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RESUMO

As neoplasias mieloides compreendem um grupo heterogéneo de doencas hematolégicas
que se originam de um precursor mieloide comum, em diferentes fases de diferenciacdo. As
alteracoes celulares que levam ao desenvolvimento de neoplasias podem ocorrer através de
mecanismos epigenéticos ou de alteragdes genéticas. DNMT3A codifica metiltransferases
que adicionam grupamentos metil a residuos de citosina do DNA e TET2 promove a
hidroxilacdo da citosina metilada, o que os caracteriza como elementos importantes no
controle epigenético. DNMT3A e TET2 encontram-se frequentemente mutados em
neoplasias mieloides, mas o impacto progndstico destas mutacdes ainda € controverso. A
consequéncia funcional da mutacdo de DNMT3A em neoplasias mieloides ainda ndo foi
definida, mas o silenciamento da proteina em células progenitoras murinas favorece a
autorrenovacdo e compromete a diferenciacdo celular. A mutacdo de TET2 tem como
consequéncia a perda de func¢do do gene e participa da transformacgdo neoplésica das células
mieloides, favorecendo a proliferacdo da série mielomonocitica. Entretanto, a expressao de
TET2 e DNMT3A nestas doencas ainda é pouco elucidada. Assim, os objetivos deste estudo
foram (1) investigar a expressdo de TET2 e DNMT3A em células hematopoéticas de
individuos normais e pacientes com sindrome mielodisplasica (SMD) e leucemia mieloide
aguda (LMA), (2) correlacionar a expressao de TET2 e DNMT3A com o fenétipo clinico e
sobrevida de pacientes com SMD; (3) investigar a expressao de TET2 e DNMT3A durante a
diferenciagdo celular hematopoética e (4) avaliar o efeito do silenciamento de DNMT3A no
fendtipo de linhagens celulares leucémicas.

No presente estudo, verificamos redu¢do na expressio de TET2 em células

provenientes de pacientes com SMD e LMA quando comparada a expressdo em controles
xi



normais (p<.001), e reducdo em SMD alto risco quando comparada a SMD baixo risco
(p=.02). Os resultados em amostras sequenciais de cinco pacientes com SMD indicaram
reducdo da expressdo de TET2 no momento da progressdo da doenca. A andlise univariada
evidenciou que fatores clinicos tiveram impacto tanto na sobrevida livre de evento como
sobrevida global, incluindo a classificacdo de risco pela OMS 2008 (alto vs. baixo,
p<.0001), IPSS (int-2/alto vs. baixo/int-1, p<.0001), hemoglobina (<10 vs. > 10, p<.05),
contagem de leucdcitos (< 3 vs. >3 x109/L, p<.05), contagem absoluta de neutréfilos (< 1.5
vs. > 1.5, p<.05) e porcentagem de blastos na medula 6ssea (> 5 vs. <5 ou > 10 vs. <10,
p<.0004). Além disso, a baixa expressao de TET?2 teve impacto negativo na sobrevida livre
de evento (HR: 6.51 [2.42-17.49], p=.0002) e na sobrevida global (HR: 7.25 [2.77-18.99],
p<.0001). A andlise multivariada indicou que a baixa expressdo de TET2 (p_<.0001), IPSS
alto/intermediate-2 (p_<.0001), e hemoglobina <10 g/dL (P<.03) sdo fatores progndsticos
para menor sobrevida livre de evento e sobrevida global.

Durante a diferenciacdo eritroide de células CD34" de individuos normais e
pacientes com SMD, observamos um aumento significativo da expressao de TET2 (p=. 03).
Na avaliacdo da diferenciacdo celular de linhagens leucémicas, observamos aumento
significativo na expressdo de TET2 durante as diferenciacdes granulocitica (p=.04) e
megacariocitica (p=.03); e um aumento ndo significativo durante a diferenciacio
eritrocitica.

A expressio de DNMT3A foi semelhante entre pacientes com LMA, SMD e
controles normais, e ndo teve impacto significativo na sobrevida dos pacientes com SMD.
A expressao de DNMT3A nao foi modulada durante a diferenciagdo eritroide de células

CD34" de individuos normais e pacientes com SMD. Nos modelos de diferenciagio celular
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de linhagens leucémicas, observamos aumento significativo da expressio de DNMT3A
durante a diferenciacdo granulocitica, mas ndo durante a diferenciacdo eritrocitica e
megacariocitica. A reducdo na expressio de DNMT3A ndao resultou em alteracdo
significativa na apoptose, na proliferacio e no ciclo celular em linhagens leucémicas HL60
e U937. A expressdo génica e proteica de PTEN ndo foi modulada em células leucémicas
submetidas a inibi¢do de DNMT3A.

Os achados aqui descritos sugerem que, similarmente a presenca de mutacdo no
TET2, a baixa expressdo de TET2 pode participar do processo de transformacao celular em
SMD de alto risco e LMA; estudos clinicos deveriam considerar a investigacdo da
expressdo génica de TET2 em conjunto com a pesquisa de mutacdo TET2 na definicdo de
prognostico. Os resultados de expressdo e fungdo de DNMT3A sugerem que a mutacdo, e
ndo a expressdo, deva ser o principal mecanismo pelo qual o DNMT3A participa da
transformacdo neoplésica e que a funcdo de DNMT3A pode depender da linhagem celular

estudada.
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ABSTRACT

Myeloid neoplasms comprise a heterogeneous group of hematologic malignancies that
originate from a common myeloid precursor at different stages of differentiation. Cellular
changes that lead to development of malignancies may occur through epigenetic
mechanisms or genetic alterations. DNMT3A encodes methyltransferases that add methyl
groups to cytosine residues in DNA, TET2 promotes hydroxylation of methylated cytosine,
and both proteins are important elements in epigenetic control. TET2 and DNMT3A are
recurrently mutated in myeloid malignancies, but the prognostic consequence of TET2 and
DNMT3A mutation is still controversial. The functional consequences of DNMT3A
mutation has not been defined, but the protein silencing in murine progenitor cells promotes
self-renewal and reduces cell differentiation. TET2 mutation results in loss of function and
participates in the neoplastic transformation of myeloid cells, favoring the proliferation of
granulomonocytic cells. However, the expression of TET2 and DNMT3A in these diseases
has been rarely addressed. Then, the aims of this study were (1) to evaluate TET2 and
DNMT3A gene expression in hematopoietic cells from healthy individuals and from
patients with myelodysplastic syndrome (MDS) and acute myeloid leukemia (AML); (2) to
correlate TET2 and DNMT3A expression with clinical phenotype and outcomes of MDS
patients; (3) to investigate TET2 and DNMT3A expression during hematopoietic cell
differentiation; and (4) to evaluate the effect of DNMT3A silencing in the phenotype of
leukemia cell lines.

In this study, the expression of TET2 was decreased in cells from patients with
MDS and AML compared to healthy donors (p<.001) and reduced high-risk MDS

compared to low risk MDS (p=.02). The results in sequential samples from five patients
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with MDS indicate reduced expression of TET2 at the time of disease progression. By
univariate analysis, clinical factors that significantly affected both event free survival (EFS)
and overall survival (OS) included risk stratification by WHO 2008 (high vs. low,
p<.0001), IPSS (int-2/high vs. low/int-1, p_<.0001), hemoglobin (<10 vs. > 10, p<.05),
white blood cell counts (< 3 vs. >3 x10°/L, p<.05), absolute neutrophil counts (< 1.5 vs. >
1.5, p<.05) and bone marrow blast percentage (> 5 vs. <5 or > 10 vs. <10, p<.0004).
Furthermore, low TET2 expression negatively impacted both EFS (HR: 6.51 [2.42-17.49],
p=.0002) and OS (HR: 7.25 [2.77-18.99], p<.0001). Multivariate analyses indicated that
low TET2 expression (p_<.0001), along with IPSS high/intermediate-2 risk group (p
<.0001), and hemoglobin <10 g/dL (p<.03) were independently prognostic for worse EFS
and OS.

During erythroid differentiation of CD34" cells from normal individuals and patients
with low-risk MDS, we observed an increased expression of TET2 (p=.03). During cell
differentiation of leukemic cell lines, we observed a significantly increase in the expression
of TET2 during granulocytic and megakaryocytic differentiation (p=.04 and p=.03,
respectively); there was also an increased expression during erythrocytic differentiation, but
this was not statistically significant.

The expression of DNMT3A was similar between patients with AML, MDS and
healthy donors, and it did not impact survival outcomes in MDS patients. DNMT3A
expression was not modulated during erythroid differentiation of CD34" cells from normal
individuals and patients with MDS. In leukemic cell lines models of differentiation, we
observed a significantly increase in the DNMT3A expression during granulocytic

differentiation, but not in erythrocytic and megakaryocytic differentiation. The DNMT3A
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silencing did not result in significant changes in apoptosis, proliferation and cell cycle in
leukemic cell lines HL60 and U937. PTEN gene and protein expression was not modulated
in leukemic cell lines submitted to inhibition of DNMT3A.

The findings reported here suggest that, similarly to the presence of TET2
mutations, the low expression of TET2 can participate in the process of cell transformation
in high risk MDS and AML. Clinical studies should consider the investigation of TET2
expression together with the studies of TET2 mutation to defining prognosis. Our results of
expression and function suggest that DNMT3A mutation, instead of the expression, should
be the main mechanism by which DNMT3A participates in neoplastic transformation and

