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RESUMO

BAPTISTA, Renata Lyrio Rafael. Leucemia mieloide aguda familiar. 2018. 88 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Introducdo: Apesar da maioria dos casos de LMA serem esporéadicos, um pequeno
subgrupo esta associado a presenca de mutacGes germinativas. Na revisdo de 2016 da
Classificacdo da OMS de 2008 foram incluidas as neoplasias mieloides com presenca de
mutacdes germinativas. Esses pacientes devem ser submetidos a uma abordagem terapéutica
diferenciada, uma vez que a indicacdo de TCTH alogénico aparentado torna obrigatéria a
exclusdo da mutacdo no irmdo doador. Além disso, os familiares devem receber
aconselhamento genético. Objetivos: a) Estabelecer o status mutacional dos genes CEBPA,
RUNX1, GATA2, TERT, TERC em pacientes com LMA submetidos a TCTH alogénico no
CEMO-INCA. No decorrer desse estudo foi identificado um par de gémeos discordantes para
o diagnostico de LMA. A raridade desse fato e o potencial uso do modelo para tentar entender
a patogénese da LMA fez com que um outro objetivo fosse desenvolvido; b) Avaliar os
exomas de irmaos gémeos idénticos discordantes para o diagnostico de LMA identificados na
coorte estudada. Métodos: A deteccdo de mutagdes nos genes CEBPA, RUNX1, GATAZ2,
TERT e TERC em 58 pacientes com diagnostico de LMA foi realizada pela técnica de MPLA
(Amplificagdo de primer por ligacdo dependente multiplex). A avaliacdo dos exomas foi
realizada por meio de analise bioinformatica. Resultados: Na avalia¢do do status mutacional
dos genes CEBPA, RUNX1, GATA2, TERT, TERC através da técnica de MPLA néo foi
identificada nenhuma mutagdo. A comparagdo do exoma dos gémeos idénticos discordantes
para LMA identificou 116 variantes, dessas foram selecionadas mutacGes em nove genes no
paciente e em dois genes no irmdo saudavel. A categoria funcional desses genes (HJURP,
ABCE1, PCDHA11, AJM1, TAS2R19, AMER2, FNDC3A, SIN3A e L1CAM) e sua possivel
relevancia no processo de transformacédo é discutida. RBM5 e ATXN3 sd mutados no gémeo
saudavel. Conclusdo: Na analise de exoma em par de gémeos discordantes para LMA, as
mutacBes encontradas podem ser o resultado da instabilidade genética gerada por
malignidades. Mais estudos sdo necessarios para conformar o papel de cada mutacao
encontrada na discordancia entre o par de gémeos neste rastreamento genético inicial.

Palavras-chave: LMA familiar. Sequenciamento de Gltima geracdo. Exoma. GATA2. CEBPA.
RUNXL. TERT. TERC.



ABSTRACT

BAPTISTA, Renata Lyrio Rafael. Familial acute myeloid leukemia. 2018. 88 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Meédicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Introduction: Although most cases of AML are sporadic, a small subgroup is
associated with the presence of germ mutations. The 2016 review of the WHO Classification
of 2008 included these cases in a session of myeloid neoplasia with presence of germ
mutations. These patients should have a different management since the indication of related
allogeneic HSCT makes it mandatory to exclude mutation in the donor sibling. In addition,
family members should receive genetic counseling. Objectives: a) To establish the mutational
status of the CEBPA, RUNX1, GATA2, TERT, TERC genes in patients with AML undergoing
allo-HSCT in CEMO-INCA. During this work, a pair of twins discordant for the diagnosis of
AML was identified. The rarity of this fact and the potential use of the model to try to
understand the pathogenesis of AML lead to another goal to be developed; b) To evaluate the
exome of identical twin siblings discordant for the diagnosis of AML identified in the studied
cohort. Methods: The detection of mutations in the genes RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT
and TERC at 58 patients with the diagnosis of AML was performed with the implementation
of the MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). The evaluation of exomes
was performed through bioinformatic analysis. Results: The evaluation of the mutational
status of the CEBPA, RUNX1, GATA2, TERT, TERC genes did not identify any mutation.
Comparison of the exomes of the identical twin discordant to AML identified 9 genes mutated
in the patient and 2 genes mutated in the healthy sibling with possible clinical relevance.
Genes HIURP, ABCE1, PCDHAL11, AJM1, TAS2R19, AMER2, FNDC3A, SIN3A and L1CAM
are mutated in the patient. RBM5 and ATXN3 are mutated in the health twin. Conclusion: At
the exome analysis of the discordant twins pair in AML the mutations found in here could be
the result of genetic instability lead by malignance. More experiments are needed to confirm
the role of each mutation found in discordance between the pair of twins in this initial genetic
screening.

Keywords: Familial AML. Whole exome sequencing. GATA2. CEBPA. RUNX1. TERC.
TERT.
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INTRODUCAO

A causa da maioria dos casos de neoplasias mieloides ainda € desconhecida, apesar de
ja serem estabelecidos alguns fatores etiologicos na doenga como a exposi¢do a benzeno,
radioterapia e quimioterapia.’

Existe na literatura a descricdo de familias com mdaltiplos casos de leucemia mieloide
aguda (LMA). A investigacdo gendmica detalhada dessas familias levou a identificacdo de
mutacOes germinativas associadas a essa neoplasia.?™

Em 2016, na revisdao da classificacdo da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) foi
incluido o grupo das neoplasias mieloides com predisposicdo genética e associacdo a
mutacdes germinativas. Essa nova entidade inclui: a) neoplasias mieloides com predisposi¢ao
germinativa, na auséncia de uma desordem ou disfuncdo organica prévia; b) neoplasias
mieloides com predisposicdo germinativa e presenca de desordem plaquetéria prévia; c)
neoplasias mieloides com predisposicdo germinativa e disfuncdo organica prévia. A
identificacdo da mutacdo genética ou da sindrome predisponente é essencial para o
diagndstico desses casos familiares.>®

A importancia da identificacdo dessas familias se torna mais clara devido a relevancia
das questbes clinicas envolvidas. Por exemplo, pacientes com diagnostico de LMA e
sindrome mielodisplasica (SMD) com indicacdo de transplante de células tronco
hematopoéticas alogénico (TCTH alo) ndo deveriam ter irmdos como doadores de medula
Ossea a ndo ser que a presenca da mutacdo no gene em questdo fosse excluida, ja que a
presenca da mutacdo na medula doada esta associada ao desenvolvimento da doenca. J& no
caso dos pacientes com distarbios do tipo disfuncdo plaquetaria familiar, é necessario o
manejo especifico e preventivo em relacdo a distirbios de coagulacdo, principalmente em
situagBes de trauma e pré-operatdrio, com objetivo de reduzir a morbidade nesses pacientes.’®

Os objetivos primarios desse estudo sdo estabelecer o status mutacional dos genes OS
RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT, TERC em pacientes com LMA submetidos a alo-TCTH no
Centro de Medula Ossea (CEMO)-Instituto Nacional de Cancer (INCA) e identificar novas
mutacdes que possam estar envolvidas na patogénese da LMA em um par de gémeos
idénticos divergentes para o diagnéstico de LMA. O objetivo secundéario é desenvolver uma

plataforma genética diagndstica para casos de LMA familiar.
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A pesquisa de mutacdes nos genes RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT e TERC foi
realizada em uma coorte retrospectiva de 58 pacientes com diagnostico de LMA submetidos a
transplante alogénico aparentado de medula 6ssea no CEMO-INCA.

O desenvolvimento dessa plataforma diagnostica foi um possivel piloto a ser
expandido no Brasil. Este estudo permite a sugestdo de algoritmos de diagnostico e conduta
especificos para cada mutacdo, permitindo, em futuro proximo, o desenvolvimento de

protocolos de diagndstico e acompanhamento de pacientes e familiares.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Leucemia mieloide aguda (LMA)

1.1.1 Histérico

O primeiro caso de leucemia aguda foi descrito na literatura médica por Alfred-
Armand-Luis-Marie Velpeau, em 1827. Velpeau relatou o caso de uma senhora de 63 anos
com febre, fragueza e hepatoesplenomegalia e cujo sangue tinha uma consisténcia
macroscopica diferente do normal, ao que ele chamou ao microscépio de corpusculos
brancos.!

Em 1845, Bennet descreveu uma série de pacientes que morreram com aumento do
baco e mudangas na cor e consisténcia do sangue, denominada por de leucocitemia.”

O termo leucemia foi utilizado pela primeira vez por Rudolf Virchow, patologista
pioneiro no uso do microscopio 6tico, que descreveu o excesso de glébulos brancos nos
doentes como a sindrome clinica descrita por Velpeau e Bennet.!!

Em 1869, Neumann reconheceu que os globulos brancos eram produzidos na medula
Ossea e foi, entdo, criado o termo mieloide, sendo posteriormente, em 1879, descrito o
primeiro exame de medula dssea. E finalmente, em 1900, Naegeli classificou a leucemia em

mieloide e linfoide.!?

1.1.2 Epidemiologia

A LMA representa aproximadamente 1 a 2% de todas as causas de cancer nos Estados
Unidos da América.’® N&o existe a descrigdo da incidéncia da doenga no Brasil.

A idade média no diagndstico é de 65 anos e a incidéncia aumenta com a idade. A
LMA representa aproximadamente 90% das leucemias agudas em adultos, mas apenas 10%

dos casos em criancas menores de 10 anos.*
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A incidéncia de LMA secundéria parece estar aumentando, e atualmente representa 10
a 20% dos casos de LMA no adulto.'*

1.1.3 Etiologia

A leucemogénese € um processo multiplo, no qual uma célula progenitora é suscetivel
a agentes indutivos em varios estagios. Drogas, fatores genéticos e exposicdo ambiental e

ocupacional sdo possiveis agentes leucemogénicos.®®

1.1.3.1 Fatores genéticos

A predisposicdo genética para LMA foi observada em estudos epidemiolégicos e
familiares.® Relatos de casos de LMA ocorridos na mesma familia vém sendo descritos, e a
concordancia do tipo de LMA entre familias tem sido mais comum do que o esperado ao
acaso.}”'® Da mesma forma, existe um aumento da incidéncia de LMA em parentes de
primeiro grau em todos os subtipos da doenca. Esses dados sugerem que a mutacdo em genes
suscetiveis a leucemia poderia ser um mecanismo comum de LMA “hereditéaria”.**°

O aumento da incidéncia de LMA em doencas congénitas também sugere uma
predisposicdo genética para o desenvolvimento da doenca. Na Sindrome de Down, por
exemplo, a incidéncia de leucemia aguda antes dos cinco anos de idade chega a ser 150 vezes
maior do que na populagio geral.?*?2

As doencas associadas com instabilidade cromossémica como Anemia de Fanconi,
Ataxia telagectasica, Sindrome de Bloom e Sindrome de Kostman também estdo associadas a
maior incidéncia de LMA.%?* Provavelmente, o “ambiente celular” nessas doencas resulta em
instabilidade cromossémica, dano do acido desoxirribonucléico (DNA) e maior

suscetibilidade a mutagdes.?*
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1.1.3.2 Histdria a exposi¢do

A exposicdo a radiacdo ionizante e a produtos quimicos estd associada ao
desenvolvimento de LMA. A associacdo entre irradiacdo e o desenvolvimento de leucemia
aguda foi evidenciada em parte apds o acompanhamento dos sobreviventes da explosdo da
bomba atdémica em Hiroshima e Nagasaki.?>?® O tempo de laténcia entre a exposicio e o
desenvolvimento da doenca foi de 5 a 21 anos, e 0 risco estava relacionado com a idade no
momento do acidente e ao tempo de exposicio.?’

O tratamento com radioterapia também aumenta o risco de LMA. Pacientes que
receberam baixas doses de radioterapia para tratamento de doencas benignas, como
espondilite anquilosante, tinea capis, timoma e artrite reumatoide, também desenvolveram
LMA em uma incidéncia de 2 a 5 vezes maior do que a esperada, assim como militares que
participaram de testes nucleares.?® O uso de didxido de torium como meio de contraste para
exames radioldgicos, na década de 40, foi associado a aumento da incidéncia de LMA
eritroblastica cerca de 10 a 30 anos ap0s a exposicao.

A exposicdo crbnica a alguns agentes quimicos tem sido associada ao
desenvolvimento de LMA, sendo o benzeno o mais estudado.?*-*! Dessa forma, trabalhadores
da industria petroquimica, do couro e da borracha, assim como pintores, agricultores expostos
a herbicidas e frentistas tem maior chance de desenvolver a doenca.

Os fumantes ativos e passivos parecem ter um risco aumentado de desenvolver LMA,

provavelmente pela presenca de derivados de benzeno na composi¢do do cigarro.3233

1.1.3.3 LMA relacionada ao tratamento (LMA-t)

O aumento na incidéncia de LMA tem sido relatado em pacientes que recebem
quimioterapia para tratamento de algumas neoplasias. Geralmente, essas leucemias se
desenvolvem apds administracdo de agentes alquilantes ou inibidores da topoisomerase II.

A LMA-t esta associada a anormalidades citogenéticas e a resposta ruim a
guimioterapia. O risco de desenvolvimento de LMA ¢é proporcional a idade do paciente, a

dose cumulativa do agente alquilante administrado e a doenca de base.®
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Atualmente, a LMA-t representa cerca de 10 a 20% de todos os casos de LMA, sendo
clinicamente diferente das leucemias de novo.

