmente com metastase em linfonodos
adjacentes. Segundo os autores, pelo fato da capacidade de reparo do DNA

estar comprometida em células XPC+/-, é possivel que a perda de um unico
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alelo deste gene no pulm&o humano confira um fenotipo mutador. Associado a
carcindégenos do cigarro, a diminuigdo do reparo a danos no DNA poderia
resultar em mutagdes adicionais em genes como o TP53, que s&o alvos
frequentes em cancer de pulmao (Campling et al, 2003).

Recentemente, Pinto et al. (2005) identificaram, apos realizagdo da
metodologia de bandamento GTG, a presenca da delecdo de 3p25 como
anormalidade clonal em células medulares de um paciente adulto com SMD
cujas caracteristicas clinicas envolviam citopenia severa e aplasia medular
intensa, sugerindo que a perda deste segmento cromossémico é indicativa de
pior prognaostico.

Nesta analise, todos os dezessete casos de SMD com delecao de 3p25
também demonstraram perda significativa de uma copia da sequéncia RP11-
89D11, a qual abrange o gene TP53. Destes casos, quatorze apresentaram
quadro clinico agressivo e quatro foram a ébito pela doencga.

Shali et al. (2006), apds analises de bandamento GTG e Multicolor FISH,
detectaram monossomia do 17 e delecdo em 3p em um caso pediatrico de
RAEB que evoluiu para LMA. Baseando-se neste achado e nos resultados
obtidos em nosso estudo, € possivel que a perda da regido 3p25 esteja
envolvida em neoplasias mieldides e que a presenca desta alteracdo
juntamente com a inativacdo de TP53 esteja associada a formas mais
agressivas de SMD.

A identificacdo de mutagbes em TP53 em estagios precoces da SMD
sugere que a perda de fungdo deste gene esta envolvida no desenvolvimento
da doenga. O TP53 encontra-se mapeado em 17p13.1 e a perda da funcéo
deste gene esta frequentemente associada com mutagdes e delegdo de 17p.

Soenen et al. (1998) e Kuribayashi et al. (2005) relataram que estas alteragdes
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estdo relacionadas com uma forma tipica de SMD caracterizada por
desgranulopoese combinada com hipolobulagdo pseudo-Pelger-Huet em
neutrofilos.

A proteina codificada pelo gene supressor tumoral TP53 € o ponto chave
dos processos de regulagdo do ciclo celular, manutengdo da integridade do
DNA e apoptose. Células com alteracbes em TP53 ndo reconhecem os sinais
de inibicdo de crescimento e dessa forma podem propiciar o surgimento de
instabilidade gendmica e contribuir para a evolugdo de clones mutantes e
progressao tumoral (Peters et al, 2001).

Em varios tipos de neoplasias, e particularmente em leucemias e
linfomas, a perda da fungdo normal de TP53 ocorre durante o desenvolvimento
tumoral e esta associada a um curso clinico agressivo e a piores prognésticos
(Kirsch e Kastan, 1998; Wallace-Brodeur e Lowe, 1999). A inativagado do gene
TP53 é detectada em aproximadamente 15% dos casos de SMD primaria e
esta relacionada preferencialmente a pacientes com estadio clinico avangado e
cariotipicamente instavel (Steensma e List, 2005). Em SMD infantil, n&o foi
estabelecida a frequéncia desta alteracao.

Quatro casos foram avaliados pela FISH utilizando a sonda DZ171 e
apresentaram perda significativa de uma copia de 17p13.1 (média de 57% das
células). Com relagdo a sonda RP11-89D11, treze casos apresentaram perda
hemizigota significativa desta regido cromossémica em uma média de 51% das
células.

Em analise de microarrays, Ueda et al. (2003) correlacionaram os niveis
de expresséo génica de 2304 genes entre amostras dos Balst Bank derivadas
de 30 pacientes com SMD e voluntarios saudaveis. Os resultados obtidos

demonstraram expressdo elevada de um grupo de genes em células de

81



Silveira, CGT Discusséo

pacientes com anemia refrataria e individuos controles. Contudo, a expresséo
desses genes apresentava-se reduzida em pacientes com estagios mais
avangados da doenga. O produto de um destes genes compde o complexo
PIASy, uma ligase E3 associada a via de ubiquitinagcdo celular e conhecida
como SUMO, o qual constitui um potencial inibidor de transdugcao de sinal e
ativador de transcri¢gdo (Liu et al, 2001). A reducdo do nivel de expressao de
PIASy pode contribuir para o crescimento dos blastos leucémicos e progresséo
para estagios mais agressivos da SMD. Um dado interessante, € que a
proteina SUMO é conjugada com uma variedade de proteinas, incluindo
RanGAP1, PML, IkB-a e p53 apoiando a teoria de que a baixa expressao de
PIASy resulta na ndo ativagcédo da proteina p53 (Kahyo et al, 2001; Sachdev et
al, 2001). Isto reforga a importancia da perda de expressédo de TP53 na SMD.

Em outro estudo por andlise de PCR-SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism), Side et al. (2004) e trés outros relatos prévios
(Ben-Yehuda et al, 1996; Horiike et al, 1999; Christiansen et al, 2001)
identificaram elevada prevaléncia de mutagdées no gene TP53 (27% - 38% de
um total de 23 casos) em SMD-t em relagcdo a outras neoplasias
hematolégicas. Uma série de experimentos em camundongos transgénicos Ep-
MYC revelou o papel crucial do TP53 na modulagao dos efeitos terapéuticos de
agentes citotoxicos in vivo (Schmitt et al, 2000; Schmitt et al, 2001; Schmitt et
al, 2002). Estes dados sugerem que a inativacdo deste gene pode estar
associada a fendtipos quimioresistentes e progndsticos mais agressivos
(Nakano et al, 1999; Stirewalt et al, 2001).

Em um outro estudo, Watanabe et al. (2004) relataram, por analises

citogenéticas e moleculares, a delegdo de um dos alelos de TP53 em dois de
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31 portadores de neoplasias hematologicas e mutagdo em ponto em cinco
pacientes deste mesmo grupo amostral.

Neste estudo, a perda de 17p foi um achado frequente, presente em
17/19 casos de SMD avaliados pela FISH, dentre os quais quatorze
apresentaram anemia severa e seis hemorragias nas mucosas e
hepatoesplenomegalia. Entre os quatorze casos com quadro clinico agressivo,
dois foram a obito pela doenga em poucos meses, um foi a obito por outra
causa e outros dois continuam vivos com seguimento de 20 e 47 meses.