that DNMT?3A function may vary according to the cell line studied.
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(n=22). O eixo y representa a intensidade relativa de expressio do RNAm de
DNMT3A. Uma amostra de doador normal foi utilizada como amostra calibradora. As
linhas horizontais representam a mediana. Note que a expressio do RNAm de
DNMT3A foi semelhante entre pacientes com SMD e LMA quando comparados com
células hematopoéticas normais (A) e em pacientes SMD baixo risco quando
comparados a SMD alto 11SCO (B). .uuvviiiiiiiiiieiiee e 80
Figura 9. Diferenciagio eritroide de células CD34" de medula 6ssea de doadores normais e
de pacientes com Sindrome Mielodisplasica (SMD). Dot plot representativos de um
doador normal (A) e um paciente com SMD (B) nos dias 6 e 12 de diferenciacio
eritroide. O aumento na expressdo de ambos os marcadores de superficie celular
Glicoforina A (GPA) e Transferrina (CD71), caracteristicos de eritrocitos maduros,
comprova a diferenciagao das células no dia 12.........ccceeeiiieiiieeniiieeniie e 83
Figura 10. Diferenciagfo eritroide de células CD34" de medula 6ssea de doadores normais
e de pacientes com Sindrome Mielodispléasica (SMD). Analise por PCRq da expressao
de TET2 em células CD34" de doadores normais (A) e pacientes com SMD (B) nos
dias 6, 8 e 12 da diferenciagdo eritroide. A expressio de TET2 aumentou
significativamente no dia 12 de diferenciacdo. As linhas horizontais indicam os
valores medianos. Os valores de p sdo indicados na figura.............cceeceevvieeriieennneen. 84
Figura 11. Diferenciagfo eritroide de células CD34" de medula 6ssea de doadores normais
e de pacientes com Sindrome Mielodispléasica (SMD). Analise por PCRq da expressao
de DNMT3A em células CD34" de doadores normais (A) e pacientes com SMD (B)
nos dias 6, 8 e 12 da diferenciacao eritroide. A expressdo de DNMT3A nao se alterou
durante os estdgios de diferenciacdo. As linhas horizontais indicam os valores
TNEAIANIOS. ¢ttt ettt ettt e ettt e et e e ettt e sabeeesabeeesabeeeeabeesbaeesbaeesneeeean 84
Figura 12. Expressdo de TET2 e DNMT3A durante a diferenciagdo megacariocitica de
células K562 tratadas ou ndo com indutor de diferenciacio PMA. Dot Plots das células
K562 tratadas ou ndo com PMA, comprovando a diferenciacdo megacariocitica
através do aumento da expressdo de CD61 (A). Andlise por PCRq da expressao de
TET2 (B) e DNMT3A (C) em células K562 tratadas ou ndao com PMA. A expressao de
TET2 aumentou significativamente nas células tratadas, enquanto a de DNMT3A
apresenta um aumento ndo significativo durante a diferenciacdo megacariocitica. Os
valores de p s30 Indicados Na fIZUIA. .........cociiriiiiiiiiiiiieeeece e 86
Figura 13. Expressdo de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacdo granulocitica de células
NB4 tratadas ou nao com indutor de diferenciagdo ATRA. Dot Plots das células NB4
tratadas ou nao com ATRA, comprovando a diferenciacdo granulocitica através do
aumento da expressdao de CD11b (A). Analise por PCRq da expressdao de TET2 (B) e
DNMT3A (C) em células NB4 tratadas ou ndo com ATRA. A expressao de TET2 e
DNMT3A aumentou significativamente nas células induzidas a diferenciacio
granulocitica. Os valores de p sao indicados na figura.........ccccceevevveeniieinieenncee e, 87
Figura 14. Expressdao de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacdo eritroide de células
KUS8I12 tratadas ou nao com indutores de diferenciacdo HE e HU. Anélise morfolédgica
através de microscopia Optica das células KU812 tratadas ou ndo com HE e HU,
comprovando a diferenciacdo eritroide através da verificacdo de modificagdes no
formato celular e presenca de hemoglobina nas células apds tratamento (A). Andlise
por PCRq da expressdo de TET2 (B) e DNMT3A (C) em células KU812 tratadas ou
nao com HE e HU. A expressao de TET2 apresentou um aumento ndo significativo e a
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expressao de DNMT3A ndo se alterou nas células induzidas a diferenciacdo eritroide.
...................................................................................................................................... 88
Figura 15. ShRNA especifico para TET2 mediado por lentivirus ndo resultou no
silenciamento efetivo de TET2 em células HL60 e U937. A quantificacdo da
expressdo de TET2 nas células HL60 (A) e U937 (B) shTET2 ndo diferiu
estatisticamente da células shControle. Expressao dos niveis de TET2 foi normalizada
pelo controle endégeno HPRT (A). Os resultados foram analisados usando 27T, ... 89
Figura 16. ShRNA especifico para DNMT3A mediado por lentivirus resultou no
silenciamento efetivo de DNMT3A em células HL60 e U937. A quantificacdo da
expressio de DNMT3A nas células shADNMT3A em relacdo a células shControle.
Expressao dos niveis de DNMT3A foi normalizada pelo controle endégeno HPRT (A).
Os resultados foram analisados usando 2““". Andlise por Western Blot de extratos
proteicos de células shDNMT3A e shControl (B). A membrana foi incubada com
anticorpos anti- DNMT3A (100 kDa) ou anti-Actina (42 kDa) como controle da
quantidade de proteina aplicada no gel. A membrana de nitrocelulose foi revelada com
ECL Western Blot Analysis System. Os graficos de barras representam a média=DP
das intensidades de bandas de 3 experimentos independentes. A expressao proteica de
DNMT3A foi corrigida pela expressdo de actina correspondente (Scion Imagine
SOFtWAre). TESLE # STUACHT. «.....coooevveveiieee et 91
Figura 17. O silenciamento de DNMT3A nio altera a proliferacdo celular em células HL60
e U937. A proliferacdo celular foi determinada pelo ensaio de MTT apds 48 horas de
incubacdo de células sA DNMT3A e shControle em células HL60 (A) e U937 (B). Os
resultados sdo apresentados como médiat DP de seis replicatas e € representativo de 3
experimentos independentes. Teste de Mann-Whitney..............ccccoocevvievvcecienceennncen. 92
Figura 18. O silenciamento do DNMT3A nio altera a clonogenicidade em células HL60 e
U937. Coldnias contendo células vidveis foram detectadas pela adi¢do de MTT apos 8
dias de incubacdo de células HL60 (A) e U937 (B) shDNMT3A e shControle. Os
resultados sdo apresentados como média+DP de 3 experimentos independentes
realizados em duplicatas. Teste t STUAENL. ..........ccceveeeevieeiiieeieeeieeeeee e 93
Figura 19. O silenciamento de DNMT3A ndo altera o ciclo celular em células HL60 e
U937. Fases do ciclo celular foram detectadas por citometria de fluxo em células
HL60 (A) e U937 (B) shControle e sADNMT3A incubadas por 48 horas, utilizando
marcacdo com anexina-V e PI. Resultados sd3o expressos como porcentagem do total
de células nas fases GO/GI, S e G2/M. Trés experimentos independentes foram
realizados e a média+DP sdo apresentadas. Teste 1 Student. ...........ccooceeevcveevncveeennnn. 94
Figura 20. O silenciamento de DNMT3A ndo altera a apoptose em células HL60 e U937. A
apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células HL60 (A) e U937 (B)
shControle e sShDNMT3A incubadas por 48 horas, utilizando marca¢do com anexina-
V e PI. Os nimeros indicam a porcentagem de células nos quadrantes. O quadrante
inferior direito contém a populacdo de células apoptoticas (anexina-V+/PI-). Os
resultados sdo representativos de trés experimentos independentes. ............ccccveenneee. 95
Figura 21. O silenciamento de DNMT3A nio altera a expressao génica de PTEN em células
HL60 e U937. Quantificacdo da expressdao de RNAm de PTEN nas células HL60 (A) e
U937 (B) shDNMT3A em relacdo a células shControle. A expressao relativa de PTEN
foi normalizada pelo controle endégeno HPRT. O eixo y representa a intensidade
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relativa de expressio do RNAm de PTEN. As linhas horizontais representam a
MEAIANA. TESLE £ STUACTL .......oeeeeveeeieeeeiee ettt st e et e e saeeenaaeeeaaeeens 96
Figura 22. O silenciamento de DNMT3A nao modulou a expressao proteica e a fosforilagao
de PTEN e P70S6K em células HL60 e U937. Extrato proteico de células HL60 (A) e
U937 (B) controle (shControle) e inibidas para DNMT3A (shDNMT3A) foi
submetido a Western blot para avaliagao da expressao de PTEN e P70S6K fosforilados
(p); as membranas foram reincubadas com o anticorpo para detec¢do da proteina total
respectiva. A membrana foi incubada com anticorpos anti-Actina (42 kDa) como
controle da quantidade de proteina aplicada nO @el........ccccveeviiiiniiieiniieeiniie e, 97
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As neoplasias mieloides compreendem um grupo heterogéneo de doengas hematologicas. A
transformacdo celular resulta de uma combinac@o de eventos genéticos e epigenéticos que
conferem a capacidade de proliferacdo e/ou defeitos na diferenciagdo e apoptose celular [1].
Nas sindromes mielodisplasicas (SMD), defeitos na apoptose, proliferacao e diferenciacao
celular tem como consequéncia uma hematopoese displdsica. Nas leucemias mieloides
agudas (LMA) ocorre alta taxa de proliferacio celular de células imaturas, com
consequente acimulo de blastos. Em neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP), ocorre

aumento da proliferacdo celular e acumulo de células diferenciadas [2].

Sindromes mielodisplasicas e leucemias mieloides agudas

Sindromes Mielodispldsicas (SMD) sdo desordens clonais caracterizadas por
hematopoese ineficaz, citopenias do sangue periférico e risco de progressdo para LMA
[3-6]. O fendétipo clinico dos pacientes com SMD € diverso no que diz respeito ao nimero
e gravidade das citopenias, celularidade e contagem de blastos na medula 6ssea, taxa de
progressdo para LMA, sobrevida global e resposta ao tratamento. Grande parte dessa
diversidade se deve provavelmente a variedade de alteracdes genéticas que contribuem
para a patogénese da doenca [7]. Desvendar a complexidade genética das SMD pode
auxiliar no entendimento da fisiopatologia da doenga, refinar a taxonomia dos sistemas de
classificac@o prognéstica e indicar novos alvos terapéuticos.

As alteracdes que sabidamente levam ao desenvolvimento da SMD sdo as
duplicagdes e delecdes cromossdmicas que podem ser detectadas através da citogenética

convencional, a qual estd alterada em aproximadamente 40% dos pacientes com SMD [8].
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Novas tecnologias mais sensiveis, como os microarranjos de DNA identificam alteracdes
no numero de cépias ou dissomias uniparentais adquiridas em 75% dos pacientes com
SMD [9-11]. Outras alteragdes que contribuem para a ocorréncia de SMD sdo as mutagdes
que alteram a sequéncia de nucleotideos dos genes e as anormalidades epigenéticas. A
maioria dos pacientes possui mutacdes que alteram a sequéncia e funcdo de oncogenes ou
supressores de tumor e alteracdes epigenéticas, que resultam em expressdo génica aberrante
[7, 12, 13]. Os estagios associados a patogénese das SMD sio:
1. Aquisi¢ao da capacidade de autorrenovagdo em uma célula progenitora;

2. Aumento da capacidade de prolifera¢cdo no clone transformado;

3. Bloqueio ou diminuic¢do da diferenciagdo celular;

4. Instabilidade gendmica;

5. Mecanismos antiapoptéticos ativados na célula transformada;

6. Evasao do sistema imune;

7. Supressao da hematopoese normal.

Um microambiente anormal na medula 6ssea pode favorecer o aparecimento do
clone neoplésico e a expansao clonal adicional pode surgir do aumento da proliferacdo ou
da resisténcia a apoptose. A maneira como cada processo celular é afetado pode determinar
a manifestacdo clinica da doenca, incluindo diferentes graus de citopenias e diferentes
riscos de evolucdo para LMA e sobrevida global [7].

Alteracdes citogenéticas foram inicialmente incorporadas na estratifica¢do de risco
dos pacientes com SMD a partir do estudo que definiu o International Prognostic Score
System (IPSS) [14] e passaram a ser incorporadas na classificacdo da doenca pela

Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (World Health Organization, WHO) a partir de
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2000 [15]. Entretanto, muta¢des pontuais, padrao epigenético e padrao de expressdo génica
ndo foram integrados aos sistemas de classificagdo diagndstica ou progndstica até o
momento. O catdlogo dos genes que participam da fisiopatologia das SMD tem aumentado
rapidamente nos dltimos anos e estudos recentes t€ém direcionado a investigacao da biologia
e consequéncia clinica de cada alteracdo genética conhecida [16].

As SMD primérias foram classificadas em 1982 pelo grupo cooperativo Franco-
Americano-Britanico (FAB) nas seguintes categorias: anemia refratdria (AR), anemia
refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refratiria com excesso de blastos
(AREB), anemia refratdria com excesso de blastos em transformacdo (AREBt), e leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC), apresentando dentre estas classes um numero variado
de precursores imaturos na medula (de 0% até <30% de blastos) [3]. Em 2008, a OMS
propds uma revisao na classificacdo, com modificacdes que melhoram o valor progndstico
da mesma [15, 17]. As modifica¢des dizem respeito a: 1) diminui¢do do numero de blastos
na medula Ossea para definir leucemia mieloide aguda (de <30 para <20%), eliminando o
subgrupo anemia refratdria com excesso de blastos em transformacio; 2) separagdo dos
subgrupos AR e ARSA em 4 entidades, dependendo se ha comprometimento tnico ou
multiplo das linhagens hematopoéticas, ou se ha delecdo do cromossomo 5q; 3) subdivisao
do subgrupo AREB em duas categorias dependendo do numero de blastos na medula dssea
(5-9% blastos ou 10-19% blastos); 4) transferéncia do subgrupo leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC) das SMD para um novo grupo de neoplasias hematoldgicas denominado
SMD/NMP. Deste modo, as SMD sao classificadas, segundo a OMS 2008, nas seguintes
categorias: anemia refratdria com sideroblastos em anel (ARSA), citopenia refratria com

displasia unilinear (CRDU), citopenia refrataria com displasia multilinear (CRDM), anemia
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refrataria com excesso de blastos-1 e 2 (AREB-1 e AREB-2), SMD nio classificada e SMD
com delecao isolada no cromossomo 5q.

O IPSS foi definido a partir do estudo de 816 pacientes com SMD e é capaz de
predizer a sobrevida e risco de evolucdo para LMA, a depender do nimero de citopenias,
ndmero de blastos no aspirado de medula 6ssea e citogenética [14]. O IPSS foi revisado em
2012, em um estudo que incluiu 7012 pacientes, propondo modificacdes nos parametros
progndsticos [18]. As alteracdes mais importantes foram a incorporagdo da gravidade de
citopenias e a nova defini¢do de risco baseada nas alteragdes citogenéticas, incluindo novas
anomalias citogenéticas que definiram cinco categorias de prognéstico: muito bom, bom,
intermedidrio, ruim, e muito ruim. Alteracdes citogenéticas com > 3 anormalidades foram
consideradas de progndstico muito ruim, enquanto que a presenga de 3 anormalidades foi
definida como progndstico ruim. A del(7q) ou monossomia do 7 foram definidas como
prognostico intermedidrio, enquanto que as alteragdes no cromossomo 7 associadas a outra
alteracdo citogenética foram considerada como prognéstico ruim [8, 18].

As leucemias agudas constituem um grupo heterogéneo de doengas malignas
caracterizadas por defeitos na diferenciacdo e elevada proliferacio de progenitores
hematopoéticos, resultando na expansdo e acumulo de blastos [2, 19, 20]. Anemia,
neutropenia, trombocitopenia e potencial para infiltracio de 6rgdos como figado, baco, e
linfonodos sdo caracteristicas da doenca. As leucemias agudas sdo subdivididas em
leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia linfoide aguda (LLA) dependendo da presenca
de mieloblastos ou linfoblastos, respectivamente. A LMA pode ser de novo ou pode der

decorrente da evolugdo de SMD, neste caso, definida como LMA com alteracdes
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displésicas relacionadas a SMD [19]. O modelo da patogénese da SMD e sua evolucdo para

LMA estdo ilustrado na Figura 1.