A LMA associada ao uso prévio de agente alquilante costuma ser precedida por um
periodo variavel de mielodisplasia ocorrendo anomalias genéticas nos cromossomos 7, 5 e 8
em 50 a 90% dos casos.®

Um grupo clinico e geneticamente distinto é formado por individuos tratados com
inibidores de topoisomerase Il (etoposide e antraciclinicos). Essa classe de drogas causa lesdo
do DNA por meio de uma enzima intranuclear, gerando uma doenca caracterizada pelo curto
de periodo de laténcia em torno de 2 a 3 anos.%®*” A LMA associada & topoisomerase |l esta
associada ao rearranjo cromossomial envolvendo os cromossomos, e caracteriza-se por uma
translocagdo balanceada envolvendo bandas 11¢23.%

Em paciente com cancer de mama o risco de desenvolvimento de sindrome
mielodisplasica (SMD) esté relacionado a dose de epirubicina e ciclofosfamida, parecendo
haver maior associagdo com a intensidade da dose do que com a dose cumulativa.®

Algumas doencas adquiridas também estdo associadas a evolucdo para LMA.
Pacientes com neoplasia mieloproliferativa (NMP) tem maior incidéncia de transformacéo
leucémica, 0 que parece aumentar com a adi¢do de quimioterapia e radioterapia.*°

A anemia apléstica esta relacionada ao desenvolvimento tardio de LMA, e o risco
também parece ser maior apds a exposicao a radioterapia e produtos quimicos.*

O mieloma mdltiplo esta associado com o desenvolvimento de LMA. Essa associa¢do
e a administracdo de agentes alquilantes sdo bem documentadas, mas a LMA pode acorrer

mesmo sem tratamento prévio.*>43

1.1.4 Classificacdo

O primeiro sistema de classificacdo para LMA foi proposto em 1976 pelo Grupo
Cooperativo Franco-americano-britanico (FAB)** (Quadro 1). A classificacdo FAB divide
as LMAs em oito categorias com base na morfologia, citoquimica, utilizando a coloragédo de
Wright e Giemsa.
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Quadro 1 - Classificacdo Britanica-Francés-Americana (FAB)

Subtipo Caracteristicas
LMA-MO >30% de blastos; >3% blastos reativos para MPO, SBB, ou NSE
LMA-M1 >30% blastos; >3% blastos reativos para MPO ou SBB; <10% das

celulas nucleadas da medula dssea sdo promielécitos ou neutrofilos
mais maduros.
LMA-M2 >30% de blastos; >3% blastos reativos para MPO ou SBB; >10% das
células nucleadas da medula 6ssea sdo promieldcitos ou neutrofilos
mais maduros; t(8:21) como anormalidade cromossdmica.
LMA-M3 >30% blastos e promielocitos anormais; intensa reatividade para MPO
e SBB; promielocitos e blastos com multiplos bastonetes de Auer;
t(15:17) como anormalidade cromossomica.
LMA-M4 >30% de mieloblastos, monoblastos e promonocitos; >20% de células
monociticas na medula; <5 x 10%L de mondcitos no sangue; >20% de
neutrofilos e precurssores na medula; células monociticas reativas para
NSE; eosintfilos anormais na LMA M4 quando associada inv(16).
LMA-Mb5a >80% de células monociticas; monoblastos >80% das células
monociticas; monoblastos e mondcitos reativos para NSE; manoblastos
geralmente ndo reativos para MPO e SBB.
LMA-M5b >80% células monociticas; monoblastos >80% das células
monociticas; monoblastos e mondcitos reativos para NSE;
promondcitos podem ter granulos positivos para MPO e SBB.
LMA-M6 >50% de precurssores eritroides: >30% dos precursores ndo eritroides
sdo mieloblastos; Bastonetes de Auer podem estar presentes nos
mieloblastos; precurssores eritroides displasicos frequentemente sdo
positivos para PAS.
LMA-M7 >30% de blastos; >50% das células sao megaloblastos pela morfologia;
imunofenotipo CD41+, CD61+
Legenda: Leucemia mieloide aguda (LMA); mieloperoxidase (MPO); sudan-Black (SBB); non sterase especific
NSE).
Fonte: Ber(mett )et al.44

Numa tentativa de se incorporar informacdes citogenéticas e clinicas na classificacdo
das LMAs, foi desenvolvida em 2001uma nova classificacdo, a classificacdo da Organizacdo
Mundial de Salde (OMS).*®4” Essa classificacdo preservou o contetido da classificacio
anterior, mas definiu subgrupos Unicos com importancia clinica e bioldgica, com a
incorporagdo da informacdo citogenética. Uma alteracdo fundamental introduzida foi a
reducdo do namero de blastos de 30% para 20% para determinacéo do diagnostico.

A classificacdo da OMS tem sido amplamente aceita pela maioria dos grupos
cooperativos e vem substituindo a classificagdo FAB. A versdo de 2008 categoriza as
leucemias agudas em entidades clinicopatogenéticas, baseando-se em alteragdes citogenéticas

e moleculares.*849
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As alteracGes citogenéticas recorrentes caracterizam o diagnostico de LMA
independentemente do nimero de blastos na medula éssea. A LMA com t(9;11)(p22;923) €
considerada uma entidade Unica e foi incluida nesse subgrupo em conjunto com outras trés
entidades citogenéticas que sdo a LMA com t(6;9)(p23;934), a LMA com inv(3)(g21;926.2) e
a LMA com t(1;22)(p13;913), uma leucemia rara que quase sO se manifesta em criancas.
Duas entidades provisorias caracterizadas pela presenca de mutagdes genéticas também foram
incluidas nesse grupo, a LMA com o gene NPM1 mutado e a LMA com o gene CEBPA
mutado. Existem evidéncias de que essas duas mutacdes genéticas representam lesdes
genéticas primarias, as mutagdes do tipo classe 2.°° As mutagBes no gene fms-related tyrosine
kinase 3 (FLT3) estdo associadas a alguns subtipos de LMA. As LMAs com muta¢do em
FLT3 ndo sdo consideradas uma entidade, mas devem ser identificadas devido a sua
importancia progndstica.

A LMA com achados relacionados a mielodisplasia se caracteriza: a) pela historia
prévia de SMD ou SMD/NMP; b) presenca de alteracBes citogenéticas relacionadas a SMD
como cariétipo complexo (definido como trés ou mais alteracbes cromossdmicas), alteractes
cromossémicas ndo e balanceadas; ou c) presenca de mais de 50% das células de duas ou
mais linhagens mieloides displésicas.

Ja a LMA relacionada a tratamento (LMA-t) caracteriza-se pelo desenvolvimento da
neoplasia apds tratamento radioterapico ou quimioterapico.

Na versdo revista em 2016 a OMS® continua a definir as entidades de LMA baseadas

nos achados citogenéticos e moleculares (Quadro 2).
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Quadro 2 - Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude - LMA e neoplasias precursoras
relacionadas

Categorias

LMA com alteraces citogenéticas recorrentes
LMA com 1(8;21)(g22;022); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13;1922) ou t(16;16)(p13.1;922); MLLT3-MLL
LMA com t(15;17)(q22;912); PML-RARA
LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
LMA com t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(g21;926.2) ou t(3;3)(q21;026.2); RPN1-EVI1
LMA (megacariobléstica) com t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Entidade provisoria: LMA com BCR-ABL1
LMA com NPM1 mutada
LMA com CEBPA bialélico mutado
Entidade provisoria: LMA com RUNX1 mutado
LMA com alterac6es relacionadas a mielodisplasia *
Neoplasia mieloide relacionada a tratamento
LMA néo especificada
LMA com diferenciacdo minima
LMA sem maturacéo
LMA com maturacao
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia eritroide aguda
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia, eritroide/mieloide
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Panmielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieloide (tumor mieloide extramedular; sarcoma granulocitico)
Proliferacdo mieloide relacionada a Sindrome de Down
Mielopoise transitéria anormal (desordem mieloproliferativa transitoria)
Leucemia mieloide associada a Sindrome de Down

Legenda: Leucemia mieloide aguda (LMA).

Nota: *alteragdes cromossémicas ndo balanceadas como del(17) ou del(17q), del(5) ou del (5q), inv(17q) ou
t(17p), del(13) ou del(13q), del(11q), del(12p) ou t(12p), del(9q), indic(X)(gl3) e balanceadas como
1(11;16)(923;p13.3), 1(3;21)(q26.2;022.1), (1;3)(p36.3;g21.1), t(2;11)(p21;923), 1(5;12)(g33;p12),
1(5;7)(433;p13), 1(5;10)(433;021), 1(3;5)(925;034).

Fonte: Arber et al.®

Um grande numero de alteracGes citogenéticas balanceadas recorrentes é reconhecido,
mas grande parte delas ndo sdo formalmente incorporadas por essa classificacdo. Alguns
pequenos refinamentos relacionados a atualizacdo de nomes de genes foram feitos como, por
exemplo, a mudanga do nome LMM para KMT2A, assim como o reconhecimento de que
inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(g21.3;926.2) ndo representam uma fusdo de genes, mas sim uma
reposicdo do enhancer distal do GATA2 para ativar a expresséio de MECOM e

simultaneamente conferir uma haploinsuficiéncia de GATA2.5152 Para reforcar a significancia
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da fusdo do PML-RARA, que pode ser cripita ou resultar de uma rearranjo citogenético
complexo diferente da t(15;17)(g24.1; g21.2), a leucemia promielocitica aguda (LPA) com
essa fusdo foi renomeada como LPA com PML-RARA. Finalmente, uma nova categoria
provisoria de LMA com BCR-ABLL1 foi adicionada para reconhecer os raros casos de LMA de
novo que podem se beneficiar da terapia com inibidor de tirosina quinase.>*>* A definicio da
LMA com CEBPA foi modificada exigindo que essa mutagdo seja bialélica, ja que o melhor
prognostico dessa entidade s6 se confirma nessa condi¢do. Adicionalmente, na auséncia de
alteracdo citogenética associada a SMD, a presenca de multilinhagem displasia deixa de ter
papel prognostico. E, finalmente, uma categoria provisoria de LMA com RUNX1 mutado foi
adicionada a classificacdo de LMA de novo aos casos que ndo apresentam citogenética
relacionada a SMD. Essa nova categoria provisoria representa um grupo bioldgico distinto

com um progndstico possivelmente pior do que ou outros tipos de LMA %>

1.1.5 Diagnéstico

1.1.5.1 Morfologia

O mielograma é um exame essencial para definicdo do diagnostico de LMA, sendo a
biopsia de medula dssea necessaria apenas quando o aspirado da medula Gssea é seco. O
sangue periférico e o mielograma devem ser corados com o0s corantes May-Grunwald e
Giemsa ou Wright e Giemsa, para que seja realizada a analise morfoldgica, sendo
recomendada a contagem de pelo menos 200 células no sangue periférico e 500 células na
medula 6ssea.!

O diagnostico de LMA é determinado pela presenca de 20% ou mais de celulas
blasticas no sangue periférico ou na medula Gssea, exceto nos casos de LMA em que as
t(15;17), t(8;21), inv(16) ou t(16;16) sdo detectadas, ja que essas alteracBes genéticas sdo
suficientes para o diagndstico de LMA.*

A citoquimica pode ser utilizada para definicdo da linhagem celular, sendo utilizados
corantes tipo mieloperoxidase (MPO) ou Sudan black B (SBB) e esterase ndo especifico. A
deteccdo do corante MPO em 3% ou mais dos blastos indica diferenciacdo da célula em

origem mieloide, mas sua auséncia ndo pode excluir a origem mieloide, uma vez que
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mieloblastos jovens e monoblastos podem ndo corar com esse corante. O corante SBB
apresenta caracteristica semelhante ao corante MPO, porém é menos sensivel, e o de esterase
ndo especifico apresenta reacdo citoplasmatica difusa nos monoblastos (geralmente
positividade maior do que 80%) e nos monocitos (geralmente positividade maior do que
20%). Na eritroleucemia, o corante acid-Schiff (PAS) pode identificar grandes globulos

positivos para a coloragdo nas células blasticas.!

1.1.5.2 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem utilizando a citometria de fluxo com multiparametros é utilizada

para determinar a linhagem envolvida no diagndstico de LMA%®*° (Quadro 3).

Quadro 3 - Expressdao de marcadores de superficie celular e citoplasméticos para diagnostico
de Leucemia mieloide aguda (LMA)
Diagnostico de LMA

Precursor CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR
Marcadores ganulociticos CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, ctMPO
Marcadores monociticos Esterase ndo especifica, CD11lc, CD14, CD64, CD4,

CD11b, CD36, NG2 homdlogo

Marcadores megacariociticos | CD41 (glicoproteina llb/Illa), CD61 (glicoproteina Illa),
CDA42 (glicoproteina 1b)

Marcador eritroide CD235a (glicoporina A)

Fonte: Craig e Foon®®,

N&o existe consenso sobre o ponto de corte para se considerar um marcador positivo.
Para a maioria dos marcadores é utilizado como critério de positividade sua expressdo em
mais de 20% das celulas leucémicas, exceto para alguns marcadores selecionados (CD3
citoplasmatico, MPO, TdT, CD34 e CD117), em que esse valor é de 10%.% A quantificacéo
da expressdo da varios antigenos de superficie e citoplasmaticos € necessaria para: a)
definicdo da linhagem celular; b) diagnosticar a leucemia com fenotipo misto; ¢) detectar

fenotipos aberrantes que permitam mensurar a doenca residual minima.
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A imunofenotipagem é essencial para diagndstico de LMA com diferenciacdo minima,
leucemia megacarioblastica e leucemia de linhagem ambigua.>®> A LMA com diferenciagio
minima é um tipo de leucemia sem evidéncia morfoldgica e citoquimica de diferenciacéo
mieloide.’ Muitos casos expressam antigenos associados a hematopoiese precoce (CD34,
CD38 e LHA-DR) e ndo expressam marcadores de maturacdo mieloide e monocitica. A
leucemia megacarioblastica é uma leucemia com mais de 20% de blastos, dos quais 50% ou
mais sdo de linhagem megacariocitica. Os megacarioblastos tipicamente expressam uma ou
mais glicoproteinas plaquetarias (CD41 e/ou CD61 e menos comumente CD42). As leucemias
de linhagem ambigua sdo raras e representam o0s casos de leucemia sem evidéncia de
diferenciacdo quanto a linhagem (leucemia indiferenciada) ou com expressdo de antigenos de
mais de uma linhagem. As leucemias indiferenciadas geralmente expressam HLA-DR, CD34
e/ou CD38. As leucemias de linhagem ambigua podem conter blastos de linhagens diferentes,
uma populacéo de blastos com marcadores de linhagens diferentes na mesma célula ou a
combinagio de ambas.>

Algumas LMAs com alteracdo citogenética recorrente estdo associadas com
caracteristicas imunofenotipicas distintas. A LMA com t(8;21) frequentemente expressa 0
marcador linfoide CD19 ou em uma menor frequéncia, CD7 e CD56.5%%2 A LMA com
inv(16) frequentemente expressa o marcador de linhagem T, CD2% e a LMA com mutag&o no
gene da NPM1 tipicamente apresenta forte expressdo para CD33, e baixa ou ausente para
CD34.%

1.1.5.3 Citogenética e citogenética molecular

A citogenética convencional é mandatoria no diagndstico de LMA. As alteracdes
cromossdmicas séo detectadas em aproximadamente 55% dos adultos com LMA.%%% Além de
algumas alteracOes citogenéticas serem consideradas entidades na classificacdo da OMS,
algumas alteracGes especificas podem definir o diagndstico de LMA independente da
contagem de blastos, como explicado acima. A anélise citogenética adequada exige que pelo
menos 20 células da medula dssea em metéafase sejam analisadas.’

O exame de Hibridizacdo fluorescente em tecido (fluorescence in situ hybridization
(FISH)) é uma opcdo para a detecgdo de rearranjos genéticos quando a analise citogenética

falha. Alguns rearranjos geneticos especificos sdo mais bem avaliados como a fusdo dos
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genes RUNX1-RUNX1T1, MLLT3-MLL, MLL e EV11 e a perda de material cromossdmico
como a delegdo do 5q e 7q.5"®

1.1.5.4 Genética molecular

Uma amostra de medula dssea e de sangue periférico deve ser disponivel para analise
molecular. Idealmente, DNA e &cido ribonucléico (RNA) devem ser extraidos, e células
viaveis devem ser armazenadas. Se o nimero de células for limitado, a extracdo de RNA deve
ser priorizada, porque o RNA permite o screening molecular para fusdo de genes e para
mutacdes associadas a leucemia.

