%
\%
&

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

5 %

% UE\][PJ; Centro Biomédico
<, A . -
"fsr,q'un o Faculdade de Ciéncias Médicas

Carolina de Andrade Leite

Mutacdes nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 em pacientes com
sindrome mielodisplasica e leucemia mieldide aguda secundéria a

sindrome mielodisplasica

Rio de Janeiro
2015



Carolina de Andrade Leite

Mutacdes nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 em pacientes com sindrome

mielodisplasica e leucemia mieldide aguda secundaria a sindrome

mielodispl

asica

Dissertacao apresentada, como
requisito parcial para obtencédo do titulo
de Mestre, ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Ciéncias Médicas, da
Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Maria Helena Faria Ornellas de Souza

Coorientador: Prof Dr Roberto Irineu da Silva

Rio de Janeiro

2015



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

L533 Leite, Carolina de Andrade
Mutacbes nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 em pacientes com
sindrome mielodisplasica e leucemia mieldide aguda secundaria a
sindrome mielodisplasica / Carolina de Andrade Leite — 2015.
79 1.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Maria Helena Faria Ornellas de Souza
Coorientador: Prof Dr Roberto Irineu da Silva

Dissertacao (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Ciéncias Médicas. Pds-graduacao em Ciéncias Médicas.

1. Mutacao (Biologia) — Teses. 2. Sindromes mielodisplasicas. 3.
Genética - Expressao - Teses. 4. ldosos - Teses. |. Souza, Maria
Helena Faria Ornellas de. Il. Silva, Roberto Irineu da. Ill. Universidade
do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV.
Titulo.

CDU 576.851.214

Bibliotecéaria: Thais Ferreira Vieira - CRB7/5302

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou

parcial desta dissertacdo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Carolina de Andrade Leite

Mutacdes nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 em pacientes com sindrome
mielodisplasica e leucemia mieldide aguda secundaria a sindrome

mielodisplésica

Dissertacao apresentada, como
requisito parcial para obtencao do titulo
de Mestre, ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Médicas, da
Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Aprovada em 19 de junho de 2015.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria Helena Faria Ornellas de Souza

Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ
Coorientador: Prof. Dr. Roberto Irineu da Silva

Colégio Pedro Il

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Gilda Alves Brown
Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Profa. Dra. Stella Beariz Gongalves de Lucena

Hospital Universitario Pedro Ernesto — UERJ

Prof. Dr. Adilson José de Almeida
Hospital Universitario Gaffreé e Guinle

Rio de Janeiro
2015



DEDICATORIA

Aos meus filhos Bernardo, Beatriz e Michel, que séo a esséncia da vida.
Ao meu marido Henry, companheiro de todas as horas.
Aos meus pais, pelos ensinamentos ao longo da vida.

A Deus por tudo!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Profa. Maria Helena Ornellas pela oportunidade de desenvolver meu
projeto e por estar disponivel em todas as horas.

Ao Prof. Roberto Irineu pelos direcionamentos iniciais do trabalho.

A Prof Gilda Alves pela parceria com o Laboratério de Genética Aplicada do INCA.
Aos Professores Stella Beatriz Lucena, Adilson José de Almeida, Gilda Alves,
Andréa Soares e Elenice Ferreira Bastos que, gentilmente, aceitaram fazer parte da
banca de avaliagdo do meu trabalho.

A Dra. Aline Moreira, da Plataforma de Genotipagem e Anélise de Fragmentos de
DNA, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, onde realizamos o
sequenciamento.

Ao amigo Adriano Arndbio pelas valiosas dicas na parte da analise estatistica.

Aos amigos do Servico de Hematologia do HUPE por me apoiarem e
compreenderem 0S momentos NOS quais precisei me ausentar.

A toda equipe do Servico de Patologia Geral que me recebeu de bragos abertos.

As alunas de iniciacdo cientifica, Aline e Mariana, que colaboraram com o extenso
trabalho de bancada.

E, ao querido Lucas que, mais do que um colega de bancada, se tornou um amigo e
soube com incrivel paciéncia me ensinar o dia-a-dia da bancada e ndo me deixar

esmorecer frente aos inimeros desafios desse projeto.



“‘Learn from yesterday, live for today, hope for tomorrow. The important
thing is not to stop questioning’.
Albert Einstein



RESUMO

LEITE, Carolina de Andrade. Mutagdes nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 em
pacientes com sindrome mielodisplasica e leucemia mieléide aguda
secundéria a sindrome mielodisplasica. 2015. 79 f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A sindrome mielodisplasica (SMD) € um grupo bastante heterogéneo de
doencas clonais, caracterizado por hematopoese ineficaz, apoptose e risco
aumentado de evolucédo para leucemia mieldide aguda (LMA). Ao longo dos anos,
pouco se evoluiu em relacdo ao manejo desta entidade. Com o desenvolvimento de
indices progndsticos como o IPSS (International Prognostic Scoring System) em
1997, o WPSS (World Health Organization-Prognostic Scoring System) em 2005 e,
mais recentemente, o IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System) em
2012, houve melhora na estratificacdo e na estimativa do prognéstico. O IPSS ainda
€ considerado padrdo para a classificacdo prognéstica das SMD, entretanto, ndo
raro, observamos pacientes com comportamentos clinicos distintos coexistindo no
mesmo grupo de estratificacdo. Isso sugere que os escores disponiveis atualmente
ainda sao falhos e que existe necessidade de uma classificacdo mais refinada. Com
0 avango no conhecimento da SMD, em muito estudos tem sido destacada a
importancia da investigacdo das mutacfes somaticas como fatores responsaveis
pelo pior prognostico e evolucdo da doenca. Neste estudo, foram incluidos 50
pacientes com diagnostico de SMD acompanhados no Hospital Universitario Pedro
Ernesto (HUPE) entre 2012 e 2014. Foram analisadas mutacdes nos genes ASXL1,
NRAS/KRAS e TP53 por meio de extracdo e sequenciamento de DNA gendmico.
Dos 50 pacientes analisados, 42 deles (84%) apresentaram algum tipo de mutacgéo.
A mutacdo no gene ASXL1 foi a mais frequente, estando presente em 41 pacientes
(82%), seguida do gene TP53, presente em 10 pacientes (20%) e NRAS encontrada
em apenas 1 paciente (2%). No grupo LMA secundaria a SMD (LMA t), 11%
apresentaram mutacao no TP53 e 78% no ASXL1, nenhuma mutac¢éo foi encontrada
nos genes NRAS e KRAS. Neste estudo ndo foram observadas diferencas entre os
grupos mutado e ndo mutado em relacdo a sobrevida global, fibrose da medula
0ssea, necessidade transfusional ou em relagdo ao grau de citopenias. Esperamos
que o acompanhamento desse grupo a longo prazo permita o esclarecimento
dessas associacdes de maneira mais significativa.

Palavras-chave: Sindrome mielodisplasica. Mutagdo. ASXL1. NRAS/KRAS. TP53.



ABSTRACT

LEITE, Carolina de Andrade. Mutation in genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53 in
patients with myelodysplastic syndrome and acute myeloid leukemia
secondary to myelodysplastic syndrome. 2015. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous group of clonal
disorders characterized by ineffective hematopoiesis, apoptosis and increased risk of
progression to acute myeloid leukemia (AML). Over the years, little has evolved
regarding the handling of this entity. With the development of prognostic indicators
such as IPSS (International Prognostic Scoring System) in 1997, WPSS (World
Health Organization Prognostic Scoring System) in 2005 and, more recently, the
IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System) in 2012, there was an
improvement in the stratification and estimation of prognosis. IPSS is still considered
the best option for MDS classification, but we often observe patients with different
clinical behaviors coexisting in the same stratification group. It suggests that the
currently available scores are imperfect and that there’s an urgent need for a more
refined categorization. With the improvement in MDS studies, many researches have
highlighted the importance of somatic mutations profiling as accountable factors for
poor prognosis and disease progression. We studied 50 patients with MDS followed
at the Pedro Ernesto University Hospital Hematology Service (HUPE) from 2012 to
2014. We analyzed mutations in ASXL1, NRAS/KRAS and TP53 genes, by
extracting genomic DNA sequencing. Of the 50 patients studied, 42 (84%) had at
least one kind of mutation. Mutation in gene ASXL1 was the most frequent in 41
patients (82%), followed by TP53 in 10 patients (20%) and NRAS in only one patient
(2%). In LMA-t group, 11% had mutations in TP53 and 78% in ASXL1, and no
mutation was found in NRAS or KRAS genes. This study showed no differences
between the mutated and non-mutated groups with respect to overall survival, bone
marrow fibrosis, need for transfusion or cytopenias. We expect to have more
significant variations in this group in a long-term monitoring becomes available.

Keywords: Myelodysplastic syndrome, Mutation, ASXL1, NRAS/KRAS, TP53
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INTRODUCAO

A sindrome mielodisplasica (SMD) é um grupo de doencas clonais bastante
heterogéneo, caracterizado por hematopoese ineficaz, apoptose e risco aumentado
de evolucdo para leucemia mieldide aguda (LMA) (Vardiman et al, 2009). Os
primeiros relatos de SMD foram publicados h& pouco mais de 40 anos (Fisher et al,
1973, Saami & Linman, 1973), sendo descrita como anemia cronica em pacientes
idosos, com refratariedade ao tratamento e evolugdo para LMA. A etiopatogenia
permanece obscura, porém estudos recentes tém procurado uma “assinatura
genética”, que possa explicar o passo inicial que da origem a doenga (Rocquain et
al, 2010, Bejar et al, 2011, Cazzola et al, 2013, Bravo et al, 2014).

A SMD pode ser classificada em primaria ou de novo e secundaria. A
secundéaria, em geral, esta relacionada ao uso prévio de quimioterapicos, em
especial os agentes alquilantes e os inibidores de topoisomerase Il. A forma primaria
ndo tem agente mutagénico conhecido, entretanto, é descrito que fatores
hereditarios, ambientais e o envelhecimento influenciam no desenvolvimento da
doenca. Doencas congénitas, como anemia de Fanconi, aumentam o risco de SMD,
assim como a exposicdo ao benzeno (Haase et al, 2007, Strom et al, 2008) cuja
maior fonte ambiental € encontrada no cigarro. Outros fatores ambientais
relacionados sao a exposicao a pesticidas e solventes (West et al, 1995, Rigolin et
al, 1998, Strom et al, 2005).

Por muitos anos, a SMD foi considerada como um estado pré-leucémico
devido a alta taxa de progressdo para LMA. Em 2000, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) trocou o codigo da SMD na classificacdo internacional de doencas
para oncologia de 1 (incerto se maligno ou benigno) para 3 (maligno). Desta forma,
em 2001, a SMD foi incluida nas estatisticas de registros de cancer tornando
possivel a obtencéo de dados epidemiolégicos sobre a morbidade e a mortalidadeda
doenca (Ma et al, 2012).

A SMD é uma doenca predominantemente da populacdo idosa.
Aproximadamente 86% dos pacientes diagnosticados tém mais de 60 anos e apenas
6% deles séo diagnosticados com menos de 50 anos (Ma et al, 2007). A incidéncia &
maior nos homens e a etnia branca tem uma incidéncia maior do que outros grupos

populacionais (Ma et al, 2007). Com o envelhecimento da populacdo e a melhoria no
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reconhecimento e diagnostico da doenca, é provavel que a incidéncia de SMD
aumente gradativamente nos proximos anos (Ma et al, 2012). Nos Estados Unidos, a
incidéncia da doenca € estimada em 3,8 casos por 100.000 habitantes por ano,
sendo menor em pacientes com menos de 40 anos (0,14 casos por 100.000
habitantes) e aumentando de acordo com a idade, chegando a 36 casos por 100.000
habitantes em pacientes acima de 80 anos (Sekeres et al, 2010).

A apresentacdo clinica e a histéria natural da doenca sdo extremamente
variaveis, podendo apresentar desde formas brandas, com sobrevida global alta e
baixa taxa de transformacdo leucémica até formas mais agressivas, que evoluem
rapidamente para LMA.

Em geral, o primeiro sinal é o aparecimento de uma ou mais citopenias —
anemia, neutropenia, trombocitopenia - em um hemograma de rotina. A partir desse
hemograma sugestivo, deve ser analisado criteriosamente o esfregaco de sangue
periférico, a procura de dados que sugiram a presenca de displasia. Como por
exemplo: neutréfilos hipossegmentados (pseudo Pelger-Huet) ou hipogranulares,
macrocitose e células imaturas de linhagem eritr6ide ou miel6ide (Cazzolla et al,
2013). Uma vez realizada a hematoscopia, esta indicado o estudo completo da
medula 6ssea (MO), englobando o mielograma com coloracao para ferro medular, a
bidpsia de medula, a citogenética e a citometria de fluxo. Os achados morfolégicos
da MO incluem a hipercelularidade, a presenca de alteracdes megaloblastoides,
pontes internucleares, falhas de enchimento citoplasmatico, sideroblastos em anel,
micromegacariocitos ou megacariocitos hipolobulados, hipossegmentacdo e
hipogranulacdo da série mieldide e presenca de blastos.

O nome “Sindrome Mielodisplasica” surgiu em 1982, quando um grupo
internacional de hematologistas franceses, americanos e britanicos (FAB), reuniu-se
para estudar melhor essa patologia, propondo uma classificacdo em 5 grupos
distintos (Bennett et al, 1982). Os critérios utilizados foram as caracteristicas
morfolégicas associadas ao percentual de blastos no sangue periférico e ha medula
O0ssea. Os cinco grupos foram: anemia refrataria (AR), anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos (AREB),
anemia refrataria com excesso de blastos em transformacédo (AREB-t) e leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC). Até entdo, a SMD era conhecida apenas como
“pré-leucemia” e a introducao dessa classificagao foi pioneira, servindo ao longo das

décadas seguintes como base para outras classificacdes, que incorporaram estudos
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morfoldgicos, clinicos e genéticos no esclarecimento da etiologia e manejo da
doenca. (Vardiman 2012). Entretanto, na época, alguns fatores geraram
controvérsias. De acordo com a classificacdo FAB, a AR e a ARSA eram
caracterizadas por diseritropoese, menos que 5% de blastos na MO e pelas
morfologias megacariocitica e granulocitica dentro da normalidade (Bennett et al,
1982). Porém, alguns pacientes com SMD com menos de 5% de blastos
apresentavam displasia multilinhagem e sobrevida inferior aqueles com
diseritropoese apenas (Rosati et al, 1996). Outro ponto importante era que a AREB
englobava um valor de blastos muito amplo, que variava de 5% a 20%, e alguns
autores acreditavam que era uma faixa muito grande para definir um subgrupo com
prognostico relevante (Greenberg et al, 1997). Por fim, alguns estudos apontavam
gue a sobrevida mediana de pacientes com AREB-t era semelhante a da LMA,
assim como sua resposta ao tratamento (Estey et al,1993, Bernstein et al, 1996),
sugerindo que esses pacientes deveriam ser reclassificados como LMA. Portanto,
era evidente que uma nova classificacdo fazia-se necessaria.

Em 2001 (Jaffe et al, 2001), a OMS propds uma nova classificacdo para a
SMD, modificando conceitos e aumentando o valor da citogenética. A LMMC foi
retirada da classificacdo e criou-se um grupo novo baseado na alteragcéao
citogenética que recebeu o nome de “Sindrome 5qg-“. O percentual de blastos na
medula 6ssea para o diagndstico de LMA foi reduzido, entdo o subtipo AREB-t da
classificacdo FAB (21 a 30% de blastos na MO) passou a ser considerado como
LMA pelo novo critério da OMS. A AREB foi dividida em duas categorias, baseadas
no percentual de blastos na medula 6ssea: AREB-1 (blastos 5% - 10%) e AREB-2
(blastos 11% - 20%). A anemia refrataria e a anemia refrataria com sideroblastos em
anel foram mantidas. Outras categorias foram acrescentadas: citopenia refrataria
com displasia de multilinhagens (CRDM) e citopenia refrataria com displasia de
multilinhagens e sideroblastos em anel (CRDM-SA) e a SMD néo classificada (Harris
et al, 1999, Vardiman et al, 2002). Este ultimo grupo compreendia casos de citopenia
unilinhagem que n&o a anemia.