Células tronco Clone Neoplasico Leucemia
normais

Alteragoes Eventos

Genéticas e adicionais
Epigenéticas

#HT ° @ ©

" : Expansédo do clone neoplasico Inibicdo da diferenciagado
Diferenciagdo normal Alteracao da apoptose Expansao de blastos
Displasia

Figura 1. Modelo de desenvolvimento e progressao das sindromes mielodisplasicas (SMD).
Alteracdes genéticas e epigenéticas iniciais podem alterar os processos de diferenciagdo celular com
consequente ocorréncia de SMD, expansao do clone neoplasico, aumento da apoptose intramedular e
displasia. Durante a evolucao, o clone neopldsico sofre eventos adicionais de alteracdes moleculares
que conferem uma proliferacdo descontrolada (mutagdo NRAS, por exemplo) e/ou resisténcia a
apoptose (mutacdo TP53, por exemplo), inibicdo da diferenciacdo celular e acimulo de blastos,
caracterizando a leucemia mieloide aguda (LMA) secunddria (adaptado de ISSA [1]).

Certos genétipos mutantes conferem vantagem seletiva a subclones de células,
permitindo seu crescimento e eventual dominio em um ambiente tecidual local. Assim, a
progressdo do cancer resulta de uma sucessdo de expansdes clonais, desencadeadas pela
aquisicdo ou ativagdo de um gendtipo mutante. A inativacdo de genes supressores tumorais
pode ocorrer através de alteragdes na sequéncia de nucleotideos ou através de mecanismos
epigenéticos como metilagio do DNA e modificagcdes de histonas, que ndo alteram
nucleotideos, mas afetam a regulacdo da expressdo génica. Danos em um ou mais

componentes da maquinaria de reparo do DNA podem ser decorrentes da exposicdo a
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agentes mutagénicos, com consequente aumento da susceptibilidade as mutacoes.
Adicionalmente, o acimulo de mutacdes pode ser acelerado por comprometer os sistemas
de vigilancia que monitora normalmente a integridade e forcam células geneticamente
danificadas a senescéncia ou a apoptose. Avangos na andlise molecular de células
cancerosas tém fornecido evidéncias de alteragdes que levam a instabilidade gendmica

durante a progressao tumoral [21, 22].

Alteracoes epigenéticas e neoplasias mieloides

As alteracdes epigenéticas compreendem as alteracdes estdveis na expressdo génica
controladas por outros fatores que ndo alteragdes na sequéncia de nucleotideos. Os
principais mecanismos epigenéticos sdo a metilacdo de promotores, trimetilagao de histonas
e desacetilacdo das histonas. As alteracdes epigenéticas podem causar impacto significativo
na estrutura da cromatina e na atividade transcricional e, ao contrdrio das alteracdes
genéticas, sdo um fendmeno reversivel [23, 24].

Metilacio do DNA ¢é uma modificacdo epigenética e importante mecanismo de
controle celular constitutivamente ativado, promovendo imprinting parental e inativacdo do
cromossomo X [25]. O processo consiste na adi¢do de grupos metil na posi¢do C5 do anel
pirimidico da citosina, convertendo 5-citosina (5C) a 5-metilcitosina (SmC). Essa reacdo
ocorre quando citosina € seguida por guanina (chamada de dinucleotideo CpG), € mediada
por metiltransferases do DNA (DNMTs) e S- adenosil-metionina é o doador de grupos
metil [26]. Regides ricas em CpG (chamadas ilhas CpG) sdo pouco encontradas em

mamiferos devido as propriedades mutagénicas do 5-mC, mas encontram-se associadas a
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regides promotoras em aproximadamente 60% dos genes em humanos, principalmente
aqueles tecido especificos e relacionados ao desenvolvimento. O que se verifica ao longo
do desenvolvimento embriondrio € a perda de metilacdo no zigoto, sendo a metilagdo de
novo responsavel pela perda da pluripoténcia, permitindo o comprometimento com
linhagens celulares especificas [27]. Células tronco embriondrias sdo derivadas da massa
celular interna do blastocisto e pluripotentes, podendo diferenciar-se nas trés camadas
germinativas. Modificacdes epigenéticas contribuem para determinar a identidade tecido-
especifica das células [28]. Padroes de metilacdo aberrantes, que podem induzir ao
silenciamento transcricional por impedir a ligacdo de fatores de transcri¢cdo ou recrutar
proteinas repressoras foram identificados como mecanismo epigenético chave no processo
de transformacdo maligna [29, 30]. Em células normais, apenas os dinucleotideos CpG que
nao compdem ilhas CpG (presentes ao longo do gene e fora de regides promotoras)
encontram-se metilados. Isso inibe a transcri¢do criptica e mantém a estabilidade gendmica.
Em células cancerosas, o que se verifica é hipometilagdo global, que pode estar relacionada
a tumorigénese por promover instabilidade gendmica e hipermetilacdo de ilhas CpG em
promotores génicos, e estd associada ao compactamento da cromatina e ao silenciamento
do gene. Um grande numero de genes envolvidos em diferentes vias de sinalizag@o celular
tem sido descrito como afetados por metilacdo associada ao silenciamento transcricional
em desordens hematopoéticas e o estudo desse padrdo aberrante tem influenciado o
tratamento de pacientes através do desenvolvimento de agentes reguladores epigenéticos
[31].

A identificac@o de alteragdes epigenéticas em SMD permitiu a aprovagao do uso de

inibidores de metiltransferases de DNA (DNMTs), azacitidina e decitabina (5-aza-2'-
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deoxycytidine), para pacientes com SMD de alto risco, resultando em 20% de resposta
global e melhora significativa na sobrevida destes pacientes [32-34]. Interessantemente, o
grau de hipermetilacdo de promotores ndo define resposta aos inibidores de DNMTs [35].
Recentemente, mutacdes em TET2 e DNMT3A foram identificadas como fatores preditivos
de resposta a agentes hipometilantes em SMD e LMA [36-38], mas o mecanismo bioldgico
que justifica esta associa¢do ainda ndo foi definido. Os inibidores de DNMTs podem
induzir a re-expressdo de genes supressores de tumor inapropriadamente silenciados, mas
esta explicacdo é provavelmente muito simplista, uma vez que estas drogas e seus alvos

possuem muitos efeitos.

Alteracoes genéticas e neoplasias mieloides

Alteracdes genéticas sdo irreversiveis, envolvem mudangas cromossdmicas €
alteracdes na sequéncia do DNA e podem resultar na ativacdo de oncogenes, inativacdo de
genes supressores de tumor ou na formacao de genes quiméricos com funcdo modificada e
consequente fenétipo maligno das células [39]. Desde que Janet Rowley identificou a
translocacdo cromossomica t(9;22)(q34;q11) associada a leucemia mieloide cronica (LMC)
[40], um conjunto de dados tem sido descrito evidenciando a importancia de alteracdes
citogenéticas no diagndstico e na terapéutica de neoplasias mieloides especificas [41-43]. A
relevancia das alteragdes citogenéticas na estratificacdo de risco em SMD foi bem definida
pelo IPSS em 1997 [14] e revisada pelo R-IPSS em 2012 [8, 18]. Estudos recentes

evidenciaram a importancia de mutagdes em genes especificos, ndo detectdveis através da
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citogenética convencional, além de alteracdes epigenéticas que regulam a expressao gé€nica
[12].

Mutacdes podem ser insercdes, delecdes ou troca de bases nitrogenadas
isoladamente (mutagdes de ponto) e tem efeitos distintos na célula de acordo com a regido e
funcdo do gene atingido. Em uma célula normal, proto-oncogenes codificam proteinas que
dependem de sinalizagdo celular para ativar o ciclo celular e inativar a apoptose. Mutacdes
em proto-oncogenes fazem com que a atividade da proteina resultante fique desacoplada da
sua via regulatdria normal, levando a sua expressdo desregulada continua. Mutacdes podem
resultar em funcOes alteradas de uma proteina transdutora de sinal, e translocagdes
cromossOmicas podem originar proteinas de fusdo com atividade oncogénica, que por sua
vez podem alterar a expressdo de uma proteina envolvida na sobrevivéncia celular. Em
contrapartida, genes supressores tumorais codificam reguladores negativos de ciclo celular
ou reguladores positivos da apoptose. Portanto, mutacdes em homozigose em genes
supressores de tumor, podem resultar na inibi¢do da funcdo de uma proteina que controla a
proliferacdo celular e/ou promove a apoptose e consequentemente a célula perde o freio
para a proliferacio celular. Mutagdes em proto-oncogenes possuem propriedades
oncogénicas que levam ao ganho de funcdo da proteina na promocao do ciclo celular e
inibicao da apoptose, mesmo em heterozigose [44].

O uso de novas tecnologias incluindo arrays de polimorfismos de tnico nucleotideo
(Single Nucleotide Polimorfism Array- SNP-A) [45, 46] e o sequenciamento de segunda
geracdo ou proxima geracdo (Next Generation Sequence - NGS) [47] permitiu a
identificacdo de genes mutados em SMD e LMA e que participam da fisiopatologia da

doenca [48-52]. A tecnologia de SNP-A permite detec¢do de lesdes ndo visualizadas na
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citogenética convencional, a avaliagdo do nimero de cépias alélicas e genotipagem. Dessa
forma, sua grande vantagem € a deteccdo de perda neutra de heterozigose ou dissomia
uniparental (Uniparental dissomy - UPD), que consiste na perda de um alelo e duplicacio
do alelo remanescente. A identificacdo de regides comumente deletadas, UPDs ou trissomia
sugere a existéncia de regides que contenham um gene supressor de tumor ou oncogene
potencialmente mutado [46]. A identificacdo de regido de UPD no cromossomo 4q em
individuos com SMD e o sequenciamento dos genes presentes nessa regido permitiu a
identificacdo de mutacdo no gene TET2 [50, 53]. A tecnologia de sequenciamento de
segunda geracdo permitiu a identificacdo de mutagcdes em outros genes em neoplasias
mieloides, incluindo o DNMT3A [49].

Uma combinacio de duas ou mais mutacdes pode ser necessdria em conjunto com
alteracdes epigenéticas para o fenétipo neopldsico. Mutagdes em diferentes vias de
sinaliza¢do, acometendo genes envolvidos na modificacdo das histonas (EZH2, ASXLI,
UTX), regulacao epigenética (DNMT3A, TET2, IDH1/2), sinalizacdo celular (RAS, JAK?2,
CBL), fatores de transcricdo (RUNXI, TP53) e splicing de RNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1I)
foram descritas em neoplasias hematoldgicas, incluindo as SMD e LMA [39, 49-52, 54-
61]. A identificacdo de um grande numero de genes mutados em SMD e LMA como TET2
e DNMT3A sugeriu novos genes como envolvidos na hematopoese normal e neoplésica e
abriu uma nova frente de investigacdo. Um novo desafio passou a ser o estudo funcional
desses genes e de sua participacdo na hematopoese e na fisiopatologia das neoplasias

mieloides.
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TET2 e sua participacado no desenvolvimento de neoplasias

mieloides

As proteinas da familia TET, TET1, TET2 e TET3, sao 2-oxiglutarato dioxigenases
Fe(Il)-dependentes que tém a capacidade de converter S-metilcitosina (SmC) em 5-
hidroximetilcitosina (ShmC) in vitro e in vivo. Além da subunidade catalitica conservada de
ligacdo ao ferro, TET1 e TET3 também possuem um dominio CXXC. Este dominio de
ligacdo de DNA tem sido descrito como um sitio de ligacdo a CpG, que pode estar
envolvido no recrutamento de TET1 e TET3 ao DNA [62].

As proteinas TET apresentam expressao diferencial em células tronco embriondrias,
TET1 € altamente expresso € TET2 tem expressdo reduzida. A atividade enzimética de
TET?2 parece estar relacionada a desmetilacdo de genes pluripotenciais de células-tronco,
garantindo que essas possam se comprometer com alguma linhagem especifica [63] embora
outra fun¢do independente de sua atividade enzimadtica, realizada através de recrutamento e
ligacdo a diferentes proteinas, pareca reprimir a expressao génica ao invés de induzi-la
através de desmetilagdo [64, 65]. Os niveis de ShmC também variam significativamente
entre os tecidos, com niveis altos reportados para células cerebrais e células-tronco
embriondrias, por exemplo, e niveis baixos encontrados em outros tipos celulares
diferenciados [64]. Outro fato interessante € que ShmC parece alterar o ambiente local da
cromatina através do recrutamento ou deslocamento de outras proteinas: a maioria das
proteinas que se ligam a SmC néo reconhecem ShmC e se dissociam do DNA quando 5mC
é convertido [65].

A geragdo de ShmC pode estar envolvida com a desmetilacio do DNA.

Inicialmente, esta pode dar-se por meio de um mecanismo passivo em que ShmC, diferente

41



de 5SmC, ndo é mantido através de replicacio do DNA. A desmetilacdo passiva do DNA
seria particularmente relevante em células que se dividem rapidamente, como as células
tronco embriondrias. O fato de que as células do cérebro ndo se dividem rapidamente e
apresentam altos niveis de ShmC suporta esse modelo. Além disso, tem sido demonstrado
que DNMT1 metila DNA contendo ShmC com uma menor eficiéncia do que metila o DNA
hemimetilado. Em segundo lugar, a produ¢do de ShmC poderia ser um intermedidrio em
uma via de desmetilacdo ativa que, em ultima andlise, substitui SmC por citosina em células
que nao se dividem [66, 67].