Nakamura et al (2004), apés avaliagao por bandamento GTG e analises
moleculares de aspirados de medula 6ssea de 24 pacientes portadores de
neoplasias hematolégicas mieldides, descreveram a predominancia de
mutacbes do gene TP53 em 4/23 casos com prognosticos agressivos e
resistentes a quimioterapicos.

Mais recentemente, Tsurusawa et al. (2005), utilizando a técnica de
bandamento GTG, avaliaram o cariétipo de 36 casos pediatricos de SMD-t
(média de idade 7,7) e identificaram monossomia do 17 em trés pacientes. Em
outro estudo, Barouk-Simonet et al. (2005) relataram a presenca de delecdo de
um alelo de TP53 em 12/23 pacientes adultos com SMD apds analises
combinadas de M-FISH e FISH com a mesma sonda utilizada em nosso projeto
(D1721). Destes doze pacientes, onze apresentavam cariétipos complexos e
encontravam-se em estagios mais avancados da SMD (RAEB e RAEB-t).
Andersen et al. (2005), também utilizando a técnica de M-FISH, identificaram
em 11 dos 116 casos de SMD-t e LMA-t translocacdes nao-balanceadas do
cromossomo 17. Este rearranjo resultou na perda de segmentos de 17p em 10

destes pacientes os quais apresentavam progndsticos intermediarios.
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Usando FISH, Sindelarova et al. (2005) relataram que em 34 dos 206
casos de leucemia linfocitica crénica B, avaliados para regido 17p13, foi
identificada delecdo do gene TP53 e todos os pacientes apresentavam
sobrevida significativamente curta e resisténcia ao tratamento.

Na analise da FISH para o gene TP53 realizada neste estudo, apenas o
caso 6 nao apresentou delegdo hemizigota/lhomozigota significativa deste
locus. Em nosso grupo amostral, este caso, que também nao apresentou perda
significativa em 3p25.1, é o unico portador de SMD secundaria a tratamento de
tumor primario (neuroblastoma tipo 1V) com agentes alquilantes e inibidores de
topoisomerase Il. Assim, é possivel que diferentes vias metabdlicas estejam
alteradas em casos de SMDt.

Inumeros estudos tém associado o desenvolvimento de leucemias
secundarias, incluindo SMD, com uso de agentes alquilantes e inibidores de
topoisomerase Il para o tratamento de doencgas primarias (Pedersen-Biergaard
et al, 1991; Winick et al, 1993; Horibe et al, 1993, Wierecky et al, 2005). Os
agentes alquilantes sdo compostos reativos que transferem um grupo metil a
molécula de DNA, causando a inibicdo da duplicagdo e transcrigdo. (Allan e
Travis, 2005). Os inibidores de topoisomerases, por sua vez, induzem quebras
de dupla fita no DNA e rearranjos de diversas sequéncias génicas (Richardson
e Jasin, 2000).

Em um estudo utilizando analises de LOH e sequenciamento, Panizo et
al. (2003) identificaram mutagdo em ponto no exdn 7 do gene TP53 e auséncia
de perda alélica deste segmento em um caso adulto de SMD relacionada a
terapia, alteracbes estas que n&o foram detectadas na amostra do tumor
primario. Este paciente ndo apresentou alteracbes em 17p apds analises de

bandamento GTG.
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Entre os casos com perda em 17p13.1 avaliados pela FISH, seis deles
apresentaram, apos analise de bandamento GTG, delegdo em 17p como
anormalidade clonal (casos 4, 7, 11, 12, 17 e 18). O caso 7 apresentou esta
alteracdo nos dois tempos de cultura avaliados apés banda GTG. Nestes seis
casos, foi observada a perda significativa da sonda do gene TP53 em uma
média de 59% das células. Outros dois casos em que nao foi realizada a
metodologia da FISH para esta sequéncia também apresentaram monossomia
17 e delegcdo em 17p pela analise citogenética classica.

Em trés casos com perda de 17p pela FISH (casos 4, 7 e 8) e em seis
casos com del(17p) apés bandamento G (casos 1, 2, 3, 4, 7 e 12), foi
observada a presenga de mais de uma anormalidade cromossémica clonal.

A associacao de perdas em 17p e inativagcdo de TP53 com a presencga
de instabilidade cromossomica também foi relatada por Schoch et al. (2006).
Esses autores verificaram que 53% dos 125 casos de LMA com perda de um
alelo deste gene apresentavam inumeras anormalidades citogenéticas clonais
ap6s analises de banda GTG e cari6tipo espectral. Em um estudo anterior,
Andersen et al. (2005) relataram a presenca de cariotipo complexo em sete
casos de LMA-t e SMD-t que apresentavam mutagdes na sequéncia de TP53.

Entre as inumeras anormalidades descritas, alteragcbes citogenéticas
envolvendo o cromossomo 7, como a delecdo completa ou parcial de 7q bem
como a monossomia do 7 estdo frequentemente associadas a neoplasias
mieldides (Shen et al, 2001). O cromossomo 7 possui uma regidao eucromatica
de 153 milhdes de pares de base que abriga 1.150 genes codificadores de
proteinas, dentre as quais algumas sado polimorficas para mutagbes que
interferem na estrutura de leitura dos genes. Em adigdo, estdo também

mapeados nesse cromossomo 941 genes provaveis, supostamente
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codificadores de outras proteinas que participam do ciclo celular (Hillier et al,
2003).

Monossomia do cromossomo 7 e deleg¢des intersticiais em 7q sao tipicas
de neoplasias mieldides e estdo frequentemente associadas a caridtipos
complexos nas SMD (Mecucci, 1998). A presenga de perdas no cromossomo 7
em leucemias mieldides sugere que essas alteragdes podem liderar a perda de
genes importantes na regulagdo do crescimento e diferenciagcdo de células
mieldides (Maserati et al, 2004).

Neste estudo, analise de bandamento GTG detectou a del(7)(q32) em
um caso de SMD — RA (caso 4) e monossomia 7 no caso 17. O caso 4 também
apresentou a del(17)(p12) em baixa frequéncia apdés analise citogenética
convencional. Este paciente tem historia de SMD ha mais de 10 anos e
continua em seguimento clinico.