A sindrome 5qg- corresponde a um tipo especifico de SMD caracterizada por
anemia com ou sem outras citopenias, apresentando menos que 5% de blastos na
MO e menos que 1% no sangue periférico e podendo estar associada a
trombocitose (Boultwood et al, 1994). Os megacariocitos apresentam-se em numero

aumentado e com discreta redugcdo no tamanho, com nucleo nao lobulado ou
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hipolobulado. Citogeneticamente, € caracterizada pela delecédo isolada do 5q e,
clinicamente, pelo curso indolente com predominancia no sexo feminino, faixa etéaria
acima de 50 anos e associada a anemia macrocitica e trombocitose. Em geral,
apresenta desfecho favoravel e baixa incidéncia de transformacdo para LMA
(Brunning et al, 2008). O prognoéstico favoravel € modificado negativamente caso
outras alteracfes citogenéticas surjam com a evolucdo da doenca, mas o impacto
prognoéstico de cada alteracéo distinta ainda permanece nédo elucidado (Giagounidis
et al, 2006).

A revisdo mais atual da OMS é do ano de 2008 (Tabela 1). Na classificacdo
OMS 2008 (Vardiman et al, 2009) foram redivididos os grupos de SMD, com retirada
da CRDM-SA da classificacdo e acréscimo da Citopenia Refrataria com Displasia
Unilinhagem (CRDU) como subgrupo, tornando mais abrangente a classificacdo dos
pacientes que apresentam displasia em um s6 setor. Dentro da CRDU pode-se
incluir a anemia refrataria, neutropenia refrataria e trombocitopenia refrataria. A SMD
nao classificada que, anteriormente, reunia os pacientes com displasias unilinhagem
gue ndo a anemia, passou a agrupar pacientes com displasia em menos de 10% das
células avaliadas, porém acompanhadas de alteracdes citogenéticas sugestivas de
SMD. Os grupos citopenia refrataria com displasia de multiinhagens (CRDM),
AREB-1 (blastos 5% - 10%), AREB-2 (blastos 11% - 20%) foram mantidos. A
Sindrome 5qg- recebeu uma nova designacdo como SMD associada com del5q-
isolada.

Ainda nessa época, foi criada uma outra designacdo para aqueles casos de
citopenias persistentes, porém sem displasia ou alteracBes citogenéticas
associadas. Esse gupo de pacientes recebeu o diagndstico de Citopenia Idiopatica
de Significado Indeterminado (ICUS) devendo os pacientes terem seu histérico
hematolégico e citogenético acompanhados amiude (Winmazal et al, 2007) até que

apresentem critérios diagndsticos para SMD.
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Tabela 1 - Classificagdo das sindromes mielodisplasicas OMS 2008

Subgrupo Achados em Sangue periférico Achados em Medula dssea
Citopenias refratarias com displasia Citopenia unica ou bicitopenia® Displasia de Unica linhagem:
de dnica linhagem (CRDU): Blastos ausentes ou raros (< 1%) ° = 10% das células em uma linhagem mieloide < 5% de
Anemia refrataria (AR); blastos <15% de sideroblastos em anel

Neutropenia refrataria (NR);
Trombocitopenia refratarna (TR)

Anemia refrataria com sideroblasios Anemia Auséncia de blastos Displasia apenas na linhagem eritrdide < 5% de blastos
em anel (ARSA) = 15% de sideroblastos em anel
Citopenia refrataria com displasia de  Citopenia(s) Blastos ausentes ou raros Displasia em = 10% das ceélulas em duas ou mais
miltiplas linhagens (CRDM) (= 1% Auséncia de bastonete de Auer linhagens mieloides = 5% de blastos.  Auséncia de
Mondcitos <1.000/mmr? bastonete de Auer 15% de sideroblastos em anel
Anemia refrataria com excesso de Citopenia(s) <5% de blastos® Displasia de dnica ou mdltiplas linhagens
blastos-1 (AREB-1) Auséncia de bastonete de Auer 5 a 9% de blastos®
Mondeitos <1.000/mer Auséncia de bastonete de Auer
Anemia refrataria com excesso de Citopenia(s) 5 a 19% de blastos Displasia de Gnica ou miltiplas linhagens
blastos-2 (AREE-2) Bastonete de Auer presente ou nad® 5 a 19% de blastos
<1x10%L de mondcitos Basionete de Auer presente ou nio®
Sindrome mielodisplasica - ndo Citopenias < 1% de blastos® Displasia em <10% das células em uma ou mais
classificavel (SMO-NC) linhagem mieloide quando acompanhada de

anormalidades citogenéticas presuntivas de SMD”
<5% de blasios

Sindrome miglodisplasica associada Anemia Mormao a hipercelularidade megacariocitica
com del(5q) isolada Contagem de plaguetas normal ou nicleo hipolobulado
elevada < 5% de blastos
Blastos ausentaes ou raros (< 1%) Anormalidade citogenética: del(5q) isclada

A Bicitopenia pode ser ocbservada ocasionalmente. Casos com pancitopenia devem ser classificados com SMD-NC

B Se a porcentagem de mieloblastos na MO for <5%, mas existirern 2 a 4% de mieloblastos no SP, deve-se classificar como AREB-1.
Casos de CROU e CRDM com 1% de mieloblastos no SP devem ser classificados como MDS-NC.

¢ Casos com bastonete de Auer @ <5% de mieloblastos no SP e <10% na MO devem ser classificados como AREB-2

4 Mais frequentes: -7 ou del(74q), -5 ou del{5q), i{17q) ou t{17p), del(11q), del(12p) ou t{12p), -13 ou t{13qg), 411;16)(g23;p13.3)

Fonte: World Health Organization Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues.
4th. Lyon: IARC Press, 2008; 89

Alteracdes citogenéticas clonais podem ser detectadas em 30-50% dos
pacientes adultos com SMD primaria, no entanto, ainda ndo foi definida nenhuma
alteracdo que seja especifica da SMD (Panani et al, 2005). Tais alteracées variam
de uma simples mudanca estrutural ou numérica até lesbes genébmicas complexas,
envolvendo trés ou mais cromossomos distintos. Aberracdes citogenéticas simples
ocorrem frequentemente nas fases iniciais da doenca, entretanto, em estagios de
transformacao leucémica e durante a progressdo da doenga € comum ocorrerem
mudancas gendmicas mais complexas (Fernandez et al, 2000). Uma ampla gama de
alteracdes é descrita na SMD, como perda ou multiplicacdo de material genético e
alteracbes estruturais. Entretanto, apenas em cerca de 50% dos casos, a
citogenética convencional consegue detectar tais alteragbes (Haase et al, 2007).

A alteragdo cromossOmica mais comum na SMD é a delecao intersticial do

braco longo do cromossomo 5 (5¢g-), seguida pela delecdo ou monossomia do
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cromossomo 7, delecdo do brago longo do cromossomo 20 (20qg-) e trissomia do
cromossomo 8 (Bejar & Ebert 2010). Também ocorrem translocagfes recorrentes e
inversdes envolvendo o cromossomo 3, entre outras, que tém relevancia prognoéstica
(Tothova et al, 2013). Entretanto, ainda ndo existe uma alteracdo citogenética que
seja caracteristica da SMD e quanto maior o numero de altera¢cdes adquiridas ao
longo da evolucédo de doencga pior o prognéstico (mais de trés alteracbes conferem
ao cariotipo a designacdo de complexo).

A ocorréncia destas alteracdes citogenéticas pode refletir uma instabilidade
gendmica clonal, levando a predisposicdo para aquisicbes adicionais de lesbes
genéticas. Em estudos citogenéticos de acompanhamento da evolu¢do de SMD para
LMA tem sido demonstrado que anomalias cromossémicas simples, ocorrendo em
subtipos de SMD, sdo acrescidas de outras anomalias durante a progressédo da
doenca, estando envolvidas alteragbes em oncogenes e genes supressores de
tumor (Fernandez et al, 2000).

Na classificagdo OMS 2008, a citogenética teve o sua importancia ampliada
no diagnéstico da SMD. Pacientes com citopenias porém, sem caracteristicas
morfolégicas conclusivas, podem ser diagnosticados como SMD inclassificavel
desde que apresentem alteracdes citogenéticas sugestivas de SMD. Tais alteracfes

sao apresentadas na Tabela 2 (Brunning et al, 2008)
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Tabela 2 - Alteracdes citogenéticas que permitem um diagndstico presuntivo de
SMD em pacientes com critérios clinicos e hematoldgicos de SMD,

porém com morfologia inconclusiva

Alteracdes Alteragbes
ndo balanceadas balanceadas
-7 or del(7q) t(11;16)(q23;p13.3)
-5 or del(5q) t(2;21)(g26.2;922.1)
i{17q) or t(17p) t(1;3)(p36.3;921.2)
-13 or del(13q) t(2;11){p21;q23)
del(11qg) inv(3)(g21g26.2)
del(12p) or t{12p) t(6;9)(p23;934)
del(9q)
idic(X)(q13)
Legenda: del: delegdo; t: translocacéo; inv: inversdo; i: isocromossomo; idic: isocromossomo

dicéntrico
Fonte: World Health Organization Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues.
4th. Lyon: IARC Press, 2008; 88-93.

O espectro de alteracbes genéticas que pode ocasionar SMD inclui
amplificacbes genéticas ou delecbes, mutacdes que alteram a sequéncia ou a
expressdo de determinados genes e anormalidades epigenéticas (Espigado et al,
2005).

A biologia molecular sempre representou passo importante no entendimento
das doencas hematoldgicas malignas. Entretanto, até recentemente, com excec¢ao
de exemplos especificos como o BCR-ABL na leucemia mieloide crbénica (LMC) e as
mutacBes do NPM1 e FLT3 na LMA de novo, os dados moleculares ainda nao
estavam incorporados amplamente na pratica clinica para decisdes terapéuticas
(Murati et al, 2012). Isso vem mudando conforme novos conhecimentos estdo sendo
gerados. O descobrimento da mutacdo JAK2V617F nas neoplasias
mieloproliferativas levou ao desenvolvimento de uma terapia-alvo efetiva, os
inibidores de JAK2. Isso evidencia quanto progresso pode ser feito com a
identificacdo de um anico evento molecular em relacdo ao melhor conhecimento e
definicdo da doenca, classificacdo e estratificacdo de risco, além da monitorizagéao
da evolucéo clinica e do tratamento. A partir dai, varios genes mutados tém sido
identificados. Eles afetam processos celulares como sinalizagcdo, regulacdo da

transcricdo génica e epigenética, entre outros (Murati et al, 2012).
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As alteracbes moleculares que levam a leucemogénese incluem
predominantemente cinco classes de genes: componentes de vias sinalizadoras
como FLT3, JAK2, KIT, MPL, PDGFRs e RAS; fatores transcritores como CEBPA,
ETV6, GATA2 e RUNX1; reguladores epigenéticos como ASXL1, DNMT3A, EZH2,
MLL e TETZ2; supressores tumorais como CDKN2A e TP53; e componentes do
spliceossom (Muratti et al, 2012).

Cerca de 70% dos pacientes com SMD apresentam mutacfes somaticas ou
anormalidades citogenéticas clonais. As muta¢cdes somaticas no SF3B1, TP53,
TET2 e ASXL1 estédo entre as mais comumente identificadas, enquanto que aquelas
no TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 e ASXL1 sdo consideradas como preditoras de
prognostico independente de outras variaveis como o IPSS (Tothova et al, 2013).
Diversos estudos apontam para a importancia da avaliacdo de alteracdes
moleculares na patogenia das SMD (Odenike et al, 2011, Haferlach et al, 2011) uma
vez que pacientes com citogenética normal podem apresentar mutacdes pontuais
gue parecem ter impacto progndstico. Tais mutacfes levando a ativacdo dos genes
RAS ou inativagdo do RUNX1 ou TP53 sdo bem descritas em casos de SMD com
citogenética normal ou alterada. Conforme as pesquisas avancam, a lista de genes
mutados na SMD aumenta. Porém, as consequéncias clinicas e biolégicas destas
mutacOes ainda ndo estdo completamente elucidadas e, portanto, ainda ndo séo
consideradas na pratica clinica.

Em estudo publicado em 2011, Bejar et al avaliaram a prevaléncia das
mutacBes genéticas nas SMD, sendo as mais comuns: TET2 (20%, de prognéstico
ainda incerto), RUNX1 (15 — 20%, risco aumentado de progressao para LMA), TP53
(5 — 10%, progndstico ruim), ASXL1 (10 — 15%, de progndstico ainda incerto),
NRAS/KRAS (10%, risco aumentado de progressao para LMA). Em outro estudo
publicado no mesmo ano, Odenike e Le Beau evidenciaram que as mutagdes nos
genes RUNXL1 (runt-related transcription factor 1), TP53 (tumor protein p53), NRAS
(neuroblastoma RAS viral onco-gene-homologue) estavam associados a
trombocitopenia grave e aumento no percentual de blastos. Em analise multivariada,
mutacbes em 5 genes (TP53, Enhancer of Zeste Homolog 2 [EZHZ2], ETV6, RUNX1
e Aditional Sex Combs-Like 1[ASXL1]), que ocorreram em cerca de 1/3 dos
pacientes, apresentaram significado progndstico independente, sendo associados a
menor sobrevida global. As mutagdes nestes genes permitiriam a estratificacdo nos

subgrupos - de acordo com o IPSS - baixo, intermediario-1 e intermediario-2 e a
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identificacdo, nestes grupos, dos pacientes com progndstico mais reservado e que
poderiam necessitar de uma terapia mais intensa. Entretanto, as alteracdes
moleculares que levam a hematopoese clonal nas SMD ainda permanecem pouco
compreendidas.

Em estudos mais recentes tem sido mostrado que o ASXL1 (additional sex
combs-like 1) localizado na regido cromossdmica 20qll, € o gene mutado mais
frequente na SMD avancada (Boultwood et al, 2010, Rocquain et al, 2010). O ASXL1
interage com o polycomb-group repressive complex 1 e 2 (PRC1 e PRC2) e esta
envolvido nos processos de regulacdo epigenética e modificacdo da cromatina. Em
modelos animais e celulares as mutacdes no ASXL1 promoveram transformacao
mielbide através da perda da repressao genética mediada pelo PRC2 (Abdel-Wahab
et al, 2012). As mutacbes do ASXL1 sdo comuns ndo sé na SMD, mas também na
LMA, leucemia mielomonocitica crénica e neoplasias mieloproliferativas e esta
geralmente relacionada com desfecho clinico desfavoravel em todas essas doencas
(Itzykson et al, 2013, Gelsi-Boyer et al, 2009). A mutacdo do ASXL1 foi
recentemente incorporada em um escore progndéstico para LMMC como fator
progndéstico negativo (Itzykson et al, 2013). Em coorte de 193 pacientes com SMD
(Thol et al, 2011) estudados para avaliar a incidéncia e o impacto progndstico desta
mutacéo, foi evidenciado que a mutacdo do ASXL1 ocorreu em 20,7% dos pacientes
e pode predizer um desfecho desfavoravel. Em estudo realizado em 2010
(Boultwood et al, 2010), as muta¢cdes no ASXL1 foram encontradas em 7% dos
pacientes com SMD sem excesso de blastos, 11%-17% dos pacientes com SMD
com sideroblastos em anel, 31% dos pacientes com SMD com excesso de blastos,
23% dos pacientes com LMA secundaria a SMD, 33% dos pacientes com LMMC e
30% dos pacientes com LMA. As mutacdes no gene ASXL1 parecem ser mais
comuns nos pacientes com cariétipo normal e alteragbes no cromossomo 7
(monossomia ou delecdo do braco longo) e infrequentes na presenca da
monossomia do cromossomo 5 ou del5q (Carbuccia et al, 2010).