Mutacdes no TET2 foram observadas em pacientes com NMP, SMD, SMD/NMP e
LMA [50, 53, 68]. Em alguns casos, uma grande delecdo € verificada no brago longo do
cromossomo 4 e, em outros, a delecdo afeta apenas o gene TET2. Além disso, regides com
UPD envolvendo TET2 foram encontradas em pacientes com neoplasias mieloides. UPD
ocorre devido a recombinacdo mitdtica e acredita-se que leve a formacdo de genes
homozigoticamente mutantes. A co-ocorréncia de UPD envolvendo o cromossomo 4q24 e
mutacoes homozigoéticas no gene TET2 foi confirmada por varios estudos. Mutagdes em
TET2 foram encontradas juntamente com a delecio de outro alelo, mas também sem
delecdo ou UPD [53]. A identificagdo de mutagdes em homozigose em pacientes reforca a
hipétese de que TET2 seria um supressor de tumor. Essas mutagdes foram observadas
também em células primitivas CD34"CD38", o que as associa a amplificacio do clone
mutado nos estdgios iniciais da diferenciacdo hematopoética [50].

Sabe-se que a mutacdo de TET?2 representa perda da funcdo catalitica da enzima e
consequente redugdo nos niveis de ShmC [63]. A mutacdo em TET?2 leva a diminui¢do dos

niveis de S5ShmC em granulécitos de pacientes com NMP quando comparados aos
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individuos normais. De maneira semelhante, a inibicdo de TET2 em células progenitoras
CD34" e em linhagens celulares leucémicas reduziu os niveis globais de ShmC [69]. Em
uma andlise comparativa, curiosamente, alguns pacientes com SMD, NMP e LMA
selvagens para TET2 também apresentaram baixos niveis de ShmC. O padriao de metilacdo
global ndo difere quando comparados controles, individuos com altos niveis de ShmC e
individuos com baixos niveis de ShmC. No entanto, ao comparar a metilagao em ilhas CpG
e fora delas, verificou-se hipo e hipermetilacio respectivamente. A comparagdo de
controles e 28 amostras de tumor com baixo nivel de ShmC identificou 2512 regides
diferencialmente metiladas em pacientes, com hipometilacdo global [63]. Em contraste a
esses resultados, Figueroa e colaboradores demonstraram que pacientes com LMA com
mutacio em TET?2 apresentam fenotipo de hipermetilacao global do DNA [48].

Estudos recentes investigaram a participagdo do TET2 na hematopoese através do
silenciamento de TET2 em células CD34" de individuos normais [69], silenciamento de
Tet2 em células CD34+ de camundongos [70] e em camundongos knockout para Tef2 [71].
O silenciamento de TET2 em células CD34" de individuos normais teve como
consequéncia o aumento da diferenciagdo mielomonocitica e redugdo da diferenciagdo
eritrocitica [69]. Camundongos knockout para Ter2 apresentaram hepatomegalia e
esplenomegalia, com bloqueio na diferenciagdo granulocitica ou eritrocitica. Anélises in
vitro demonstraram que mutacdo em 7TET2, com consequente dano em seu dominio
catalitico, promove um atraso na diferenciacdo de células tronco hematopoéticas e aumento
de macréfagos e mondcitos [71]. Moran-Crusio e colaboradores verificaram que a
haploinsuficiéncia de Tet2 em células hematopoéticas de camundongos levou a aumento da

autorrenovacao de células tronco e a hematopoese extramedular [70].
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O impacto clinico da mutagdo de TET2 nas neoplasias mieloides ainda €
controverso [51, 68, 72-76], e os resultados podem ser explicados por diferencas nos grupos
de pacientes estudados e metodologias adotadas. Por outro lado, o impacto clinico da

expressao de TET?2 nestas doengas ainda nao foi elucidado.

DNMT3A e sua participacao no desenvolvimento de neoplasias

mieloides

Os genes humanos DNMTI1, DNMT3A e DNMT3B codificam metiltransferases do
DNA, enzimas que catalizam a adicdo de grupos metil ao residuo de citosina do
dinucleotideo CpG. DNMT3A e DNMT3B codificam metiltransferases ativas que sdo
responsaveis por estabelecer o padrdo primdrio de metilagio do DNA nos primeiros
estdgios do desenvolvimento de mamiferos e em células germinativas, sendo por isso
denominadas metiltransferases de novo. A proteina DNMT3A € constituida de uma por¢ao
N-terminal, que contém uma regido rica em cisteina chamada dominio ADD (ATRX-
DNMT3-DNMT3L) e também € conhecida como PHD (plant homeodomain). O dominio
ADD adiciona fons zinco e constitui uma plataforma de interacdo entre proteinas, interage
com a histona H3K4 e pode guiar a metilagdio do DNA em resposta a modificacoes
especificas nas histonas. A proteina DNMT3A possui também um dominio PWWP, e uma
porcdo C-terminal, que contém os sitios conservados C5 metiltransferases do DNA
(dominio metiltransferase [MTase domain]) [77].

Recentemente, mutacdes no DNMT3A foram descritas como recorrentes em

pacientes com neoplasias mieloides e este achado indicou uma participagdo do DNMT3A
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na hematopoese normal e neopldsica. A maioria das mutagdes descritas se localiza no
dominio metiltransferase da proteina, sendo o aminodcido arginina 882 (Arg882) o mais
frequentemente mutado [49, 78, 79].

A anélise estrutural do modelo computacional do complexo DNMT3A, histonas H3
e DNA demonstrou que Arg882 deve participar da homodimerizacdo do DNMT3A ou da
sua interagdo com DNA. O estudo enzimdtico de proteinas purificadas selvagens e
mutantes para DNMT3A de Escherichia coli demonstrou que, comparados ao selvagem,
mutantes Arg882 demonstraram reduc¢do em sua atividade de metilacdo do DNA. Esses
estudos bioquimicos sugerem que as mutagdes no DNMT3A conferem func¢do anormal de
metilacdo do DNA ou de ligacdo a histona in vivo. Estudos com células 32D, uma linhagem
celular mieloide murina dependente de interleucina-3 (IL3), demonstraram que aumento da
expressao de mutantes Arg882His e Arg882Cys promoveu a proliferacao celular mesmo na
auséncia de IL-3. O mesmo estudo comparou o padrdo de expressdo génica entre amostras
de pacientes com LMA M5, seis pacientes com mutacdo Arg822 e 4 pacientes sem
mutagdo, através de microarranjos de DNA (Affymetrix). Dentre 20723 genes analisados,
diferengas no nivel de expressdo foram observadas em 889 genes. Aumento na expressao
génica de membros da familia dos genes HOX e IDH foram observados em individuos com
mutagdo, assim como alteragdo na metilacdo de genes [78]. A familia de proteinas HOX
participa da regulacdo da hematopoese normal, e expressdo protéica anormal de HOX ¢é
importante na patogénese da LMA e de outros canceres [80, 81]. O mesmo grupo de
pesquisadores encontrou correlagdo entre os niveis de expressdo gé€nica e o perfil de
metilacdo em 75 genes: vinte e oito genes estavam hiperexpressos e hipometilados, e 47

genes hipoexpressos e hipermetilados em amostras de pacientes com mutacdo em
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DNMT3A. Dentre esses genes, aqueles relacionados a hematopoese e regulacio epigenética
apresentaram-se tanto hipermetilados como hipometilados. Hipermetilacio nos genes da
familia HOX também foi verificada por outros autores [74]. Entretanto, Ley e
colaboradores [49] descreveram que pacientes com LMA e mutacio DNMT3A nio
apresentaram alteracdo no conteido total de 5-metilcitosina ou alteracdo na metilagao
génica quando comparados aos pacientes ndo mutados. Igualmente importante é o fato de
que a mutacio DNMT3A Arg882 parece ocorrer exclusivamente em heterozigose,
sugerindo um ganho de fun¢@o ou a aquisi¢do de uma nova funcao [49].

Em células de adenocarcinoma hepatico, a inibicdo de DNMT3A resultou na
inibicdo da proliferacdo celular e aumento da expressio génica de varios genes,
especialmente PTEN, através da desmetilacdo da regido promotora desse gene [82]. PTEN
€ um gene supressor de tumor que pode estar silenciado através de metilacio ou mutagdo
em diferentes tipos de neoplasias, incluindo tumores soélidos e neoplasias hematoldgicas.
PTEN exerce papel fundamental na regulacido da via PI3K/AKT/mTOR, essencial para a
sobrevivéncia celular. A perda de PTEN resulta na ativacio de AKT que favorece a
sobrevivéncia, proliferacdo e invasdo celular [83]. Os estudos em adenocarcinoma hepatico
sugerem que a inibicdo de DNMT3A atua na proliferacdo celular através do seu efeito na
desmetilacdo de supressores de tumor como PTEN [82]. O silenciamento de DNMT3A em
células de melanoma murino resultou em inibicdo do crescimento celular e metastase [84].

A participagdo do Dnmt3a na hematopoese normal foi evidenciada em estudos
utilizando modelos murinos. O silenciamento de Dnmt3a em células hematopoéticas
progenitoras aumentou a expressio de genes envolvidos com a capacidade de

autorrenovacao e reduziu a expressao de genes responsaveis pelo comprometimento celular
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com diferenciacdo celular. Células hematopoéticas silenciadas para o Dnmt3a exibiram
hipometilacdo global e incompleta inibicio dos genes responsdveis pelo fendtipo
pluripotente [85].

Em SMD, LMA de risco citogenético intermedidrio e LMA MS5 a presenca de
mutacdo DNMT3A foi associada com pior progndstico [49, 78, 79]. Em um grupo
heterogéneo de pacientes com LMA a mutacio em DNMT3A esteve associada a uma
elevada contagem de leucdcitos e de blastos na medula éssea. Quando considerados apenas
os pacientes sem marcadores de progndstico citogenéticos, com excecao apenas dos
rearranjos de 11923, a mutagdo em DNMT3A esteve associada a menor taxa de resposta
completa ao tratamento e pior progndstico [74] Apesar do impacto negativo da mutagdo
DNMT3A em neoplasia mieloide ter sido identificado por diferentes grupos [86], a
expressao de DNMT3A em neoplasias mieloide foi pouco estudada até o momento [87].
Diferentemente de TET2, que ja estd bem definido como um gene supressor de tumor e cuja
mutacio leva a perda de fungdo e fendtipo neoplésico, o significado funcional da presenca

de mutacdo no DNMT3A ainda nio foi esclarecido [88].
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Investigar a expressio de TET2 e DNMT3A em sindrome mielodisplasica e

leucemia mieloide aguda.

Objetivos especificos:

* Investigar a expressdo de TET2 e DNMT3A em células hematopoéticas de medula
Ossea de individuos normais e de pacientes com diagnéstico de SMD e LMA

* Estudar o impacto da expressdo de TET2 e DNMT3A no fenétipo clinico e
progndstico de pacientes com SMD

* Investigar a expressdo de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacdo eritroide de
células CD34" de individuos normais e pacientes com SMD

* Avaliar a expressdo de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacdo eritrocitica,
granulocitica e megacariocitica em modelos de linhagens leucémicas

* Estudar a consequéncia funcional da inibicdlo de DNMT3A na proliferacdo,
apoptose celular, e via de sinalizacdo do PTEN em linhagens leucémicas HL60 e

U937
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MATERIAIS E METODOS
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Casuistica

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Unicamp (Parecer CEP 1130/2011 — Anexos I e II) e os individuos

participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos I1I e IV).

Células hematopoéticas normais

As células hematopoéticas normais foram obtidas de medula 6ssea de controles
normais (n=22), incluindo doadores de medula dssea para transplante alogénico de medula
Ossea aparentado e individuos submetidos a cirurgia ortopédica sem comorbidades

sistémicas, com idade mediana de 34 anos (16-69 anos).