A aplicacdo da Reacdo em cadeia da transcriptase-polimerase em tempo real (reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)) pode ser uma op¢do na identificacdo de
fusdo de genes como RUNX1-RUNX1T1, MLLT3-MLL, MLLT3-MLL e DEK-NUP214,
guando a andlise cromossdmica é de ma qualidade ou quando a morfologia da medula dssea é
tipica, mas a alteracio citogenética suspeita ndo é detectada.®®"°

Algumas mutacBes somaéticas adquiridas tém sido identificadas em varios genes como
0 gene NPM ©2, o gene FLT3'"2, 0 gene CEBPA" e gene de linhagem leucémica mista-
MLL.™ O screening para as mutages em NPM1 e CEBPA, que foram incorporadas na
classificacdo da OMS, e para a mutacdo do gene FLT3, deve ser realizado em estudos clinicos

e de forma rotineira, pelo menos nos pacientes com LMA com cariétipo normal.

1.1.6 Fatores progndsticos

Os fatores progndsticos relacionados a LMA se dividem entre os relacionados as
caracteristicas do paciente e as caracteristicas do clone da doenca. Os fatores relacionados ao
paciente, geralmente predizem a mortalidade relacionada ao tratamento, enquanto que 0s

fatores relacionados ao clone leucémico predizem resisténcia ao tratamento convencional.
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1.1.6.1 Fatores relacionados ao paciente

A idade avancada é definida como acima de 60 anos e € considerada como fator
prognostico adverso. Mesmo ap0s serem considerados fatores citogenéticos e moleculares e
performance status, o paciente idoso tem pior progndstico do que o jovem, 0 que sugere

fatores relacionados a idade ainda nao estudados.”"®

1.1.6.2 Fatores relacionados a LMA

Os fatores prognosticos relacionados a LMA incluem leucometria, existéncia prévia de
SMD, uso de terapia citotoxica prévia e alteragdes citogenéticas e moleculares da célula

leucémica ao diagnostico.

1.1.6.2.1 Citogenética

O caridtipo da célula leucémica é o fator progndstico mais forte para a resposta a
terapia de induc&o e para a sobrevida.®®®* Os pacientes adultos com diagndstico de LMA s&o
categorizados em 3 grupos de risco, de acordo com o cariétipo favoravel, intermediario e
adverso.”’"

A definicdo do grupo de risco para algumas alteracdes citogenéticas mais raras ainda
ndo foi definida, devido ao pequeno numero de pacientes € a ndo homogenizacdo do
tratamento entre os estudos. Da mesma forma, o impacto de alteragdes genéticas no caso de
translocacGes balanceadas ou inversGes também precisa ser estudado.

O caridtipo complexo, que esta presente em 10 a 12% dos pacientes com diagnéstico
de LMA, esta associado a prognostico ruim.® O cariétipo complexo tem sido definido pela
presenca de 3 ou mais alteracbes cromossdmicas, na maioria dos estudos, na auséncia de
t(8;21), inv(16) ou t(16;16) e t(15;17), j& que o cariotipo complexo nessas situacbes ndo
parece influenciar o prognostico de forma negativa. Na LMA com cariétipo complexo ha

predominio das alteracbes cromossémicas ndo balanceadas. As perdas mais frequentes sdo do



27

17p e/ou da mutagdo do gene TP53,2:% ocorrendo em aproximadamente dois tercos dos
casos. Recentemente, uma nova categoria genética associada a risco desfavoravel foi
proposta, o cari6tipo monossomal.®

O European Leukemia Net (ELN) propde uma padronizacdo entre a correlacdo

citogenética e molecular com os dados clinicos®8 (Quadro 4).

Quadro 4 - Correlagdo dos dados clinicos, citogenéticos e moleculares na Leucemia mieloide

aguda (LMA
Grupo genético
Favoravel t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13;1922) ou t(16;16)(p13.1;922); MLLT3-MLL

NPM1 mutado sem FLT3-1TD ou FLT3 mutado com baixa RTA

CEBPA mutado de forma bialélica

Intermediario NPM1 mutado e FLT3-1TD mutado com alta RTA

NPML1 selvagem e FLT3-ITD mutado com baixa RTA

NPM1 selvagem sem FLT3-1TD

t(9;11)(p22;g23); MLLT3-MLL

AlteragBes citogenéticas ndo classificadas como favoraveis ou

adversas

Adverso LMA com t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); rearranjo KMT2A

t(9;22)(g34.1:q11.2); BCR-ABL1

LMA com inv(3)(g21;926.2) ou t(3;3)(q21;026.2);GATA2,

MECOM (EVI1)

-5 ou del(5q); -7;abnl(17p); cari6tipo complexo

RUNX1 mutado

ASXL1 mutado

TP53 mutado

Legenda: razéo de taxa alélica (RTA).
Fonte: DGhner et al.®

1.1.6.2.2 Genética molecular

A identificacdo de mutacdo de genes e expressdo genética desregulada permitiu
decifrar, dentro de grupos citogenéticos definidos, a diversidade genética, particularmente no
grupo de pacientes com LMA e com cari6tipo normal (LMA-CN). Cerca de 40-50% dos
casos de LMA de novo tem cariétipo normal,’®’” e mesmo nesse grupo de pacientes o

desfecho é heterogéneo. Os genes NMP1, CEBPA, FLT3 e c-kit estdo associados ao
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progndstico nesse grupo de pacientes com caridtipo normal 8% As duas lesbes moleculares
mais frequentes em pacientes com LMA com impacto prognostico sdo as mutagfes no gene
FLT3, que codifica um receptor de tirosina quinase envolvido na hematopoiese (37-46% dos
pacientes)®® e mutacdes do gene NPM1 (28-35% dos pacientes).

A mutacdo do gene NPM1 tem sido associada a cariétipo normal em 48-53% dos
casos de LMA.B% A mutacdo isolada no gene NPM1 confere uma alta taxa de resposta
completa (RC), aumento da sobrevida livre de doenca (SLD) e da sobrevida global (SG),
desfechos semelhantes aos pacientes com LMA com citogenética favoravel.

Duas classes de mutacédo ativa do gene FLT3 foram identificadas em pacientes com
LMA, e incluem os pontos de mutacdo em duplicagdo em tandem interna (internal tandem
duplication (ITD)) e o dominio da tirosina quinase (tyrosine kinase domain (TKD)). A
mutacdo FLT3-ITD acontece em 30% dos casos e é mais comum do que a mutagdo em FLT3-
TKD, que ocorre em cerca de 10% dos pacientes.®% Varios estudos tem demonstrado a
influéncia progndstica negativa do FLT3-ITD em pacientes com LMA resultando em um
curto periodo de remissao e sobrevida reduzida, quando comparado com o gene selvagem. %%
Alguns estudos sugerem que o prognostico parece estar mais relacionado com o nivel do alelo
mutado ou com o local de inser¢do do ITD, do que com a sua presenca somente.*>% Apesar
da presenca da mutacdo FLT3-TKD estar sendo associada a pior prognéstico, em alguns
estudos ndo é confirmado esse impacto progndstico.®” Alguns autores tem demonstrado que a
mutacdo do FLT3-TKD pode acontecer num subgrupo de pacientes que também apresentam
mutacdes nos genes NPM1 ou CEBPA, que estdo associados a progndstico favoravel. A
mutacéo isolada do FLT3-TKD ou em associa¢do com a t(15;17) ou com a mutacdo FLT3-
ITD tem sido associada com prognostico ruim.®®

O gene CEBPA codifica uma proteina alfa ligadora que realca o CCAAT, um fator de
transcricdo que tem papel na diferenciagio de granuldcitos.®® A mutagdo no gene CEBPA tem
sido descrita em 7-11% dos pacientes com LMA (13-15% dos casos LMA-CN) e esta
associada a maior duracdo de remissdo e SG quando comparada ao gene selvagem.86:99-101
Porém, em um estudo, o beneficio sobre a SG foi observado apenas para 0s pacientes com
mutacdo dupla do CEBPA. A SG em 8 anos relatada nesse estudo para pacientes com a
mutacdo dupla, mutacéo Unica e o gene selvagem foi de 54%, 31% e 34%, respectivamente.

Recentemente, outras lesdes moleculares recorrentes com impacto progndstico foram
identificadas em pacientes com LMA. As mais comuns incluem mutacdes nos genes IDH1 e
IDH2, que codificam isocitrato desidrogenase 1, e no gene DNMT3A, que codifica a DNA

metiltransferase 3. As mutacGes em IDH1 tém sido reportadas em 6-9% dos casos de LMA
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com uma maior frequéncia em paciente com LMA-CN (8-16%).86:96102-104 Egsas mutacoes
parecem ocorrer em conjunto tanto com LMA-CN como com muta¢des em NPM1, e também
parecem estar associadas ao tipo selvagem dos genes CEBPA e FLT3.®® As conclusdes das
publicacBes sobre o papel prognéstico das mutacGes no gene IDH1 tem sido inconsistentes.
Embora alguns estudos mostrem auséncia de influéncia prognoéstica sobre a SG quando se
avalia as mutacgdes nos genes IDH, as mutacGes no gene IDH1 parecem estar associadas a pior
prognostico no subgrupo de pacientes com LMA-CN.*11 No subgrupo de pacientes com
LMA e menos de 60 anos de idade, a mutacdo no gene IDH1 foi associada a queda
significativa na sobrevida livre de doenca (SLD) em 8 anos quando comparada aos casos com
0 gene selvagem.

A mutacdo no gene DNMT3A tem sido reportada em 18-22% dos pacientes com
LMA%5:1% com uma frequéncia de 29-34% nos pacientes com LMA-CN. Os dados sobre o
seu papel prognostico tém sido conflitantes. Em alguns estudos na populacdo geral de LMA e
em pacientes com risco intermediario ndo foi evidenciado efeito sobre a sobrevida,®1%’
enquanto que em outros estudos foi demonstrado impacto prognostico negativo nessas
mesmas populacdes.’®1® A reducio significativa da SG na presenca da mutacio no gene
DNMT3A também tem sido descrita em um subgrupo de pacientes com LMA-CN de risco
intermediario, mas ndo nos grupos de baixo risco.l% Em estudo foi demonstrado que, em
pacientes jovens com LMA-CN, a presenca da mutacdo no gene DNMT3A estava associada a
reducio da SG quando comparado a pacientes com o gene selvagem.®® Os autores tém
concluido que a relevancia prognéstica da mutacdo depende da idade do paciente e do tipo de
mutacdo. Atualmente, a interacdo dos genes IDH1 e 2 e do gene DNMT3A com outras
alteracbes moleculares necessita ser determinada. Outros genes candidatos a avaliacdo
prognostica sdo o TET2 e 0 RUNXL.

Como visto nas discussdes anteriores, pacientes com LMA-CN podem apresentar
multiplas lesbes moleculares. As mutacfes no gene NPM1 podem ocorrer simultaneamente
com mutacdes em FLT3-ITD, e pacientes que tem as duas alteraches genéticas tem um
desfecho mais semelhante ao de pacientes com a mutagdes isolada do FLT3-1TD.®" Dessa
forma, a mutagdo no gene NPM1 confere melhor prognostico apenas na auséncia da mutagao
FLT3-ITD. Da mesma forma, o beneficio na SG observado nos casos da mutacdo no gene
CEBPA parece ser perdido na presenca da mutagdo no FLT3-ITD.}° Como mencionado
previamente, FLT3-TKD, na presen¢a do FLT3-1TD ou da translocagédo (15;17) parece estar
associado a pior prognostico. Em contraste, a mutacdo FLT3-TKD pode estar associada com

prognostico favoravel na presenca de mutacdes nos genes NPM1 e CEBPA 1!
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Em pacientes com risco favoravel, a presenca da mutagcdo c-kit aumenta o risco de
recaida.!*2® A mutagdo em c-kit também tem sido relatada em 20% dos pacientes com LMA
do tipo core binding factor (CBF).1*°

Tem sido demonstrado que a mutacdo c-kit estd associada a menor duracdo de
remisséo e menor SG. Os pacientes com LMA com translocacdo (8;21) ou inverséo (16) ou
translocacdo (16;16) com a presenca da mutacdo c-kit sdo categorizados como tendo LMA
com risco intermediario.

Existe uma lista crescente de alteracGes genéticas que vem sendo investigadas. Essas
alteracBes genéticas incluem além das mutacOes descritas anteriormente mutagdes em WT114
U7 RUNX1M8 TET212012L anlise de assinaturas de expressdo génica?>!% ou expressio
desrregulada de genes Gnicos como EV11, ERG'?* MN1125126 ¢ BAALC?.

1.2 LMA familiar

A revisdo da classificagdo da OMS de 2016 introduziu uma sessdo de neoplasias
mieloides com predisposicdo germinativa, que inclui casos de SMD, SMD/Neoplasia
mieloproliferativa (NMP) e LMA que ocorrem no contexto da presenca de uma mutacao
germinativa. A presenca da mutacdo especifica ou da sindrome de predisposi¢do deve ser
parte do diagndstico® (Quadro 5).

A mutacdo germinativa ocorre durante a replicacdo do DNA que precede a meiose. A
mutacdo afeta os gametas e todas as células que deles descendem apos a fecundacgdo sendo

transmitida a descendéncia.
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Quadro 5 - Classificacdo das neoplasias mieloides com predisposi¢do germinativa

Neoplasia mieloide com predisposi¢cdo germinativa e auséncia de desordem plaquetéria ou

organica prévias

Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em CEBPA

Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em DDX41

Neoplasia mieloide com mutacao germinativa e desordem plaquetaria preexistente

Neoplasia mieloide com mutacao germinativa em RUNX1

Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em ANKRD26

Neoplasia mieloide com mutacao germinativa em ETV6

Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa e disfuncéo de outro 6rgao

Neoplasia mieloide com mutagdo germinativa em GATA2

Neoplasia mieloide com mutacao germinativa e faléncia medular

Neoplasia mieloide com mutacao germinativa com desordem da biologia do telémero

LMMJ associada a neurofibromatose, Sindrome de Noonan ou Sindromes semelhantes a de

Noonan

Neoplasia mieloide associada a Sindrome de Down

Fonte: Arber et al.’