Utilizando analise apdés bandamento GTG, Brandwein et al. (1990)
relataram que seis dos 14 casos de SMD pediatrica primaria apresentavam
monossomia 7. Em outro estudo semelhante, Rubin et al. (1991) detectaram a
presenca de mossomia 7 e delegbes em 7q [del(7)(q31936)] em quatro e dois
casos, respectivamente, entre os oitos pacientes com SMD infantil relacionada
a terapia com agentes alquilantes. Neste mesmo ano, utilizando analises de
bandamento GTG e FISH com a sonda centromérica especifica do
cromossomo 7, Minelli et al. (2001) identificaram um caso pediatrico de anemia
refrataria com monossomia 7.

Baseados em estudos de alelotipagem e bandamento G, foram
delineados trés Jloci distintos que estdo frequentemente deletados em

neoplasias mieldides: 7922, 7931.1 e 7q31.3 (Le Beau et al, 1996; Johnson e
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Cotter, 1997). Em SMD, a perda de segmento gendmico em 7922 parece ser
critica (Johnson et al, 1996)

Nesta investigagdo, a avaliagdo de perdas em 7q22.3 pela FISH foi
realizada em 17 casos; 16 apresentaram perda hemizigota significativa em
mais de 30% das células.

Baseados em analises de hibridagdo gendmica comparativa (CGH) e
FISH, de Babicz et al. (2005) identificaram a perda do cromossomo 7 em 3/9
casos pediatricos de LMA e SMD (1 LMA e 2 SMD). Em um estudo mais
recente, Babicka et al. (2006), combinando os dados obtidos apds a aplicagéo
de citogenética convencional, FISH e bandamento multicolorido, relataram que
alteragdes no cromossomo 7 estavam presentes em 12 dos 311 casos de SMD
e LMA avaliados, sendo que cinco deles (4 LMA e 1 SMD) eram portadores de
monossomia e outros quatro (3 LMA e 1 SMD) apresentavam rearranjos ou
perdas em 7q31.

Em um estudo prévio, Liang et al. (1998), utilizando mais de 20
marcadores de microssatélites correspondentes ao intervalo 7922-7931 em
células normais e neoplasicas de pacientes com LMA, detectaram perda
alélica, na maioria dos casos, para todos os loci avaliados. Entretanto, trés
casos apresentaram perda de trés regides distintas indicando a possibilidade
de que genes supressores tumorais localizados em 7q atuam independentes
Ou em cooperagao.

Em nosso estudo, o caso 6, portador de SMD relacionada a terapia com
agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase Il, também apresentou perda
homozigota e heterozigota significativa de 7922.3 em 51% das células

avaliadas.
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As leucemias, incluindo as SMD, relacionadas a terapia com agentes
alquilantes tém sido frequentemente associadas com monossomia 7 e
delecbes em 7q (Rowley et al, 1977, 1981; Pedersen-Bjergaard et al, 1981; Le
Beau et al, 1986; Johansson et al, 1991).

Apds analise de bandamento GTG, Smith et al. (2003) relataram
anormalidades envolvendo o cromossomo 7 em 85/306 casos adultos e
pediatricos de SMD e LMA relacionadas a terapia com agentes alquilantes e
inibidores de topoisomerase Il. Em um estudo semelhante, Andersen et al.
(2005), apds analise combinada de banda GTG e M-FISH identificaram
delecbes em 7q em nove casos adultos de SMD e LMA relacionadas ao
mesmo tipo de terapia. Em um estudo com SMD-t infantil ja citado
anteriormente, Tsurusawa et al. (2006) também verificaram a presenca de
anormalidades envolvendo o cromossomo 7 em 41% dos pacientes avaliados
por banda G, sendo que oito desses casos eram portadores de monossomia do
7 e 12 outros apresentavam perda em 7q (trés casos com del(7q) e nove com
rearranjos nao-balanceados). Estes achados sugerem que a perda desta
regido cromossémica € bastante relevante na tumorigénese destes tipos de
neoplasias.

Para analise desta regido foi selecionada a sequéncia RP11-46J20, a
qual contém ou esta proxima a genes que apresentam fungdes compativeis

com supressao tumoral (Figura 19).
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Figura 19. Mapa fisico apresentando as regides do cromossomo 7. Esta apresentado o clone
em verde, genes contidos ou préximos ao clone em azul. Em vermelho, genes candidatos para

perda de funcao.

Analises in silico demonstraram que a regido onde estda mapeada a
sequéncia RP11-46J20 contém os genes SLCZ26A4 (pendrin), DUSA4L
(Dihydrouridine synthase 4-like) e BCAP29 (B-cell receptor-associated protein
29).

A proteina codificada pelo DUS4L apresenta uma atividade
oxidoredutase e atua no processamento de tRNA. O gene BCAP29 codifica
uma proteina integrante da membrana celular e do complexo de Golgi
responsavel pelo transporte de particulas e pela regulacdo da secregéo de

imunoglobulinas  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Para o0  nosso

conhecimento, ndo ha relatos associando deficiéncias nestes genes com o

processo tumoral.
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O gene SLC26A4 é rico em ilhas CpG e pertence a um grupo de genes
altamente conservados (SLC26) cuja fungdo esta associada ao
desenvolvimento do esqueleto (Hastbacka et al, 1994), sintese do hormdnio da
tiredide (Everett et al, 1997), transporte i6nico transepitelial (Hoglund et al,
1996; Knauf et al, 2001; Xie et al, 2002), excregcédo e secrec¢ao de bicarbonato
(Royaux et al, 2001; Ko et al, 2002). O SLC26A4 foi caracterizado durante o
sequenciamento do cromossomo 7 e alguns estudos tém demonstrado que
delecbes e/ou mutagdes neste gene estdo associados a Sindrome de Pendred,
uma doenga autossOmica recessiva caracterizada pelo desenvolvimento de
bocio e perda da capacidade auditiva (Reardon et al, 2000).

Devido a importancia do gene SCL26A4 no metabolismo da tiredide,
Xing et al. (2003) avaliaram, por estudos de metilacdo e qRT-PCR, o padréo de
expressao deste gene em tumores primarios de tiredide e detectaram que o
gene estava hipermetilado e com expressédo diminuida em 44% das amostras
de adenomas benignos, 46% e 71% dos casos de tumores tireoideanos
foliculares e papiliferos, respectivamente, e em 71% dos tumores do tipo
anaplasicos. Mais recentemente, Wang et al. (2005), usando analises de ChlP-
on-chip, verificaram que o gene SCL26A4 estava hipermetilado em linhagens
de células derivadas de tumores de préstata. Esses achados sao indicativos de
que a inativagdo de SCL26A4 pode ser um evento importante na tumorigénese.