Células hematopoéticas de pacientes com diagnostico de SMD e
LMA

Amostras de medula dssea foram obtidas de pacientes atendidos no ambulatério de
Hematologia do Hemocentro da Unicamp que consentiram em participar do estudo. As
amostras foram coletadas no momento do diagnéstico de LMA, no momento do
diagnostico ou durante o seguimento de SMD antes de qualquer tratamento. Utilizamos
neste estudo as amostras que foram coletadas entre o periodo de Margo de 2005 a Margo de
2013, que apresentavam os dados hematoldgicos do diagndstico de LMA e do momento da
coleta dos pacientes com SMD, confirmagdo do diagndstico de SMD ou de LMA através de
mielograma, citoquimica e/ou imunofenotipagem, e que apresentavam RNA de boa
qualidade no momento da realizagdo dos experimentos. Foi incluido um total de 63

pacientes com diagndstico de SMD e 53 pacientes com diagndstico de LMA. As
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caracteristicas clinicas e o risco citogenético para os pacientes com SMD [14] e LMA [89]

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com SMD e LMA

Pacientes Nuamero
SMD 63
Género

Masculino/Feminino 38/25
Idade (anos), mediana (intervalo): 69 (16-87)

Classificacdo OMS 2008
Baixo risco (AR/ARSA/CRDM/del(5q)) 5/5/35/1

Alto risco (AREB-1/AREB-2) 10/7

Numero de citopenias

0/1 8/22

2/3 21/12
Risco Citogenético'

Baixo risco 53

Intermediario/Alto risco 5/3

Indisponivel 2
Blastos na MO (%)

<5% 44

>5 and < 10% 10

>10 and < 20% 9
LMA 53
Género

Masculino/Feminino 27126
Idade (anos), mediana (intervalo): 60 (18-93)
Blastos (%), mediana (intervalo) 60 (20-98)
Risco Citogenético®

Baixo risco 4

Intermediario/Alto risco 29/11

Indisponivel 9

Abreviagdes: SMD, sindrome mielodisplasica; OMS, Organizagdo Mundial da Satde; AR, anemia refrataria;
ARSA, anemia refrataria com sideroblastos em anel; del(5q), SMD com del(5q) isolada; CRDM, citopenia
refratdria com displasia de multilinhagens; AREB-1, anemia refratdria com excesso de blastos-1; AREB-2,
anemia refratdria com excesso de blastos-2; MO, medula 6ssea; LMA, leucemia mieloide aguda.

'No grupo de pacientes com SMD, baixo risco citogenético incluiu pacientes com cariétipo normal (n=51),
del(5q) (n=1) and —Y (n=1), risco intermedidrio incluiu trissomia do 8 (n=1) e outras anormalidades (n=4) e
alto risco inclui cariétipo complexo (n=2) e -7 (n=1).

’No grupo de pacientes com LMA, baixo risco citogenético incluiu t(8;21) (n=3) e inv(16) (n=1), risco
intermedidrio incluiu cariétipo normal (n=21), trissomia do 8 (n=4) e outras anormalidades (n=4), alto risco
incluiu cariétipo complexo (n=6), del(5q) (n=2) e -7 (n=3).
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Linhagens celulares

As linhagens leucémicas P39, NB4 e Karpas 422 foram gentilmente cedidas pela
Prof. Dr Eva Hellstrom-Lindberg (Karolinska University, Stockholm, Sweden), Prof Dr.
Eduardo Magalhdes Rego (University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brazil) e Prof. Dr
Martin  Dreyling (University Hospital Grosshadern/LMU, Munich, Germany),
respectivamente. As demais linhagens celulares humanas de leucemias agudas foram
adquiridas no ATCC, Philadelphia, USA. Foram utilizadas linhagens linfoides (Jurkat,
MOLT4, Daudi, Namalwa, Raji e Karpas 422) e linhagens mieloides (K562, KU812, Nalm,
NB4, HL60, P39, HEL, U937, THP1 e KG1). A descri¢do das linhagens leucémicas estd na

Tabela 2.

Tabela 2. Descricao das linhagens leucémicas

Linhagem Descricao

Jurkat Leucemia linfoide aguda T

MOLT4 Leucemia linfoide aguda T

Daudi Leucemia linfoide aguda B/Linfoma de Burkitt
Namalwa Linfoma de Burkitt

Raji Leucemia linfoide aguda B/Linfoma de Burkitt
Karpas Linfoma ndo-Hodgkin

K562 Leucemia mieloide cronica em fase blastica, t(9;22)
KU812 Leucemia mieloide cronica

Nalm Leucemia linfobl4stica aguda

NB4 Leucemia promielocitica aguda, t(15;17)

HL60 Leucemia mielocitica aguda

P39 Leucemia mielomonocitica secunddria a mielodisplasia
HEL Adenocarcinoma

U937 Linhagem leucémica monocitica

THP1 Leucemia monocitica aguda

KGl1 Eritroleucemia
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Extracao do RNA

Para obten¢do de RNA, células de medula 6ssea (MO) foram coletadas em EDTA e
submetidas a lise de hemdcias com tampao contendo cloreto de amdnio. O RNA de células
foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA), uma adaptacio do método
desenvolvido por Chomczinki e Sacchi [90]. Ao precipitado, contendo 5x10° a 1x10’
células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi homogeneizada até que se tornasse
bastante fluida.

O RNA total das células foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL (Life
Techologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 pug de RNA por 15 minutos a
temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminacdo deste material com
DNA gendmico. A reagdo foi interrompida pela adicdo de uma solu¢do de EDTA com
concentracdo final de 2 mM. A enzima foi inativada por uma incubacido de 10 minutos a
65°C.

A quantificacdo do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade Optica
(DO) de uma aliquota da amostra em espectofotometro com comprimento de onda
equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 pg/mL de RNA. A
relacdo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro na
estimativa do grau de contaminacdo do RNA por proteinas e essa varia normalmente entre

1,6 e1,8.

Transcriciao do cDNA

As amostras de RNA total, contendo 5 pg de RNA e tratadas com DNAse I, foram

transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) em uma reacao de volume final
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de 20 uL (Life Techologies). A reacdo foi iniciada adicionando 1 puL de oligonucleotideo
(dT) 500 pg/mL aos 5 pg de RNA tratado. Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65°C,
e, em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se entdo o mix contendo tampdo, dNTP, a
enzima Ribuloc e a enzima Revertaid. Essa mistura foi incubada por 50 minutos a 42°C. A
seguir, foi feita a desnaturacdo da reagdo por 15 minutos a 70°C. As amostras de cDNA
foram quantificadas através do espectrofotometro de luz ultravioleta (Gene Quant-

Pharmacia).

PCR quantitativo (PCRq)

Com auxilio dos programas Gene Runner e Primer Express (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) um par de iniciadores para DNMT3A foi definido, e a
especificidade, temperatura de dissociacdo e formacdo de estruturas secundérias do par de
iniciadores foi verificada. A sequéncia dos iniciadores para TET2 foi escolhida baseada em
publicacdo anterior [69]. As sequéncias dos iniciadores escolhidos e as concentracdes

utilizadas estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias de iniciadores utilizados para PCR quantitativo
Concentracdo Sequéncia de iniciadores

DNMT3A 300 nM FW 5" TAT TGA TGA GCG CAC AAG AGA GC 37
RW 5" GGG TGT TCC AGG GTA ACA TTG AG 37
TET2 300 nM FW 5" ACG CAA GCC AGG CTA AACA 3
RW 5” GCT GGG ACT GCT GCA TGA 3~
HPRT 150 nM FW: 5> GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A 3’

RW: 5" TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3
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Com o objetivo de escolher a menor concentragdo dos iniciadores para TET2 e
DNMT3A que obtivesse o menor ciclo threshold (Ct) com o maior delta de reporter
normalizado (ARn), uma curva com as concentragdes de 150nM, 300nM, 400nM, 600nM e
800nM foi realizada e a concentracdo escolhida foi de 300nM. O PCRq foi realizado no
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As curvas de
amplificacio e de dissociacdo dos genes TET2 e DNMT3A estao ilustradas nas Figuras 2 e

3, respectivamente.

A TET2 — 300 nM B DNMT3A - 300 nM

Amplification Plot Amplification Plot

0.1 011

b
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Figura 2. ARn e ciclos de amplifica¢io do gene TET2 e DNMT3A. As curvas de amplificacdo de TET2 (A) e
DNMT3A (B) séo ilustradas na figura. O eixo y indica o ARn (intensidade de fluorescéncia) e o eixo x indica o
nimero de ciclos.
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A TET2 — 300 nM B DNMT3A - 300 nM

Melt Curve Melt Curve
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Figura 3. Curva de dissociacdo de TET2 e DNMT3A baseadas na temperatura de anelamento. As

temperaturas resultantes da curva de dissociagdo para TET2 (A) e DNMT3A (B) estdo demonstradas na figura. A
presenca de apenas um pico na curva demonstra a especificidade dos iniciadores.

Para avaliar a eficiéncia do iniciador de DNMT3A, realizamos uma curva com cinco
diluicdes seriadas na ordem de 1:2 na concentracio do cDNA. Cada dilui¢do do
experimento foi realizada em duplicata. Utilizamos cDNA da linhagem leucémica K562
por ter uma alta expressao do gene DNMT3A e a concentragdo inicial de cDNA utilizada foi
de 240ng. Consideram-se eficientes os iniciadores com valores tolerdveis de 10 % a mais
ou a menos dos 100 % e com inclina¢do em torno de -3,32. Apds andlise, os iniciadores
foram considerados eficientes. A curva de eficiéncia dos iniciadores de DNMT3A ¢é

ilustrada na Figura 4. A eficiéncia do par de iniciadores especifico para o TET2 havia sido

previamente comprovada [69].
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DNMT3A
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Figura 4. Curvas de eficiéncia de DNMT3A. Os 5 pontos obtidos no teste de eficiéncia estdo ilustrados na
figura. O eixo y indica o Ct e o eixo x a concentracdo do cDNA utilizado. Os iniciadores apresentaram
eficiéncia préxima de 100% e uma inclinag@o de -3.46.

O gene HPRT tem sido utilizado com frequéncia na analise de expressdo gé€nica por
PCRq, inclusive em doengas onco-hematdlogicas [91, 92]. Além disso, o gene HPRT
apresentou um Ct de expressdo muito proximo aos dos genes alvo e teve a menor variagao
entre as amostras, sendo escolhido, portanto, para normalizacio de expressdo relativa de
TET2 e DNMT3A.

Realizamos o PCRq para determinar a expressao dos genes TET2 e DNMT3A nos
pacientes selecionados e em controles normais. Cada amostra foi avaliada com os genes
alvo e o controle enddgeno. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata, usando a
concentracdo de cDNA de 120 ng/ul. Um controle negativo, sem adicdo de cDNA, foi
realizado para cada par de iniciadores. O protocolo de dissocia¢do foi realizado no final de

cada reagdo para verificar amplificacdes ndo especificas. A amostra de um controle normal

foi utilizada como amostra calibradora.
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Diferenciacio eritroide de células CD34" de doadores normais e
pacientes com SMD

Para separagiio de progenitores CD34", as células mononucleares de medula Gssea
ou de sangue periférico foram isoladas em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis,
MO) e separadas através de colunas de imunoafinidade MIDI-MACS, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha). Apds
purificacdo, as células foram submetidas a ensaios de diferenciagdo.

Para a diferenciacdo eritroide, foram coletadas amostras de medula éssea de oito
pacientes com SMD (IPSS: risco baixo e intermedidrio-1), e amostras de medula 6ssea ou
sangue periférico de nove doadores normais. Células CD34" foram semeadas em placas de
cultura de plastico contendo meio de metilcelulose com eritropoietina (Epo) (3 IU/mL)
(Janssen-Cilag), Steam Cell Factor (50 ng/mL) (Peprotec, Colonia Banjidal, México) e
Interleucina 3 (30 IU/mL) (Peprotec) e foram incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5%
de dioxido de carbono durante 6 dias. As células resultantes (unidades formadoras de
coldnias eritroides e proeritroblastos) foram entdo cultivadas em alfa-MEM (Gibco BR,
Carisbad, CA, EUA), contendo 30% SFB (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 10° M 2-
mercaptoetanol (Sigma), 2 IU/mL EPO, 300 mg/mL holotransferrina (Sigma), e 1% de
albumina de soro bovino (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) por mais oito dias. Ap6s 6, 8
e 12 dias de cultura, as células foram coletadas e submetidas a8 PCRq. Apds 6 e 12 dias de
cultura, as células foram também submetidas a imunofenotipagem. Células eritroides foram
avaliadas através da andlise da expressdo de marcadores de superficie celular por dupla
marcacio com anticorpos anti-receptor de transferrina conjugado com FITC (CD71) e anti-
Glicoforina-A conjugado com PE (GPA) (Dako, Ely, Reino Unido), que foram incubados

junto com as células por 30 minutos, a 4°C, no escuro. As células foram lavadas com PBS
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(Phosphate buffered saline) e ressuspendidas em paraformaldeido 1%. Dez mil eventos
foram adquiridos com um FACSCalibur (Becton—Dickinson, CA, USA) e analisados
através do CellQuest Software (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA). A marcacdo nao
especifica foi criada a partir do controle isotipico correspondente e subtraida do percentual

de populagao correspondente positivo.

Diferenciacao das linhagens celulares leucémicas

Células KU812 tiveram e diferenciacdo eritroide induzida através do tratamento
com 50 uM de hemina (HE) (Sigma; St. Louis, MO, USA) e 100 uM de hidroxiuréia (HU)
(Sigma) por 4 dias e a efetividade da diferenciagdo foi avaliada por ensaio com benzidina e
andlise da expressdo de a-globina, B-globina e y-globina. Células NB4 foram induzidas a
diferenciagdo granulocitica através do tratamento com 10 ° uM de all-trans retinoic acid
(ATRA) (Roche; Basel, Switzerland) por 4 dias e a efetividade da diferenciacdo foi
avaliada através de andlise morfoldgica e de expressdo de CD11b por imunofenotipagem.
Células K562 foram induzidas a diferenciacdo megacariocitica através do tratamento com
20 nM de phorbol-13 myristate-12 acetate (PMA) (Sigma) por 4 dias e a efetividade da

diferenciac¢ao foi avaliada através da expressdao de CD61 por imunofenotipagem.