1.2.1 Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em CEBPA

O fator de transcricdo CCAAT / proteina de ligacdo do intensificador-A (CEBPA) é
alocado em 19q13.1 (Figura 1). Este gene ndo possui introns e desempenha um papel
essencial na mediacdo da diferenciacdo granulocitica e do crescimento celular. A LMA
familiar com CEBPA mutado é uma condi¢do hereditaria autossdmica dominante com
penetrancia completa ou quase completa.’?® N&o foram descritas correlagdes especificas de
gendtipo-fendtipo, e a maioria dos casos apresenta um cariétipo normal. A idade do inicio da
leucemia é varidvel, variando de 2 a 59 anos. Por outro lado, as mutagbes somaticas de
CEBPA também ocorrem em 10% a 15% dos casos de LMA-CN esporadicos, onde a presenga
de mutagdes bialélicas (CEBPA) ¢ considerada uma entidade molecular unica associada a um
resultado clinico favoravel. O teste de mutacdo CEBPA esta atualmente incorporado no

diagnéstico de rotina.'?®
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Figura 1 - Proteina esquematica do CEBPA (NP_004355.2)

CEBPA
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Nota: Mutages do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacbes e delecBes que conferem uma predisposicdo
familiar as leucemias hereditarias. As mutagdes tipo missense estdo em azul, muta¢fes nonsense estdo em
vermelho, mutacdes frameshit em preto, duplicagcGes em laranja e delecGes em verde.*

Fonte: Nickels et al. *

A identificacdo da origem germinativa das mutacdes em CEBPA é recomendavel para
discriminacdo entre casos esporadicos e familiares. O historico familiar € uatil porque as
diferencas no tipo ou localizacéo entre as mutagdes somaticas e germinativas sdo atualmente
desconhecidas. O diagndstico é desafiador, uma vez que a LMA é o principal recurso clinico
sem qualquer anomalia hematol6gica ou fisica anterior, e a historia familiar pode ser a
principal informacdo para o diagnostico. Embora todos os pacientes até agora tenham relato
de um parente afetado, muta¢des de novo em um proband ou morte precoce de familiares por
causas nao relacionadas ao desenvolvimento de LMA podem prejudicar um diagnostico
preciso. O manejo da LMA familiar com CEBPA mutado pode incluir o transplante alogénico
de células-tronco como a Unica maneira de substituir o alelo mutado na medula 6ssea, desde
que essa mutac&o esteja ausente no doador relacionado.**

O aconselhamento genético é essencial para gerenciar esses casos porque a
penetrancia estd quase completa. As implicagdes do risco de leucemia para membros
adicionais da familia fazem com que o reconhecimento da LMA familiar com CEBPA

mutante seja importante. 3!
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1.2.2 Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em DDX41

O gene da helicase DEAD / H-box (DDX41), alocado em 5¢35.3, contém 17 exons e
codifica uma proteina de helicase de RNA aparentemente envolvida no splicing do RNA. O
papel desse gene na hematopoiese e leucemogénese permanece desconhecido. Assim como a
prevaléncia, a penetrancia e o prognostico das mutacdes em DDX41 ndo sdo claras. No
entanto, mutacdes em DDX41 foram identificadas em 1,5% dos pacientes com neoplasia
mieloide em uma coorte de mil pacientes. Cinquenta por cento das mutagfes DDX41 foram
germinativas sugerindo que uma andlise da linha germinal deve ser considerada nestes
casos. 32

A LMA com mutacdo germinativa em DDX41 exibe um padrdo autossémico
dominante e uma longa laténcia.'** Além da histéria familiar, ndo ha sinais clinicos anteriores
ou sintomas sugerindo aumento do risco de malignidade hematoldgica. A maioria dos casos
familiares anteriormente identificados com leucemia apresentam mutacdo tipo DDX41l
c.415 418dupGATG (p.D140Gfs * 2), embora as variantes de separacdo e de emenda
também tenham sido descritas. Cinquenta por cento dos portadores da mutacdo que
desenvolvem SMD ou LMA apresentam mutacdo no outro alelo DDX41, sugerindo que
DDX41 é um gene supressor.’** O DDX41 pode desempenhar um papel na patogénese de
neoplasias mieloides com del (5g), uma vez que algumas dessas delecGes incluem locus
DDX41, levando a haploinsuficiéncia. Os defeitos no gene DDX41 nos casos com del (5q)
foram associados a doenca avancada e a capacidade de resposta a lenalidomida, uma opg¢éo
terapéutica para a doenca.’®® A sobrevida global parece ser inferior na presenca de mutacgoes
DDX41.

Infelizmente, a vigilancia de individuos ndo afetados na populacdo em geral ndo é
possivel. No entanto, um hemograma e uma biopsia da medula 6ssea com analise citogenética
podem ser recomendados em intervalos regulares para familiares com mutacdes em DDX41

conhecidas ou delecGes, e outras sindromes de predisposi¢do.®
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1.2.3 Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em RUNX1

O fator de transcricdo 1 relacionado a derivacdo (RUNX1) € um gene codificador de
proteinas localizado no cromossomo 21g22.12 e contém nove exons. Ele codifica a
subunidade de ligacdo ao DNA do nucleo ao complexo de transcrigdo do fator de ligacdo
(CBF) que ¢ essencial para a hematopoiese normal**® (Figuras 2 e 3, a seguir). As neoplasias
mieloides com mutacGes germinativa em RUNX1 sdo consequéncias de mutacOes
monoalélicas que ocorrem ao longo deste gene, incluindo missense, frameshift, insercbes e
delegdes. ™’

Os portadores de mutagbes monoalélicas em RUNX1 apresentam manifestacfes
clinicas heterogéneas como trombocitopenia moderada, hemorragia ou neoplasia mieloide
com frequente fendmeno de antecipacdo, que se caracteriza pelo diagnostico da doenca
hereditaria cada vez mais cedo nas geragGes mais novas.!%

O manejo de pacientes com neoplasias mieloides e mutacdo greminativa em
RUNX1 depende da apresentacdo clinica. No caso de LMA, a presenca da mutacédo
germinativa requer o TCTH alo como terapia de consolidacdo desde que a mutacdo seja
excliida no caso de doadores relacionados. O manejo de portadores assintomaticos da
mutacdo em RUNX1 é dificil porque ndo existem diretrizes disponiveis atualmente para esta
condicdo.” Considerando que as neoplasias mieloides com mutagdo germinativa apresentam
forte antecipacdo, o0 acompanhamento proximo dos familiares mais jovens € necessario. Um
hemograma anual e uma bidpsia da medula 6ssea no caso de alteraces significativas no
sangue periférico é o aconselhavel.” Finalmente, como as mutagdes RUNX1 sdo encontradas
em 32% da LMA esporadica, 3% estudos sio necessarios para esclarecimento da

leucemogénese em familiares com distirbos plagquetéarios.
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Figura 2 - Proteina esquematica da isoforma B (NP_001001890.1) de RUNX1
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Nota: Mutages do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacbes e delecBes que conferem uma predisposicdo
familiar as leucemias hereditérias. As mutacfes tipo missense estdo em azul, muta¢des nonsense estdo em

vermelho, mutacdes frameshit em preto, duplicagcGes em laranja e delecGes em verde.*
Fonte: Nickels et al. *

Figura 3 - Estrutura gendmica de RUNX1 demonstrando locais da doenga causando dele¢des

(a)

RUNX1

Chromosome 21q22.12

T ATG pumxsn STOP

full gene deletion

8 bp deletion* 4' 1bp dulallnn‘/ /
1 bp deletion™ 1 bp deletion*
exon 5 deletion 7 bp deletion®
1 bp deletion” 1 bp deletion*

Nota: ATG1, o primeiro codon inicial correspondendo a isoforma C inteira de RUNX1 (NP_001116079.1) e
ATG2, o segundo codon inicial, corresponde a isoforma B de RUNX1 (NP_001001890.1);
MutacBes do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacfes e deleces que conferem uma predisposicao
familiar as leucemias hereditarias. As mutagdes tipo missense estdo em azul, mutacdes nonsense estdo em

vermelho, mutacdes frameshit em preto, duplicaces em laranja e delegGes em verde.*
Fonte: Nickels et al. *
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1.2.4 Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em ANKRD26

O gene da proteina 26 que contém o dominio Ankyrin repetido (ANKRD26) esta
localizado no cromossomo 10p12.1 e contém 34 exons. As mutacGes que afetam esse gene
interferem nos mecanismos de controle da expressdo do gene ANKRD26, impactando na
producdo de megacariocitos.'** Em nove de 20 familias estudadas com trombocitopenia néo-
sindrdmica autossomica dominante (THC2), seis mutacGes diferentes foram localizadas na
regido 5° deste gene.’*? A incidéncia global de neoplasias hematoldgicas foi de 240 / 100.000,
sendo a incidéncia de leucemia aguda de 167 / 100.000, ambas acima das incidéncias
esperadas. A THC2 caracterizou-se por disfuncao plaquetaria. A trombocitopenia é moderada,
o volume médio de plaquetas é normal com a presenca de defeito de agregacao e a medula
Ossea apresenta dismegacariopoiese.!*® Até o momento, a presenca de casos familiares de
trombocitopenia e predisposicdo a neoplasias malignas mieloides sdo os marcos para o
diagndstico de mutagGes em ANKRD26.144

As mutacbes em RUNX1 ou ANKRD26 devem ser suspeitadas em pacientes com
trombocitopenia com histdria familiar de sangramento e / ou SMD / LMA. Se a presenca
das mutagdes é confirmada, o0s pacientes e os membros da familia devem ser encaminhados
para aconselhamento genético e avaliacdo do risco de desenvolvimento de neoplasias

malignas mieloides.’

1.2.5 Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em ETV6

O gene variante ETS (ETV6), localizado no cromossomo 12p13.2, contém 8 exons e é
essencial no desenvolvimento do embrido e na regulagdo hematopoética.’*® As mutagGes em
ETV6 também desempenham um papel nas doencas malignas hematoldgicas. 46147

A sindrome hereditaria de trombocitopenia com tamanho normal de plagquetas tem
susceptibilidade ao desenvolvimento de diversas malignidades hematologicas. Essa sindorme
é transmitida como uma caracteristica dominante.'*® Os pacientes podem apresentar
hemorragia e trombocitopenia e muitas vezes sdo diagnosticados com trombocitopenia

imune. 149
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Trés mutagOes foram identificadas em ETV6: p.A369G e p.A399C, no ETS altamente
conservado, e p.Pro214L, afetando a ligacdo ao DNA. Essas mutagcOes conferem perda da
ligacdo do DNA, alteraram a localizacdo subcelular e diminuem a supressao de transcricdo em
um padrdo dominante negativo, prejudicando a hematopoiese. Mais recentemente, foram
descritas cinco variantes possivelmente patogénicas: p.1358M, p.A377T, p.R396G, p.Y401N
e p.Y401H.1%°

As mutacGes em ETV6, assim como as mutacdes RUNX1 e ANKRD26, devem ser
suspeitadas entre pacientes com trombocitopenia com historia familiar de sangramento e / ou
malignidades hematoldgicas.’®! Se a presenca das mutacdes for confirmada, o paciente e os
membros da familia devem ser encaminhados para aconselhamento genético. No entanto, até
agora, ndo ha dados suficientes na literatura para sugerir diretrizes de tratamento padronizadas

para esses pacientes e suas familias.

1.2.6 Neoplasia mieloide com mutacdo germinativa em GATA2

O gene de ligacdo da proteina GATA-2 (GATA2), localizado no cromossomo 3q21.3,
contém 7 exons e codifica a familia de fatores de transcricio GATA, que € essencial na
hematopoiese normal*>?153 (Figuras 4 e 5, a seguir).

Nas familias afetadas, as mutaces em GATA2 foram transmitidas de forma
autossémica dominates com inicio precoce do desenvolvimento de SMD ou LMA. O inicio
em idade precoce foi relatado em pacientes com apresentagdes sindromicas.'® Varias familias
com mutacdes em GATA2 ndo apresentavam qualquer anomalia fenotipica ou citogenética
distinta.

Algumas sindromes clinicas, como Emberger, MonoMAC, neutropenia congénita e
deficiéncia de células dendriticas, mondcitos e linfocitos (DCML) estdo associadas a
mutacOes germinativas em GATA2.1® A sindrome de Emberger estd relacionada a
predisposicdo para SMD/LA e a presenca de manifestagdes sistémicas, como o linfedema
primario confinado a extremidades inferiores e genitais, linfopenia com baixa razdo de
contagem de CD4 / CDS8, verrugas cutineas e surdez neurossensorial. A sindrome de
Emberger também parece estar associada a oito variantes GATA2 independentes.’>® A

sindrome de MonoMAC esta associada a predisposi¢cdo a SMD/LMA e defeitos imunoldgicos
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como imunodeficiéncia, monocitopenia, células natural Killer, deficiéncias de linfdcitos B e
macrofagos, que levam a predisposicdo a infecgdes atipicas e proteinose alveolar pulmonar.>’
A analise de pedigree de algumas familias mostrou quatro mutacbes GATA2
diferentes: duas na LMA familiar (p.T354M e p.T355del, ambos nos segundos dominios do
zinco-dedo),™® e outros dois em LMA de novo (p.R308P e p.A350N351ins8).
A transformacdo para MDS / LMA ocorre rapidamente, conferindo um prognostico

adverso, parecendo o TCTH alo o tratamento mais adequado.>®
Figura 4 - Proteina esquematica de GATA2 (NP_116027.2)
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Nota: Mutages do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacbes e deleces que conferem uma predisposicéo
familiar as leucemias hereditarias. As mutagdes tipo missense estdo em azul, mutagdes nonsense estdo em
vermelho, mutages frameshit em preto, duplicacdes em laranja e delecGes em verde.*

Fonte: Nickels et al. *

Figura 5 - Estrutura gendmica de GATA2 demonstrando locais de delegdo

GATA2

Chromosome 3g21.3
ATG STOP

full deletion
2033bp deletion® / 17 bp deletion® //l
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Nota: Mutac8es do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacdes e dele¢bes que conferem uma predisposicao
familiar as leucemias hereditéarias. As mutagdes tipo missense estdo em azul, mutagdes nonsense estdo em
vermelho, mutagdes frameshit em preto, duplicacdes em laranja e delecGes em verde.*

Fonte: Nickels et al.
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1.2.7 Neoplasias mieloides associadas a distlrbios da biologia dos teldmeros

As malignidades associadas aos disturbios da biologia dos telémeros resultam de
mutacdes em nove diferentes genes que induzem uma manutencdo anormal dos telémeros
levando a instabilidade cromossémica e apoptose.’®® A disceratose congénita (DC), uma
doenca recessiva ligada ao cromossomo X, € caracterizada por distrofia ungueal, pele reticular
com pigmentagdo normal e leucoplasia oral.'®%6! A apresentacdo clinica pode variar,
resultando em pacientes com defeitos constitucionais, enquanto o cancer e a predisposi¢édo a
SMD sdo distintos.