Mutacbes pontuais no gene NRAS (neuroblastoma RAS viral onco-gene-
homologue) séo identificadas em cerca de 8 a 35% dos pacientes com SMD e foram
associadas com pior prognostico e maior taxa de transformacdo leucémica
(Paquette et al, 1993, Horiike et al, 1994). A familia RAS inclui pequenas proteinas
ligadoras de GTP envolvidas na transducgéo intracelular de sinais. Diversos genes

dessa familia podem estar mutados em pacientes com SMD, incluindo NRAS,
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KRAS, NF1, PTPN11l e CBL. Mutacbes somaticas da via RAS podem estar
presentes em cerca de 90% dos pacientes com LMMC juvenil e SMD/NMP nos quais
a mutagdo secundaria do SETBP1 e JAK3 podem causar progressdo da doenca
(Malcovatti et al, 2013). As mutacdes no RAS promovem proliferacéo celular e estao
associadas a alto risco de progressao para LMA e prognostico reservado. O NRAS
estd mutado em cerca de 10% dos pacientes com LMA, enquanto o KRAS aparece
mutado em cerca de 5% dos casos e 0 HRAS é raramente mutado (Al-Kali et al,
2013). Em estudo realizado por Horiike et al em 2003, a mutagdo no gene NRAS foi
identificada em 8% dos pacientes com SMD primaria, e estes apresentavam tempo
de transformagé&o para LMA menor do que o grupo sem mutagao.

As mutacbes no gene TP53 (tumor protein p53), localizado na regido
cromossOmica 17pl3, estdo entre as mais comuns ja descritas nas doencas
neoplasicas, uma vez que o referido gene tem papel importante na integridade do
genoma. A proteina p53 tem como fung&o interromper o ciclo celular apos o dano do
DNA, permitindo que haja tempo suficiente para seu reparo. Na SMD, tais mutacdes
ocorrem em cerca de 10 a 15% dos casos, mas essa frequéncia pode ser maior
naqueles pacientes expostos a agentes alquilantes ou a radiacao (Christiansen et al,
2001). As mutacdes que inativam o gene TP53 estdo associadas a anormalidades
do cromossomo 17 ou delecdes dos cromossomos 5 e 7 (Bejar et al, 2011), doenca
avancada, cariotipo complexo e resisténcia ao tratamento, todas levando a um
prognostico mais reservado (Kaneko et al, 1995, Lai et al, 1995). Alguns trabalhos
sugerem que podem ser um fator de risco independente. Pacientes com SMD que
apresentam mutacfes no TP53 tém uma apresentacao clinica desfavoravel com alto
risco de transformacéo leucémica (Bejar et al, 2011, Papaemmanuil et al, 2013). Em
particular, subclones mutados do TP53 podem ocorrer em estagios iniciais de SMD
com del(5q) e estdo associados com baixa resposta ao uso de lenalidomida e risco
aumentado de progresséo para LMA (Jadersten et al, 2011).

Wattel et al, em estudo publicado em 1994, ja sugeriam que a mutacdo do
gene TP53 estaria relacionada a resisténcia a quimioterapia e sobrevida mais curta
nos pacientes com SMD. Horike et al, da Universidade de Kioto, em estudo de 2003
sugeriram 0 acréscimo da andlise da mutacdo do gene TP53 ao IPSS, como forma
de refinar o escore progndstico uma vez que em seu grupo de pacientes, tal
mutacado foi detectada nos estagios iniciais da doenca e conferia um carater mais

agressivo a apresentacao clinica.
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O diagnéstico ainda é baseado em dados morfolégicos (citopenias ao
hemograma associadas ao grau de displasia e percentual de blastos no mielograma)
e achados citogenéticos (Fenaux et al, 2014). Tais critérios diagndsticos, em
conjunto, permitem a estratificacdo dos pacientes em grupos de risco de acordo com
o IPSS (International Prognostic Scoring System) (Greenberg et al, 1997). O IPSS
(Tabela 3), desenvolvido em 1997, classifica os pacientes em grupos de risco baixo,
intermediéario-1, intermediario-2 e alto, de acordo com o numero de citopenias, 0
percentual de blastos e as alteracdes citogenéticas. Durante anos, foi utilizado como
Unica ferramenta para a classificacdo e acompanhamento dos pacientes com SMD.
De acordo com o IPSS, a dele¢céo do 5q faz parte do grupo de alteracbes de bom
progndéstico, em conjunto com cariétipo normal, 20g- e perda do Y. As alteracdes de
mau progndéstico sdo representadas por aquelas do cromossomo 7 e cariétipo
complexo (trés ou mais alteracdes citogenéticas). Aquelas que ndo correspondem a
nenhum destes grupos séo classificadas como intermediarias, a despeito de ainda
ndo se saber a sua real relevancia prognostica (Haase et al, 2007). Em alguns
estudos, alteracBes cromossdmicas caracterizadas como progndéstico intermediario
pelo IPSS - trissomia do cromossomo 8 e a del(11)(g23) - estdo frequentemente
associadas com a evolucdo da doenca (Sole et al, 2000). Portanto, a aplicacado do
IPSS tem gerado discussdo em relacdo aos grupos separados por cariétipo, sendo
necessaria uma analise mais refinada em relacao a estratificacao de risco. Uma das
grandes deficiéncias do IPSS é néo considerar a gravidade das citopenias, de forma
que pacientes dependentes de suporte transfusional sdo incluidos no mesmo grupo
que os independentes transfusionais, quando se sabe que séo individuos com
apresentacoes clinicas bem distintas.

Conforme o conhecimento sobre esta doenca foi sendo ampliado, surgiram
outros escores como o WPSS (Tabela 4) (World Health Organization Prognostic
Scoring System) em 2005 (Malcovati et al, 2005) que somava a necessidade
transfusional aos critérios ja estabelecidos pelo IPSS. E, mais recentemente, em
2012, a MDS Foundation reuniu dados de multiplas instituicbes em 11 paises -
incluindo o Brasil - para revisar e aprimorar o IPSS, criando o IPSS-R (Tabela 5)
(International Prognostic Scoring System Revised). Neste foram acrescentadas
variaveis como LDH, ferritina, beta2 microglobulina, comorbidades dos pacientes e
performance status (Greenberg et al, 2012) aos critérios ja avaliados anteriormente,

estratificando os pacientes em cinco grupos distintos.
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Porém, mesmo apds a introducdo de novos parametros, fica evidente que
pacientes com comportamentos clinicos distintos coexistem no mesmo grupo do
IPSS e IPSS-R, sugerindo que h& necessidade de um escore progndéstico mais
refinado, com dados mais robustos que permitam alocar os pacientes em grupos

afins.

Tabela 3 - Sistema Internacional de Escore de Prognéstico (IPSS)*

Valor dos escores

Variavel

0 0,5 1.0 1,5 2
Blastos da MO =5% 5-10% - 11 -20% 21 -30%
Cariétipo” Bom Intermedidrio Ruim
Ci1npeniab Ooul 2ou3

Legenda: 'IPSS: International Prognostic Scoring System. Grupos de Riscos IPSS: Baixo, valor da
soma dos escores= 0; Intermediario-1, valor da soma dos escores= 0,5-1; Intermediério-2,
valor da soma dos escores = 1,5 — 2,0; Alto, valor da soma dos escores >2,0 2Caridtipo:
Bom, del(5q), del(20q), -Y; Ruim, Anormalidades envolvendo o cromossomo 7 e/ou >3
anormalidades; Intermediario, outras. °Citopenia: hemoglobina <10 g/dL; contagem
absoluta de neutréfilos <1.5 x 10%/L; plaguetas <100 x 109/L.

Fonte: Greenberg et al, 1997
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Tabela 4 - Classificacdo proposta pela OMS — Baseada no Sistema de Escore

Prognoéstico (WPSS)?

Valor dos escores

Variavel
0 1 2 3
Categoria AR, ARSA, 5q oM. AREB-1 AREB-2
OMS-2001 ’ » 4 RCDM-SA ) )
Caridtipo® Bom Intermediério Ruim
D dénci
epencencia MNenhuma Regular

Transfusional®

Legenda: 2WPSS:World Health Organization-Pronostic Scoring System. Grupos de Riscos WPSS: Muito baixo,
valor da soma dos escores=0; Baixo, valor da soma dos escores=1; Intermediério, valor da soma
dos escores=2; Alto, valor da soma dos escores=3-4; Muito alto, valor da soma dos escores=5-6.
aCariotipo: Bom, del(5q), del(20q), -Y; Ruim, Anormalidades envolvendo o cromossomo 7 e/ou >3
anormalidades; Intermediario, outras. PCitopenia: hemoglobina <10 g/dL; contagem absoluta de
neutréfilos <1.5 x 10%L; plaquetas <100 x 10%L. ¢ Dependéncia Transfusional: = 1unidade de

concentrado de hemacias cada 8 semanas durante 4 meses.
Fonte: Greenberg et al, 1997

Tabela 5 - IPSS-R3

Valor dos escores

Variavel

0 0,5 1.0 1,5 2 3 a4
Citogenética™ Muito boa Boa Intermediério Ruim Muito ruim
Blastos MO z=2 =2%, <5% 5-10% >10%
Hb >=10 8, <10 <8
Plaquetas >=100 50, <100 <50
Neutrofilos >=0,8 <0,8

Legenda: °IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System.*Classificacdo de citogenética:
Muito boa = -Y, del(11q); Boa = Normal, del(5q), del(12p), del(20q); Intermediaria = del(7q),
+8, +19, i(17q); Alto = -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), complexo: 3 anormalidades; Muito alto= mais
de 3 anormalidades; Categoria de risco: muito baixo <=1,5;, baixo >1,5-3;, intermediario >3-

4,5; alto >4, 5-6; muito alto >6
Fonte: Greenberg et al, 2012
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O tratamento da SMD evoluiu bastante nos ultimos anos, porém ainda
representa um desafio. A estratégia atual € baseada na estratificacdo de risco pelo
IPSS. Nos pacientes considerados de baixo risco — IPSS baixo e intermediario 1 — a
sobrevida costuma ser longa e o risco de transformacédo para LMA, baixo. Nesse
caso, a estratégia terapéutica é focada na correcdo das citopenias e melhoria da
qualidade de vida. A anemia costuma ser a citopenia mais significativa nos pacientes
com SMD de baixo risco (Fenaux 2014) e as transfusbes repetidas levam a
sobrecarga de ferro, deletéria em diferentes 6rgdos. Nesses casos, esta indicado o
uso de fatores de crescimento, como a eritropoietina, e a quelagdo de ferro. A
resposta a eritropoietina varia de 30% a 60% dependendo do estudo (Moyo et al,
2008). Nos pacientes com Sindrome 5g-, a lenalidomida mostrou excelentes
resultados, inclusive com independéncia transfusional e com resposta citogenética
em 50 a 70% dos pacientes (List et al, 2006, Fenaux et al, 2008). Nos pacientes com
trombocitopenia, 0 uso dos agonistas do receptor de trombopoietina esta em
avaliacdo em estudos fase Il, com boa resposta, reduzindo a necessidade
transfusional e o risco de sangramento espontaneo (Olivia et al, 2013, Giagounidis et
al 2014). Nos neutropénicos, o uso de fator estimulador de crescimento de colonias
granulociticas (G-CSF) costuma melhorar a neutropenia em 60% a 75% dos casos,
porém seu uso ndo esta relacionado ao aumento de sobrevida (Fenaux et al, 2014).
Os agentes hipometilantes — decitabina e azacitidina — podem ser utilizados nos
pacientes de baixo risco que sdo dependentes transfusionais e que falharam ou néo
sdo candidatos ao uso de lenalidomida ou fatores de crescimento (Garcia-Manero,
2014). Nos pacientes com SMD de alto risco — IPSS alto e intermediario 2 — o
tratamento é focado na modificacdo da histéria natural da doenca, devido ao alto
risco de progressdo para LMA e a sobrevida reduzida. As opc¢les terapéuticas
incluem hipometilantes, esquemas de quimioterapia direcionados para LMA e
transplante alogénico de células tronco hematopoéticas, sendo esta a Unica opcéo
terapéutica curativa. O transplante alogénico é reservado aos pacientes com idade
menor que 65 anos e com doador HLA compativel.

Nos ultimos 4 anos, o foco das publicagbes internacionais (Bejar et al, 2011,
Bejar et al, 2012, Pellagatti et al, 2013) tem sido a busca de muta¢gbes somaticas
gue possam ser incorporadas aos escores progndsticos ja disponiveis e, desta
forma, melhorar a estratificagcdo de risco e a estimativa do prognéstico. Em estudo

de 2013, Cazzolla et al citam que ja esta em curso pela MDS Foundation um estudo



27

para elaborar o IPSS-Mol, que incluiria parédmetros clinicos, hematolégicos e
moleculares.

Decifrar e entender a complexidade genética da sindrome mielodisplasica
torna-se primordial na elucidacdo da patogénese da doenca, facilitando o
diagnostico, refinando os escores prognésticos e identificando novos alvos
terapéuticos. O estudo criterioso de tais alteragbes pode, no futuro, favorecer o
diagnéstico precoce e o tratamento da mielodisplasia, seguindo modelos ja
sedimentados de terapia alvo como € o caso da leucemia mieloide crénica — com o
gene de fusdo BCR-ABL — e a leucemia mieloide aguda M3 — com 0 gene guimera
PML-RARAa.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de mutaces nos genes ASXL1, NRAS/KRAS, TP53, nos

pacientes com SMD e LMA secundaria a SMD.

1.2 Objetivos especificos

a) Padronizar protocolos de deteccdo de mutacdes nos genes ASXL1, NRAS/KRAS,
TP53.
b) Verificar o impacto individual destas mutacdes sobre o perfil de progndstico da

doenca.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacao dos pacientes estudados

Foram incluidos no estudo 50 pacientes com diagnostico de SMD e LMA
secundaria a SMD, assistidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), no
periodo de 2012 a 2014. Todos os pacientes realizaram exames concomitantes da
medula éssea para andlises morfoldgica, citogenética e molecular. Foram excluidos
pacientes portadores de HIV ou outro tipo de imunodeficiéncia e aqueles que nao
quiseram participar ou continuar na pesquisa. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto (CAAE
08084712.4.0000.5259).

2.2 Desenho do estudo

Trata-se de estudo descritivo, observacional, prospectivo, no qual foram
selecionados pacientes com diagnostico de SMD e LMA secundaria a SMD, no
periodo de 2012 a 2014. Todas as informac¢Bes consideradas relevantes foram
obtidas por revisdo realizada nos prontuarios do HUPE. Com base nessas
informacdes, todos os pacientes foram classificados utilizando a classificacdo da
OMS de 2008 (Brunning et al, 2008).

As amostras de MO foram coletadas ao diagndéstico e durante a evolucao da
doenca, por indicacao do corpo clinico do servico de hematologia e processadas de

acordo com o protocolo da instituig&o.
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2.3 Procedimentos analiticos

A andlise do mielograma, biopsia de medula O0ssea, exames bioquimicos,
hematologicos e citogenéticos, foram realizados utilizando o0s protocolos
estabelecidos no Servico de Hematologia do HUPE. Nos itens a seguir essas

técnicas serao descritas em detalhe.

2.3.1 Mielograma

A coleta do aspirado e bidépsia de medula éssea foi realizado na crista iliaca
péstero-superior apos assepsia local com alcool 70% e anestesia com xylocaina 2%
sem vasoconstrictor. A agulha prépria para mielograma foi fixada no periosteo e o
material foi aspirado com uma seringa de 20ml. Deste material, parte foi utilizado
para confeccdo de laminas e o restante foi colocado em tubo heparinizado para
realizacdo da citogenética e biologia molecular. Logo apéds, a agulha foi retirada e
descartada. Em seguida, foi introduzida a agulha prépria para a realizacdo da
bidpsia de medula 6ssea. Apos a fixacdo no periésteo, a agulha foi introduzida cerca
de 2,0cm e rodada em seu proéprio eixo para fragmentar o cilindro 6sseo. Entéo foi
retirada e o material foi colocado em frasco com formol e encaminhado ao servigo de
anatomia patologica.

Apés a confeccdo das laminas, o material foi corado com May Griinwald e
Giemsa. As laminas foram cobertas com May Griunwald por 2min. Logo apds, foi
adicionada agua ao May Grinwald, aguardando a fixacdo por 5min. Entdo, as
laminas foram lavadas em &gua corrente e cobertas com Giemsa por 15min.
Decorrido esse tempo, foram novamente lavadas em agua corrente e colocadas
para secar.