Transducao de lentivirus para o silenciamento do DNMT3A

Células HL60 e U937 foram transduzidas com lentivirus contendo short hairpin
RNA controle ndo especifico (sc-108080) ou shRNA alvo DNMT3A (sc-37757) da Santa

Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e nomeadas como
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células shControle e shDNMT3A, respectivamente. Resumidamente, 2x10° células foram
transduzidas com lentivirus através da técnica de inoculacdo através da centrifugacdo, que
consiste em centrifugar as células por 30 minutos a 800g na presenca de 3 ug/mL de
polibrene (Sigma, St. Louis, MO, EUA). O numero de particulas virais por célula
(multiplicity of infection; MOI) foi igual a 1. Apdés a transducdo, as células foram
selecionadas com 1,75 pg/mL de puromicina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) por 15 dias
antes dos experimentos. Apds a sele¢do por puromicina, a expressao de DNMT3A foi

determinada por PCRq e Western blot.

Padronizacio do silenciamento de TET2 através da metodologia de
lentivirus

A metodologia proposta para a inibicdo da expressdo de TET2 foi diferente da
descrita para a inibicilo do DNMT3A, pois células transduzidas com lentivirus contendo
short hairpin RNA alvo TET2 da Santa Cruz Biotechnology (sc-88934 - Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ndo se mostrou eficiente. Dessa forma, uma
sequéncia de oligonucleotideos especifica para inibir TET2 foi escolhida a partir de dados
da literatura [69] e o sistema utilizado foi BLOCK-iT HiPerform Lentiviral Pol II miR
RNAIi Expression System with EMGFP (Cat. No. K4934-00 — Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). O oligonucleotideo foi diluido a concentragdo de 200 uM e anelado, utilizando-se o
anneling buffer. Apds o anelamento o oligo foi diluido na concentragdo final de 10nM ,
ligado ao pcDNA 6.2 gw sob acdo de T4 DNA ligase e transformado em OneShot TOP10
em placa com antibidtico espectinomicina. O vetor linearizado foi precipitado com

etanol/NaAc para remocdo de sais. Reagdo de recombinagdo foi realizada com pDONOR
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através das enzimas Clonasell e Proteinase K e a amostra recombinada foi transformadas
em OneShot TOP10, crescendo em placa com antibidtico kanamicina. Foi realizada nova
recombinacdo com pEntr/CMV e pLenti 6.4/R4R2/V5 através das enzimas Clonasell Plus
e Proteinase K. O clone recombinado foi transformado em OneShot Stlb3 em placa com
antibidtico ampicilina e incubado por 72h em Lipofectamina. Esta metodologia ainda esta

em andamento.

Western Blot

Ao precipitado celular contendo 5x10° a 1x10 células foi acrescentado tampdo de
extracdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl,
0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3VO4, 100 mM NaF, 10 mM Na4P207, e
4 mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas.
Ap6s 30 minutos a 4°C, essas amostras passaram por um processo de centrifugacdo a 4°C
durante 20 minutos para remog¢ao dos restos celulares. Ao produto do extrato total proteico,
adicionou-se tampdo de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e aqueceu-se em
dgua fervente por 4 minutos. Apds isso, as amostras foram submetidas a eletroforese ou
armazenadas a -80°C. Para produc¢do de imunoprecitado adicionou-se as aliquotas o
anticorpo de interesse e proteina A-Sepharose 6MB. Apds o término da incubacdo e da
lavagem, os precipitados foram ressuspendidos em tampao de Laemmli contendo 100
mmol/L. de ditiotreitol e aquecidas em &agua fervente por 5 minutos. Em seguida, as
proteinas imunoprecipitadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%-
SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond,
Ca). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em 90
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minutos a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad. A
ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo especificas foi reduzida por pré-incubagdo da
membrana por 1 hora com tampado de bloqueio (5% leite em pé magro, 10 mmol/L Tris,
150 mmol/L NaCl, e 0.02% Tween 20) a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo
incubada com anticorpos especificos diluidos em tampao de bloqueio (0.3% de leite em p6
magro) por 12 horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solucdo basal (10 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl, and 0.02% Tween 20). Os anticorpos primdrios que reconhecem P70S6K
(sc-8418), actina (sc-1616), p-P70S6K (sc-7984) foram obtidos da Santa Cruz
Biotechnology. Os anticorpos que reconhecem o p-PTEN (S380), o PTEN (D4-3XP) e
DNMT3A (2160S) foram obtidos da Cell Signalling. O sistema de revelagdo usado foi
baseado em quimioluminescéncia, e realizado de acordo com orientacdes do fabricante,
ECLTM Western Blot Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as
membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario, conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase), lavadas novamente, e entdo submetidas ao substrato da enzima,
resultando em um produto luminescente, detectado por autoradiografias em filmes Kodak
XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). Analises quantitativas da intensidade das bandas
de proteinas foram determinadas utilizando-se o Scion Image software (ScionCorp,
Frederick, MD, USA). A intensidade de expressdo proteica foi normalizada pela expressao
da actina e a intensidade da fosforilacdo proteica foi normalizada pela expressdo da

proteina correspondente.
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Ensaio de Methylthiazoletetrazolium (MTT)

O crescimento celular foi mensurado pelo ensaio de Methylthiazoletetrazolium
(MTT; Sigma, St. Louis, MO, EUA). Células shControle e ShDNMT3A foram submetidas
a privacdo de soro fetal bovino (SFB) 4 0.5% por 12 horas. Um total de 5x10* células por
poco foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos em meio RPMI 10% SFB.. Em resumo,
10 uL de uma solug@o a Smg/mL de MTT foram adicionadas nos pogos e incubadas a 37°C
por 4 horas. A reagdo foi parada pela adicdo de 100uL de 0,IN HCIl em isopropanol. O
crescimento celular foi avaliado pela mensuracao da absorbéancia a 570 nm, utilizando um
leitor automatico de placas. Todas as condi¢cdes foram testadas em seis replicatas para trés

experimentos independentes.

Ensaio de formacao de colonia

A formagdo de coldnias foi realizada em meio semissélido de metilcelulose
(O,5X103 células/mL; MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC,
Canada). As colonias foram detectadas apds 8 dias de cultura pela adi¢do de 1 mg/mL de
reagente MTT e as contagens foram realizadas com o auxilio do Image J quantification
software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Células shControle e
shDNMT3A foram submetidas ao ensaio de formagdao de colonias. Todas as condi¢des

foram testadas em duplicatas para trés experimentos independentes.

68



Analise do ciclo celular

As células foram fixadas em etanol 70%, por pelo menos 2 horas a 4°C antes das
andlises e incubadas com 20 pg/mL de iodeto de propidio (propidium iodide; PI) contendo
10 pg/mL de RNase A por 30 minutos a temperatura ambiente. As andlises da fluorescéncia
celular foram realizadas com um FACSCalibur (Becton—Dickinson, CA, USA). Os
resultados das distribuicdoes do DNA foram analisados pelo Modifit (Verify Software
House Inc., Topsham, ME, USA) para se determinar as propor¢des de células nas fases do

ciclo celular.

Avaliacao de apoptose por marcacio com anexina-V e PI

Células shControle e shDNMT3A foram semeadas em placas de 12 pogos. As
células foram entdo lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas em tampdo de
ligagdo contendo 1ug/mL de PI e 1ug/mL de FITC anexina-V (Becton—Dickinson, CA,
USA). Ap6s incubagdo no escuro durante 15 minutos a temperatura ambiente, todas as
amostras foram analisadas em um FACSCalibur. Dez mil eventos foram adquiridos para

cada amostra.

Analises Estatisticas

A comparacdo dos valores da quantidade relativa de expressdo do RNAm de
DNMTA e TET2 entre os pacientes e doadores normais foi realizada através do teste
estatistico de Mann-Whitney.

Para as andlises do impacto da expressdo de TET2 e DNMT3A no fenétipo clinico e

sobrevida dos pacientes com SMD, andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
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GraphPad Instat 5 (GraphPad Software, Inc., San. Diego, CA, USA) ou SAS System for
windows 9.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Os pacientes foram divididos em dois
grupos baseados na expressio de TET2 e em dois grupos baseados na expressdo de
DNMT3A: baixa expressdo (tercil inferior) e alta expressdo (dois tercis superiores). Para
comparacoes, teste exato de Fisher’s foi utilizado para avaliagdo das variaveis categoricas,
teste de Mann—Whitney foi utilizado para varidveis continuas. Log-rank (Mantel-Cox) foi
utilizada para estimar a sobrevida livre de evento e a sobrevida global. Sobrevida livre de
evento foi definida como intervalo entre a data da coleta e data da morte (por qualquer
causa) ou progressio da doenca (para SMD alto risco ou LMA secunddria a
mielodisplasia), ou data da ultima avaliacdo. Sobrevida global foi definida como intervalo
entre a data da coleta e a data do obito (por qualquer causa) ou data da ultima avaliacdo.
Valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Nos estudos comparando células U937 e HL60 submetidas ou ndo a inibi¢cdo de
DNMT3A, as comparagdes entre dois grupos ou condi¢des foram realizadas através dos

testes estatisticos de Mann-Whitney ou t Student.
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RESULTADOS
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Expressao de TET2 e DNMT3A em linhagens leucémicas

Para avaliar a expressdo génica de DNMT3A e TETZ2 foram utilizadas 10 linhagens
celulares leucémicas mieloides (K562, KU812, Nalm-30, NB4, HL60, P39, HEL, U937,
KG1, THP1) e 6 linhagens celulares leucémicas linfoides (Jurkat, MOLT4, Daudi, Raji,
Namalwa e Karpas 422). O estudo através de PCRq em tempo real revelou que TET2 e
DNMT3A s@do expressos de maneira variada em todas as linhagens leucémicas estudadas,

incluindo linhagens linfoides e mieloides (Figura 5).
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Figura 5. Expressao génica de DNMT3A e TET2 em linhagens celulares leucémicas. PCRq foi
realizado a partir de cDNA de linhagens celulares leucémias. O eixo y representa a intensidade
relativa de expressdo do RNAm de TET2 (A) e DNMT3A (B). A amostra de K562 foi utilizada como
amostra calibradora.
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Analise da expressao génica de TET2 em amostras de medula dssea

de controles e de pacientes com SMD ou LMA

O RNAm de TET?2 apresentou-se menos expresso em amostras de medula éssea de
pacientes com diagnéstico de SMD (1.02 [0.03-21.30]) e LMA (0.52 [0.01-32.69]), quando
comparadas as amostras de células hematopoéticas normais (2.72 [0.43-31.49]) (p<.001), e
em LMA comparadas a SMD (p=.02) (Figura 6A). Entre os pacientes com diagndstico de
SMD, foi observada redugdo significativa na expressdo de TET2 em pacientes SMD alto
risco quando comparados aos SMD baixo risco de acordo com a classificacio da OMS
2008 (0.55 [0.06-7.25] vs. 1.31 [0.03—21.30], respectivamente, p=.02) (Figura 6B). Os

resultados sdo apresentados como mediana [minimo-maximo].
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Figura 6. Expressdo do RNAm de TET2 em células hematopoéticas de controles normais e de pacientes com
Sindrome Mielodisplasica (SMD) e Leucemia Mieloide Aguda (LMA). PCRq foi realizado a partir de cDNA de
células totais de medula 6ssea de pacientes com diagndstico de SMD (n=58), LMA (n=53) ou de doadores normais
(n=22). O eixo y representa a intensidade relativa de expressdo do RNAm de 7ET2. Uma amostra de doador normal foi
utilizada como calibradora. As linhas horizontais representam a mediana. Note que a expressdo do RNAm de TET?2 foi
significativamente menor em pacientes com SMD e LMA, quando comparadas a expressdo em células hematopoéticas
normais (A) e em pacientes SMD alto risco quando comparados com SMD baixo risco (B); Mann-Whitney.
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Analise da expressao génica de TET2 em amostras sequenciais de

pacientes com SMD ao diagnéstico e na progressao da doenca

Uma vez que TET2 apresentou-se menos expresso em amostras de medula dssea de

pacientes com diagndstico de SMD alto risco quando comparados aos SMD baixo risco,

consideramos pertinente avaliar a expressdo de TET2 em cinco casos de pacientes com

SMD baixo risco em seguimento no ambulatério do Hemocentro da Unicamp que

evoluiram para SMD de alto risco ou LMA com alteracdes displésicas relacionadas a SMD.