O aumento excessivo do teldbmero no cromossomo Xg28, onde o gene DKC1
(Dyskerin) é localizado, leva a instabilidade genética e alto risco de cancer.!621%3 Uma alta
frequéncia de neoplasias hematoldgicas € observada na DC. Existe um aumento no risco de
desenvolvimento de LMA em relagdo a populacdo normal em torno de 200 vezes, e para
SMD em torno de 2500 vezes, motivo pelo qual os pacientes afetados devem ser devidamente
identificados.'®* As mutacOes deletérias que afetam TERT (Telomerase 250 transcriptase
reversa), um gene em 5p15.33, ou TERC (componente de ARN de Telomerase), um gene em
3026.2, sdo transmitidos como tracos autossdmicos dominantes com fenotipos heterogéneos e
penetracdo incompleta (Figuras 6, 7 e 8, a seguir).!®® Os fendtipos variam de normal a
graves neoplasias hematoldgicas, com idade variavel no inicio e fendmeno de antecipacio.'®®
Esse fato ndo deve ser ignorado uma vez que as criancas que herdam mutacdes TERT / TERC
podem apresentar anteriormente manifestagdes clinicas, embora os pais que carregam as
mesmas mutacgdes nao.

A apresentacdo clinica pode incluir fibrose pulmonar idiopatica isolada, cirrose
hepéatica, cancer anogenital precoce ou cancer de cabeca e pescoco, e combinagdes

destas caracteristicas. A frequéncia dessas manifestacdes associadas ainda é desconhecida.
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Figura 6 - Proteina esquematica de TERT (NP_937983.2)
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Nota: Mutages do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacGes e deleces que conferem uma predisposi¢éo
familiar as leucemias hereditarias. As mutagdes tipo missense estdo em azul, mutagdes nonsense estdo em
vermelho, mutac@es frameshit em preto, duplicacdes em laranja e dele¢Ges em verde.*

Fonte: Nickels et al. *

Figura 7 - Estrutura genémica de TERT demonstrando locais de delecéo

TERT

Chromosome 5p15.33

ATG STOP
1 2 3 78 9 10 1112 13 14 15 |16

/

1 bp deletion* 1 bp deletion* 177 bp deletion®

3 bp deletion*

Nota: Mutages do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacbes e deleces que conferem uma predisposicéo
familiar as leucemias hereditarias. As mutagdes tipo missense estdo em azul, mutagGes nonsense estdo em
vermelho, mutagdes frameshit em preto, duplicagcdes em laranja e delecGes em verde.*

Fonte: Nickels et al.
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Figura 8 - Estrutura preditiva do RNA secundario de TERC RNA
(NR_001566.1)
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52 _55del 48A>G 450G>A 378_451del

107-108GC>AG
100T>A

408C>G  389_3%0dkel H/ACA domair

Nota: Mutacdes do tipo missense, nonsense, frameshift, duplicacdes e dele¢cdes que conferem
uma predisposicao familiar as leucemias hereditarias. As mutag@es tipo missense estéo
em azul, mutacfes nonsense estdo em vermelho, muta¢fes frameshit em preto,
duplicagBes em laranja e delecGes em verde.*

Fonte: Nickels et al.

1.2.8 Leucemia mielomonocitica cronica juvenil (LMMCJ) associada & neurofibromatose,

Sindrome de Noonan ou transtornos semelhantes a Sindrome de Noonan

A maioria dos casos de LMMCJ esta associada a mutagdes somaticas nos
componentes do caminho de transducéo de sinal RAS / MAPK .7 A minoria dos casos surge
em criangas pequenas com sindrome de Noonan, uma doenca genética com aumento da
sinalizacdo RAS / MAPK. Cinquenta por cento dos pacientes com sindrome de Noonan e
35% dos casos de LMMCJ carregam mutacdes de ganho de funcdo em PTPN11 (Proteina-
tirosina fosfatase, tipo ndo-receptor, 11), alterando SHP-2, uma tirosina fosfatase envolvida na
regulagdo da via RAS / MAPK 168
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Na sindrome de Noonan, a LMMCJ pode ocorrer devido a muta¢des germinativas no
gene PTPN1. Nesses casos, a apresentacdo clinica € semelhante aos casos que apresentam
mutacdo somatica, embora o prognostico seja melhor. As mutacGes nos genes PTPN11, RAS,
NF1 e CBL séo exclusivas da LMMCJ indicando que um evento no caminho RAS / MAPK é
suficiente para leucemogénese. 1%

Aproximadamente 10 a 15% dos casos de LMMCJ ocorrem em associagdo com
neurofibromatose tipo I, doenca resultante de mutacfes no gene neurofibromatose tipo I
(NF1), que codifica a neurofibromina. A neurofibromina ¢ uma molécula que regula varios
processos intracelulares, como a via RAS-MAPK."® A neurofibromatose tipo | ¢ um distdrbio
autossdbmico dominante com uma apresentacdo clinica que inclui manchas café com leite,
nodulos oculares de Lisch e tumores fibréticos na pele. O desenvolvimento de tumores
benignos e malignos é alto nesses individuos.

As mutacOes germinativas que afetam o gene CBL (Protocogénio do Linfoma Casita-
B-Lineage), localizado no cromossomo 11g23.3, podem resultar em fendmenos variaveis
semelhantes a sindrome de Noonan (OMIM # 613563). Nesses pacientes, a presenca de
caracteristicas neurolégicas € relativamente alta, baixa prevaléncia de anormalidades
cardiacas, crescimento reduzido e criptorquidismo, além da predisposicdio a LMMCJ.*"t
Finalmente, as mutacGes germinativas que afetam SHOC2 (supressor de clara homologo), um
gene localizado no cromossomo 10q25.2, geralmente resultam na sindrome de Noonan - com
fenotipo classico (OMIM # 607721) e LMMCJ em uma pequena proporcdo dos pacientes.
Uma mutacdo SHOC?2 recorrente de falhas (4A> G) foi identificada em um subgrupo com
deficiéncia de hormdnio do crescimento, comportamento hiperativo, anomalias do cabelo,

pele pigmentada escuro com eczema ou ictiose, fala hipernasal e displasia valvar mitral.

1.2.9 Neoplasias mieloides associadas a sindrome de Down

A Sindrome de Down esta associada a com mielopoiese anormal transitéria (MAT-
SD) e com a leucemia mieloide aguda (LMA-SD). O gene GATA de proteina 1 de ligacao
(GATAL1), localizado no cromossomo Xp11.23, codifica um fator de transcricdo de ligacéo ao
DNA que é critico para o desenvolvimento normal de células hematopoiéticas. As mutacdes
em GATA1 sio uma caracteristica da MAT-SD e da LMA-SD."? Todas as mutagdes GATA1

estdo no exon 2 (ou raramente exon 3).1”® A MAT-SD e LMA-SD estdo associadas a
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trissomia constitucional do cromossomo 21, embora alguns pacientes tenham mostrado
mosaicismo para a trissomia do 21. A falta de um fendtipo tipico de Sindrome de Down néo
pode, portanto, excluir o diagnostico de MAT-SD.

A MAT-SD é clinicamente e morfologicamente indistinguivel da LMA, com
morfologia e caracteristicas imunoldgicas da LMA megacariocitica. Cerca de 10% dos recém-
nascidos com Sindrome de Down apresentam MAT-SD, sendo essa entidade menos comum
na trisomia do cromossomo 21 fenotipicamente normal.l’”* A MAT-SD apresenta uma
apresentacdo clinica heterogénea e a maioria dos pacientes € assintomatica. Esta é a razédo pela
qual é incidentalmente diagnosticada através de um hemograma que evidencia
trombocitopenia ou trombocitose, leucositose, e eritroblastos. A hepatomegalia ¢ uma
manifestacdo comum, enquanto que as manifestacbes severas como hidropsia fetal,
insuficiéncia hepatica, ictericia, defeitos de coagulacdo, diatese hemorragica, insuficiéncia
cardiaca, derrames pleurais, ascite, e / ou insuficiéncia respiratoria sdo mais raras. Os
sintomas podem aparecer no inicio das primeiras trés semanas de vida, apresentando remissdo
espontanea nos primeiros trés meses de vida na maioria dos casos.!”™ A MAT-SD ¢
frequentemente precedida por uma fase semelhante a SMD que pode durar meses,
caracterizada por trombocitopenia, eritropoiese ineficaz com anemia subsequente e alteragdes
displasicas na medula dssea. Embora as mutagdes em GATAL e a trissomia do 21 possam ser
responsaveis pelo desenvolvimento da MAT-SD, alteraces genéticas adicionais parecem ser
necessarias para o seu desenvolvimento. Essas alteracdes incluem trissomia do cromossomo
8, delecdes parciais ou completas do cromossomo 5 e 7, dup (1q), del (169)'7° e mutacoes
somaticas em JAK1, JAK2, JAK3®, TP53% FLT3 e MPL em alguns poucos casos.

Os individuos com SD apresentam um aumento de 50 vezes na incidéncia de leucemia
aguda durante os primeiros cinco anos de vida em comparacdo com individuos que ndo
apresentam SD. A grande maioria das criancas com LMA-SD tém menos de cinco anos de
idade®® e cerca de 20 a 30% delas tiveram o diagndstico prévio de MAT-SD 1 a 3 anos antes.
A LMA se apresenta como uma leucemia megacariotica aguda em 50% dos casos.

A apresentacdo inicial pode ser indolente com um periodo anterior com
trombocitopenia. O prognéstico da LMA para lactentes com SD é mais favoravel do que para
lactentes sem a sindrome. O tratamento com os protocolos de quimioterapia atuais é associado
a taxas de sobrevida livre de doenca de cerca de 80%. Apesar da excelente resposta a terapia,
a mortalidade resultante da toxicidade continua a ser um problema, ocorrendo em
aproximadamente 7% dos casos. Existem diferentes assinaturas de expressdo de genes entre a

LMA-SD e a LMA nio associada a SD."" Essas diferencas no podem ser atribuidas apenas
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a presenca da trissomia do cromossomo 21 e a expressdo de c-Kit, c-MYC e GATA2 parecem
estar encolvidas, indicando que esses malignidades s&o entidades diferentes.”’

Devido a recente descoberta dessas sindromes familiares, as suas reais incidéncias ndo
sdo conhecidas. Algumas observac6es sugerem que elas devam ser subapreciadas. Uma delas
é que uma historia familiar detalhada muitas vezes ndo é colhida pelo médico, a outra é que
mesmo em pequenos relatos de casos usando a definicdo de SMD familiar como mais de um
caso em parentes de primeiro grau, a incidéncia dessas sindromes tem sido alta. Por exemplo,
Owen et al.2 examinaram 10 casos de SMD/LA familiar e acharam mutagdes germinativas em
RUNX1 em 50% dos casos.

O reconhecimento de um individuo com SMD/LA familiar deve ser iniciado com uma
historia pessoal e familiar bem detalhada e determinados achados clinicos devem ser

considerados alertas para uma avaliacao especializada, conforme Quadro 6.

Quadro 6 - Recomendacdes para a deteccdo clinica da Leucemia mieloide aguda (LMA)
familiar

1) Qualquer paciente com LMA que tenha familiares de primeiro ou segundo grau com
qualquer uma das patologias a seguir: diagnostico de SMD, LMA ou LLA,
trombocitopenia, histdria clinica de sangramento, alteracGes de pele e unhas, leucoplasia
oral, fibrose pulmonar idiopatica, doenca hepatica inexplicada, linfedema, infec¢do atipica,
imunodeficiéncia ou anomalias congénitas de membros.
2) Qualquer paciente com uma neoplasia hematol6gico diagnosticada em idade jovem (<45
anos) com: um parente de primeiro grau com qualquer cancer em idade jovem (< 45 anos)
ou multiplos parentes de primeiro ou segundo grau com cancer (especialmente sarcoma,
cancer de mama com menos de 50 anos, e tumor cerebral).
3) Qualquer doador de medula déssea aparentado que apresenta trombocitopenia, tendéncia
a sangramento, macrocitose, alteracGes de pigmentacdo de pele e faneros, leucoplasia oral
ou falha de mobilizacéo de células tronco com protocolos usuais.

Legenda: Sindrome mielodisplasica (SDM); Leuemia linfoblastica aguda (LLA).
Fonte: Owen et al.2

Como a LMA familiar é uma entidade nova, s6 introduzida na classificacdo das
neoplasias mieloide da OMS em 2016, os guidelines estdo sendo montados. Em 2017, 0 nosso
grupo publicou um artigo de revisdo aonde sugere um organograma para facilitar o
hematologista clinico que esta a beira do leito para diagnosticar os casos de LMA familiar
(Figura 9).
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Figura 9 - Guideline para a deteccdo clinica das sindromes de predisposicdo a Leucemia
mieloide aguda (LMA) familiar
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Fonte: Baptista et al.®

A LMA familiar provavelmente é uma entidade subdiagnosticada por se tratar de uma

entidade nova e pela complexidade inicial do tema que dificulta o raciocinio do clinico

hematologista que esté a frente do manejo do paciente. Esse trabalho é uma tentativa também

de se detectar retrospectivamente esses casos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos primarios:

a) identificar casos de LMA familiar, estabelecendo o status mutacional dos
genes RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT, TERC em pacientes com LMA
submetidos @ TCTH alo no CEMO-INCA. Diante do cenario de tentativa
de identificacio de casos de LMA familiar, surgiu um modelo raro e ideal
para o0 estudo da patogénese da LMA, que foi um par de gémeos idénticos
discordantes para o diagndstico de LMA. Nesse momento, entdo, nds
definimos um segundo objetivo;

b) identificar novas mutagdes que possam estar envolvidas na patogénese da
LMA em um par de gémeos idénticos divergentes para o diagnostico de
LMA.

2.2 Objetivo secundario

Desenvolver uma plataforma genética diagndstica para casos de LMA familiar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populacéo

Pacientes com diagndéstico de LMA que tenham sido submetidos ao TCTH alogénico
aparentado de medula 6ssea no CEMO-INCA entre 2003 e 2015.

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo sdo idade maior ou igual a 18 anos na data da analise,
diagnostico de LMA submetidos ao TCTH alogénico aparentado no INCA-CEMO. O critério
de exclusdo é auséncia de DNA provindo de amostra sangue periférico disponivel para analise

molecular.

3.3 Coleta de dados e material

Setenta e oito amostras de pacientes com diagndstico de LMA submetidos a TCTH
alogénico aparentado foram identificadas, mas apenas 58 dessas amostras estavam em
condicdes adequadas para serem utilizadas (ocorreu amplificacdo do DNA). Todos esses
pacientes tinham menos de 50 anos. As informacdes sobre as caracteristicas clinicas e a
estratificacdo prognostica da LMA ao diagnostico, assim como as informagdes citogenéticas e
moleculares da doenga desses pacientes ndo estavam disponiveis. A pesquisa de casos de
LMA familiar foi entdo realizada em uma coorte de 58 pacientes. O DNA utilizado para a
realizacdo da investigacdo foi colhido de sangue periférico no momento em que os pacientes
internaram para serem submetidos ao TCTH, ndo sendo sabido o status de remissdo da LMA
dessa populacao.