A analise citomorfolégica foi realizada de acordo com as recomendagfes da
OMS para SMD (Brunning et al, 2008), considerando celularidade, namero de
células contadas e analise do percentual de displasias celulares. A celularidade da
medula 6ssea foi definida como normo, hiper ou hipocelular de acordo com a
guantidade de células presente nas laminas. Foram contadas ao menos 500 células

nucleadas com a determinacdo percentual das linhagens celulares (eritroide,
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mieldide, linféide e megacariocitica) e do numero de blastos. O valor considerado
normal € de amplo dominio entre os hematologistas clinicos (Perkins, 2004). Em
relacdo a avaliacdo das displasias celulares, foram seguidas as recomendacfes da
OMS 2008 (Brunning et al, 2008) onde é considerada significativa a presenca de
alteracdes displasicas em 10% ou mais das células nucleadas nas linhagens
eritroide e granulocitica e, para linhagem megacariocitica, analisados ao menos 30
megacariécitos e descrito o percentual de displasia, sendo significativo o valor a
partir de 15%.

2.3.2 Coloracao de Perls

Os casos foram revisados para a pesquisa de sideroblastos em anel. A
analise seguiu a orientacdo da OMS, sendo avaliados 100 eritroblastos e, desses,
observada a porcentagem de sideroblastos em anel (com = 5 siderossomos ou 1/3

da circunferéncia nuclear).

2.3.3 Bidpsia de medula 6ssea (BMO)

As informacdes concernentes & BMO foram obtidas nos prontuérios médicos
ou no arquivo do Servico de Anatomia Patolégica do HUPE. Em especial, a
presenca de fibrose reticulinica foi avaliada como um dos fatores de mau

prognastico.

2.3.4 Técnica da citogenética

A analise cromossOmica foi feita pela técnica de bandeamento G (Seabright et
al, 1971), no laboratério de citogenética do Servico de Hematologia do HUPE,

analisando no minimo 20 metafases por paciente. Um caso foi considerado
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citogeneticamente anormal, quando 3 ou mais metafases apresentaram a mesma
anormalidade cariotipica, tanto estrutural como numeérica. A informacdo sobre o
resultado foi coletada dos prontuarios dos pacientes.

Foram utilizadas as normas preconizadas pelo Sistema Internacional de

Nomenclatura de Citogenética Humana (Shaffer et al, 2013).

2.3.5 Extracdo de DNA gendémico

Posteriormente a aquisicdo das amostras de medula 6ssea, essas foram
submetidas a centrifugacdo a uma velocidade correspondente a 5000 rpm por 10
minutos para remocdo do plasma (centrifuga Sorvall RC5B rotor SM-24). Em
seguida, um volume de 1 ml foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 ml,
sendo adicionados 7 ml de tampd&o de lise de hemécias (NH4CIl 155 mM, KHCO3 10
mM e EDTA 1 mM) a 4°C (Miller et al, 1988, Karavitaki et al, 2005). A mistura
resultante foi homogeneizada por meio de agitagdo manual suave e incubada a 4°C
por 30 minutos, repetindo-se periodicamente a cada 10 minutos a temperatura
ambiente para a sedimentacdo dos leucotcitos. Estes procedimentos de
homogeneizac¢do das amostras com tampéao de lise de hemacias, incubacéo a 4°C e
centrifugacdo sao repetidos até que se verifigue a sua lise total e o surgimento do
precipitado de células brancas, sendo que, ao término de cada centrifugacdo, o
sobrenadante composto principalmente de heméacias lisadas € descartado.

Uma vez obtidos os leucdcitos, estes foram ressuspensos em 600 pl de
tampao de lise de nacleo (Tris 10 mM pH 8,0; NaCl 400 mM e EDTA 2 mM) a 4°C,
sendo adicionados ainda 15 pl de SDS 20% e 1,5 pl de proteinase K (20 mg/ml). A
mistura resultante foi incubada a 37°C por uma noite e, posteriormente, transferida
para um tubo de centrifuga de 1,5 ml.

O isolamento do DNA propriamente foi realizado com a adicdo da mistura de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na proporcdo de 25:24:1 com posterior agitacao
manual. Em seguida, a amostra foi centrifugada (14000 rpm/10min/4°C, centrifuga
Sorvall RC5B rotor F-28 micro). A fase superior gerada por este processo foi
recuperada e transferida para um novo tubo de centrifuga para posterior adi¢cdo de 2

volumes de etanol absoluto gelado e incubagéo da amostra a -20°C.
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ApGs a extracdo, a presencga e a integridade do DNA foram confirmadas por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (0,5
pg/ul). A corrida eletroforética € realizada com o tampéao TAE 1X a 100 V durante 45
minutos. Foi aplicada no gel uma mistura de 2 uL de DNA e 5 pL de tampé&o de
carregamento 1X. ApOs a corrida, o gel foi fotografado e arquivado com a sua
devida identificacéo.

Apoés a extracdo do DNA foi realizada a quantificacdo das amostras para
avaliar a pureza das mesmas. Utilizamos a absorvancia de 260 nm (para detectar
acidos nucleicos) e de 280 nm (para detectar proteinas). A razdo entre as duas
absorvancias, A260 e A280, deve ser igual ou maior a 1,8 para que o material seja
considerado puro (Sambrook et al, 1989). As amostras de DNA (independente da
origem) foram quantificadas através do espectrofotémetro Beckhan Nanodrop (DU
640), com leitura a 260 e a 280 nm.

2.3.6 Técnica da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

2.3.6.1 Amplificacao de sequéncia genémica - Gene TP53

Para amplificar os éxons 4 ao 8 do gene TP53 foram utilizadas na solucéo
base: 35 pyL de agua ultra-pura e estéril, 5 yL de tampédo STR 10X (Invitrogen,
Carlsbad, EUA); 2 uL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 3 yL de MgCl2
(50 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 3 uL do par de iniciadores para cada regiao a
ser amplificada (Tabela 1 — Suplementar) concentrados a 10 pmol/uL, 0,5 pyL da
enzima DNA polimerase (1 U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 50- 100 ng/uL de
DNA gendémico. Sendo o volume final de 50 pL. Os iniciadores foram desenhados a
partir da ferramenta do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Primer-BLAST,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), com base na referéncia de acesso
NC_000017-9 do GenBank.

No termociclador Axygen-100, a amplificacdo dos fragmentos foi iniciada com
uma pré-desnaturagdo com duracdo de 2 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos de

desnaturacao a 94°C por 30 segundos, pareamento dos iniciadores (temperatura de
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anelamento) a 60°C por 30 segundos e extensédo do fragmento com 72°C por 30
segundos; e finalizada com uma etapa de extensao a 72°C por 10 minutos.
Para a amplificacdo do éxon 8 foram utilizadas a mesma reacédo e ciclagem,

tendo por Unica diferenca a temperatura de anelamento que passou a ser 55°C.

Tabela 6 - Sequéncias dos iniciadores dos éxons do gene TP53

Exon TP53 Denominagdo e sequéncia Tamanho do
dos iniciadores Amplicon (ph)
AF = TGAGGACCTGGTCCTCTGAC
4 413

4R - TGAACTTTGGGATTCCTCT

5 S5F - TGTTCACTTGTGCCCTGACT 310
SR — AGCAATCAGTGAGGAATCAG

6 6F - TGGTTGCCCAGGGTCCCCAG 224
6R — CGGAGGGCCACTGACAACCA

7 7F — CTTGCCACAGGTCTCCCCAA 537
7R — AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA

8 BF - TTGGGAGTAGATGGAGCCCT 337
8R — AGAGGCAAGGAAAGGTGATA

Legenda: T, timina; G, guanina; C, citosina; A, adenina
Fonte: A Autora, 2015

2.3.6.2 Gene ASXL1

Para amplificacdo do exon 12 do gene ASXL1 foram utilizadas na solucao
base: 36,5 yL de agua ultra-pura e estéril; 5 yL de tampédo STR 10X (Invitrogen,
Carlsbad, EUA); 2 yL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 2,5 uL de
MgCl2 (50 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 2,5 yL do conjunto de iniciadores
concentrados a 10 pmol/yL; 0,5 yL da enzima Tag DNA Polymerase (1 U/uL)
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 50 — 100 ng/ yL de DNA gendmico. Sendo o volume
final de 50 pL. Os iniciadores foram previamente descritos por Rocquain et al, 2010.
No termociclador Axygen-1000, as amplificacbes dos fragmentos foram iniciadas
com uma pré-desnaturacdo com duragdo de 5 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos
de desnaturacéo a 94°C por 45 segundos, pareamento dos iniciadores (temperatura
de anelamento) a 58°C por 40 segundos e extensao do fragmento com 72°C por 45
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segundos; e finalizada com uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos. Para as
amplificagbes dos fragmentos 4, 5 e 6 foram utilizadas as mesma reagbes e
ciclagens, tendo como diferencas o uso da enzima Platinum Tag DNA Polymerase

(Invitrogen, Carlsbad, USA) e a temperatura de anelamento que passou a ser 61°C.

2.3.6.3 Gene NRASKRAS

Para amplificacdo das regibes codificantes dos genes NRASKRAS foram
utilizadas na solucéo base: 34 uL de agua ultra-pura e estéril; 5 yL de tampéo STR
10X (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 2 yL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen, Carlsbad,
EUA); 3 pL de MgClz (50 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 3,5 puL do conjunto de
iniciadores concentrados a 10 pmol/uL; 0,5 pL da enzima Platinum Tagq DNA
Polymerase (1 U/pL) (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 50 — 100 ng/ yL de DNA
genbmico. Sendo o volume final de 50 upL. Os iniciadores foram previamente
descritos por Rocquain et al, 2010.

No termociclador Axygen-1000, as amplificacbes das regides codificantes
foram iniciadas com uma pré-desnaturacdo com duracdo de 5 minutos a 94°C,
seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos
iniciadores (temperatura de anelamento) a 60°C por 30 segundos e extensdo do
fragmento com 72°C por 30 segundos; e finalizada com uma etapa de extensdo a
72°C por 10 minutos. Para as amplificacbes dos fragmentos 1 do gene KRAS e
fragmento 2 do gene NRAS foram utilizadas as mesma reagdes e ciclagens, tendo

como diferenca a temperatura de anelamento, que passou a ser de 55°C.

2.3.7 Eletroforese em Gel de Agarose 1,5%

Apo6s o término da reagdo de PCR, verificamos a sua eficiéncia através da
realizacdo de eletroforese dos produtos de PCR. Estes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampé&o TAE 1X e corados com brometo

de etideo (0,5 ug/ul). Foram aplicados 5,0 uyl do material amplificado juntamente com
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5,0 uL de tampéao de carregamento 1X. Utilizamos, como referéncia de tamanho, o
marcador de peso molecular composto por multiplos de 50 pares de base

(Invitrogen™). A eletroforese foi realizada a 100 V por 45 min.

2.3.8 Purificacao do produto de PCR

ApoOs a verificacdo da integridade dos produtos da PCR, o passo seguinte foi
0 sequenciamento dos fragmentos amplificados. Para tal, os produtos de PCR foram
purificados com o kit GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE), conforme
a reacao a seguir.

Foram adicionados 500 pL de tampéo de captura junto a mistura do produto
de PCR. A mistura foi agitada no vortex, sendo transferida para um tubo com uma
coluna de aderéncia a DNA e centrifugada a 16.000 x g por 30 segundos. O
excedente foi descartado e 500 uL da solugédo de lavagem com etanol absoluto (na
proporcao de 1:4) foram adicionados na coluna, que novamente foi levada a idéntica
centrifugacéo. O excedente foi novamente descartado e para remover o0 excesso de
etanol, outra centrifugacdo (13.000 x g por 1 minuto) foi realizada. A coluna foi
transferida para um tubo de 1,5 mL, no qual se adicionou 30 yL de tampao de
eluicdo na coluna e foi incubado por 1 minuto em temperatura ambiente. Apds o
periodo de incubacao, o tubo foi centrifugado a 16.000 x g por 1 minuto. O produto

purificado foi armazenado em congelador a -20°C.

2.3.9 Sequenciamento Nucleotidico Automatico

Apés a purificacdo, os produtos da PCR foram preparados para o
sequenciamento de DNA conforme o método adaptado do dideoxinucleotidio
(Sanger 1977).

Na reacao de sequenciamento de fragmentos foram utilizados 6,5 pL (10-20
ng) de produto de PCR, agua ultra pura deionizada e 1,0 uL do iniciador especifico
(3,2 pmol/pL), perfazendo um volume final de 7,5 yL em placa de 96 pogos. Depois,
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foram adicionados 1,5 pL de tampé&o 5x (fornecido em conjunto com o “Big Dye”) e 1
pL de “Big Dye” (Applied Biosystems).

Esta reacdo foi realizada em termociclador com 40 ciclos de 94°C por 10
segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.

Apébs a PCR, foi feita a precipitagéo iniciando com o acréscimo de 30 pL de
isopropanol a 75% em cada poco da placa. A solucéo foi agitada no vortex por 10
segundos e incubada em temperatura ambiente por 15 minutos, sob abrigo da luz.
Apos esse periodo, a solucdo foi centrifugada a 4.000 g por 45 minutos, com
posterior descarte do sobrenadante. Foram adicionados 50 pL de etanol a 75% e
mais uma vez foi levada a centrifugacéo a 4.000 por 15 minutos. Posteriormente, o
excesso de sobrenadante foi retirado e o conteddo da placa foi seco em bloco
aguecido a 60°C por 10 minutos, no escuro.

A Ultima etapa da preparacdo do produto a ser sequenciado foi a
desnaturacdo. Esse processo inicia-se com a adicdo de 10 pL de formamida Hi-di
em cada poco. A placa foi levada a bloco aquecido com temperatura de 95°C por 3
minutos e logo apods foi colocada em recipiente com gelo permanecendo por 10
minutos. Para finalizar, a placa foi levemente centrifugada e levada para o
sequenciador 3130 Genetic Analyzer da Applied Biosystems. As reacdes de
sequenciamento foram executadas na Plataforma de andlise de fragmentos e
sequenciamento — IOC — Instituto Oswaldo Cruz, localizado na Fiocruz.

Foram feitas comparacdes entre as sequéncias referéncias dos genes TP53,
ASXL1 e NRASKRAS (NC_000017-9, NC_000001405.26 e
NG_007572.1NG_007524.1, respectivamente) com as sequéncias das amostras
obtidas pelo sequenciamento. Essa comparacdo foi feita com o programa

Sequencher Version 5.1 da Gene Codes.
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3 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizadas tabelas de contingéncia para associar as variaveis fibrose na
medula 6ssea, sexo, trombocitopenia, anemia, neutropenia e Obito com os genes
TP53 e ASXL1l. O teste qui-quadrado de Fisher foi adotado para testar a
significancia estatistica da associacéo entre tais variaveis.

Para avaliacdo do diagndéstico entre os pacientes com mutacdo nos genes
TP53 e ASXL1 foi utilizado o teste qui-quadrado de aderéncia para uma unica
variavel.

As andlises de sobrevida foram realizadas pelo método de Kaplan-Meyer. O
tempo de sobrevida global foi calculado a partir da data do diagnostico até a data de
ocorréncia de 6bito ou a data da ultima informacg&o. Tal analise foi comparada entre
0S grupos de pacientes com e sem mutacao nos genes TP53 e ASXL1, utilizando-se
o teste de log-rank.

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatistico R, versao
2.15.1. Em todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de
significancia de 5%. Dessa forma, foram consideradas associagdes estatisticamente
significativas aquelas cujo valor de p foi inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

Dos pacientes incluidos, 36% (18) eram homens e 64% (32) eram mulheres.
A média de idade foi de 57 anos (19-90anos) com mediana de 61 anos e desvio
padrao de 15 anos (Tabela 7).

Em relagdo a classificacdo OMS (Organizagdo Mundial de Saude) 2008,
foram diagnosticados 18% LMA, 6% AREB-2, 2% AREB-1, 32% CRDM e 42%
CRDU, sendo a anemia refrataria o subtipo mais comum dentre o subgrupo de

displasia de unilinhagem (Tabela 8).