As caracteristicas dos pacientes sdo descritas na Tabela 4. Dos cinco pacientes avaliados,

quatro apresentaram reducdo da expressdo de TET2 ap6s evolucdo da doenga, com média

de reducgdo de 38% (Figura 7).
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Figura 7. Expressio do RNAm de TET2 em células hematopoéticas de pacientes com Sindrome Mielodisplasica
(SMD) ao diagnostico e na progressido da doenca. PCRq foi realizado a partir de cDNA de células totais de medula
dssesa de pacientes no momento do diagndstico de SMD e na progressdo da doencga. Note que a expressdo do RNAm de
TET? foi significativamente menor em quatro dos cinco pacientes com SMD baixo risco que evoluiram para SMD alto
risco ou LMA com alteracdes displasicas relacionadas a SMD (AML-ARM).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos pacientes com Sindrome Mielodisplasica ao diagndstico e no momento
da progressdo da doenca (utilizado na Figura 7).

Caso Classificacao OMS % Blastos MO Citogenética Nimero de
citopenias
Caso#1 CRDM 4 46,XY 2
AREB-1 7 46,XY 2
Caso#2 ARSA 0 47,XX, +8 2
AREB-2 12 47,XX, +8 2
Caso#3 CRDM 0 46,XY 1
AREB-2 10 46,XY 3
Caso#4 SMD com del(5q) 0 46,XX,del(5)(q13) 2
LMA-ARM 38 46,XX,del(5)(q13) 3
Caso#5 ARSA 0 46,XX 1
LMA-ARM 69 46,XX 2

Abreviacdes: OMS, Organizacdo Mundial da Saide; ARSA, anemia refratdria com sideroblastos em anel;
SMD com del(5q), sindrome mielodispldsica com delecdo do 5q; CRDM, citopenia refratdria com displasia
de multilinhagens; AREB-1, anemia refratiria com excesso de blastos-1; AREB-2, anemia refratdria com
excesso de blastos-2; LMA-ARM, leucemia mieloide aguda com alteracdes displasicas relacionadas a SMD;
MO, medula 6ssea.

Impacto da expressao de TET2 no fenétipo clinico e sobrevida dos
pacientes com SMD

Diante dos resultados da modulagdo da expressdo de TET2 em SMD de baixo e alto
risco, e da reducao da expressdo de TET2 no momento da progressdo da doenca obervada
em amostras sequenciais de pacientes com SMD, os pacientes com SMD foram
categorizados em dois grupos baseados na expressdo de TET2: baixa expressao de TET2
[tercil inferior, 0.48, 0.03-0.77] e alta expressdo de TET2 [dois tercis superiores, 1.69, 0.88-
21.30] (Tabela 5). Testes estatisticos apropriados foram realizados na tentativa de definir o
impacto da expressdio de TET2 no fendtipo clinico dos pacientes. Foram verificadas
associacOes significativas entre a baixa expressdo de TET2 e a baixa contagem de
hemoglobina (8.4 [6.3-14] vs. 9.8 [3-15] p=.01). Nao houve diferenca clinica entre os

pacientes com baixa e alta expressdao de TET2 em relacdo a idade, porcentagem de blastos
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na medula dssea, estratificagdo de risco pela OMS 2008, IPSS e risco citogenético, nimero
de citopenias e contagem de neutréfilos e plaquetas no sangue periférico (Tabela 5).

Na coorte de pacientes com SMD, a andlise univariada revelou que a baixa
expressdo de TET2 teve impacto negativo na sobrevida livre de evento (HR: 6.51 (2.42-
17.49), p=.0002) e na sobrevida global (HR: 7.25 (2.77-18.99), p<.0001), assim como a
estratifica¢do de risco pela classificacio OMS 2008 (alto versus baixo, p<.0001), IPSS (int-
2/alto versus int-1/baixo, p<.0001), hemoglobina (<10 versus > 10, p<.05), contagem de
leucocitos (< 3 versus > 3 x109/L, p<.05), contagem absoluta de neutréfilos (< 1.5 versus >
1.5, p<.05) e porcentagem de blastos na medula (> 5 versus <5 or > 10 versus <10,
p<.0004). A andlise multivariada evidenciou que a baixa expressdo de TET2 (p<.0001),
IPSS intermediério-2/alto (p<.0001) e hemoglobina <10 g/dL (p<.03) foram fatores

prognosticos independentes de sobrevida livre de evento e sobrevida global (Tabela 6).
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com Sindrome Mielodispldsica categorizados de

acordo com a expressdo de TET2

Baixa expressdo TET2'

Alta expressio TET2 '

Fatores h=19 =39

Género, n (%)

Masculino 12 (63) 22(53)

Feminino 7 (37) 17 (44) 78
Idade, mediana (intervalo) 71 (28-87) 68 (16-85) .18
Blastos MO, mediana % (intervalo) 4 (0-15) 2 (0-17) .33
Idade na coleta

<60 3(16) 13 (33)

> 60 16 (84) 26 (67) 22
Estratificacdo de risco OMS, n (%)

Baixo risco 11 (58) 30 (77) 21
Alto risco 8 (42) 9 (23)

Estratificacao de risco IPSS?, n (%)

Baixo risco 14 (82) 33 (85) 1.0
Alto risco 3(18) 6 (15)

Risco Citogenético3, n (%)

Baixo risco 13 (68) 35 (90)

Alto risco 4(21) 4 (10) 23
Contagem SP, mediana (intervalo)

Hemoglobina, g/dL. 8.4 (6.3-14) 9.8 (3-15) .01
Leucécitos, x10°/L 2.8 (1.2-10.6) 3.4(0.9-11.7) 17
Neutréfilos, x10°/L 1.2 (0.2-4.6) 1.7 (0.2-8.3) .26
Plaquetas, x10°/L 80 (7-544) 124 (7-589) 31
Numero de Citopenias

0,1 6 (32) 20 (51)

>1 13 (68) 19 (49) 17
Blastos na medula 6ssea, %

<5 11 (58) 29 (74)

>5 8 (42) 10 (26) 24*
<10 14 (82) 35 (90)

> 10 5(18) 4 (10) 147

" Pacientes SMD foram categorizados em dois grupos de acordo com a expressio de TET2; baixa expressdo

de TET? (tercil inferior) e alta expressdo de TET?2 (dois tercis superiores).

2 . . aqe e . L. L.
Teste exato de Fisher e teste de Mann—Whitney foram utilizados para varidveis categéricas e numéricas,

respectivamente.

3 Metifases ausentes em dois pacientes.
* Comparacio de pacientes com % blastos na medula Gssea <5 vs. > 5.
> Comparacio de pacientes com % blastos na medula 6ssea <10 vs. > 10.
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Tabela 6. Analise de sobrevida de pacientes com Sindrome Mielodisplasica

Analise Univariada

Analise Multivariada

Sobrevida Livre de Evento Sobrevida Global Sobrevida Livre de Evento Sobrevida Global
Fator HR! 95% C.1.) )] HR 95% C.1.) P HR 95% C.1.) )] HR 95% C.1.) P
Género
Masculino vs feminino 2.15 0.83-5.50 11 2.08 0.81-5.34 12 - - - - - -
Idade na coleta
> 60 vs. <60 1.21 0.47-3.13 .16 1.31 0.52-3.39 .56 - - - - - -
Estratificacao de risco WHO
Alto risco vs. baixo risco 8.47 3.07-23.40 <.0001 7.89 291-2141 <.0001 - - - - - -
Grupo de risco IPSS?
Alto/Int-2 vs. Int-1/Baixo 11.08 4.10-29.92  <.0001 10.53 3.70-29.95 <.0001 2990 8.06-110.92 <.0001 66.80 13.27-336.20 <.0001
Risco Citogenético’
Intermediario/Ruim vs. Baixo 2.66 0.96-7.35 .06 2.58 0.93-7.13 .06 - - - - - -
Hemoglobina, g/dL
<10 vs.>10 2.95 1.10-7.95 .03 3.23 1.21-8.64 .01 4.47 1.08-8.91 .03 4.87 1.70-13.92 0.003
Leucécitos, x10°/L
<3vs.>3 2.73 1.16-6.41 .02 2.98 1.27-6.98 01 - - - - - -
Neutrdfilos, x10°/L
<15vs.>1.5 2.87 1.12-7.37 .02 2.81 1.10-7.22 .03 - - - - - -
Plaquetas, x10°/L
<100 vs. > 100 1.83 0.78-4.29 15 1.69 0.72-3.95 22 - - - - - -
Niimero de citopenias
3/2 vs. 1/0 1.97 0.82-4.76 A2 1.93 0.80-4.65 13 - - - - - -
Blastos na MO, %
>5vys. <5 4.98 2.08-11.92 .0003 4.86 2.03-11.65 .0004 - - - - - -
>10vs. <10 9.05 3.43-2390 <.0001 10.69 3.81-29.92  <.0001 - - - - - -
Expressao de TET2
Baixa expressao vs. Alta expressao 6.51 2.42-17.49 .0002 7.25 2.77-18.99  <.0001 12.13 3.46-4243  <.0001 2591 6.21-108.02  <.0001

"' HR: Hazard Ratio. Hazard ratios >1 indicam que o primeiro fator confere pior prognéstico.
? Metafases ausentes em dois pacientes.

79




Anadlise da expressao génica de DNMT3A em amostras de medula
ossea de controles normais e de pacientes com SMD ou LMA

A expressio de DNMT3A foi semelhante entre amostras de medula dssea de
pacientes com diagndstico de SMD e LMA, quando comparadas as amostras de células
hematopoéticas normais (0.59 [0.01-3.46], 0.87 [0.0-6.46] vs. 0.74 [0.22-1.53],
respectivamente). A expressdo de DNMT3A foi significativamente elevada nos pacientes
com LMA quando comparados aos pacientes com SMD (p=.03) (Figura 8A). Entre os
pacientes com diagnoéstico de SMD, também nao foi observada diferenga na expressao de
DNMT3A em pacientes SMD baixo risco quando comparados aos SMD alto risco de acordo
com a classificacdo OMS 2008 (0.56 [0.01-2.76] vs. 0.66 [0.01-3.46]) (Figura 8B). Os

resultados sdo apresentados como mediana [minimo-maximo].
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Figura 8. Expressdo do RNAm de DNMT3A em células hematopoéticas de controles normais e de pacientes com
Sindrome Mielodispldsica (SMD) e Leucemia Mieloide Aguda (LMA). PCRq foi realizado a partir de cDNA de

células totais de medula éssea de pacientes com diagnéstico de SMD (n=54), LMA (n=50) ou de controles
normais (n=22). O eixo y representa a intensidade relativa de expressdo do RNAm de DNMT3A. Uma amostra de

doador normal foi utilizada como amostra calibradora. As linhas horizontais representam a mediana. Note que a

expressdao do RNAm de DNMT3A foi semelhante entre pacientes com SMD e LMA quando comparados com

células hematopoéticas normais (A) e em pacientes SMD baixo risco quando comparados a SMD alto risco (B).
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Impacto da expressio de DNMT3A no fenétipo clinico e sobrevida
dos pacientes com SMD

Os pacientes com SMD foram categorizados em dois grupos baseados na expressao
de DNMT3A: baixa expressdo de DNMT3A (tercil inferior, 0.10, 0.001-0.46) e alta
expressao de DNMT3A (dois tercis superiores, 0.82, 0.47-3.46) (Tabela 7). Na coorte de
pacientes com SMD, a expressdo de DNMT3A nao teve impacto significativo no fenétipo
clinico (Tabela 7), e a baixa expressao de DNMT3A ndo teve impacto significativo na
sobrevida livre de evento e na sobrevida global (HR: 0.71 [0.23-2.19], p=.55; HR: 0.97

[0.31-3.02], p=0.9, respectivamente).
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Tabela 7. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com Sindrome Mielodispldsica
categorizados de acordo com a expressao de DNMT3A

F Baixa expressio DNMT3A ! Alta expressaio DNMT3A ! 2
atores

n=18 n=36
Género, n (%)
Masculino 9 (50) 21 (58)
Feminino 9 (50) 15 (42) 58
Idade, mediana (intervalo) 69 (53-87) 69 (28-85) .53
Blastos MO, mediana % (intervalo) 1.8 (0-16) 3(0-17) .40
Idade na coleta
<60 2(11) 12 (33)
> 60 16 (89) 24 (67) .10
Estratificacido de risco OMS, n (%)
Baixo risco 12 (67) 24 (67)
Alto risco 6 (33) 12 (33) 1.0
Estratificacao de risco IPSS®, n (%)
Baixo risco 13 (81) 30 (83)
Alto risco 3 (18) 6 (17) 1.0
Risco Citogenétic03, n (%)
Baixo risco 13 (81) 31 (86)
Alto risco 3(19) 5(14) 0.69
Contagem SP, mediana (intervalo)
Hemoglobina, g/dL. 8.42 (3-13.5) 9.9 (6.2-13.3) .08
Leucécitos, x10°/L 3.2 (1.2-10.6) 3.3.(8.5-11.7) .97
Neutréfilos, x10°/L 1.8 (0.6-8.2) 1.1 (0.2-6.9) 22
Plaquetas, x10°/L 164 (10-589) 111 (6.7-487) 31
Numero de Citopenias
0,1 8 (44) 16 (44)
>1 10 (56) 20 (56) 1.0
Blastos na medula o6ssea, %
<5 12 (67) 24 (67)
>5 6 (33) 12 (33) 1.0
<10 14 (78) 31 (86)
> 10 4(22) 5(14) 0.46

' Pacientes SMD foram categorizados em dois grupos de acordo com a expressio de DNMT3A; baixa
expressdo de DNMT3A (tercil inferior) e alta expressdo de DNMT3A (dois tercis superiores).
* Teste exato de Fisher e teste de Mann—Whitney foram utilizados para varidveis categéricas e numéricas,

respectivamente.