A (glicoproteina transmembrana SLC26A3 é muito semelhante a
SLC26A4, apresentando 44% de identidade e 60% de similaridade (Mount e
Romero, 2004). A sequéncia codificadora desta proteina (SLC26A3 ou DRA —
Solute carrier family 26, member 3) esta localizada a 0,04 Mb da sonda
utilizada neste estudo e tem como principal funcéo facilitar o transporte de

anions. A expressao de SLC26A3 é predominantemente observada no
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duodeno e colon normal (Yang et al, 1998; Jacob et al, 2002). Outras areas de
expressao incluem vesicula seminal intraprostatica, tubulos proximais dos rins
e glandulas sudoriparas (Haila et al, 2000).

O SLC26A3 tem sido caracterizado como um potencial gene supressor
tumoral cuja expressdo estava diminuida ou ausente em adenomas e
adenocarcinomas de colon (Schweinfest et al, 1993; Byeon et al, 1996; Antalis
et al, 1998). Recentemente, Chapman et al. (2002) transfectaram vetores de
SLC26A3 em varias linhagens celulares tumorais (DLD-1, HT-29, HCT-15,
SW837, SW480, MCF-7, NIH3T3, CaSki e HelLa) e verificaram inibicdo da
proliferacdo dessas células em cultura e a diminuicdo do numero de coldnias
resistentes a droga. Entretanto, o papel de SCL26A3 na regulagdo do ciclo
celular ndo esta completamente elucidado.

Outro importante gene € o COGS5 (component of oligomeric golgi
complex 5). A posigcédo deste gene coincide com a localizagdo da sonda usada
em nosso estudo e codifica um componente do complexo multiprotéico
localizado na membrana do complexo de Golgi (conserved oligomeric Golgi —
COG), o qual é responsavel pelo transporte intracelular e metabolizagdo de

glicoproteinas (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/gene). Contudo, nenhum

estudo tem relacionado alteragbes neste gene com o desenvolvimento de
neoplasias.

O gene LAMB1 (Laminin beta 1) pertence a familia das lamininas,
glicoproteinas da matriz extracelular, e sdo os principais constituintes da
estrutura da membrana celular. As lamininas estdo envolvidas em uma
variedade de processos bioldgicos incluindo ades&o celular, diferenciagao,
migragdo, angiogénese e metastase (Gonzales et al, 2001; Li et al, 2003).

Particularmente, o LAMB1, localizado a 0,2 Mb da sonda, é expresso em varios
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tipos de tecidos e tem sido associado com interagdo celular (Fujiwara et al,
2004).

Embora alguns estudos correlacionem niveis aumentados de LAMB1
com a progressao tumoral (Fujita et al, 2005; Ljubimova et al, 2006), Saito et al.
(2005) relataram que em 5/21 casos de leiomioma uterino com desequilibrio
alélico do cromossomo 7 apresentaram expressao diminuida deste gene apos
analises de qRT-PCR.

A aproximadamente 0,34 Mb da sonda esta mapeado o gene HBP1
(HMG-box transcription factor 1), um importante repressor transcricional de
uma variedade de proto-oncogenes, incluindo o NMYC e RB (Tevosian et al,
1997). O HBP1 € um inibidor do ciclo celular, regulando a progresséo na fase
G1 como também a diferenciag&o celular em varios tipos de tecido (Shih et al,
1998; 2001; Sampson et al, 2001).

Yao et al. (2005) avaliaram os efeitos ectopicos da expressao
aumentada de HBP1 em linhagens de células mieloblasticas in vitro e
observaram reducio da proliferacdo celular e formacédo de coldnia, retardo da
progresséo na fase S do ciclo, diminuigdo da expressao das ciclinas D1 e D3,
e aumento no nivel de transcritos de p27. Também foi observada indugao de
apoptose e diferenciacao celular. O aumento de expressdo de HBP1 modulou
os niveis de fatores de transcricdo miel6ides especificos (C/EBPy, c-MYB, c-
MYC e JUNB) e linhagens especificas (PU.1, GATA-1 e RUNXT1). Esses
achados sugerem que o gene HBP1 atua como supressor tumoral e indutor de
diferenciacao celular em células mieldides.

O gene PIK3CG (fosfoinositidil-3-quinase), mapeia-se proximo a regido
em estudo (0,37 Mb) e codifica uma enzima a qual modula a sinalizagdo

extracelular nos processos de adesao célula-célula mediados pela E-caderina,
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importante para manutencdo da integridade estrutural e funcional do epitélio
(Kratz et al, 2002). Contudo, nenhum estudo tem relacionado a perda de
funcdo deste gene com o desenvolvimento de neoplasias.

Recentemente, Liang et al. (2005) avaliaram um caso de LMA com
monossomia do 7 e delegbes ndo continuas utilizando um grupo distinto de
marcadores microssatélites para regides criticas em 7q, e definiram um novo
ponto de quebra em 7q31.1-q31.2. Baseados em dados do sequenciamento do
cromossomo 7, sugeriram que o supressor tumoral DOCK4 seria um potencial
gene candidato localizado neste intervalo. Este gene codifica uma proteina
ativadora de GTPase e esta frequentemente deletado em tumores sélidos
agressivos.

A perda total ou parcial do cromossomo 7 e 7q em SMD estao
associadas a piores prognosticos, com baixa sobrevida e progressao para
leucemia (Morel et al, 1993; Bernasconi et al, 1994; Fenaux et al, 1996; Velloso
et al, 1996). Bernasconi et al. (2005) avaliaram 331 casos de SMD de novo e
confirmaram prognosticos desfavoraveis e baixa sobrevida em 36 pacientes
com delegcbes em 7q e monossomia do 7. Knipp et al. (2005), apos analises de
banda G, relataram que 7/14 casos adultos de SMD-t portadores de
anormalidades no cromossomo 7 (cinco casos com -7 e dois casos com
delecdo de 7q22) e diagnosticados em estagios mais avangados da doenga
(RAEB e CMML) evoluiram para leucemia.