Tabela 7 — Caracteristicas dos pacientes com SMD

Medida Pacientes % do total
Idade (média) 56,7
Género
F 32 64%
M 18 36%
Diagndstico OMS
CRDU 21 42%
CRDM 16 32%
AREB1 1 2%
AREB2 3 0%
LMA 9 18%
IPSS
Baixo 16 39%
Intermediario 1 3 7%
Intermediario 2 1 2%
Alto 2 5%
N3o calculado 19 A6%
LMA 9
Caridtipo
Bom 24 48%
Intermediario 2 4%
Ruim 3 6%
Faltando 21 429%

Legenda: CRDU = Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refrataria
com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1;
AREB2 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Mieloide Aguda;
IPSS = International Prognosis Score System.

Fonte: A Autora, 2015.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos pacientes segundo a Classificacdo OMS 2008 para SMD

Grupo OMS l."lﬁl} mutados . Mutados . TOTAL
Pacientes Yo Pacientes Yo Pacientes %

CRDU 4 50% 17 43% 21 48%
CRDM 4 50% 12 29% 16 31%
AREB1 0% 1 2% 1 2%
AREB2 0% 3 A% 3 3%
LM1A 0% 9 18% 9 16%
Total Geral 8 100% 42 100% 50 100%

Legenda: CRDU = Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refrataria
com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1;
AREB2 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Mieldide Aguda;
IPSS = International Prognosis Score System

Fonte: A Autora, 2015

Dos 50 pacientes analisados, 42 deles (84%) apresentaram algum tipo de
mutacdo. Na Tabela 9 é mostrada a presenca destas mutacdes associadas a
classificagdo OMS e ao IPSS, e na tabela 10 a associacéo entre as mutacoes e as
caracteristicas laboratoriais.

A mutacdo no gene ASXL1 foi a mais frequente, encontrada em 41 pacientes
(82%), seguida do gene TP53 em 10 pacientes (20%) e NRAS em apenas 1
paciente (2%). No grupo LMA t, 11% apresentaram mutacdo no TP53 e 78% no

ASXL1, nenhuma mutagé&o foi encontrada nos genes NRAS e KRAS.



Tabela 9 - Associacao entre as mutacdes nos genes TP53, ASXL1, NRAS e e
KRAS e o IPSS e classificacdo OMS
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Amostra Género  Ildade IPSS Diagnostico TP53 ASXL1 NRAS KRAS
2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G, - -
1 F 31 Intermediario 1 CRDM nao mutado ¢ > pris m, € ” nao mutado nao mutado
p.Arg677Gli
2 F 54 Baixo CRDU (AR) nao mutado nao mutado nao mutado nao mutado
3 F 71 N&o calculado CRDU (AR) nao mutado c.1963A>C, p.Tre654Pro nao mutado nao mutado
2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G, _ -
4 M 68 Alto AREB2 nao mutado ¢ e m_ € ’ n&o mutado nao mutado
p.Arg677Gli
c.1846G>A, p Aspb15Asn; c.1963A>C,
5 F 44 LMA LMA nao mutado p-Tre654Pro; c.2021A>C, p.His673Pro; nao mutado nao mutado
c.2032A>G, p.Arg677Gli
c.1963A>C, p.Tre654Pro; c.2032A>C, _ _
6 M 35 LMA LMA nao mutado > nao mutado nao mutado
p-Arg677Gli; c.2047A>C; p.Tre682Pro
7 31 Nao calculado CRDM nao mutado nao mutado nao mutado nao mutado
8 F 47 Baixo CRDU (TR) nao mutado nao mutado nao mutado nao mutado
¢.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G, _ _
9 F 84 Intermedidrio 1 CRDM nao mutado P A nao mutado nao mutado
p.Arg677Gli
10 F 43 LMA LMA nao mutado €.3306G>T, p.Glu1102Asp nao mutado nao mutado
¢.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G, _ _
11 F 58 LMA LMA nao mutado _p n&o mutado nao mutado
p.Arg677Gli; c.2047A>C, pTre682Pro
2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G, _ -
12 F 67 Alto AREB2 nao mutado ¢ - ,p s ki > nao mutado nao mutado
p.Arg677Gli; c.2047A>C, p.Tre682Pro
.2021A>C, p.His673Pro; c.2047A>C,
13 F 42 Baixo CRDU (AR) nao mutado “ >LpHis o 7 nao mutado nao mutado
p-Tre682Pro
.2021A>C, p.His673Pro; c.2047A>C, _ _
14 M 66 Baixo CRDU (AR) nao mutado c AG[AE gt g nao mutado nao mutado
p.Tre682Pro
15 M 67 Né&o calculado CRDU (AR) nao mutado nao mutado nao mutado nao mutado
¢.2250C>T, p.Pro750Pro; C.22A>G, _ _
16 F 71 Baixo CRDU (AR) nao mutado P X nao mutado nao mutado
3 prime UTR variant
c.2021A>C, p.His673Pro; _ _
17 F 58 Baixo CRDM nao mutado P nao mutado nao mutado
c.2032A>G,p.Argb77Gli
18 F 61 Nao calculado CRDU (NR) nao mutado c.2047A>C, p.Thr682Pro nao mutado nao mutado
19 F 47 Baixo CRDM nao mutado nao mutado nao mutado n&ao mutado
€. 2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G,
Argb77Gli; c2047A>C, p.Thr682Pro, _ _
20 F 65 Nao calculado CRDM c.384 T>A, p.Pro128Pro pArg 2k PG [l b n&o mutado nao mutado
¢.1963C>A, p.Thr654Pro; c.1960G>C,
p-Alab53Pro
21 64 Baixo CRDM nao mutado c.22A>G, p.3 prime UTR variant nao mutado nao mutado
22 B 51 Nao calculado CRDM nao mutado nao mutado nao mutado nao mutado
€.1960G>C, p.Ala653Pro; c.2021A>C,
23 M 19 LMA LMA nao mutado p.His673Pro; c.2032A>G, p.Arg677Gli; nao mutado nao mutado
c.2047A>C, p.Tre682Pro
€.1960G>C, p.Ala653Pro; c.2021A>C,
24 F 53 Intermediério 2 AREB2 ¢.204InsT, p.GluegVal p.His673Pro; c.2032A>G, p.Arg677Gli; nao mutado nao mutado
c.2047A>C, p.Tre682Pro
c.2032A>G, p.Argb77Gli; c.2047A>C,
25 M 89 Intermedidrio 1 AREB1 c.747G>A, p.Arg249Arg pAg nao mutado nao mutado
p-Tre682Pro
26 F 76 Nao calculado CRDM nao mutado nao mutado nao mutado nao mutado
€.1923G>A, pllebdille; c2021A>C,
.His673Pro; . 2032A>G, p.Argb77Gli; B _
27 F 51 LMA LMA nao mutado P pArg nao mutado nao mutado
c.2047A>C, p.Tre682Pro; c.2250C>T,
p.Pro750Pro
g .2032A>G, p.Argb77Gli; c2047A>C, _
28 M 70 Baixo CRDM B GhEe, AT ¢ A A b e 3 nao mutado nao mutado
C.747G>A, p.Arg249Arg  p Tre682Pro; ¢.2985C>T, p.His995His
1923C>T, plle6dille; c.2021A>C, - -
29 F 55 Nao calculado CRDU (TR) c.747G>A, p.Arg249Arg © pe € c > nao mutado nao mutado
p.His673Pro
c.2032A>G, p.Argb77Gli; ¢.2047A>C, _
30 M 39 Nao calculado RCDM nao mutado [P nao mutado nao mutado
p-Tre682Pro
€.1960G>C, p.Ala653Pro; c.2021A>C,
.His673Pro; c2032A>G, p.Arg677Gli; _ _
31 F 61 Nao calculado CRDU (NR) nao mutado p-His o © > pAg ' nao mutado nao mutado

c.2047A>C, p.Tre682Pro; c.22A>G,
p.3 prime UTR variant
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Amostra Geénero  Idade
32 M 54
33 F 62
34 F 29
35 M 69
36 B 40
37 M 62
38 [F 68
39 M 44
40 M 31
41 F 74
42 F 63
43 F 65
44 F 61
45 M 71
46 F 62
47 M 75
48 F 35
49 M 67
50 F 66

IPSS

Nao calculado

Nao calculado

Nao calculado

Nao calculado

Baixo

Nao calculado

Nao calculado

Nao calculado

LMA

Nao calculado

Baixo

Nao calculado

Baixo

Nao calculado

LMA

Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Diagnostico

LMA

CRDU (AR)

CRDM

CRDM

CRDU (TR)

CRDM

CRDU (TR)

CRDU (TR)

LMA

CRDM

CRDU (AR)

CRDU (TR)

CRDU (NR)

CRDU (AR)

LMA

CRDU (AR)

CRDU (TR)

CRDM

CRDU (AR)

TPS3

nao mutado

€.639A>G, p.Arg213Arg

nio mutado

nao mutado

nao mutado

€.669C>T, p.Proz23Leu;
¢.747G>A, p.Arg249Arg;
c.711T>A, p.Met237Lis

747G>A, Arg249Arg

nao mutado

669C>T, Pro223Leu

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nio mutado

nao mutado

nao mutado

¢.384 T>A, p.Pro128Pro

nao mutado

ASXLA1

c.2021A>C, p.His673Pro;
€.2032A>G,p.Arge77Gli
€.2032A>G, p.Arge77Gli; c2047A>C,
p.Tre682Pro
c22A>G, p.3 prime UTR variant

c.1960G>C, p.Alab53Pro; c.2021G>C,
p-His673Pro; ¢.2032G>A, p.Arg677Gli;
c.2047A>C, p.Tre682Pro

c. 1923G>A, pllebdille; c2021A>C,
p.His673Pro, c.2032A>G, p.Arg677Gli;
c.2047A>C, p.Tre682Pro

c.3029C>T, p.Thr1010Met

€.2985C>T, p.His995His

c.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G,
p.Arg677Gli

nao mutade

c.1923G>A, plle64dllle; c.2021A>C,
p.His673Pro; ¢.2032A>G, p.Arg677Gli;
c.2047A>C, p.Tre682Pro

c2032A>G, p.Arg677Gli; c.2047A>C,
p.Tre682Pro; c22A>G, p.3 primeUTR
variant

c.1960G>C p.Ala653Pro; c.2032A>G,
p.Arg677Gli; c.2047A>C, p.Tre682Pro

c.1923G>A,plle641lle; c.1960G>C,

p.Alab53Pro; ¢.2021A>C, p.His673Pro;

€2032A>G, p.Arg677Gli; c.2047A>C,
p.Tre682Pro

c.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G,
p.Arg677Gli; c.2047A>C, p.Tre682Pro;
c.3973C>T, p.Leu1325Phe

€1923G>A, plleb4lle;
c.2021A>C,p.His673Pro;
c,ZUSZA>G,p,ArgET7GI|; c.2047A>C,

p.Tre682Pro
c.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G,

p.Argb77Gli; c22A>G, p.3 prime UTR
variant

c.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G,
p-Arg677Gli; c.3759T>C, p.Ser1253Ser;
€.22A>G, p.3 prime UTR variant

c.2021A>C, p.His673Pro; c.2032A>G,
p.Arg677Gli; .2985C>T, p.His995His

ndo mutado

NRAS

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

c.Inser C 279;
p.Arg97 The

néo mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

nao mutado

néo mutado

néo mutado

KRAS

né&o mutado

né&o mutado

ndo mutado

néo mutado

né&o mutado

né&o mutado

nao mutado

ndo mutado

nao mutado

né&o mutado

nao mutado

nao mutado

ndo mutado

nao mutado

ndo mutado

nao mutado

nao mutado

ndo mutado

ndo mutado

Legenda: CRDU = Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refrataria
com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1;
AREB2 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Miel6ide Aguda;
AR = Anemia Refratéria; NR = Neutropenia Refratéria; TR = Trombocitopenia Refratéria;
IPSS = International Prognosis Score System.

Fonte: A Autora, 2015



43

Tabela 10 - Comparativo de caracteristicas clinicas e biolégicas dos pacientes

mutados e ndo-mutados

N3o Mutado Mutado Total
Caracteristica
Pacientes % Pacientes % Total %

Total 8 16% 42 84% 50 100,0%
Idade (média) 54,9 57,0 56,7 -
Género

F 6 85,2% 26 57,8%

M 2 14,8% 16 42,2%
Diagndstico OMS

CRDU 4 50,3% 17 47,9% 21 48,2%

CRDM 4 49,7% 12 28,6% 16 31,1%

AREB1 0 0,0% 1 2,2% 1 2,0%

AREB2 0 0,0% 3 3,6% 3 3,1%

LIMIA 0 0,0% 9 17,8% 9 15,7%

Total 8 100,0% 42 100,0% 50 100,0%
Citogenética

Bom 4 53,0% 20 46,3% 24 47,1%

Intermediario 0 0,0% 2 2,1% 2 1,9%

Ruim 0 0,0% 3 2,4% 3 2,1%

Faltando 4 47,0% 17 49,2% 21 48,9%
Necessidade transfusional

N 6 81,2% 19 53,4% 25 56,6%

S 2 18,8% 23 46,6% 25 43,4%
IPSS

Baixo 4 53,0% 12 33,3% 16 35,6%

Intermediario 1 0 0,0% 3 3,1% 3 2,7%

Intermediario 2 0 0,0% 1 2,1% 1 1,9%

Alto 0 0,0% 2 1,4% 2 1,3%

Nao Calculado 4 47,0% 17 49,2% 21 48,9%

LMA 0 0,0% 7 10,8% 7 9,6%
Fibrose

N 8 100,0% 36 85,7% 44 87,4%

S 0 0,0% 6 14,3% 6 12,6%
Obito

N 7 82,6% 26 74,2% 33 75,1%

S 1 17,4% 16 25,8% 17 24,9%

. Ndo Mutados Mutados Total

Sangue periférico Total ASXL1 TP53

Pacientes 8 42 41 10 50

Hemoglobina (média) 9,86 9,34 9,45 10,14 9,43

Netutrofilos (média) 2.555 1.926 1.921 2.518 2.027

Plguetas (média) 201.325 130.261 130.493 108.920 141.863

Legenda: CRDU = Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem; CRDM = Citopenia Refrataria
com Displasia Multilinhagem; AREB1 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1;
AREB2 = Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2; LMA = Leucemia Miel6ide Aguda;
F= feminino; M= Masculino; N = Ndo; S = Sim; IPSS = International Prognosis Score
System .

Fonte: A Autora, 2015
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Ainda que alguns diagndsticos apresentem percentual alto (CRDM), o teste
de aderéncia nao identificou diferenca estatistica entre os percentuais de diagndstico

no gene TP53 dos pacientes com mutacao, tabela 11.

Tabela 11 - Teste de aderéncia Qui-quadrado do Diagnostico (uma varidvel) nos

pacientes com mutacao no TP53

DIAGNOSTICO TPS3 P-valor
mutado

AREB1 n 1 0,125
% 10%
AREB2 n 1
% 10%
LMA n 1
% 10%
RCMD n 4
% 40%
RCUD (AR) n 1
% 10%
RCUD (NR) n 0
% ,0%
RCUD (TR) n 2
% 20%
Total n 10
% 100,0%

Nota: Teste estatistico se refere ao qui-quadrado para uma Unica variavel
Fonte: A Autora, 2015

Segundo os dados da tabela 12, os diagndsticos CRDM (29,3%), CRDU (AR)
(19,5%) e LMA (19,5%) foram os mais frequentes para os pacientes com mutagao
ASXL1, representando 80%, p<0,05.
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Tabela 12 - Teste de aderéncia Qui-quadrado do Diagnostico (uma varidvel) nos

pacientes com mutacdo no ASXL1

DIAGNOSTICO ASXLI P-valor
mutado

AREB1 n 1 0,022*
% 2,4%
AREB2 n 3
% 7,3%
LMA n 8
% 19,5%
RCMD n 12
% 29,3%
RCUD (AR) n 8
% 19,5%
RCUD (NR) n 3
% 7,3%
RCUD (TR) n 6
% 14,6%
Total n 41
% 100,0%

Nota: Teste estatistico se refere ao qui-quadrado para uma Unica variavel
Fonte: A Autora, 2015

Ao analisar a associacao entre fiborose medular e a presenca de muta¢do nos
genes TP53 e ASXL1, observamos que estas variaveis foram independentes entre

si, ou seja, ndo estdo associadas, pois p-valor foi superior a 0,05. (Tabela 13).
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Tabela 13 - Teste qui-quadrado da associacao entre fibrose e os genes TP53 e

ASXL1
cone fiborose MO
ndo | sim |P-valor
mutado y - v o
TP53
N g n 33 6
nao mutado % 84,6% 15,4%
mutado y > y oo
0 0 0
ASXL1 SR
nao mutado

% 100,0% ,0%

Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher

Fonte: A Autora, 2015

A analise bivariada mostrou que nédo foi

encontrada associacao

estatisticamente significante entre a presenca de mutagéao nos genes TP53 e ASXL1

e 0 sexo do paciente (p>0,05). (Tabela 14).