3 Metafases ausentes em dois pacientes.
* Comparacio de pacientes com % blastos na medula 6ssea <5 vs. > 5.
> Comparacio de pacientes com % blastos na medula 6ssea <10 vs. > 10.
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Analise da expressao de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacio
eritroide de células CD34" derivadas de medula 6ssea de doadores
normais e pacientes com SMD

Células CD34" de medula 6ssea de doadores normais (n=9) e de pacientes com
SMD de baixo risco de acordo com a classificacdo IPSS (n=8) foram submetidas a
diferenciacdo eritroide, que foi determinada por citometria de fluxo. A diferenciacdo
eritroide foi semelhante em células de doadores normais e de pacientes com SMD como
evidenciado pela expressdo dos marcadores Glicoforina A (GPA) e transferrina (CD71)

(Figura 9).
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Figura 9. Diferenciaciio eritroide de células CD34" de medula 6ssea de doadores normais e de pacientes
com Sindrome Mielodisplasica (SMD). Dot plot representativos de um doador normal (A) e um paciente com
SMD (B) nos dias 6 e 12 de diferenciac@o eritroide. O aumento na expressdo de ambos os marcadores de
superficie celular Glicoforina A (GPA) e Transferrina (CD71), caracteristicos de eritrocitos maduros, comprova
a diferenciacdo das células no dia 12.

A expressdo de TET2 foi avaliada nos dias 6, 8 e 12 da diferenciacdo eritroide.
Interessantemente, no dia 12 de cultura houve um aumento significativo na expressao de
TET2 tanto nas células de doadores normais como nas células de pacientes com SMD

(Figura 10).
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Figura 10. Diferenciacio eritroide de células CD34" de medula éssea de doadores normais e de pacientes com
Sindrome Mielodisplasica (SMD). Andlise por PCRq da expressio de TET2 em células CD34" de doadores
normais (A) e pacientes com SMD (B) nos dias 6, 8 e 12 da diferenciacdo eritroide. A expressdo de TET2 aumentou
significativamente no dia 12 de diferenciac@o. As linhas horizontais indicam os valores medianos. Os valores de p
sdo indicados na figura.

Nao foi observada alteracdo significativa na expressio de DNMT3A durante a
diferenciagdo eritroide de células CD34" de doadores normais e de pacientes com SMD

(Figura 11).
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Figura 11. Diferenciacdo eritroide de células CD34" de medula éssea de doadores normais e de
pacientes com Sindrome Mielodisplasica (SMD). Andlise por PCRq da expressio de DNMT3A em
células CD34" de doadores normais (A) e pacientes com SMD (B) nos dias 6, 8 e 12 da diferenciagio
eritroide. A expressio de DNMT3A ndo se alterou durante os estigios de diferenciacdo. As linhas
horizontais indicam os valores medianos.
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Andlise da expressao génica de TET2 e DNMT3A durante a

diferenciacao celular em modelos de linhagem leucémica

A expressdao génica de TET2 e DNMT3A foi avaliada durante a diferenciacdo
eritrocitica, granulocitica e megacariocitica em modelos de linhagem leucémica.

A expressio de TET2 aumentou significativamente durante a diferenciacio
megacariocitica e granulocitica, mas o aumento ndo foi significativo na diferenciagdao
eritrocitica (Figuras 12 — 14). A expressio de DNMT3A aumentou significativamente
apenas na diferenciacdo granulocitica, o aumento ndo foi significativo na diferenciacao

megacariocitica e a expressdo nao se alterou na diferenciacao eritrocitica (Figuras 12 — 14).
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Figura 12. Expressao de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacio megacariocitica de células K562
tratadas ou nao com indutor de diferenciacio PMA. Dot Plots das células K562 tratadas ou nido com
PMA, comprovando a diferenciagdo megacariocitica através do aumento da expressdo de CD61 (A). Andlise
por PCRq da expressido de TET2 (B) e DNMT3A (C) em células K562 tratadas ou nio com PMA. A
expressdo de TET2 aumentou significativamente nas células tratadas, enquanto a de DNMT3A apresenta um
aumento nao significativo durante a diferenciacdo megacariocitica. Os valores de p sdo indicados na figura.
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Figura 13. Expressiao de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacio granulocitica de células NB4
tratadas ou niao com indutor de diferenciacio ATRA. Dor Plots das células NB4 tratadas ou ndo com
ATRA, comprovando a diferenciacdo granulocitica através do aumento da expressdo de CD11b (A).
Anadlise por PCRq da expressdo de TET2 (B) e DNMT3A (C) em células NB4 tratadas ou ndo com ATRA.
A expressdo de TET2 e DNMT3A aumentou significativamente nas células induzidas a diferenciacio
granulocitica. Os valores de p sdo indicados na figura.
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Células KU812
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Figura 14. Expressao de TET2 e DNMT3A durante a diferenciacio eritroide de células KU812 tratadas ou
nao com indutores de diferenciacio HE e HU. Andlise morfoldgica através de microscopia optica das células
KUS812 tratadas ou ndo com HE e HU, comprovando a diferenciaciio eritroide através da verificacdo de
modifica¢des no formato celular e presenga de hemoglobina nas células ap6ds tratamento (A). Andlise por PCRq
da expressdo de TET2 (B) e DNMT3A (C) em células KU812 tratadas ou ndo com HE e HU. A expressio de
TET?2 apresentou um aumento nio significativo e a expressdo de DNMT3A ndo se alterou nas células induzidas a
diferenciagdo eritroide.
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Padronizacido do silenciamento do TET2 em células HL60 e U937
por shRNA mediado por lentivirus

Inicialmente, um dos objetivos deste trabalho foi padronizar o silenciamento de
TET?2 para realizag¢do de estudos funcionais em modelos de linhagem leucémica. Para tanto,
células HL60 e U937 foram transduzidas com shRNA mediado por lentivirus especifico
para TET2 (shTET2; sc-88934) ou controle adequado (shControl; sc-108080) da Santa
Cruz Biotechnology. Apds a selec@o por puromicina, a expressdo de TET?2 foi determinada
por PCRq. Niao houve reducdo significativa na expressdo gé€nica de TET2 nas células

shTET2 quando comparados com shControle (Figura 15).
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Figura 15. ShRNA especifico para TET2 mediado por lentivirus ndo resultou no silenciamento efetivo
de TET2 em células HL60 e U937. A quantificagdo da expressdo de TET2 nas células HL60 (A) e U937
(B) shTET2 nao diferiu estatisticamente da células shControle. Expressdo dos niveis de TET2 foi
normalizada pelo controle endégeno HPRT (A). Os resultados foram analisados usando 274",
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Com o objetivo de melhorar os resultados da inibi¢do de TET2 um novo protocolo
de silenciamento foi iniciado, desta vez utilizando um vetor apropriado para inibicao
também em células primdrias CD34". Apesar de nossos repetidos esforcos na padronizacio
do silenciamento através da metodologia BLOCK-iT HiPerform Lentiviral Pol II miR
RNAIi Expression System with EMGFP (Cat. No. K4934-00 — Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Nao houve tempo suficiente para que pudéssemos titular, cultivar células e inibi-las
para TET2 durante o periodo de desenvolvimento deste trabalho. Armazenamos os clones
recombinados com sucesso € esperamos obter resultados em experimentos futuros.

Registramos esta etapa para auxiliar no desenvolvimento de projetos futuros.
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Avaliacio da efetividade do silenciamento do DNMT3A

Reducdo significativa na expressdo génica e proteica de DNMT3A (60% em células
HL60 e 50% em células U937) foi detectada nas células shiDNMT3A quando comparados

com shControle (Figura 16).
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Figura 16. ShRNA especifico para DNMT3A mediado por lentivirus resultou no silenciamento efetivo de
DNMT3A em células HL60 e U937. A quantificacio da expressdo de DNMT3A nas células shDNMT3A em relagéo a
células shControle. Expressdo dos niveis de DNMT3A foi normalizada pelo controle enddégeno HPRT (A). Os
resultados foram analisados usando 2°**T. Andlise por Western Blot de extratos proteicos de células sShDNMT3A e
shControl (B). A membrana foi incubada com anticorpos anti- DNMT3A (100 kDa) ou anti-Actina (42 kDa) como
controle da quantidade de proteina aplicada no gel. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot
Analysis System. Os graficos de barras representam a média+DP das intensidades de bandas de 3 experimentos
independentes. A expressdao proteica de DNMT3A foi corrigida pela expressdo de actina correspondente (Scion
Imagine software). Teste ¢ Student.
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Avaliacao do efeito do silenciamento do DNMT3A na proliferacao
de células HL.60 e U937

O efeito do silenciamento de DNMT3A na proliferacao de células HL60 e U937 foi
avaliado por MTT. Apds 48 horas de cultura, ndo houve alteracdo na proliferacao de células

shDNMT?3A quando comparadas com shControle (Figura 17).
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Figura 17. O silenciamento de DNMT3A nio altera a proliferacio celular em células HL60 e U937. A
proliferac@o celular foi determinada pelo ensaio de MTT apds 48 horas de incubagdo de células sShtDNMT3A e
shControle em células HL60 (A) e U937 (B). Os resultados sdo apresentados como média+ DP de seis replicatas
e é representativo de 3 experimentos independentes. Teste de Mann-Whitney.
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Avaliacao do efeito do silenciamento do DNMT3A na formacao de
colonias em células HL60 e U937

O ensaio de formacgao de colOnias foi utilizado para determinar se o silenciamento
de DNMT3A altera o crescimento clonal de células HL60 e U937. Nao houve alteragao
significativa no ndmero de coldnias nas células shDNMT3A em comparagcdo as células

shControle (Figura 18).

A B

Células HL60 Células U937

G

G

120+

@ )
o o
£ £
o] = o
4 120 3 1004
O O
T 1004 T
= £ o
Q 80- ()
k- S 60-
Lo :
'c S 40-
5w s
2 2
2 20_ 2 20-
(& &

0 0

shControle ShDNMT3A shControle ShDNMT3A

Figura 18. O silenciamento do DNMT3A nao altera a clonogenicidade em células HL60 e U937.
Colodnias contendo células vidveis foram detectadas pela adicdo de MTT ap6s 8 dias de incubacao de células
HL60 (A) e U937 (B) shDNMT3A e shControle. Os resultados sdo apresentados como média+DP de 3
experimentos independentes realizados em duplicatas. Teste ¢ Student.
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Avaliacao do efeito do silenciamento do DNMT3A no ciclo celular

em células HL60 e U937

A andlise por citometria de fluxo revelou que o silenciamento de DNMT3A nao

alterou significativamente a porcentagem de células HL60 e U937 nas diferentes fases do

ciclo celular, quando comparadas as células shControle (Figura 19).
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Figura 19. O silenciamento de DNMT3A néo altera o ciclo celular em células HL60 e U937. Fases do
ciclo celular foram detectadas por citometria de fluxo em células HL60 (A) e U937 (B) shControle e
shDNMT3A incubadas por 48 horas, utilizando marcacdo com anexina-V e PI. Resultados s@o expressos
como porcentagem do total de células nas fases GO/G1, S e G2/M. Trés experimentos independentes foram
realizados e a média+DP sdo apresentadas. Teste ¢ Student.
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Avaliacao do efeito do silenciamento do DNMT3A na apoptose em células
HL60 e U937
A andlise por citometria de fluxo de células marcadas com Anexina-V e PI revelou

que o silenciamento de DNMT3A ndo alterou a porcentagem de células apoptéticas (Figura
20).
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Figura 20. O silenciamento de DNMT3A nio altera a apoptose em células HL.60 e U937. A apoptose
foi detectada por citometria de fluxo em células HL60 (A) e U937 (B) shControle e shDNMT3A
incubadas por 48 horas, utilizando marca¢do com anexina-V e PI. Os niimeros indicam a porcentagem de
células nos quadrantes. O quadrante inferior direito contém a populacdo de células apoptdticas (anexina-
V+/PI-). Os resultados s@o representativos de trés experimentos independentes.
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Avaliacdo do efeito do silenciamento do DNMT3A na via de
sinalizacao mTOR/Akt

Nao houve diferenca na expressdo génica de PTEN nas células shDNMT3A,
quando comparadas as células shControle (Figura 21). Células silenciadas para DNMT3A

ndo apresentaram modulacio na expressdo proteica, na fosforilacio de PTEN e na

fosforilacdo de P70S6K quando comparadas as células controle (Figura 22).
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