Em nosso estudo, dentre os dezessete casos avaliados pela FISH em
7922.3, cinco casos apresentaram quadro clinico agressivo caracterizado por
hepatoesplenomegalia, onze casos com anemia severa, e quatro (8, 9, 11 e 23)

foram a dbito pela doenca.
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Considerando os 19 casos analisados para as sondas mapeadas em
3p25.1 e 17p13.1 e 0s 17 casos avaliados para a sequéncia do cromossomo 7,
pode-se verificar uma significativa frequéncia de células normais. Para a sonda
RP11-275J11, sete casos mostravam mais de 50% de células normais; para a
sonda RP11-46J20 foram seis casos e para a sequéncia do TP53 foram trés
casos. Nestes casos com alta frequéncia de células normais, foram observadas
perdas homozigota e heterozigota significativas em seis casos para sonda do
cromossomo 3, quatro casos para a sonda do cromossomo 7 € em dois casos
para sequéncia do gene TP53. Estes resultados revelam que as alteragdes
envolvendo perdas para todas as sondas testadas estavam presentes em
subpopulagdes celulares. A presenca de alta frequéncia de células com o
padrédo de hibridacdo esperado para dissomia pode revelar contaminagdo com
células normais, ndo tumorais, ou um padrdao normal para as sequéncias
estudadas. A analise por bandamento GTG também revelou a presencga de
subpopulag¢des celulares com cariétipos normais (46 cromossomos) em todos
0os casos. As preparagoes celulares utilizadas nas analises de bandamento
GTG e da FISH sao obtidas apds cultura celular e podem ser selecionadas
populagdes celulares especificas. Em adicdo, a separacdo de células nao
tumorais apds cultivo in vitro ainda € um problema sem solugao.

Amplificagbes no brago longo do cromossomo 17 envolvendo o gene
ERBB2 foram descritas em varios tipos de tumores sdlidos e estdo
particularmente associados a prognosticos agressivos no cancer de mama
(Wang e Hung, 2001). Niveis aumentados de expressdo de ERBBZ2 nao sao
eventos comuns em neoplasias hematoldgicas e estdo associados a doencga

agressiva e prognostico desfavoravel em SMD.
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Neste estudo, dezesseis casos foram avaliados para a regido 17912
pela FISH e a presenca de trés ou mais sinais ndo foi significativa sendo
observada em aproximadamente 5% das células.

No fim da década de 80, Fukushige et al. (1986) e Kaneko et al. (1987)
identificaram a existéncia de um ponto de quebra na regido 17q12 envolvendo
o gene ERBB2/HER2 em casos de leucemia promielocitica aguda. Em outro
estudo, Buhring et al. (1995), utilizando técnicas de imunofluorescéncia e
citometria de fluxo, compararam a expressdo de HER2 em células
hematopoéticas de individuos saudaveis e em blastos anormais de portadores
de leucemia linfocitica aguda (LLA) e crénica (LLC), LMA e leucemia mieloide
cronica (LMC) e verificaram aumento dessa expressdo em 2/15 pacientes
pediatricos e em 10/21 pacientes adultos com LLA.

Potti et al. (2001) também identificaram aumento de expressdo da
proteina HER2 em 9/14 pacientes adultos ndo-fumantes que apresentavam
LLC de prognostico desfavoravel e carcinoma pulmonar agressivo. No ano
seguinte, esse mesmo grupo de pesquisa, utilizando metodologia similar,
mostrou expressdo aumentada desta proteina em 12,9% dos 31 casos de
mieloma multiplo avaliados.

Martin-Subero et al. (2001) relataram amplificagdo no cromossomo 17q
em um paciente adulto inicialmente com SMD e que evoluiu para LMA. No
mesmo ano, Morerio et al. (2001) descreveram um caso pediatrico de SMD
com t(9;11)(p12;923) ao diagndstico, que progrediu para LMA extremamente
agressiva como consequéncia da evolugao clonal da doenga a qual resultou no
surgimento de células mutantes quimioresistentes e portadoras de trissomia

17921-qter.
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Muller et al. (2003) avaliaram a expressdo de HER2 em blastos
primarios de pacientes de LLA utilizando anticorpos monoclonais especificos e
verificaram que cinco dos 33 casos apresentavam expressao elevada deste
gene. Interessantemente, todos os cinco pacientes apresentavam progndsticos
agressivos e resisténcia a terapias. Usando a técnica da FISH, Chevallier et al.
(2004) também verificaram ganhos de sequéncias de ERBB2 em 15/100 casos
de LLA adultos (31%) e pediatricos (3,4%), os quais eram resistentes a terapia.

Mais recentemente, Martinez-Ramirez et al. (2005) detectaram pela
CGH e confirmaram pela FISH amplificagdes do gene ERBB2 em 35% dos 37
pacientes adultos com SMD os quais apresentavam cariotipos complexos pela
analise citogenética convencional.

Em nosso estudo, os dezesseis casos avaliados pela analise da FISH
com a sonda RP11-62N23 nao apresentaram amplificagdo significativa do
brago longo do cromossomo 17.

Padréao normal no numero de sequéncias de ERBBZ2 também foram
relatados por Musolino et al. (2005) nos quarenta casos de LLC avaliados pela
metodologia da FISH com sonda locus-especifica desse gene. Recentemente,
Lee et al. (2006) verificaram a auséncia de mutagdes na sequéncia deste gene
em amostras de DNA extraidas de 143 casos de LMA apos PCR-SSCP e
sequenciamento.

A presenca de delegbes no bragco curto do cromossomo 12 é
extremamente comum e heterogénea em neoplasias hematoldgicas e,
particularmente, estdo envolvidas em cerca de 5% dos casos de SMD, mais
frequentemente em RAEB, RAEB-t e CMML. Nas SMD de novo, delegbes

intersticiais de 12p ocorrem isoladamente, ao contrario das SMD secundarias,
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em que perda deste segmento cromossémico resulta de translocagdes nao-
balanceadas (Mecucci, 1998).

No presente estudo, a analise cariotipica por bandamento GTG
identificou dois pacientes com delegdes clonais da regido 12p13 (casos 1 e 3).
No caso 1, SMD-RA, a del(12)(p13) foi observada em trés culturas de medula
O0ssea obtidas em diferentes tempos. A paciente foi a obito pela doenca apos
12 anos do diagndstico e apresentava um cariétipo complexo. O caso 3, SMD-
RAEB, apresentou a delecdo 12p outras alteragdes estruturais clonais em
baixa frequéncia e foi a dbito pela doenca em 9 meses.