Tabela 14 - Teste qui-quadrado da associagao entre sexo e 0s genes TP53 e

ASXL1
Gene SEXO
Feminino | Masculino | P-valor

mutado N 5 5 0,462
P53 ) % 50% 50%

nao N 27 13

mutado % 67,5% 32,5%

mutado N 26 15 1,000
ASXL ) % 63,4% 36,6%

nao N 6 3

mutado % 66,7% 33,3%

Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher

Fonte: A Autora, 2015

Quanto as plaquetas, os pacientes com menos de 100.000/mm? plaquetas

ndo apresentaram diferenca entre os pacientes com mais de 100.000/mm?3

plaguetas em relacdo a mutacao de genes TP53 e ASXL1 (Tabela 15).
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Tabela 15 - Teste qui-quadrado da associagao entre plaquetas e os genes TP53 e

ASXL1
Gene PLAQUETAS
Normal | <100.000 | P-valor
mutado N 2 8 0,091
P53 ) % 20,0% 80,0%
nao N 24 16
mutado % 60,0% 40,0%
mutado N 20 21 0,467
ASXL1 ) % 48,8% 51,2%
nao N 6 3
mutado % 66,7% 33,3%

Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher
Fonte: A Autora, 2015

Na analise bivariada, ndo foi observada associacdo entre anemia (Hb< 10g/dL) e a
presenca de mutag&do nos genes TP53 e ASXL1 (p>0,05). (Tabela 16).

Tabela 16 - Teste qui-quadrado da associagao entre hemoglobina e os genes TP53

e ASXL1
Gene HD
Baixa | Normal | P-valor
N 7 3 07301
oes Mutado %  70,0% 30,0%
3 q N 25 15
nao mutado % 62,5% 37.5%
Mutado N e o o459
% 61,0% 39,0%
ASXL1
~ N 7 2
nao mutado

% 77,8% 22,2%
Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher
Fonte: A Autora, 2015

hY

Em relagdo a taxa de neutrdfilos, ndo foi encontrada associacdo com
presenca de mutacao nos genes TP53 e ASXL1 (p>0,05). (Tabela 17).
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Tabela 17 - Teste qui-quadrado da associacao entre Neutréfilos e os genes TP53,

ASXL1
Gene Neutrofilos
Baixo | Normal | P-valor
mutado N 3 7 0,479
P53 % 30,0% 70,0%
~ N 19 21
nao mutado % 47.5% 52.5%
mutado N 19 22 0,713
% 46,3% 53,7%
ASXL1 N 3 6
nao mutado

% 33,3% 66,7%
Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher
Fonte: A Autora, 2015

Também n&o foi observada associacdo entre o Obito e a presenca de
mutac&o nos genes TP53 e ASXL1 (p>0,05). (Tabela 18).

Tabela 18 - Teste qui-quadrado da associagao entre 6bito e os genes TP53 e
ASXL1

Gene Obito
Vivo | Obito | P-valor
mutado N 6 4 0,717
TP53 % 60,0% 40,0%
5 q N 27 13
ndo mutado % 67.5% 32.5%
mutado n 26 15 0,699
ASXL1 % 63,4% 36,6%
~ n 7 2
nao mutado

% 77,8% 22,2%
Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher
Fonte: A Autora, 2015

Ao analisar a necessidade transfusional e a presenca de mutagcéo nos genes
nos gens TP53 e ASXL1, ndo foi observada associagdo estatisticamente

significativa. (p> 0,05) (Tabela 19).
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Tabela 19 - Teste qui-quadrado da associacao entre necessidade transfusional e os
genes TP53 e ASXL1

Necessidade
Transfusional

Gene nao sim P-valor
g n 5 5 1,000
mutado % 50,00%  50,00%
TP53
mutado % 47,50%  52,50%
T utad n 19 22 0,463
utado % 46.3%  53,7%
ASXL1
né_o n 6 3
mutado % 66,7% 33,3%

Nota: Teste estatistico se refere ao teste exato de Fisher
Fonte: A Autora, 2015

Entre as avaliacbes moleculares, o gene TP53 apresentou alteracdes em 10
(20%) pacientes. Entre as mutacdes detectadas, dez foram trocas de base Unica e
duas foram insercdes. No cédon 204 houve inser¢cado de uma timidina, resultando na
modificacdo da conformacédo final da proteina (Glu68Val). No cédon 216 houve
insercdo de uma guanina, resultando na modificagdo da conformacao final da
proteina (Pro72Ala).

Dos dez pacientes com mutacdo no gene TP53, um (paciente 24) teve
diagnéstico de AREB2, recebeu tratamento com agente hipometilante e foi
encaminhado para realizagdo de transplante alogénico. Esta internado nesse
momento com doenca enxerto X hospedeiro. Outro (paciente 25) teve diagnostico de
AREB1, recebeu terapia com agente hipometilante e evoluiu para 6bito em
decorréncia de sepse. Os pacientes numeros 28, 29, 33 e 38 apresentam CRDU e
estdo em acompanhamento com conduta expectante. O paciente 49 teve
diagnostico de CRDM e também esta em observacéo. Os outros dois faleceram de
complicagbes decorrentes da doenca hematologica, sendo um em progressao
(paciente 40) — LMA refrataria aos esquemas quimioterapicos - e 0 outro, com
diagnaostico prévio de CRDM, por sepse (paciente 37).

As descrigOes e os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento podem

ser verificados na Tabela 20 e Figuras 1-3.
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Figural- TP53 exon 7 - c. 711 T>A Met237Li

JJJ;‘??\?&?J?
NN /\f\/\f\”/\ ()

Legenda: sequenciamento do exon 7, gen TP53
Fonte: A Autora, 2015

Figura 2 - TP53 exon 6 — ¢.669 C>T, Pro223L

Legenda: sequenciamento do exon 6, gen TP53
Fonte: A Autora, 2015

Figura 3 - TP53 exon 4 - ¢.216InsG 216, Pro72Ala
G C G TG

G C G T\/ﬁ\
Legenda: sequenciamento do exon 4, gen TP53
Fonte: A Autora, 2015
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Tabela 20 - Mutacdes encontradas no gene TP53 (exon 4 a 9)

Paciente Mutacdo Mudanga na proteina Variacdo
24 TPS3  .204InsT, p.Glu6gVal M “d;:;fnz:;?rff’a ]
25 TP53  .747G>A, p.Arg249Arg Uaria";i;lfnﬂfgn -
28 TPS3  c.216InsG, p.Pro72Ala M “d;:;fnij;?rffra ]
28 TPS3  ¢.747G>A, p.Arg249Arg Varia";i;l:nﬂ:gn -
29 TPS3  ¢.747G>A, p.Arg249Arg Va'ia";‘:lgilif’nﬂ:gn -
13 TPS3  ¢.639A>G, p.Arg213Arg Va”a":;;l:nﬂfgn -
37 TPS3  c.669C>T, p.Pro223Leu perf{?ﬂi::::fc’ )
37 TPS3  c.747G>A, p.Arg249Arg va”a“;i;l:'nﬁfgn -
37 TPS3  c.711T>A, p.Met237Lis pe’ﬁ?ﬂ?;;::f“ ;
ag TP53  ¢.747G>A, p.Arg249Arg Varia";i:nl:nﬂfgn -
40 TPS3  c.669C>T, p.Pro223Leu perf’:ﬂ?;;::f“ )
49 TPS3  .384T>A, p.Prol128Pro Varia";i;l:nﬂfgn -

Fonte: A Autora, 2015

Para o gene ASXL1 foram encontradas somente mutacdes de troca de base

Unica. As descricfes dessas mutacdes estdo detalhadas na Tabela 21 e Figuras 4-

13.



Tabela 21 - Mutacdes encontradas no gene ASXL1 (exon 12)

52

ASXL1 exonl2  Paciente Mutacgdo Mudanga na proteina Variacdo
fragmento 1 1 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 1 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 3 ASXL1 ¢.1963A>C, p.Tre654Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 4 ASKL1 ¢.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 4 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 5 ASXL1 €.1846G>A, p.Asp615Asn Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 5 ASXL1 €.1963A>C, p.Tre654Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 5 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 5 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 6 ASXL1 c.1963A>C, p.Tre654Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 6 ASXL1 €.2032A>C, p.Arg677Gli Perda de sentido — "missense”
fragmento 1 6 ASXL1 c.2047A>C; p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 9 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 9 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 4 10 ASXL1 €.3306G=>T, p.Glul102Asp Variante rs139115934 — “missense ”
fragmento 1 11 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 11 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 11 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 12 ASKL1 ¢.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 12 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg6776Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 12 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 13 ASXL1 €.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragpmento 1 13 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 14 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 14 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 2 16 ASXL1 €.2250C>T, p.Pro750Pro Variante rs35712951 - sindnimo
fragmento 6 16 ASXL1 c.22A>(G, 3 prime UTR variant Variante rs2295764 “3'prime UTR variant”
fragmento 1 17 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 17 ASXL1 c.2032A>G,p.Argb77Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 18 ASKL1 c.2047A>C, p.Thr682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 20 ASXL1 c. 2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 20 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 20 ASXL1 c.2047A>C, p.Thre82Pro Perda de sentido — "missense”
fragmento 1 20 ASXL1 €.1963C>A, p.Tre654Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 20 ASXL1 c.1960G=>C, p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 6 21 ASXL1 c.22A>G, p.3 prime UTR variant Variante rs2295764 “3’prime UTR variant”
fragmento 1 23 ASXL1 €.1960G>C, p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 23 ASXL1 ¢.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 23 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 23 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 24 ASXL1 ¢.1960G>C, p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 24 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 24 ASXL1 c.2032A>G, p.Argb77Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 24 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 25 ASKL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 25 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 27 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 27 ASXL1 €.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragpmento 1 27 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 2 27 ASXL1 €.2250C>T, p.Pro750Pro Variante rs35712951 - sinédnimo
fragmento 1 28 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 28 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 3 28 ASXL1 €.2985C>T, p.His995His Variante rs62206933 - sindnimo
fragmento 1 29 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 30 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 30 ASKL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 31 ASXL1 £.1960G>C, p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 31 ASXL1 ¢.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
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fragmento 1 31 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 31 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 6 31 ASXL1 €.22A>G, p.3 prime UTR variant Variante rs2295764 “3’prime UTR variant”
fragmento 1 32 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 32 ASXL1 c.2032A>G,p. Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 33 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 33 ASXL1 €.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 6 34 ASXL1 c.22A>G, p.3 prime UTR variant Variante rs2295764 “3'prime UTR variant”
fragmento 1 35 ASXL1 c.1960G>C, p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 35 ASXL1 €.2021G>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 35 ASXL1 c.2032G>A, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 35 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 36 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 36 ASXL1 €.2032A>G, p.Argbe77Gli Perda de sentido — "missense”
fragmento 1 36 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — "missense”
fragmento 3 37 ASXL1 €.3029C>T, p.Thrl010Met Variante rs116112525 — “missense ”
fragmento 3 38 ASXL1 €.2985C>T, p.His995His Variante rs62206933 - sindnimo
fragmento 1 39 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 39 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — "missense”
fragmento 1 41 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 41 ASXL1 €.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 41 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 42 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 42 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 6 42 ASKL1 c.22A>G, p.3 primeUTR variant Variante rs2295764 “3'prime UTR variant”
fragmento 1 43 ASXL1 £.1960G>C,p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 43 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 43 ASXL1 €.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 44 ASXL1 €.1960G>C, p.Ala653Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 44 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 44 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 44 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 45 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 45 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 45 ASXL1 €.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 5 45 ASKL1 €.3973C>T, p.Leul325Phe Variante rs6057581 — “missense”
fragmento 1 46 ASXL1 c.2021A>C,p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 46 ASXL1 c.2032A>G,p.Argb77Gli Perda de sentido — "missense”
fragmento 1 46 ASXL1 c.2047A>C, p.Tre682Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 47 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 47 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 6 47 ASXL1 €.22A>G, p.3 prime UTR variant Variante rs2295764 “3'prime UTR variant”
fragmento 1 48 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 48 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — “missense”
fragmento 5 48 ASXL1 €.3759T>C, p.Ser1253Ser Variante rs4911231 - sinénimo
fragmento 6 48 ASXL1 €.22A>G, p.3 prime UTR variant Variante rs2295764 “3'prime UTR variant”
fragmento 1 49 ASXL1 c.2021A>C, p.His673Pro Perda de sentido — “missense”
fragmento 1 49 ASXL1 c.2032A>G, p.Arg677Gli Perda de sentido — "missense”
fragmento 3 49 ASXL1 c.2985C>T, p.His995His Variante rs62206933 - sindnimo

Fonte: A Autora, 2015



Figura 4 - ASXL1 - c. 1924 G>A Gli642Arg
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Figura 5- ASXL1 - c. 1960 G>C Ala653Pro
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Figura 6 - ASXL1 - c. 1963 A>C Tre654Pro
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015
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Figura 7 - ASXL1 - c. 2021 A>C His673Pro
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Figura 8 - ASXL1 - c. 2032 A>G Arg677Gli

Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Figura 9 - ASXL1 - c. 2047 A>C Tre682Pro

Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015
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Figura 10 - ASXL1 - c. 2110 G>T Gli703Trp

Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Figura 11 - ASXL1 - c. 3029 C>T Thr1010Met
T c A - G G

At

Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Figura 12 - ASXL1 - c. 3306 G>T Glu1102Asp
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015
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Figura 13 - ASXL1 - c. 3973 C>T Leul325Phe
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

Para os genes NRASKRAS foi encontrada somente uma mutagdo para o
gene NRAS, do tipo insercdo. No codon 279 houve insercdo de uma citosina,
resultando na modificacdo da conformacéao final da proteina (Arg97The). O paciente
com mutacdo no NRAS teve diagnostico de CRDU e apresenta-se clinicamente

estavel, sem necessidade transfusional e sem uso de terapia especifica.

Figura 14 - NRAS — c.Ins279C Arg97The
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Legenda: sequenciamento do gen ASXL1
Fonte: A Autora, 2015

A estimativa de sobrevida global para os pacientes do grupo com mutacao no
gen ASXL1, em 2 anos, foi de 66,4% enquanto que para 0s pacientes do grupo sem
mutacédo foi de 77,8%. Em 5 anos, a estimativa de sobrevida global para os
pacientes do grupo com mutacdo no gene ASXL1 foi de 55,3% ao passo que para
0s pacientes sem mutacao foi de 77,8%, conforme mostrado no Grafico 1. Do ponto
de vista estatistico, ndo foi observada diferenca significativa nas probabilidades de

sobrevida global em relagéo aos grupos estudados (Tabela 22).
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Tabela 22 - Analise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para

0S pacientes com e sem mutacdo no gen ASXL1.

ASXL1 Sobrevida Global
N 2 anos (%) 5 anos (%) P-valor
Grupo
Com
Mutacéo 41 66,4% 55,3% 0,373
Sem
Mutacéo 9 77,8% 77,8%

Nota: p-valor: nivel descritivo do teste log rank.
Fonte: A Autora, 2015

Grafico 1 - Analise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para os

pacientes com e sem mutacado no gene ASXL1.
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Fonte: A Autora, 2015

A estimativa de sobrevida global para os pacientes do grupo com mutagao no
gene TP53, em 2 anos, foi de 63,6% e para os pacientes do grupo sem mutacao foi
de 70%. Em 5 anos, a estimativa de sobrevida global para os pacientes do grupo
com mutacdo no gene TP53 foi de 63,6% e para os pacientes do grupo sem
mutacdo foi de 52,5%, conforme mostrado no Gréafico 2. Do ponto de vista
estatistico, ndo foi observada diferenga significativa nas probabilidades de sobrevida

global em relacdo aos grupos estudados (Tabela 23).
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Tabela 23 - Analise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para

0S pacientes com e sem mutacdo no gene TP53.