O paciente com LMA com um irmdo gémeo discordante para o diagnostico de LMA

se trata de paciente masculino, 17 anos com diagnostico de LMA em 2014. No diagndstico, a
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doenca foi classificada como de alto risco para recaida uma vez que apresentava cariotipo
complexo. A pesquisa completar por biologia molecular para estratificacdo prognéstica néo
foi realizada. O paciente foi submetido a quimioterapia de indugdo com esquema 7+3
apresentando falha de inducgéo. Paciente foi reinduzido com esquema FLAG-Ida sem resposta,
apresentando 30% de blastos na medula Gssea ap6s quimioterapia. Nesse momento foram
colhidos exames pre-TCTH, inclusive as amostras nas quais trabalhamos. O paciente foi entéo
considerado com tendo uma LMA refrataria e foi submetido TCTH alogénico com esquema
de condicionamento BUCYy, apresentando no D+30 doenca residual minima positiva (DRM).
Paciente foi entdo submetido a tratamento quimioterapico com Azacitidina apresentando
negativacdo da DRM apds dois ciclos de tratamento, mas evoluindo com recaida de doenca

apos sexto ciclo e obito.

3.4 Metodologia

3.4.1 Metodologia para determinacdo do status dos genes RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT,
TERC

A deteccdo de mutacbes nos genes CEBPA, RUNX1, GATA2, TERT e TERC foi
realizada com a implementacgdo da técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA).

O MLPA é um método que basicamente faz com que uma amostra de acido nucléico
seja submetida a uma reacdo de PCR, na qual mais de 50 sequéncias sdo amplificadas
simultaneamente utilizando um Unico par de primers e uma mistura de 50 sondas especificas
as regides de interesse. Existe um par de sondas adjacentes especificas para cada regido,
sendo as mesmas hibridizadas as suas sequéncias complementares. Apds a hibridizagdo, as
sondas sdo ligadas mediante a enzima ligase-65, como ilustrado na Figura 10 (a seguir). Note-
se que a reacdo de hibridizacdo é tdo especifica que € capaz de distinguir sequéncias que
diferem em um Unico nucleotideo. Os produtos de ligagédo resultantes irdo ser amplificados
exponencialmente durante a reacdo de PCR. Cada par de sondas ligado possui um tamanho
especifico, conhecido no quite. Como o primer forward é marcado com uma molécula

fluorescente, os produtos gerados séo fluorescentes e foram separados por eletroforese capilar.
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Figura 10 - Esquema da técnica de MLPA
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Legenda: Amplificacdo de primer por ligacdo dependente
multiplex (MLPA).

Nota: Depois da hibridizag8o das sondas nas sequéncias de
DNA alvo, as sondas sdo ligadas enzimaticamente.
Os produtos da ligagdo podem ser amplificados por
PCR, utilizando sequéncias dos primers de “X” e
“Y”. Os produtos de amplifica¢do sdo separados por
eletroforese capilar. Quantidade relativa dos
produtos de amplificacdo, em comparacdo com uma
amostra referéncia, reflete o ndmero relativo de
copias da sequéncia alvo no material avaliado.

Fonte: Kit salsa MLPA P437178,

O DNA extraido foi analisado usando o kit SALSA MLPA P437-A1 (MRC Holanda,
Amsterdam, Paises Baixos) (Quadro 7, a seguir) que contém 57 sondas MLPA com produtos

de amplificacéo entre 124 e 503 nt.
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Quadro 7 - Sondas para os genes RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT, TERC do kit SALSA P437

(continua)

Length | SALSA MLPA Gene JE Ligation site Pa!'tial sequence {2:1 ot | Distance tol MV location
{nt) probe adjacent to ligation site) | next probe (HG18)
GATAZ gene, at 3g21.3. Ligation sites are indicated, unless otherwise noted, according to NM_001145661.1 (NG_029334.1), whichiz a

reference standard in the NCBI RefSeqGene project.
244 « 15060-124947 GATAZ, ex 8 2B16-2817 TGETACGTAGCCA-CAGBAGCCCTGC 1.2 kb | 03-125.681570
stop codon 1878-1880 {ex 8)
1685 | Saors | Saopcet | iosiissoseeme | clgsmesamie Tesccrermise 061 | 03-129.682771
278 19063-L35518 GATAZ, ex 73 1578-1573 AAGCTGCACAAT-GTGAGTECGOIC 0.4 kb | 03-129.683326
g | [Ge e | S, | Sredimrns | e | s
447 @ « | 1929B-L25506 GATAZ, int & 540 nt after ex & ACATCTGCAGCC-TGAAGATAAGEA 0.6 kb | 03-129.684812
142 « 19050-L24937 GATAZ, ex & 1428-1429 CAGAACCGACCA-CTCATCAAGCCC 2.5 kb | 03-122.685378
409 « 19071-124953 GATAZ, ex 5 684-685 ACCGGAGGCCAG-ATGTGOCGOCCA 0.7 kb | 03-129.687851
start codon 436438 {ax 4)
289 « | (30N SPOTAE GATAZ, x4 & nt biﬂ”z’ii; 4 and jgg I o arna. 0.7 kb | 03-129.688559
219 19058-125516 GATAZ, ex 3 355-355 CCTTCACTCTCA-GAGGOCGAGTIC 0.6 kb | 03-129.689244
295 « 19588-1L26183 GATAZ, ex 2 166-167 CGAGCTAGGEGA-GOGAADGETCTG 4.8 kb | 03-129.689861
318 « 19067-L26432 GATAZ, ex 1 MM_032538.4: 52-63 CAAGTCTGTCTA-TTGLCTGOCGCC 41,3 Mb | 03-129.654631
o TERC gene

TERL gene, at 3q26.2. Ligation sites are indicated according to MR._001566.

1, which is a reference standard in the NCEI Ref5eqGene project.

270 192599-124943 TERC, ex 1 100 nt after ex 1 reverse | TBCAGCACACTG-GCCCAGTCAGTC 0.2 kb | 03-170.964%60
130 1B&40-L0BE5E TERC, ex 1 314-315 GAGTTGEECTCT-GTCAGCOGCEGEE 0.4 kb | 03-170.965201
37z 19070-L24957 TERC, ex 1 63 nt before ex 1 reverse | GGCCAAGCTGAC-TCTOSCGECTCT 0.3 kb | 03-170.965581
483 19295-125478 TERC, ex 1 421 nt bafore ex 1 GAGCCGAGACAA-GATTCTGCTGTA - | 03-170.965%13

TERT gene, at 5p15.33. Ligation sites are indicated according to MM_198253.2 (NG_009265.1), which

MNCBI Ref5eqGene project.

iz a reference

standard in the

stop codon FIE7-3455 (o 16)
395 0BE56-L25442 TERT, ex 1& 13 nt before ex 16 ADGGAGTCTGAT-TTTGEICCCGCA 0.6 kb | 05-001.306%28
1439 03078-L25347 TERT, ex 15 3234-3255 CCAAGCATTCCT-GCTCAAGCTGAC 0.9 kb | 05-001.307500
468 19073-L35677 TERT, ex 14 3207-3208 CCTGAAAGCCAA-GAACGCAGGTAT 3.3 kb | 05-001.308373
364 0B653-123271 TEAT, ex 13 3062-3063 GCACCAACATCT-ACAAGATCCTCLC 1.3 kb | 05-001.311706
229 0BE52-L25343 TERT, ex 12 2979-2580 GLGTCGCAAACT-CTTTGGGETCTT 4.0 kb | 05-001.313600
EED 0BE51-L26433 TERT, ex 11 2788-278% TTCCCTGTAGAA-GACGAGGOCCTG 1.9 kb | 05-001.317558
418 19072-L2495% TERT, ex 10 1 nt after ex 10 ACCTTCCTCAGG-TGAGGCCOGTGC 2.0 kb | 05-001.319544
224 19059-L35517 TERT, ex 9 39 nt after ex 3 ACCATGACTGCT-CTGTCTTGAGEA 2.8 kb | 05-001.321495
472 19074-125703 TERT, ex 8 3 nt before exon 8 CETCTGCTTTCG-CAGAGCTCCTOC 1.0 kb | 05-001.3242591
185 0B647-125704 TERT, ex 7 2384-2385 ACATGCGACAGT-TCGTGECT CACC 6.4 kb | 05-001.325325
206 19055-L35515 TERT, ex & 2324-2323 raverse GAAGGLCTTGCG-GACGTGCCCATG 0.7 kb | 05-001.331745
454 B645-L25504 TERT, ex 5 2113-2114 GECCTGEACGAT-ATCCACAGGGLC 1.0 kb | 05-001.332446
251 19061-124948 TERT, ex 4 70 nt before ex 4 GTGEEGGCTTGT-GECTTCCOGTEA 2.2 kb | 05-001.333487
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Quadro 7 — Sondas para o0s genes RUNX1, CEBPA, GATA2, TERT, TERC do kit SALSA P437

(concluséo)

Length | SALSA MLPA S Partial uence (24 nt | Distance to| MV location
{rn%t probe Gene /Exon Ligation site adjauerf‘:::l |igatiu|:: site) | next probe (HG18)
296 19065-L26112 TERT, ex 3 1579-1680 GTGAGGAGATCC-TGGCCAAGTTCC 12.1 kb | 05-001.335658
160 103465-LI5509 TERT, ex 2 300-301 GAAGGAGCTGET-GLICCEAGTGET 0.3 kb | 05-001.347727
180 15272-118513 TERT, ex 1 131-132 TGCTGCOGCTGE-CCACGTTCGTGEE - | 05-001.3480M

start codon 55-51 fex 1)

CEBPA gene, at 19q13.11.
MCBI RefSeqGene project.

Ligation sites are indicated according to NM_00436<.4 (NG_012022.1), whic

h is a reference standard in the

stop codon 12771279 fex 1)
2E5 i 193062-L24343 CEBPA, ax 1 773774 GCACCTGCAGTT-CCAGATCGCGCA 0.4 kb | 19-038.484506
136 « | 19049-124936 CEBPA, ex 1 3859-350 GTTCCTGEO0GA-CCTGT TOCAGCA 0.2 kb | 19-038.484884
start codon 151-157 [ex 1)
209 « 19066-L26430 CEBPA, ex 1 144-145 BAGAACTCTAAC-TOCCOCATGEAG 19-038.485133

RUNX1 gene, at 21q22.13.
reference

Ligation sites are

standard in the NCBI RefSeqGene pr

indicated, unless otherwis
ech.

e noted, according to NM_001754.4 (NG_011402.2), which iz a

stop codon

1633-1635 [ex 10)

324 « | 19017-125523 RIUMKL, e 10 1405-1406 TCCTACCACCT G-TACTACGGOGCC 7.1 kb | 21-035.086453
301 02840-L35520 RUMXL, ax 9 1036-1037 TGEGETCCTACGAT-CAGTCCTACCAA 22.3 kb | 21-035.093547
156 | 13051-135507 RUNXL, =x B r-m_-_-c|1121235101?.1: 2312 | AGAGGAAGACAC-AGCACCCTGGAG 12.8 kb | 21-035.115810
388 19019-L26111 RUNXL, ex 7 978-977 reverse TCTGACTCTGAG-GCTGAGGETTAA 261 kb | 21-035.128567
40 0283B-LI5E7E RUNXL, ex & 739-740 TTCACAAACCCA-COGCAAGTOGCC 21.1 kb | 21-035.153664
425 19237-L25317 RUNXL, ex & £23-624 CEECTEAGCTEA-GAAATECTACOS £.5 kb | 21-035.174758
239 19014-126113 RUMXL, ex 4b 290-251 TCCCCGTAGATG-CCAGCACEAGLC c.8kb | 21-035.181323
355 19069-L24958 RUMNL, ex 3 280-281 CCTTCTAGAGAC-GTCCACGETATG 156.0 kb | 21-035.187052
start codon 181-183 fex 2)
172 02835-125510 RUNXL, ex 2 186-187 TITTCAGGAGGA-AGCGATGECTTC 0.3 kb | 21-035.343029
213 19057-L25344 RUNXL, ex 1 71-70 reverse CTGACCACTATG-CTGGGTTCAGAC - | 21-035.343369

Fonte: kit salsa MLPA P437178

Esse kit contém sondas para a deteccdo das aberracdes do nimero de cdpia nos

seguintes genes: GATA2 (3g21.3), TERC (em 3¢26.2), TERT (as 5p15.33), CEBPA (as
19g13.11) e RUNX1 (as 21g22.12), além de duas mutacGes pontuais em GATA2 (1061C>T e
1192C> T), que sdo considerados de relevancia diagnéstica na SMD/LMA familiar. As
primeiras 9 sondas sdo sondas controle que contemplam quatro fragmentos que avaliam a
guantidade de DNA (Qfragments), trés fragmentos que avaliam a desnaturacdo do DNA
(fragmentos D), um fragmento X e um fragmento Y. Existem 13 sondas de referéncia que
detectam 13 locais cromossdmicos diferentes, que sdo relativamente estaveis em amostras de
pacientes com SMD e LMA. Alguns sinais de sonda sdo mais sensiveis a pureza da amostra e
pequenas mudancas nas condi¢des experimentais podem produzir alteragéo na altura do pico.
Portanto, as exclusdes e duplicacGes detectadas pela MLPA devem ser confirmadas por outros
métodos. Nem todas as delecdes e duplicacdes detectadas pela MLPA serdo patogénicas; 0s
usuarios devem sempre verificar a literatura cientifica mais recente ao interpretar suas
descobertas.

O DNA genbmico, pertencente a amostras de sangue periférico de 58 pacientes com

diagnostico de LMA, foi extraido por meio de um método automatizado pelo Kit Maxwell 16
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Blood DNA (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante. Amostras de DNA de
cinco individuos saudaveis também foram extraidas por este mesmo método e foram
utilizadas neste estudo como controle negativo.

Cerca de 100 ng de DNA de cada amostra analisada foram aquecidos a 98° C durante
5 min. A mistura de sondas contidas no kit P437 foi adicionada ao DNA desnaturado e
incubados a 60°C durante 16-20h para permitir o anelamento das sondas. As sondas aneladas
foram ligadas por adicdo de Ligase-65 a 54°C, durante 15 min. Os produtos de ligagdo foram
amplificados por um PCR universal (35 ciclos, 30 segundos 95°C; 30 segundos a 60°C, 60
segundos a 72°C) utilizando primers de PCR SALSA, comuns para todas as sondas, sendo o
primer forward marcado com a molécula fluorescente Cy5.0. Os fragmentos de PCR foram
denaturados e entdo, separados por eletroforese capilar em ABI Sequencer 3130 (XL). A
analise dos eletroferogramas foi realizada utilizando o software Peak Scanner v.1.0 (Applied
Biosystems) - Coffalyser e como padrdo de peso molecular foi utilizado o marcador Gene
Scan L1Z-500 (Applied Biosystems).