As delegbes em 12p envolvem pontos de quebra em regides proximas a
12p13, e resultam na perda dos genes localizados entre as bandas p11 e p13,
tais como TEL e KIP1, que apresentam propriedades de supressores tumorais.
O gene TEL, localizado em 12p13, € membro da familia de fatores de
transcrigdo e codifica proteinas que s&o responsaveis pela regulagdo negativa
do processo transcricional. O gene KIP1, mapeado nesta mesma regido, é
responsavel pela codificacdo da proteina p27, a qual atua como inibidora de
quinases ciclina-dependentes, participando significativamente no processo de
checkpoints do ciclo celular e no controle da proliferagao celular.

A caracterizagdo molecular utilizando a técnica da FISH demonstra que
0 gene ETV6 e o gene inibidor da enzima quinase dependente de ciclina G1
(CDKN1B) estdo situados em regides comumente deletadas peculiares a
neoplasias hematologicas com del(12p) (Hoglund et al, 1996).

Utilizando um conjunto de sondas especificas do cromossomo 12 para
aplicacdo da FISH, Wlodarska et al. (1996) detectaram perda de 12p em 22
casos portadores de diferentes doengas hematoldgicas. Um caso era pediatrico

e portador de SMD-RAEB-t. Solé et al. (2000) relataram que 26 de 640 casos
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de SMD primaria apresentavam dele¢des em 12p e a presenca desta alteracao
estava correlacionada a progndsticos favoraveis. Em contrapartida, Bernasconi
et al. (2005) identificaram esta alteragdo em 11 dos 331 casos de SMD de
novo, 0s quais apresentavam curso clinico agressivo e baixa sobrevida. Em
outro estudo, Van Limbergen et al. (2002) detectaram, pela FISH, delecédo de
um alelo de ETV6 nos 5/36 casos adultos de SMD e LMA (3 SMD e 2 LMA)
portadores de rearranjos envolvendo 12p13.

Evidéncias acumuladas sugerem que dele¢cdes ou mutagdes em 12p13
ou em regides proximas podem causar o comprometimento funcional desses
genes, promovendo o processo carcinogénico (Hayashi et al, 1996).

A perda do cromossomo 20 foi detectada como anormalidade clonal em
cinco casos avaliados apos banda GTG (casos 1-cultura I, 8, 10 e 12). Para
nosso conhecimento e consultando o banco de dados de Mitelman et al.
(2006), nao ha relatos de monossomia 20 em casos de SMD pediatrico.

Alteracbes no cromossomo 20 sdo frequentes em doencas
hematopoéticas mieldides, sendo raramente observada em neoplasias linféides
(Mitelman et al, 1997). Particularmente, as delegbes em 20g s&o mais
frequentes que a monossomia 20 e estdo presentes em aproximadamente 4%
dos casos de SMD, sendo geralmente associadas a bom prognostico (Fenaux
et al, 1996).

Hasle et al. (1995) relataram um caso pediatrico de SMD-RAEB-t que
apresentava delecdto em 20911 apdés anadlise de bandamento G.
Recentemente, Trost et al. (2006) relataram a presenca de monossomia 20 em
um caso de SMD (1/17 casos) e em um caso de LMA (1/3 casos) apds analises
de caridtipo espectral. Em um estudo semelhante, Shali et al. (2006)

identificaram delecao de 20q em 5% dos 43 casos de SMD-t e LMA-t avaliados.
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Entre os quatro casos identificados com monossomia 20 neste estudo,
trés foram classificados como subtipo RAEB ao diagnostico; um caso (12)
evoluiu do subtipo RARS para RAEB ap6s 15 meses do diagndstico. Os casos
1 e 8 foram a 6bito pela doencga.

A importancia prognoéstica das delegbes no cromossomo 20 ndo esta
completamente esclarecida. Alguns estudos sugerem que portadores de SMD
com delegcdo em 20q apresentam bons prognodsticos (Greenberg et al, 1997),
condi¢do esta que nao foi confirmada por outros autores (Campbell e Garson,
1994). Brezinova et al. (2005) relataram que os casos adultos de SMD com
20g- e alteragbes cromossdmicas adicionais apresentavam uma menor
sobrevida em relagéo aos portadores de delegdo 20g como unica anormalidade
citogenética. Nos quatro casos com monossomia 20 do nosso estudo, todos
apresentavam alteragcdes cromossémicas adicionais.

No presente estudo, a analise de bandamento GTG identificou a perda
do cromossomo Y como anormalidade clonal no caso 5. Contudo, o significado
dessa anormalidade citogenética ainda € objeto de controvérsias.

Alguns estudos sugerem que a perda do Y ndo esta envolvida na
patogénese de neoplasias hematologicas, pelo fato de que casos de sindrome
mielodisplasica com essa alteragdo apresentam prognosticos brandos e
expectativa de vida elevada. Concomitantemente, outras pesquisas
demonstram associagdes consistentes entre a perda desse cromossomo com
cursos clinicos agressivos e prognosticos intermediarios (Wiktor et al, 2000).

Recentemente, Babicz et al. (2005), utilizando CGH e FISH,
identificaram a perda do cromossomo Y em um caso pediatrico com estagio

avancgado de LMA.
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Neste estudo, esta correlagdo foi observada no caso 5, com perda do
cromossomo Y, uma vez que o paciente apresentava quadro clinico agressivo
caracterizado por hepatoesplenomegalia e anemia severa. Neste paciente
houve perda de seguimento clinico.

Em nosso estudo, outras anormalidades cromossdmicas foram
observadas em menor frequéncia entre os 22 casos avaliados apoés
bandamento GTG e incluiam delegcbes nos cromossomos 4, 9 e 11,
monossomias 10, 13, 15, 18, 19, 20, 21, e 22, trissomias 6 e 8, cromossomos
derivativos cromossomos X, 22 e 9 e inversdo no cromossomo Y. Para nosso
conhecimento, essas alteragdes citogenéticas nao tém sido frequentemente
relatadas em SMD pediatrica, excetuando-se a delegdo em 11q, identificada
neste estudo como unica anormalidade clonal no caso 13.

Baseados nos banco de dados de Mitelman et al. (2006), apenas quatro
casos pediatricos foram descritos com dele¢cdo em 11q até o presente.