TP53 Sobrevida Global
N 2 anos (%) 5 anos (%) P-valor
Grupo
Com
Mutacéo 10 63,6% 63,6% 0,931
Sem
Mutacéo 40 70,0% 52,5%

Nota: p-valor: nivel descritivo do teste log rank.
Fonte: A Autora, 2015

Grafico 2 - Analise de sobrevida global por meio da técnica de Kaplan-Meier para os

pacientes com e sem mutagc&do no gene TP53.
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Fonte: A Autora, 2015
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5 DISCUSSAO

Publicacdes recentes apontam para a importancia da pesquisa de mutacdes
genéticas em neoplasias hematoldgicas (Bejar et al, 2011, Thol et al, 2011, Murati et
al, 2012, Papaemmanuil et al, 2013). Nas SMDs, a proliferacdo clonal de células
hematopoéticas, que perdem a sua capacidade de diferenciar, pode ter como gatilho
um evento molecular ainda ndo elucidado. Tal gatilho desencadearia alteracdes nos
mecanismos de sinalizacao e proliferacao celular, propiciando a leucemogénese.

Neste estudo foram avaliados os genes ASXL1, NRAS/KRAS e TP53 por
apresentarem diversidade nas func¢des das proteinas codificadas, sendo o TP53 um
gene supressor tumoral, 0 NRAS um oncogene e o ASXL1 um gene envolvido na
regulacdo da metilacdo. Além disso, estes sdo alguns dos genes mais estudados e
com maior frequéncia de mutacdes descritas recentemente (Rocquain et al, 2009,
Bejar et al, 2011, Cazzola et al, 2013, Bravo et al, 2014).

Dos pacientes analisados, 84% (42 pacientes) deles apresentaram algum tipo
de mutacdo, sendo a mutacdo no ASXL1 a mais frequente (82%), seguida pelo
TP53 (20%) e NRAS (2%).

A frequéncia de mutacdo do ASXL1 varia entre 10 a 20% (ltzykson et al,
2013, Cazzola et al, 2013, Fenaux et al, 2014) e tal mutacdo estd associada com
pior prognostico. Thol et al, em 2011, estudaram 193 pacientes com diagnéstico de
SMD e concluiram que a presenca de mutacdo no gene ASXL1 estava associada a
maior risco de progressao para LMA e sobrevida global reduzida. No presente
estudo encontramos uma frequéncia maior de mutacdo no ASXL1 (82%). Boultwood
et al (2010) apontaram que havia associacdo entre a gravidade da doenca e a
frequéncia da mutacdo do ASXL1. Os autores encontraram 6% de casos mutados
no grupo de anemia refrataria, 31% no grupo de anemia refrataria com excesso de
blastos 1 e 2, e 23% no grupo de LMA secundéaria a SMD. No presente estudo, nao
observamos associacdo entre o aumento na frequéncia da mutacdo e a piora nos
subgrupos da classificagdo WHO. Em relacdo a sobrevida global, ndo encontramos
associacao entre a presenca de mutacédo no gene ASXL1 e sobrevida reduzida. O
grupo com mutagédo no ASXL1 apresentou sobrevida global de 66,4% comparado ao
grupo nédo mutado que foi de 77,8%. Nosso dado foi concordante com Wang et al

(2013) que avaliaram 153 pacientes chineses com SMD para mutacdo no AXSL1 e



61

nao encontraram diferenca entre os grupos mutado e ndo mutado no que diz
respeito a citopenias, percentual de blastos na medula 6ssea, dependéncia
transfusional, progressao para LMA e sobrevida global.

Bejar et al (2011) avaliaram 439 pacientes com SMD e identificaram mutacoes
somaticas em 18 genes. As mutacbes nos genes TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 e
ASXL1 seriam preditoras de menor sobrevida global, independente de fatores de
risco j& estabelecidos. Ainda nesse estudo, as muta¢gfes no TP53 foram associadas
com pior desfecho (sobrevida reduzida), trombocitopenia mais grave e aumento no
percentual de blastos medulares. Na populacdodo presente estudo, foram
encontrados 20% de pacientes com mutacdo no TP53 que apresenta concordancia
com os estudos recentes, onde a frequéncia varia de 5% a 10% (ltzykson et al,
2013, Cazzola et al, 2013, Fenaux et al, 2014). Entretanto, alguns autores apontam
maior frequéncia de mutacdo no TP53 quando estratificam grupos de alto risco
(IPSS intermediario 2 e alto) ou com citogenética de mau progndstico. Bally et al
(2014) avaliaram 62 pacientes com SMD de alto risco e LMA e encontraram 37% de
casos mutados para TP53. J& em estudo publicado em 2013, Kulasekararaj et al,
mostraram que o aumento da frequéncia de mutacdo do TP53 estava relacionada a
citogenética de mau progndstico, ao IPSS, maior proporcao de blastos e progressao
leucémica. Foram encontrados 9,4% de casos mutados no grupo estudado, porém
guando foi isolado o0 grupo com citogenética de mau progndstico esse valor chegou
a 72%. Em nosso grupo, ndo encontramos relacdo entre o estado mutacional do
TP53 e a estratificacdo entre os grupos de IPSS, possivelmente porgue tivemos um
baixo indice de metafases na andlise citogenética, o que prejudicou a estratificacao
de risco pelo IPSS em 42% dos casos.

Varios estudos (Wattel et al, 1994, Kaneko et al, 1995, Odenike et al, 2011,
Kulasekararaj et al, 2013) apontam para uma progressao mais rapida de doenca
associada com a mutagdo no TP53, assim como pior sobrevida global e citopenias
mais intensas. No presente estudo ndo encontramos diferenca entre o grau das
citopenias quando comparados os grupos mutado e ndo mutado. Em relacdo a
sobrevida global também ndo encontramos relacdo entre a presenca de mutacao,
sendo o grupo mutado com 63,6% e 0 ndo mutado com 70%.

A fibrose de medula 6ssea é descrita como fator de mau progndéstico em

algumas publicagbes (Buesche et al, 2008, Della Porta et al, 2009). No presente
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trabalho, ndo houve associacédo entre a presenca de fibrose de medula e o status
mutacional.

A dependéncia transfusional tem-se mostrado um fator progndstico
independente em pacientes com SMD, podendo ser considerado como um indice
confiavel da gravidade da doenca (Malcovati et al, 2005, Malcovati et al, 2007).
Malcovati et al (2005) estudaram 467 pacientes, entre 1992 e 2002, e evidenciaram
gue os pacientes que eram dependentes transfusionais tinham uma sobrevida global
inferior aqueles independentes de transfusdo. A sobrevida global dos pacientes
dependentes transfusionais foi significativamente menor que a dos pacientes
independentes transfusionais (OR = 2,16; p< 0,001). E a sobrevida livre de
progressao para LMA também foi significativamente pior nos pacientes dependentes
transfusionais (OR= 2,02; p< 0,001). Entretanto, neste estudo ndo observamos
associacao entre a necessidade transfusional e o status mutacional (Tabela 19).

Revisdes recentes apontam que a mutacdo no NRAS/KRAS pode ser
encontrada em 5% a 10% dos pacientes com SMD (Cazzola et al, 2013, Itzykson et
al, 2013, Fenaux et al, 2014). Neste estudo, houve apenas um caso com muta¢ao no
NRAS, e nenhuma no KRAS. O paciente com mutacdo no NRAS teve diagnostico de
CRDU e apresenta-se clinicamente estavel, sem necessidade transfusional e sem
uso de terapia especifica. Nosso dado foi concordante com Al-Kali et al (2013), onde
0 impacto prognostico da mutacao do RAS foi estudado retrospectivamente em 1067
pacientes com SMD. Nesse trabalho foi evidenciado que a mutacdo do RAS era
evento pouco frequente na SMD (<4%) e que nao havia associacdo entre a
presenca da mutacao e a sobrevida global ou resposta a tratamento. Entretanto, em
estudos conduzidos por Bejar (Bejar et al, 2011, Bejar et al, 2011) os pacientes com
mutacdo no NRAS apresentaram pior progndstico, particularmente nos grupos de
baixo risco. Nestes ultimos, a presenca da mutacdo levou a uma sobrevida global
reduzida a despeito da estratificacdo do IPSS, sugerindo que o estado mutacional do
NRAS possa ser um fator de risco isolado.

Em relagcdo ao tratamento, 18% (9 pacientes) dos pacientes receberam
quimioterapia com esquemas direcionados a LMA, sendo que destes, 3 pacientes
foram submetidos a transplante alogénico de medula éssea. Dois deles estao vivos
e em remissdo de doenca. Um faleceu em decorréncia de complicacbes inerentes
ao transplante. Dos seis pacientes restantes com diagndstico inicial de LMA, cinco

faleceram e um encontra-se em remissdao de doenca apOs quimioterapia
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convencional. Dos outros 41 pacientes, cinco receberam tratamento com agentes
hipometilantes. Desses, apenas 1 paciente foi encaminhado a transplante alogénico
de medula éssea e, atualmente, esta internado com doenca enxerto x hospedeiro.
Os outros quatro pacientes faleceram, sendo 3 por sepse e um por progressao de
doenca. Do restante, 10 pacientes encontram-se em suporte transfusional, um em
uso de eritropoietina e 25 pacientes estdo sem terapia especifica, com conduta
expectante.

A despeito dos diversos estudos e das mutacfes ja descritas em associacao
com citopenias e sobrevida reduzida, ainda nao foi encontrada uma mutacao que
esteja implicada diretamente na patogenia das sindromes mielodisplasicas. O
presente estudo ndo encontrou diferencas significativas entre os grupos mutado e
ndo mutado no que diz respeito a necessidade transfusional, fiborose medular,
presenca de citopenias, sexo e sobrevida global. Possivelmente devido ao tempo
reduzido de acompanhamento que abrangeu a presente pesquisa. Como proximo
passo deste trabalho, seguiremos a pesquisa molecular de forma mais detalhada
com o intuito de definir se as mutacdes encontradas representam polimorfismos ou
mutacdes sométicas. O grupo de pesquisadores seguira 0 acompanhamento desses
pacientes e, em futuro proximo, devera aumentar a lista de genes estudados, além
de recrutar mais pacientes e voluntarios para um estudo caso-controle.

Como potenciais fatores complicadores dos resultados do nosso estudo,
apontamos que cerca de 42% dos pacientes ndo apresentaram metafase na
citogenética, prejudicando o célculo do IPSS e a estratificagdo de risco. Além da
falta de alguns exames que nao sdo realizado rotineiramente no HUPE e que
inviabilizaram o célculo do IPSS-R (beta2-microglobulina e ferritina). O tempo
reduzido de acompanhamento dos pacientes — apenas 2 anos - também pode ter
contribuido para alguns resultados conflitantes com a literatura. Temos o
planejamento de seguir esse acompanhamento a longo prazo, recrutando mais
pacientes e aumentando a lista de genes estudados para uma andlise futura mais

robusta.
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CONCLUSAO

A heterogeneidade nos achados clinicos e morfolégicos das SMD reflete a
diversidade e a complexidade das alteragBes genéticas subjacentes a doenca. A
avaliacdo das alteragbes moleculares tem sido alvo de diversos estudos na busca de
uma nova ferramenta progndéstica. Neste estudo foram observadas diferencas entre
0s grupos mutado e ndo mutado no que diz respeito a necessidade transfusional,
fibrose medular, presenca de citopenias, sexo e sobrevida global. Esperamos que o
acompanhamento desse grupo a longo prazo mostre tais alteracdes de maneira

mais significativa.

Financiamento:
Rede de pesquisa em métodos moleculares em diagnéstico e prognostico de
neoplasias, FAPERJ.
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Abstract. Myelodysplastic syndrome (MDS)isa heterogeneous
group of clonal bone marrow disorders characterized by inef-
fective hematopoiesis, different degrees of cellular dysplasia,
and increased risk of progression to acute myeloid leukemia.
International Prognostic Scoring System is the gold standard
for MDS classification; however, patients exhibiting different
clinical behaviors often coexist in the same group, indicating
that the currently available scoring systems are insufficient.
The genes that have recently been identified as mutated in
MDS, including additional sex combs like 1, transcriptional
regulator (ASXL]I), tumor protein p53 (7P53), and KRAS
proto-oncogene and GTPase (KRAS)/NRAS proto-oncogene,
GTPase (NRAS), may confribute to a more comprehensive
classification, as well as to the prognosis and progression of
the disease. In the present study, the mutations in the ASXLI,
TP53 and NRAS/KRAS genes in 50 patients were evaluated by
sequencing genomic bone marrow DNA. Nine patients (18%)
presented with at least one type of mutation. Mutations in
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TP53 were the most frequent in six patients (12%), followed
by ASXLI in two patients (4%) and NRAS in one patient (2%).
The nine mutations were detected in patients with low- and
high-risk MDS. The screening of mutations in MDS$ cases
contributes to the application of personalized medicine.

Introduction

Myelodysplastic syndrome (MDS) is characterized by
multiple cellular events, including cell clonality, ineffective
hematopoiesis, apoptosis, and increased risk of progression to
acute myeloid leukemia (AML) (1). The pathogenesis remains
unclear, although previous studies have investigated the genetic
signatures that may explain its origin (2-5).

Diagnosis continues to be based on morphological (cytope-
nias in blood count associated with the degree of dysplasia and
blast percentage in myelogram) and cytogenetic findings (6).
Overall, diagnostic criteria enable the stratification of patients
into risk groups according to the International Prognostic
Scoring System (IPSS) (7). Other scoring systems emerged,
such as the WHO classification-based Prognostic Scoring
System in 2005 (8), which added transfusion support as a novel
criterion to those that were already established by the IPSS.
[PSS-R (9) was created in 2012, adding further variables, such
as lactate dehydrogenase (LDH), ferritin, {3, microglobulin,
marrow fibrosis, comorbidities and performance status. Even
after the introduction of these novel parameters, it remains
clear that patients with different clinical behaviors coexist in
the same IPSS and IPSS-R group, indicating that improvement
of the prognostic scoring system is still required.

The evaluation of molecular changes in the pathogenesis of
MDS has been the subject of a number of studies (10,11). Insuch
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studies, the gene, additional sex combs like 1, transcriptional
regulator (ASXLI), located in the chromosome 20ql11 region
has been described as the most frequently mutated gene in
advanced MDS, with rates ranging from 10 to 23% (4,5,12-14).

Similarly, located mutations in the gene NRAS proto-onco-
gene, GTPase (NRAS; located on chromosome 1pl13.2) were
identified in ~8-35% of patients with MDS, and were associ-
ated with the worst prognosis and a higher rate of leukemic
transformation (15,16).

Another gene, tumor protein p53 (TP53) located in chro-
mosomal region 17pl3, is the most frequently mutated gene
among neoplastic diseases, as it is important in the integrity of
the genome. In MDS, these mutations are observed in ~10-15%
of cases, although this frequency may be higher in patients
exposed to alkylating agents or radiation (17). T hese mutations
that inactivate the 7P53 gene are associated with advanced
disease, complex karyotype, and resistance to treatment, all of
which lead to a poor prognosis (17,18).

The aim of the present study was to investigate the pres-
ence of mutations in ASXLI (exon 12), TP53 (exon 4-8) and
NRAS/KRAS proto-oncogene and GTPase (KRAS; exon 1,2)
genes from 50 patients with MDS, through the extraction and
sequencing of genomic bone marrow DNA. In addition, the
clinical consequences of the mutations that were revealed in
the cohort are discussed.

Materials and methods

Patients. A total of 50 patients [18/50 (36%) men and 32/50
(64%) women] diagnosed with MDS$ and AML secondary to
MDS, treated at the Pedro Ernesto University Hospital (HUPE;
Rio de Janeiro, Brazil) from 2012 to 2014 were included in the
present study. The mean age was 56-years-old (standard devia-
tion, 19 years) and 57-years-old (standard deviation, 13 years),
for men and women, respectively.