3.4.2 Metodologia para determinacdo do exoma dos irmdos gémeos discordantes para o
diagnostico de LMA

3.4.2.1 Amostra

As amostras de sangue periférico do gémeo com diagnéstico de LMA e do irmdo
saudavel foram encaminhadas para diagnostico molecular antes do transplante de células-
tronco. O DNA de cada amostra foi extraido pelo método automatizado Maxwell (Promega)

com o Kit Maxwell 16 Blood DNA, como j& descrito anteriormente.
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3.4.2.2 Exoma por sequenciamento na plataforma llummina

3.4.2.2.1 Construcéo da biblioteca gendmica

As duas bibliotecas foram realizadas seguindo o protocolo do fabricante Nextera
Rapid Capture Enrichment Guide (Revisdo G, maio de 2014). 50 ng de DNA foram
fragmentados por digestdo enzimética e os adaptadores foram ligados (tagmentacdo)
simultaneamente. Ap6s a tagmentacdo, uma primeira amplificacdo foi realizada utilizando
primers contendo uma sequencia especifica para cada DNA. Duas hibridizaces consecutivas
foram realizadas, a primeira durante 2h e uma segunda durante a noite. A biblioteca foi
capturada usando esferas magnéticas conjugadas com estreptavidina e uma segunda
amplificagéo por PCR foi realizada.

3.4.2.2.2 Sequenciamento

As plataformas da lllumina utilizam sequenciamento por sintese e sdo capazes de gerar
> 40Gb de sequéncias por corrida de sequenciamento. A metodologia de sequenciamento por
sintese envolve a fragmentacdo enziméatica do DNA, com posterior ligacdo de adaptadores nas
extremidades 5° (P5) e 3° (P7) da sequéncia e desnaturagao do DNA. As extremidades 5’ das
moléculas de DNA sdo aderidas a superficie sélida de clonagem (flow cells) por
complementariedade. Durante a etapa de pareamento, o adaptador presente na extremidade
livre 3” da molécula encontra seu oligonucleotideo complementar no suporte soélido, formando
pontes e permitindo a amplificacdo das sequéncias de DNA. Posteriormente, ha a separacéo e
linearizacdo das fitas, formando clusters de moléculas idénticas ligadas ao suporte. Com a
incorporacdo de nucleotideos marcados com fluorocromos e excitacdo a laser € gerado um
sinal que é capturado pelo dispositivo de leitura. A leitura é feita de forma sequencial, o que
permite a montagem da sequéncia completa de cluster. O processo de amplificacdo por pontes
é ilustrado pela Figura 11. Para que seja possivel sequenciar amostras distintas dentro de uma
mesma reacdo, sequéncias especificas de nucleotideos (indexes) sdo adicionadas nas

extremidades 5’ ¢ 3’ da molécula de DNA (junto com os adaptadores P5 e P7). A adicao dos
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indexes permite que até 96 amostras sejam corridas simultaneamente em uma mesma linha
(lane), uma vez que existem 12 e 8 opgdes de indexes ligados a P7 e P5, respectivamente
(Figura 11).

Figura 11 - Sequenciamento pela plataforma Illumina
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Fonte: Johnsen et al.1?®.

3.4.2.2.3 Bioinformética

A anélise de bioinformatica foi realizada pela Dra Maria Boroni, pesquisadora do
laboratério de bio-informatica e biologia computacional, situado no Centro de Pesquisa
(CPQ) do INCA. Em resumo, a detecgé@o de variantes foi realizada de acordo com o guia de
analise entitulado Best Practices disponivel no Genome Analysis Toolkit (GATK, Broad
Institute) para SNP e INDEL. O pipeline BWA foi usado para a chamada de variantes e
alinhamento das sequéncias ao genoma humano de referéncia GRCh37 de acordo com 0s
pardmetros padrdo. As leituras duplicadas foram removidas pelo programa Picard

(http://broadinstitute.github.io/picard/). Os genotipos foram gerados utilizando configuragdes
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padrdes do GATK Unified Genotyper. As variantes com menos de 6 e 32 leituras para SNVs
e INDELSs, respectivamente, e as mutacdes com frequencia alélica < 0,02 foram removidas. A
anotacdo de variantes foi realizada usando a Ferramenta de Predicdo de Efeito Variante
(VEP). Scripts in house Perl/R foram utilizados para o processamento de arquivos VCF. As
mutacdes ndo sinonimas foram selecionadas como mutacfes “deletérias™ se: a) fossem
mutacdes classificadas pelo VEP (predicdo de efeito de variantes) como de impacto alto ou
moderado incluindo; b) fossem mutaces de ganho ou perda de cddon de parada, mutacdes
em sitios de splicing; c) fossem mutacdes descritas com frequéncia alélica < 0,01
(www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/as) no genoma de referéncia. Para
encontrar diferencas genémicas nos gémeos discordantes para LMA, SNVs e INDELs foram
selecionados com base nos seguintes critérios: a) regides exclusivamente genotipadas em um

individuo foram removidas; b) mutacdo homozigota em relacdo a genoma referéncia.

3.5 Comité de Etica em Pesquisa

Todo estudo foi desenvolvido conforme a ultima versdo da Declaracdo de Helsinque
(outubro de 2000) e a legislacdo brasileira (outubro de 1996) sobre ética em pesquisa
envolvendo seres humanos.

Esse estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE) foram
submetidos e aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (HUPE) (ANEXO A) e do INCA (ANEXO B).
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4 RESULTADOS

4.1 Deteccdo de mutacGes nos genes CEBPA, RUNX1, GATA2, TERT, TERC pela técnica
de MLPA

O MLPA foi projetado para detectar delecdes / duplicagdes de uma ou mais
sequéncias nos genes CEBPA, RUNX1, GATA2, TERT e TERC e para detectar a presenca das
mutacdes pontuais em GATA2 (1061C>T and 1192C>T) em uma amostra de DNA. As
delecBes heterozigotas geram uma reducdo da altura do pico de 35-50% do produto de
amplificacdo dessa sonda. A presenca de uma mutacdo ou polimorfismo na sequéncia
detectada por uma sonda também pode causar uma reducdo na altura relativa do pico, mesmo
quando ndo esta localizado exatamente no local de ligagéo.

Foram estudadas 58 amostras de DNA gendmico de pacientes com diagndstico de
LMA e cinco amostras de doadores saudaveis, para os testes apds a implementacéo da técnica
MLPA. Durante a analise, duas amostras apresentaram reducdo de 35-50% da altura do pico
do produto de amplificagdo sugerindo a presenca de possiveis casos com mutacao
heterozigota ou polimorfismo em GATA2 E2 (at 3921.3) e TERT EG6 (at 5p15.33) (Figuras 12
e 13, a sequir).

Os dados gerados foram normalizados, ja que os sitios alvo das sondas de referéncia
podem ganhar ou perder. A normalizacgdo intra-amostra foi realizada dividindo o sinal de cada
sonda especifica do alvo pelo sinal de cada sonda de referéncia Unica nessa amostra, criando
assim muitas propor¢des por sonda especifica do alvo. Posteriormente, a mediana de todas
essas proporcoes produzidas pelas sondas foi medida; esta é a Constante de Normalizacéo da
sonda. Em segundo lugar, a comparagéo entre amostras foi realizada dividindo a Constante de
Normalizacdo de cada sonda em uma determinada amostra pela Constante de Normalizagéo
média dessa sonda em todas as amostras de referéncia. A normalizacdo dos dados foi
realizada dentro da mesma experiéncia e com amostras e DNA de referéncia extraidos com o

mesmo método e derivado da mesma fonte de tecido, conforme orientagdes descritas em bula.
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Figura 12 - Paciente com possivel dele¢cdo em GATA2 E2
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Figura 13 - Paciente com possivel dele¢cdo em TERT E6
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Fonte: A autora,

Para confirmacéo da presenca das variacdes nas amostras e pesquisada das referidas

Para a

égia.

doadores de medula dos pacientes, foi feita a seguinte estraté

~

variagdes nos irméaos

pesquisa da mutacdo em GATA2 E2 foi realizado sequenciamento direto nas amostras do
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paciente e irmdo saudavel. Ja para a pesquisa da mutacdo em TERT6 E6, como a tecnologia
de sequenciamento direto para esse gene ndo estava disponivel, ja que é um gene localizado
em uma regido promotora, foi usada a técnica de MLPA no irmao saudavel.

O sequenciamento direto por Sanger confirmou a variacdo no gene GATA E2 do
paciente com LMA e detectou a mesma variagdo no irmao saudavel, tendo sido classificadas
como um polimorfismo e ndo uma mutacao ap6s pesquisa em duas bases de dados diferentes
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/; e https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

A alteracdo de um unico nucleotideo (SNV) no gene TERT E6 néo foi observada no

irméo doador e foi também classificada como polimorfismo.

4.2 Exoma de irmaos gémeos discordantes para LMA

4.2.1 Andlise do sequenciamento do exoma

No total, mais de 89 bilhdes de sequéncias (99% do total) foram mapeadas para cada
biblioteca ex6mica, resultando em uma boa cobertura de sequenciamento para ambas as
amostras. Mais de 93% das regides visadas (on target) foram cobertas com uma cobertura
média superior a 50 x e 37 x e cerca de 76% e 71% das bases foram cobertas por um minimo
de dez leituras para os pacientes 40259 e paciente_40166, respectivamente. Para identificar
variaveis de alta confianca, foi realizada a analise de pardmetros padrdo baseado no workflow
GATK Best Practices. As variantes chamadas para SNVs e INDELs com menos de 6 e 32
leituras, respectivamente, foram descartadas. Além disso, as variantes com frequéncia alélica
inferior a 0,02 também foram removidas. A anéalise de exoma produziu 46.693 variantes para
0 paciente e 45.866 para o irmao saudavel. Apés a remogéo de polimorfismos (GMAF> 0,01),
foram identificadas 6.578 e 6.448 variantes para 0 paciente (amostra 40259) e seu irméo
(amostra 40166), respectivamente, sendo 87,7% correspondentes a SNVs, 6,9% a delecdes e
5,2% a insercbes. Em seguida, 0s genotipos de todas as variantes entre os gémeos foi
comparado, excluindo as variantes que foram exclusivamente genotipadas em um Unico
individuo, resultando em 849 variantes discordantes classificadas de acordo com seu impacto,

sendo as consequéncias das variantes mostradas na Figura 14.
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Figura 14 - Porcentagem de variantes discordantes entre os gémeos de acordo com as
consequéncias relacionadas ao gene
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Fonte: A autora, 2018.

A anotacdo de variantes foi realizada com VEP. Para tentar identificar variaveis
deletérias, apenas as variantes que ndo foram homozigotas para o paciente afetado foram
consideradas e classificadas como alto ou moderado impacto pela VEP, totalizando 116
candidatos (12 variantes de frameshift, 6 delecdes in frame, 3 insercdes in frame, 92 variantes
missense, 1 variante num sitio aceptor de splice, 1 perda do inicio de tradugdo e 1 cédon de
parada prematuro). Estes candidatos foram entdo inspecionados manualmente e alguns deles
mostraram uma clara frequéncia predominantemente no paciente.

O sequenciamento completo do exoma identificou 9 genes mutados no paciente e 2
genes mutados no gémeo saudavel de possivel relevancia (Quadros 8 e 9, a seguir). Os genes
HJURP! ABCE1'®!, PCDHA11'®2 AJM1, TAS2R19'% AMER2!® FNDC3A®® SIN3A ¢
L1CAM87188 50 mutados no paciente. Os genes RBM5% ¢ ATXN3'® sfo mutados no
gémeo saudavel (Quadro 10, a seguir). De todos os SNV identificados, apenas duas mutacdes
foram consideradas preditivas de serem deletérias por programas de EIPD e Polyphen, e

poderiam estar associadas a patogénese.
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Quadro 8 - Genes mutados no gémeo com diagndstico de leucemia mieldide aguda (LMA)

Gene Localizacéo Exon Acdo Efeito clinico
HJURP 2q37.1 Ptn com papel central na | Ca hepatobiliar,
incorporacdo e | mama luminal
manutencdo de histona
ABCE1 4q31.21 18 Ptn Ca de pulmao,
transportadora de ATP, | tireoide e es6fago
blogueia acéo da
ribonuclease
PCDHA11 5q 31.3 4 Conexao de células no Alteracao
SNC neuroldgica
AJM1 99 34.3 1
TAS2R19 12p 13.2 1 Receptores de
degustacdo
AMER2 13q12.3 3 Ptn que recruta a
membrana APC
FNDC3A 13q 14.2 34 Autismo
SIN3A 15q 24.2 26 Ptn reguladora da Déficit intelectual,
transcricdo azospermia, ca
pulmédo, glioma
L1CAM Xq 28 29 Ptn de adeséo celular Ca mama, testiculo,
com papel no colon, pancreas,
desenvolvimento do osteossarcoma,
SNC ovario
Fonte: A autora, 2018.
Quadro 9 - Genes mutados no gémeo saudavel
Localizagdo Exon Acdo Efeito clinico
RBM5 3p21.31 25 Candidato a Ca pulméo, estdmago,
supressor tumoral colon, prostata, gastrico,
glioma
ATXN3 14q 32.12 13 Ptn que repete Ataxia cerebelar

regides GAG na
regido codificadora

Fonte: A autora, 2018.