Anormalidades envolvendo o brago longo do cromossomo 11 s&o
frequentemente observadas em neoplasias mieldides e apresentam um ponto
de quebra comum em 11g23. As dele¢des desta regido, na qual se mapeia o
gene MLL (mixed-lineage leukemia), estdo presentes em 5% dos casos de
SMD e, frequentemente, estdo acompanhadas por anormalidades
cromossOmicas adicionais e pior prognoéstico (Panani e Roussos, 2006). Neste
estudo, entretanto, del(11)(g23) foi observada como unica alteragéo
cromossdmica em duas metafases do caso 13, o qual estava classificado com
RA ao diagnostico e evoluiu para RAEB em menos de um ano.

Delegdes de 11923 como unica anormalidade cromossémica tém sido
descritas em um pequeno numero de casos de neoplasias mieléides (Mitelman

et al, 2006). Somente 15 casos de SMD foram relatados na literatura até o
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momento (Hyder et al, 1978; Raskind et al, 1984; Pedersen e Kerndrup, 1986;
Taniwaki et al, 1987; Cuneo et al, 1989; Ohyashiki et al, 1993; Harbott et al,
1998; de Souza Fernandez et al, 2000). Todos os pacientes faziam parte de
estudos amplos e a descri¢cao clinica era limitada. Trés dos pacientes estavam
classificados com RA, quatro eram RARS, outros quatro pertenciam ao subtipo
RAEB-t, dois eram portadores de CMML e em dois a SMD nao foi
categorizada. Particularmente, no estudo de Souza Fernandez et al. (2000),
dois dos quatro casos com del(11)(q23) eram pediatricos e estavam
classificados como RAEB.

A existéncia de caridtipos normais tem sido amplamente descrita em
portadores de SMD avaliados por metodologias convencionais. De fato, em 40-
60% das SMD primarias e em 20% das SMD-t ndo sao detectadas
anormalidades cromossémicas ao diagndstico (Catenacci e Schiller, 2005).

Neste estudo, cinco casos de SMD (casos 9, 19, 15, 20 e 21)
apresentaram cariotipos normais na maioria das metafases analisadas apos
bandamento GTG. Pela FISH, a perda significativa das sequéncias dos
cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 foi observada em quatro casos. Em dois
casos (19 e 20) a perda das trés sequéncias avaliadas foi detectada em mais
de 50% das células. No caso 15 esta alteracao foi observada somente para as
sondas de 3p25.1 e do gene TP53. Dentre estes casos, trés estéo classificados
com RA (casos 9, 19 e 21), o caso 15 pertence ao subtipo RAEB e o0 caso 20 a
SMD né&o foi categorizada. O caso 9 foi a 6bito em um periodo de 30 meses
apos o diagnostico e o caso 15 continuava em seguimento. Nos outros trés
casos houve perda de seguimento clinico.

O padrao citogenético normal € indicativo de bom prognédstico e baixo

risco de progressao para LMA conforme os critérios propostos pelo IPSS.
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Contudo, a maioria dos pacientes cariotipicamente normais apds analise por
citogenética classica apresenta-se bastante heterogéneo quanto ao curso
clinico da doenga e progndstico final (Sole et al, 2000).

Dessa forma, a detecgédo deste perfil citogenético ao diagndstico pode
ser atribuida a estagios iniciais pré-malignos da SMD e/ou a limitagées das
técnicas convencionais na identificacdo anormalidades cromossémicas
complexas (Catenacci e Schiller, 2005).

Uma variedade de estudos aponta a importancia de investigagcbes
citogenéticas moleculares mais sensiveis em pacientes com cariotipos normais
por métodos classicos. Rigolin et al. (2001) e Romeo et al. (2002) relataram a
presenca de anormalidades cromossOmicas apos analises moleculares em
17,8 e 29,6% dos pacientes, respectivamente, os quais se apresentavam
cariotipicamente normais pela citogenética convencional.

Ketterling et al. (2002) avaliaram 32 portadores de SMD com cariotipo
normal apds bandamento G, e em posterior analise pela FISH, verificaram que
um desses casos apresentava alteragdo citogenética.

Em outro estudo, Bernasconi et al. (2003), utilizando técnicas de
hibridagcdo in situ fluorescente, identificaram a presengca de alteragdes
cromossdmicas clonais em 15% dos 18 pacientes portadores de caridtipos
normais avaliados por citogenética classica. Mais recentemente, Breccia et al.
(2005) realizaram estudo semelhante e relataram anormalidades citogenéticas
pela analise da FISH em 63/98 pacientes com SMD e cari6tipos normais apos
bandamento GTG.

Bennett et al. (2005) relataram que 58% dos 98 casos diagnosticados
com auséncia de anormalidades citogenéticas por banda G apresentavam

curso clinico heterogéneo e progndsticos de intermediario a agressivo,
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discordando com o perfil clinico de bom progndstico proposto pelo critério do
IPSS em pacientes com cariétipo normal.

Em um estudo recente de Yilmaz et al. (2005), 80,8% dos 26 casos de
SMD-t adulta avaliados apds bandamento GTG apresentavam caridtipos
normais e, portanto, foram classificados no grupo de bom progndstico.
Entretanto, esses autores detectaram, pela FISH, uma frequéncia significativa
de perdas nos cromossomos 5 e 7 em nove deste pacientes, trés dos quais
evoluiram posteriormente para leucemia.

A analise comparativa entre as alteragdes nas quatro sondas avaliadas
pela FISH demonstrou a presenca de perda homozigota ou heterozigota
significativa para as sequéncias dos cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 em
13 casos. Entre esses casos, os pacientes 9 (SMD-RA) e 23 (SMD-CMML)
foram a 6bito em um periodo de 31 meses e 19 meses, respectivamente,
mesmo apos transplante de medula 6ssea e tratamento quimioterapico. No
caso 13 a doencga evoluiu de RA para RAEB em um periodo de 15 meses. Em
quatro casos (12, 18, 19 e 20) as alteragbes para estas trés sequéncias foram
verificadas em mais de 50% das células avaliadas. Nos casos 18 (SMD-RA),
19 e 20 (SMD néo categorizada) n&o foi possivel avaliar a evolugéo clinica pois
houve perda de seguimento clinico. O caso 12, por sua vez, evoluiu do subtipo
RA para RAEB em um periodo inferior a um ano. Entre os 17 casos com perda
significativa para as sequéncias do cromossomo 3 e TP53, um caso (caso 8 -
RAEB) apresentava sinais clinicos agressivos caracterizado por
hepatoesplenomegalia e anemia severa e foi a 6bito em um periodo inferior a
um ano. Esses achados podem sugerir que a perda significativa da regido
3p25.1 e do gene TP53 estdo preferencialmente associadas a doencga