All patients underwent concomitant bone marrow
studies for morphological analysis, according to the WHO
criteria (1), and cytogenetic (19) and molecular analyses.
Patients provided informed consent in accordance with the
Declaration of Helsinki, and the scientific analysis of the
samples was approved by the Ethics Committee of the Pedro
Ernesto University Hospital (code no. CAAE 08084712.4.00
00.5259). To validate possible mutations and polymorphisms
(germline changes) of the evaluated genes, the peripheral
blood of 129 eligible healthy control subjects [38/129 (29%)
men and 91/129 (71%) women] were collected in HUPE (Rio
de Janeiro, Brazil). The mean age was 57-years-old (standard
deviation, 13 years) and 51-years-old (standard deviation,
10 years), for men and women, respectively.

DNA sequencing.Isolation of bone marrow cells was performed
with erythrocyte lysis solution (10 mM Tris-HCl, SmM MgCl,
and 10 mM NaCl) at 4°C. The extraction of genomic DNA was
performed according to standard protocol (20).

For the amplification of exon 12 of the ASXLI! and
KRAS/NRAS genes, the basic solution contained ultra-pure
and sterile water (36.5 pl), 5 pl 10X STR buffer (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA USA); 2 pul
dNTPs (10 mM; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.),
2.5 pl MgCl, (50 mM; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific,

Inc.), 2.5 pl of primer set at a concentration of 10 pmol/ul;
0.5 ul Taq DNA polymerase (1 U/ul; Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific, Inc.) and 50-100 ng/pl genomic DNA with a
final volume of 50 yl. The primers were described previously
by Rocquain ef al (5).

In the Axygen-1000 thermal cycler, the amplifications of
the fragments were initiated with a pre-denaturation of 5 min
at 94°C followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 45 sec,
annealing of the primers at 58°C for 40 sec, and extension at
72°C for 45 sec; and terminated with an extension step at~72°C
for 10 min. For the amplifications of fragments 4, 5 and 6 of the
ASXLI gene, the same reactions and cycling conditions were
used, differing by the use of the enzyme, Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) and the
increase of the annealing temperature to 61°C. For amplification
of the KRASI gene, fragment 1, and the NRAS2 gene, frag-
ment 2, the same reactions and cycling conditions were used,;
however, the annealing temperature was increased to 55°C.

To amplify exons 4-8 of the TP53 gene, the basic solu-
tion contained 35 pl of ultra-pure, sterile water, 5 pyl 10X
STR buffer, 2 pl ANTPs (10 mM), 3 1 of MgCl, (50 mM),
3 pl of the pair of primers for each region to be amplified
(concentration, 10 pmol/ul), 0.5 pl of the enzyme DNA poly-
merase (1 U/pl) and 50-100 ng/pl genomic DNA. The primers
were designed using GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.
govinuccore/NC_000017.9/, access no. NC_000017-9; Table I).

The polymerase chain reaction (PCR) products were puri-
fied using the PCR kit, GFX™ DNA and Gel Band Purification
kit (cat. no. 28903470, GE Healthcare Life Sciences, Chalfont,
UK). Subsequent to purification, sequences were loaded onto
an ABI 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Inc.). Comparisons were made between
the reference sequences of genes ASXLI, NRAS, KRAS and
TP53 (accession nos. NC_000001405.26, NG_007572.1,
NG_007524.1 and NC_000017-9, respectively; GenBank)
using the sample sequences obtained by sequencing. All
samples were sequenced in duplicate and the mutations were
confirmed. This comparison was performed using Sequencher
version 5.1 program (Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA).

Statistical analysis. Contingency tables were used to associate
mutation with sex, age, mortality, bone marrow fibrosis, hema-
tologic alterations, and need for transfusion. The ¢ and Fisher's
exact test was adopted to evaluate the statistical significance of
the association between these variables.

A contingency table was used to assign the case and
control groups with genotypes CC, CG, and GG, in exon 4 of
the TP53 gene (R72P polymorphism). The Pearson j’ test was
adopted to analyze the statistical significance of the associa-
tion between these variables.

The survey data were processed in the statistical
program Predictive Analytics Software (PASW Statistics 18;
Quarry Bay, Hong Kong). In all statistical tests used, the
significance level was set at 5%. P<0.05 was considered to
indicate a statistically significant difference.

Results

Patients. Of the patients analyzed, 18/50 (36%) were men and
32/50 (64%) were women. The mean age was 57-years-old
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Table I. Primer sequences of the 7P53 gene.
Exon TP53 Forward Reverse Product size, bp
4 S"TGAGGACCTGGTCCTCTGAC-3 5-AGAGGAATCCCAAAGTTCCA-3 413
5 S"TGTTCACTTGTGCCCTGACT-3' 5-AGCAATCAGTGAGGAATCAG-3' 310
6 5“TGGTTGCCCAGGGTCCCCAG-3' 5-CGGAGGGCCACTGACAACCA-3' 224
7 5-CTTGCCACAGGTCTCCCCAA-3' 5-AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA-3 237
8 S TTGGGAGTAGATGGAGCCCT-3' 5-AGAGGCAAGGAAAGGTGATA-3' 337

TP53, tumor protein p53.

Table II. Clinical and hematologic characteristics of patients
[n=50; age, 57 years (range, 19-90 years)] in the present study.

Variables Total, n
Sex

Male 18

Female 32
Hb (g/dl)

<10 10

=10 25

No follow up 3
Platelet (x1,000/p1)

<100,000 24

>100,000 23

No follow up 3
Neutrophil count

<1,000 35

>1,000 11

Missing 4
WHO classification 2008

AML 9

RCUD (refractory anemia) 11

RCUD (refractory neutropenia) 3

RCUD (refractory thrombocytopenia) 7

Refractory cytopenia with multilineage dysplasia 14
RAEBI1

RAEB2 3

Unclassified 2
International Prognostic Scoring System

Low/Intermediate grade 1 18

Intermediate grade 2/high 3

Transformation to AML 9

Missing 20
Succumbed

Yes 16

No 29

No follow up 6

AML, acute myeloid leukemia; RCUD, refractory cytopenia with
unilineage dysplasia; RAEB, refractory anemia with excess blast.

(range, 19-90 years) with a median of 61 years (standard devia-
tion, 15 years). The clinical and hematologic characteristics of
patients are presented in Table IL.

DNA sequencing. Of the 50 patients evaluated, 9/50 (18%)
harbored mutations in one of the target genes. Mutation in
the TP53 gene was the most frequent in 6/50 patients (12%),
followed by ASXLI in 2/50 patients (4%), and NRAS in 1/50
patients (2%). Table I1I summarizes the mutations that were
detected. The R72P polymorphism in exon 4 of the 7P53 gene
was analyzed, but no statistical significance was identi-
fied (Table IV).

Treatment. Regarding treatment, 9/50 (18%) of the patients
with AML received chemotherapy. Of these patients, 5/9
(55%) succumbed and one is in disease remission following
conventional chemotherapy. The three remaining patients
underwent allogeneic bone marrow transplantation; two of
these patients are alive and in disease remission; however,
the third patient succumbed due to complications of the
transplant.

For the 5/50 (10%) cases receiving treatment with hypo-
methylating agents, one patient was referred for allogeneic
bone marrow transplantation and currently has graft versus
host disease. The other four patients succumbed; three due to
sepsis and one due to disease progression. Of the remaining
group, 10/50 patients (24%) were in transfusion support, 1/50
(2%) were using erythropoietin, and 25/50 patients (50%) were
not undergoing a specific type of therapy, but were treated with
amore conservative approach. Table III presents the treatment
information of the mutated cases.

Furthermore, no statistical associations between hema-
tological, and survival of the cases with mutation and those
without mutation.

Discussion

ASXLI TP53 and KRAS/NRAS were investigated in the present
study, as they are considered to be significant in the evolution
of MDS. TP53 is an imperative tumor suppressor gene, ASXL]I
is involved in the regulation of DNA methylation, and KRAS/
NRAS are involved in important proliferation pathways. These
are also some of the most analyzed genes, with the highest
frequency of mutations described in MDS (2-5). In the present
study, 9/50 (18%) cases exhibited mutations in these genes.
The most frequent mutations were observed in the TP53 gene
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Table I1I. Summary of the mutations.

Survival
(months)

Age
(years)

Nucleotide change/

Classification
(WHO 2008)

Treatment

Sex

amino acid change

Case no.

Gene

Decitabine

16 (succumbed)

110 (alive)

44

56

F
F
F
E

¢.1846G=A, D615N
¢.1923C>T, 16411

AML

Additional sex combs like 1,

No specific therapy with conservative approach

RCUD (RT)
RCMD

29
20

transcriptional regulator

No specific therapy with conservative approach

Azacitidine + Exjade® + allogeneic bone

marrow transplantation

No follow-up
40 (alive)

65
NI

c.384T=A, P128P
¢.204InsT, Q68V

Tumor protein p53

Refractory anemia
with excess blast 2
RCUD (RT)

Unknown
AML

24

LEITE et al: MUTATIONS IN ASXL/, TP53 AND KRAS/NRASIN MDS

No specific therapy with conservative approach

710) 44 (alive)

M
M
M

c.216InsA, A72T
¢.669C>T, P223L
¢.669C>T, P223L

28
37

40

No specific therapy with conservative approach
7+3 + FLAG-IDA + mitoxantrone, etoposide

and intermediate-dose Ara-C

0 (succumbed)
4 (succumbed)

31

No specific therapy with conservative approach

32 (alive)

67
68

M

c.384T=A, P128P
¢.Ins279C, RO7T

RCMD

49

46 (alive) No specific therapy with conservative approach

RCUD (RT)

38

NRAS proto-oncogene, GTPase

AML, acute myeloid leukemia; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; RT, refractory thrombocytopenia; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; F, female; M, male.

Table IV. Summary of R72P polymorphism in exon 4 of the
tumor protein pS3 gene, in the cases (n=50) and control sub-
jects (n=129).

Group
Genotype Cases, n (%) Controls, n (%) P-value*
e 7 (14 25(19)
G 20 (40) 60 (47) 0.318
GG 23 (46) 44 (34)
2 test.

[6/50 patients (12%)], followed by in ASXLI [2/50 patients
4%)] and NRAS [1/50 patients 2%)].

The frequency of TP53 mutation ranges from
5to 10% (4,12,21,22-24). However, certain studies demon-
strated that those with poor prognosis, high cytopenias,
complex karyotype, chromosome 17 abnormalities and del(5q)
have a higher frequency of mutation in 7P53 when high-risk
groups are stratified (International Prognostic Scoring
System) (25). A recent study by Devillier et al (24) examined
125 cases of AML with myelodysplasia changes and reported
that 28 (22%) exhibited mutations in 7P53, with the majority of
cases being from the high-risk group. Conversely, the present
study observed the 7253 mutations in just 2/50 (4%) high-risk
patients (the other four patients were low risk; Table III).
Furthermore, in the present study, the majority of mutations
identified in the TP53 gene were missense. Regarding the
mutations of the T7P53 gene, none have been described in the
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer database, except
for the substitution, ¢.384T>A, P128P, observed in two of
the present study cases. This mutation was first described by
Andersen ef al (26) in metastatic breast cancer.

Further to the polymorphism of exon 4 of the T7P53 gene
(Arg72Pro), the study by Machado-Neto et al (27), evalu-
ating 77 cases of MDS and 103 control subjects, indicated
that this polymorphism was not associated with clinical
and laboratory parameters, disease progression, and overall
survival. Similarly, in the present study, no association
between the Arg72Pro polymorphism and the increasing
risk for MDS was identified in this population (Table IV;
P=0.318) nor with clinical and laboratory parameters. By
contrast, McGraw et al (28), investigating 705 MDS patients
from different populations (United States, Canada, Spain,
Germany and England), demonstrated that the C-allele
homozygosity in del(5q) MDS was associated with prolonged
overall and progression-free survival, as well as non-terminal
interstitial deletions that excluded 5g34. Conversely, G-allele
homozygosity was associated with inferior outcomes and
terminal deletions involving 5q34 (P=0.05). In addition,
McGraw et al (29) described the correlation of the TP53
single nucleotide polymorphism with survival in cases of
non-del(5q) MDSs. Utilizing a novel functional SNP scoring
system ranging from +2 to -2 based upon predicted p53
activity, the authors demonstrated the difference between
the role of TP53 gene polymorphism R72P in del(5q) MDS$
patients and MDS patients with normal chromosome 5 (29).
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The frequency of mutation in ASXL! ranges from
10 to 23% (4,5,12-14,22) and is associated with a worse prog-
nosis. ASXLI gene mutations affect histone modifications
via their interaction with polycomb complex 2, together with
enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit
gene mutations and are involved in epigenetic dysregulation,
which alters gene expression and acts as a major driver in
the pathogenesis of MDS. ASXLI gene mutations are also
frequent in cases of Clonal Hematopoiesis of Indeterminate
Potential (CHIP) and therefore prevalent in disorders other
than MDS, thus, an isolated mutation in this gene cannot be
considered diagnostically helpful. ASXLI mutation is more
common in chronic myelomonocytic leukemia (CMML; 40%
of cases) and is associated with leukemic transformation (30).

Thol et al (13) followed 193 patients diagnosed with MDS$
and concluded that the presence of mutations in ASXLI was
associated with the increased risk of progression to AML,
and reduced the rates of overall survival. In another study,
Boultwood et af (12) demonstrated an association between the
increased risk group and the frequency of ASXL/ mutation.
Furthermore, the authors observed 6% of mutated cases in the
refractory anemia group, 31% in the refractory anemia with
excess blasts 1 and 2 groups, and 25% in the AML group (12).
Although the frequency of mutation in the gene ASXLI in the
present study was lower, this fact is justified due to the number
of cases studied herein. However, consistent with the previous
study (12), the presence of mutation in the ASXLJ gene, and
the risk of AML and poor prognosis were observed in one of
two cases evaluated in the present study (Table I1I).

Concerning the NRAS/KRAS genes, previous reviews
demonstrated mutations at a frequency of 5 to 10% of patients
with MDS, and are more common in CMML (15%) and correlate
strongly with the percentage of bone marrow blasts (4,22,30).
In the present study, only one case was identified as having a
mutation in NRAS. This particular patient was diagnosed with
refractory cytopenia with unilineage dysplasia and is clinically
stable, with no transfusion required and receiving no specific
therapy. T hese data were consistent with that of Al-Kali ez al (31),
where the prognostic impact of the NRAS mutation was inves-
tigated in 1,067 patients with MDS. The authors indicated that
the mutation in the NRAS gene was an infrequent event in MDS
and there was no association between the presence of the muta-
tion and overall survival or response to treatment. However, in
studies conducted by Bejar et al (2,21), patients exhibiting muta-
tions in the NRAS gene exhibited a worse prognosis, particularly
in groups of low risk where the presence of the mutation led to a
reduced overall survival, indicating that the mutational status of
NRAS may be an isolated risk factor.

With regard to the additional clinical hematologic data,
bone marrow fibrosis has been described as a poor prognostic
factor in previous studies (32,33) and contributes to the risk
stratification that is proposed by the IPSS-R (34). In the present
study, no association was identified between fibrosis and
mutational status (data not shown). Furthermore, transfusion
dependency has been demonstrated as an independent prog-
nostic factor in MDS patients and may be considered a reliable
index of disease severity (8,30,33). Malcovati et al (8) evalu-
ated 467 patients between 1992 and 2002, and identified that
patients who were transfusion-dependent had a lower overall
survival when compared with transfusion-independent patients

[odds ratio (OR)=2.16; P<0.001). Survival without progression
to AML was significantly worse in transfusion-dependent
patients (OR=2.02; P<0.001). In the present study, nine cases
of transfusion-dependency were identified (data not shown),
although no association was observed with severity of the
disease or with the mutational data.

In conclusion, the results indicate that alterations in the
ASXLI, TP53 and NRAS genes may occur in early stages of the
MDS disease. Furthermore, genetic testing at the time of initial
evaluation aids with establishing a diagnosis and provides
additional, clinically relevant information. The present study
hypothesizes that the combination of mutations in these genes
may contribute to the progression of the disease; however, a
study with a larger number of cases from the Brazilian popula-
tion is required to validate the current findings.
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