Quadro 10 - Genotipos dos gémeos discordantes
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- . . Genotipo do Genotipo do Nome do
Cr. Inicio Alt. Ref. missense_variant gémeo saudavel paciente com LMA gene Vep SIFT Polyphen
2 234749694 | T C missense_variant 0/0 0/1 HJURP MODERATE | Tolerated (0.14) Benign (0.411)
probably_damaging
4 146033407 | G C missense_variant 0/0 0/1 ABCE1 MODERATE | Deleterious (0.01) (0.998)
deleterious_
5 140250856 | T C missense_variant 0/0 0/1 PCDHA1l | MODERATE | low_confidence (0.02) Benign (0.11)
9 139739489 | A G missense_variant 0/0 0/1 C9orf172 MODERATE | Tolerated (1) Benign (0.055)
possibly_damaging
12 | 11175029 C G missense_variant 0/0 0/1 TAS2R19 MODERATE | Deleterious (0.05) (0.764)
12 | 11175036 G C missense_variant 0/0 0/1 TAS2R19 MODERATE | tolerated (1) Benign (0)
possibly_damaging
12 | 11175041 T C missense_variant 0/0 0/1 TAS2R19 MODERATE | Tolerated (0.11) (0.777)
12 | 11175055 T C missense_variant 0/0 0/1 TAS2R19 MODERATE | Tolerated (1) Benign (0.006)
12 | 11175060 C G missense_variant 0/0 0/1 TAS2R19 MODERATE | Tolerated (1) Benign (0)
12 | 11175073 T A inframe_insertion 0/0 0/1 TAS2R19 MODERATE | Tolerated (0.07) Benign (0.314)
GCT
CGG
GGG
GT
GCC
CGG
GGC
13 | 25744836 TT G missense_variant 0/0 0/1 AMER?2 MODERATE | * *
13 | 49705319 A C missense_variant 0/0 0/1 FNDC3A MODERATE | Deleterious (0) Benign (0.034)
15 | 75664462 T G 0/0 0/1 SIN3A MODERATE | Tolerated (0.77) Benign (0.009)
X | 153129810 | A G 0/0 0/1 L1CAM MODERATE | Tolerated (0.19) Tolerated (0.19)
TG
3 | 50155887 T A 0/1 0/0 RBM5 HIGH * *

Fonte: A autora, 2018.
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Nove do total de 11 genes mutados sdo fosfoproteinas, trés deles apresentaram
envolvimento relatado no desenvolvimento do sistema nervoso (L1CAM, ATXNS3,
PCDHAL1). Dois desses 11 genes codificam proteinas chaperonas (ABCE1 e HJURP) que sdo
extensivamente relatadas em varios tumores solidos. Apesar da associacdo conhecida entre o
gene ABCEL e a infecgdo viral, deve-se também considerar seu papel no aumento da
viabilidade celular do cancer no adenocarcinoma pulmonar,'®* carcinoma de tireoide!®? e
cancer de esdfago.’®® O gene HJURP codifica uma proteina centromérica que desempenha um
papel central na incorporacdo e manutencdo de uma variante de histona H3 em centrimeros,
atuando como uma chaperona especifica para ela. A proteina centririca HJURP ¢é
significativamente sobreexpressa no cancer de pulméo quando comparada com amostras
pulmonares normais. Em contraste, o gene HJURP parece ter um perfil de expressao mais
baixo na medula éssea normal quando comparado com outros niveis normais de expressao
dos tecidos. O gene HJURP foi associado & susceptibilidade ao carcinoma hepatocelulart®
entre 0s chineses e parece ser um marcador prognéstico independente para o carcinoma
luminal de mama.t%

A L1CAM é conhecida como uma molécula de adesdo celular com um papel
importante no desenvolvimento do sistema nervoso e ja foi relacionada a muitos tipos de
cancer na literatura - como tumor de células germinativas testiculares,*®® cancer de mama,®’
cancer colorretal, adenocarcinoma pancreatico,'® osteossarcoma, carcinoma de ovario!® e
outros. Embora os genes ABCE1, HIURP e L1CAM possam contribuir para o fenétipo do
cancer discordante, é improvavel que sejam a principal causa. Ndo ha dados que associem
esses genes a doencas malignas hematologicas.

Ambos o0s genes encontrados mutados no gémeo saudavel apresentam funcgdes
celulares peculiares. O gene RBM5 é um componente do complexo Spliceosome A e regula o
splicing alternativo de varios mRNAs. Pode tanto regular positivamente quanto
negativamente a apoptose, regulando o splicing alternativo de varios genes envolvidos neste
processo, incluindo FAS e CASP2 / caspase-2. O RBM5 é amplamente expresso em tecidos
normais e é expresso em niveis aumentados nas linhas celulares T-leucémicas. Os dados
recentes classificam o RBM5 como um gene supressor de tumor em Varios tipos de cancer
como pulmio,?® prostata,®* estdmago, colon, glioma e outros.?%? Aqui, é descrita uma
supressdo importante que levaria a uma proteina frameshift, que devera ter um alto impacto na
sua estrutura. I1sso parece contrariar a ideia de que o gene RBM5 possa ser um gene supressor
tumoral, sendo necessarios mais estudos para investigar a funcéo in vivo da proteina RBM5

em celulas leucémicas. O outro gene mutado em gémeos saudaveis € o ATXN3, que
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geralmente esta ligado a doenca de Machado-Joseph. No entanto, a mutacdo descrita neste
WES né&o corresponde a alteracdo usual encontrada na doencga de Machado-Joseph (repeticdes
curtas em tandem). Em vez disso, encontramos uma insercdo de base que levaria a um
deslocamento de quadros de alto impacto na estrutura proteica, de acordo com a predicdo. O
ATXN3 atua como uma proteina de ligacdo a histonas que regula a transcricao, interage com
reguladores chave (CBP, p300 e PCAF) de transcricéo e reprime-a, como também atua como
uma enzima desubicitante e, curiosamente, interage com proteinas de reparo de DNA
RAD23A e RAD23B.2%
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5 DISCUSSAO

A LMA familiar é uma entidade recente, incluida na classificacdo da OMS apenas em
2016. Esse trabalho ressaltou a importancia de uma nova entidade clinica, cujo manejo exige
o aconselhamento genético e medidas especificas.® Os pacientes com LMA familiar e/ou
disfuncéo plaquetaria devem ter manejo diferenciado, incluindo acompanhamento regular nos
casos de familiares com a presenca da mutacdo. Da mesma forma que pacientes com
indicacdo de TCTH alogénico deve ter a mutacdo excluida do irmdo doador para que nao seja
transplantada uma medula com a mutagdo que predispde ao desenvolvimento da LMA.°

Na grande maioria das vezes, o clinico que esta a frente do paciente ndo se atenta a
questdo familiar e as condi¢bes que podem estar associadas a essa entidade. Dessa forma, em
2017, n6s propuzemos, num artigo de revisdo, um algoritimo que orienta 0 hematologista
clinico na investigacéo clinica da LMA familiar.®

A partir desse trabalho foram identicados mais cinco casos de pares de geméos
idénticos em que um deles foi referido para TCTH alo no CEMO-INCA, o que abre a
prespectiva para que esse estudo seja extendido para novos casos.

A ndo identificacdo de casos de LMA familiar na coorte estudada ndo foi uma surpresa
uma vez que a descricdo desses casos na literatura é raro. Em algumas séries, sdo descritas 30
familias no mundo.

As mutacbes em CEBPA e RUNX1 sdo as mais frequentes e por serem genes de mais
facil avaliacdo, talvez mesmo na auséncia de tecnologias de sequénciamento de nova geracéo,
elas possam ser avaliadas.

Esse trabalho € o inicio de uma abordagem que visa melhorar a descriminacdo de
casos familiares, o que s6 se concretiza com o trabalho cooperativo multicéntrico.

A andlise de exoma revelou mutacfes discordantes em nove genes no gémeo com
LMA e em dois genes no irméo saudavel. Na busca em bases de dados (Clinvar, Cosmic, My
cancer genome) ndo foi observada uma associa¢ao entre esses genes e neoplasias mieloides.
Em contraste, mutacfes nesses alvos foram observadas nos tumores solidos (pulmao, prostata,
etdbmago, pancreas, ovario).

Nenhum desses genes identificados esta nas recomendacfes de American College of
Genetics and Genomics (ACMG) dos genes que devem ser relatados se mutados no

sequenciamento de exomas.
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N&o foram identificadas mutacOes nos 23 genes mais recorrentemente mutados no
genoma da LMA (Tumor Cancer Genomic Analysis), mas essa informagba ndo foi uma
susrpresa ja que esses genes sao descritos na sua grande maioria em casos de LMA com

cariotipo normal e esse paciente tinha um cariotipo complexo.
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CONCLUSAO

A pesquisa de mutacdes pela técnica de MLPA néo identifcou alteracbes no nimero
de cdpias ou variantes patogénicas na coorte estudada.

A aplicagdo dessa plataforma pode ser utilizada como modelo para a avaliagdo de
casos suspeitos de LMA familiar.

Com relacdo a analise de exoma, nossos resultados de sequenciamento de exoma em
par de gémeos discordantes em LMA, revelaram diferengas em alguns genes de possivel
interesse.

As mutacdes encontradas podem ser o resultado da instabilidade genética subjacente
associada ao processo de transformacdo. Para a determinacdo do impacto funcional das
mutacdes identificadas, ensaios clinicos in vitro devem ser realizados para caracterizacdo da

relagdo gendtipo-fenotipo.
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APENDICE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Identificacdo de mutaces do tipo 1, tipo 2 e tipo 3 em estudos genéticos de Leucemia mieloide
aguda (LMA)
Esclarecimento:

Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente de um estudo clinico sobre a identificacdo de
mutacdes genéticas em LMA em pacientes acompanhados no Hospital Federal da Lagoa, Hospital Universitario
Pedro Ernesto, Instituto Nacional de Cancer e Hemorio.

Antes de concordar em participar deste estudo, é importante que vocé leia e compreenda este
documento. Ele fala da sua doenca, do propésito do estudo e dos procedimentos que serdo utilizados. Se vocé
concordar em participar, vocé recebera uma copia deste documento, com o nome e assinatura dos pesquisadores
responsaveis.

A LMA é um céncer das celulas do sague, mais especificamente dos glébulos brancos que se caracteriza
pela rapida proliferacdo de células anormais e malignas, os blastos, que ndo amadurecem, ndo desempenham sua
funcdo de defesa no organismo e ainda se acumulam na fabrica do sangue, a medula dssea, interferindo na
producdo normal de outras células do sangue. A leucemia mieloide aguda é uma doenga com potencial de cura
guando se faz tratamento quimioterapico intenso, mas apenas uma pequena parcela dos doentes sdo curados s
com esse tratamento. Usualmente o tratamento inicia com quimioterapia, que tem como objetivo combater a
doenga e acabar com as células cancerigenas, o que é chamado de remissdo completa, mas grande parte dos
doentes necessita ser submetidos a um transplante de medula 6ssea para alcancar a cura. Existem muitos estudos
sobre a influéncia das alteracfes genéticas da célula cancerigena na resposta ao tratamento e na sobrevida.

No6s queremos identificar alteracdes especificas no gene da célula leucémica e estudar se essas
alteracGes na célula doente tem alguma relagdo com a resposta ao tratamento e sobrevida dos pacientes.

Para participar deste estudo, vocé tera apenas que permitir que sejam realizados exames no material da
medula 6ssea que foi coletado no diagnostico da sua doenga. Vocé ndo serd submetido a nenhum outro exame ou
tratamento, além dos indicados de forma rotineira pelo seu médico para diagndstico, tratamento e
acompanhamento da sua doenca, assim como seu tratamento e acompanhamento sempre serdo realizados no
hospital em que vocé é atendido. O material coletado da sua medula éssea ficara armazenado no laboratdrio do
CEMO como é feito de rotina com qualquer paciente que tem material de medula éssea enviado ao laboratério

para investigacdo diagnostica.

rubrica: (paciente) rubrica: (pesquisador)
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Depois, através dos dados do seu prontuario, a pesquisadora principal e o colaborador de cada centro
acompanhardo 0 seu caso, registrando dados clinicos, do tratamento e do comportamento da doenca. Os
resultados de exames realizados no material da sua medula 6ssea serdo enviados ao seu médico assistente, que
poderé Ihe fornecer esses resultados sempre que solicitado.

As informacBes médicas serdo confidenciais. Em nenhum momento a sua identificacdo sera divulgada:
esta € uma informacdo sigilosa, restrita aos pesquisadores.

Seus registros médicos originais podem ser revisados pelos pesquisadores e/ou seus representantes e
pelos Comités de Etica de cada hospital com o objetivo de verificar os procedimentos do estudo clinico. Estes
registros serdo arquivados e analisados em computador. VVocé ndo precisa participar deste estudo para ser tratado
da sua doenca. Sua participacdo é voluntaria e restringe-se a autorizacdo para analise do material de medula
6ssea que foi coletado no diagnostico da sua doenca e para coleta de dados no seu prontuério.

Caso vocé ndo queira participar do estudo, nada serda modificado no seu tratamento e no seu
acompanhamento. Caso vocé ndo queira participar nesse momento, mas depois decida participar, basta informar
a pesquisadora responsavel sobre sua decisdo, que, em qualquer ocasido, até o término do estudo, vocé poderé
ser incluido.

Da mesma forma, se vocé aceitar participar, mas depois decidir que ndo quer mais estar incluido no
estudo, h a possibilidade de solicitar a pesquisadora responsavel a retirada da sua participacdo, e sua decisdo
sera respeitada, a qualquer momento, até o término do estudo.

Os resultados do estudo serdo divulgados por meio de artigos cientificos e exposi¢do em congressos e
semindrios na &rea médica, sempre com sigilo sobre a identificacdo dos pacientes. Estes resultados estardo
disponiveis também aos pacientes participantes, sempre que requisitados a pesquisadora.

Em qualquer etapa do estudo, vocé podera ter acesso a pesquisadora responsavel, Renata Lyrio Rafael
Baptista, que pode ser encontrada no Servi¢co de Hematologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto, telefone
2868-8402, Avenida 28 de Setembro, 77. Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUPE, situado na Avenida 28 de setembro, 77-
Vila Isabel.

Consentimento

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo acima citado.

Eu discuti com o (a) Dr. (a) sobre a minha decisdo em

participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias da confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacao € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso e tratamento hospitalar

guando necessario.

rubrica: (paciente) rubrica: (pesquisador)
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Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento nessa instituicao.

Nome do paciente
Data:

Assinatura do paciente
Data:

Assinatura do pesquisador
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ANEXO A — Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa da UERJ

HOSPITAL UNIVERSITARIO

Plataforma
PEDRO ERNESTO/ asil
UNIVERSIDADE DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificacdo de mutages do tipo 1, tipo 2 e tipo 3 em estudos genéticos de
Leucemia mieloide aguda (LMA)

Pesquisador: Renata Lyrio Rafael Baptista

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.

(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versdo: 2
CAAE: 12624113.6.0000.5259
Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ

Patrocinador Principal: ~ FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER
NuUmero do Parecer: 346.538
Data da Relatoria: 03/07/2013

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Todos os esclarecimentos necessarios a compreensdo da pesquisa por parte deste Colegiado foram atendidas.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:
Os termos foram apresentados e as solicitagdes do CEP atendidas.
Recomendagdes:

N&o se aplica

Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo
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ANEXO B — Aprovagéo no Comité de Etica em Pesquisa do INCA

(‘i@

Memo 339/14-CEP-INCA Rio de Janeiro, 27 de junho de 2014.

g

A(0): Renata Lyrio Rafael Baptista

Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 137/13: (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Titulo do estudo: Identificacdo de mutacdes do tipo 1, tipo 2 e tipo 3 em estudos genéticos de
Leucemia mieloide aguda (LMA)

CAAE: 12624113.2.3002.5274

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer, na condicdo de CEP da
Instituicdo Coparticipante, analisou e aprovou a Emenda 2 do estudo intitulado: “Identificacdo de
mutacBes do tipo 1, tipo 2 e tipo 3 em estudos genéticos de Leucemia mieloide aguda (LMA)”, em 27
de junho de 2014.

O Pesquisador atendeu as pendéncias listadas no Parecer Consubstanciado CEP-INCA de
nimero 599.428, datado de 11 de abril de 2014, através de Emenda 2 - aprovada anteriormente pelo
CEP da Instituicdo Proponente (Parecer Consubstanciado do CEP-HUPE/UERJ numero 686.524, de
13 de junho de 2014).

Conforme disposto na Resolu¢do CNS 466/2012, cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os
relatorios parciais (apresentado durante a pesquisa demonstrando fatos relevantes e resultados parciais
de seu desenvolvimento) e final (apresentado ap6s o encerramento da pesquisa).

Assim, para o acompanhamento do desenvolvimento dos projetos, solicitamos que o(a)

pesquisador(a) providencie o mais breve possivel os relatérios aqui solicitados.