agressiva e risco elevado de progressao tumoral.
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As analises citogenéticas s&o cruciais para o diagnostico e na avaliagao
prognostica de pacientes com SMD embora, apresentem limitagdes. De fato, a
interpretacdo de caridtipos na analise cromossémica convencional pode ser
complexa devido ao pequeno numero de metafases nas preparagdes celulares,
sobreposicdes cromossOmicas, baixa sensibilidade do bandamento
cromossdmico na identificagdo de alteracbes complexas, pequenas insergoes e
deleg¢des. Apesar da elevada sensibilidade para detec¢cdo de microdelecdes e
rearranjos de pequenas regides cromossOmicas, a técnica de FISH, por sua
vez, € um procedimento limitado para dois a trés cromossomos por analise
além de requerer amplo conhecimento do segmento cromossémico de
interesse para selegédo de sondas apropriadas (Steensma e List, 2005).

Esses achados demonstram a importancia das técnicas de citogenética
molecular como adjuvante dos métodos convencionais, principalmente nos
casos em que bandamento GTG detectar padrdo cromossémico normal. Essa
correlagao foi observada em todos os casos, nos quais identificamos padrao
cromossOmico normal utilizando citogenética classica e perda significativa para
as sequéncias dos cromossomos 3, 7 e 17p avaliadas pela metodologia de
FISH.

Entretanto, o uso da citogenética convencional faz-se também muito
importante no diagnostico e estudo de doengas hematologicas uma vez que
permite a analise de todos 0s cromossomos num unico experimento, a
avaliagdo da heterogeneidade tumoral e a identificacdo de anormalidades
cromossdmicas menos frequentes, mas que podem podem ser cruciais para o
desenvolvimento tumoral. A FISH €& uma ferramenta bastante util para
confirmar e revelar detalhes de resultados citogenéticos (Yilmaz et al, 2005).

Nossos resultados indicam que quando aplicadas simultaneamente, a
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citogenética classica e FISH permitem detectar alteracbes cromossémicas
clinicamente significantes para portadores de SMD, desvendando marcadores
diagndsticos e progndsticos.

A qualidade cromossbmica, em muitos casos de doengas
hematopoéticas, torna dificil a identificacdo de pequenos marcadores e
rearranjos estruturais. A técnica de FISH pode ser usada como adjuvante na
definicdo de rearranjos e esta investigagao pode auxiliar de forma significativa

no diagnostico, prognostico e a definicdo da conduta terapéutica (Deeg, 2004).
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VI- CONCLUSOES

Entre os 22 casos analisados por bandamento GTG foi identificada a presencga
de alteragdes cromossémicas envolvendo principalmente as delegcbes nos
cromossomos 12 e 17 e monossomia 20. Outras anormalidades citogenéticas foram

detectadas em menor frequéncia.

Na maioria dos casos avaliados pela FISH foi observada perdas homozigotas e
heterozigotas significativas das sequéncias mapeadas nos cromossomos 3 e 7 e do
gene TP53 , independentemente do subtipo clinico. A analise da FISH para sequéncia
do ERBB2/HER-2 foi normal para os dezesseis casos avaliados.

As perdas homozigotas ou heterozigotas para a sequéncia mapeada em 3p25.1
foi significativa em 17/19 casos avaliados. Destes casos, quatorze apresentaram quadro
clinico agressivo e quatro foram a 6bito pela doenga. A regido onde esta sonda se
mapeia coincide com a localizagdo do gene TSENZ2 e esta proxima ao gene PPARG,
potenciais candidatos a etiologia ou progressdo da SMD.

Quinze de 17 casos mostraram perdas homozigotas ou heterozigotas
significativas. Cinco destes casos apresentaram quadro clinico agressivo caracterizado
por hepatoesplenomegalia, onze casos com anemia severa, e quatro foram a ébito pela
doenca. A regido onde esta mapeada a sequéncia RP11-46J20 contém os genes
SLC26A4, DUS4L e BCAP29 e esta proxima aos genes SLC26A3, LAMB1 e HBP1.
Estes genes sdo compativeis com perda de fungcdo e podem estar associados ao
desenvolvimento das SMD.

As perdas homozigotas ou heterozigotas significativas da sonda do gene TP53
foram verificadas em 18/19 casos, dentre os quais quatorze apresentaram quadro
clinico agressivo. Quatro casos foram a 6bito pela doenga e dois deles haviam sido
submetidos a transplante de medula d6ssea e terapia. A perda deste gene nao foi
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observada apenas no caso de SMD relacionada a terapia. Estes achados sugerem que

0 gene TP53 é um importante marcador nas SMD infantis primarias.

A analise para sequéncia do ERBB2/HER-2 mostrou padrdo normal em todos os

casos, sugerindo que este gene nao esta envolvido nas SMD infantis analisadas.

A analise comparativa das alteragdes observadas para todas as sequéncias
avaliadas pela FISH demonstrou perda homozigota e heterozigota significativa para as
sondas dos cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 em 13 casos. Alguns destes casos
apresentaram quadro clinico agressivo e risco elevado de progressédo da doenga. Esses
achados sugerem que estas alteragbes sao importantes na progressdo das SMD
pediatricas.

Os caridtipos normais por bandamento GTG também foram achados frequentes
e foram identificados em cinco casos. Entretanto, estes casos apresentaram perdas
homozigotas e/ou heterozigotas significativas das sequéncias mapeadas em 3p25.1,
7922.3 e 17p13.1 avaliadas pela FISH. A maioria dos casos em que foi detectada perda
significativa para as sequéncias avaliadas pela FISH, ndo foi detectada anormalidades
citogenéticas por banda G envolvendo os respectivos cromossomos. Estes achados
indicam a elevada sensibilidade da metodologia de hibridagdo in situ em detectar
alteracbes cromossOmicas que nao podem ser identificadas pelas técnicas de
bandamento. Isto reforca a importancia do uso da citogenética molecular como
adjuvante das metodologias convencionais, principalmente nos casos em que for

detectado padrao cromossémico normal.
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