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OLIVEIRA, Luciene da Cruz. Perfil de mutagbes em pacientes com citopenia clonal de
significado indeterminado, sindrome mielodisplasica e neoplasias mieldides
relacionadas. 99 f. il. Dissertacao (Mestrado em Patologia) - Fundacado Oswaldo Cruz,
Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUCAO: Mutacbes em inimeros genes sdo descritas em neoplasias
mieldides. O avanc¢o de técnicas de sequenciamento contribuiu para a identificacédo
destas mutacdes em pacientes com citopenias e sem critérios diagnosticos para
neoplasia mieldides. OBJETIVO: Avaliar a prevaléncia de mutacbes nos genes:
SF3B1, TET2, U2AF1, IDH1/2, TP53, OGG1, XRCC1 e APEX1 em pacientes com
citopenias, sindrome mielodisplasica e neoplasias mieldides relacionadas.
MATERIAL E METODOS: A extracdo de DNA foi realizada a partir de sangue da
medula 6ssea de pacientes maiores de 18 anos e com diagndstico de citopenias e
neoplasias mieldides relacionadas sem tratamento especifico no momento da coleta.
Foi realizado o sequenciamento por PCR dos fragmentos que continham as principais
mutacdes. Os dados foram analisados com o software IBM SPSS Data Analysis and
Statistical Software, versdo 21.0. RESULTADOS: Foram avaliados 47 pacientes, 22
pacientes com diagndstico de citopenia sem critérios para diagndstico de neoplasias
mieldides, 18 pacientes com Sindrome Mielodisplasica, 5 pacientes com diagnéstico
de Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa ndo classificada e dois
casos com Leucemia Mieldide Aguda Secundaria. A mediana de idade do grupo total
de casos foi 65 anos, com leve predominio do sexo masculino (57,4%). Trinta e quatro
pacientes (72,3%) apresentaram pelo menos um gene mutado. Os principais genes
mutados em ordem decrescente de frequéncia foram: APEX1 (58,8%), XRCC1 (47%),
U2AF1 (31,2%), OGG1 (29,4%), TET2 (28,1%), TP53 (9,4%), SF3B1 (6,7%) e IDH2
(6,2%). O grupo com Sindrome Mielodisplasica apresentou o maior numero de casos
com genes mutados (p=0,042). Vinte e seis casos, com pelo menos uma mutacao
identificada, tinham cari6tipo normal (p=0,319) e os pacientes com idade superior a
60 anos apresentaram maior taxa de pelo menos um gene mutado (p=0,021). A
presenca de mutacdo foi maior com niveis de hemoglobina maiores que 10g/dL
(p=0,035) e porcentagem de blastos menor que 2% na medula 6ssea (p=0,023). No
grupo de pacientes com diagnostico de Sindrome Mielodisplasica, a presenca de
mutacdo também foi mais associada a porcentagem de blastos na medula éssea
menor que 2% (p=0,007). CONCLUSOES: O perfil de mutacdes nos genes avaliados
neste trabalho apresentou frequéncia diferente em relacdo a dados previamente
publicados em relacdo aos genes SF3B1 e U2AFL. Isto pode estar relacionado a
diferencas étnicas populacionais de nossa amostra estudada. A frequéncia alta de
mutacOes germinativas nos genes de reparo: XRCC1, OGGl e APEX1 foi um
resultado relevante e chama a atencédo a presenca destas muta¢cdes no grupo de
pacientes com citopenia clonal de significado indeterminado. Estudos adicionais séo
necessarios para melhor avaliacdo deste resultado e suas implicacées em evolugao
progndstica.

Palavras-chave: Citopenia, Sindrome Mielodisplasica, Mutacdes.



OLIVEIRA, Luciene da Cruz. Mutations profile in patients with clonal cytopenia of
undetermined significance, myelodisplastic syndromes and related neoplasms. 99 f. il.
Dissertacao (Mestrado em Patologia) - Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Mutations in numerous genes are described in myeloid neoplasms.
The advancement of sequencing techniques contributed to the identification of these
mutations in patients with cytopenias therefore without diagnostic criteria for myeloid
neoplasms. AIM: To evaluate the prevalence of mutations in the genes: SF3B1, TET2,
U2AF1, IDH1/2, TP53, OGG1, XRCC1l and APEX1 in patients with cytopenias,
myelodysplastic syndrome and related myeloid neoplasms. MATERIAL AND
METHODS: DNA extraction was performed from bone marrow blood of patients older
than 18 years and diagnosed with cytopenias and related myeloid neoplasms without
specific treatment at the time of collection. PCR sequencing of the fragments
containing the major mutations was performed. The data were analyzed with IBM
SPSS Data Analysis and Statistical Software, version 21.0. RESULTS: Forty seven
patients were analysed, 22 patients with diagnosis of cytopenia without criteria for
myeloid neoplasms, 18 patients with Myelodysplastic Syndrome, 5 patients with
diagnosis of Myelodysplastic Syndrome/Mieloproliferative Syndrome unclassificable
and two cases with Secondary Acute Myeloid Leukemia. The median age of the total
group of cases was 65 years, with a slight predominance of males (57.4%). Thirty-four
patients (72.3%) had at least one mutated gene. The major mutated gene in order of
decreasing frequency were: APEX1 (58,8%), XRCC1 (47%), U2AF1 (31,2%), OGG1
(29,4%), TET2 (28,1%), TP53 (9,4%), SF3B1 (6,7%) and IDH2 (6,2%).The group with
Myelodysplastic Syndrome had the highest number of cases with mutated genes (p=
0.042). Twenty-six cases, with at least one mutation identified, had normal karyotype
(p=0.319) and patients aged over 60 years had a higher rate of at least one mutated
gene (p=0.021). The presence of mutation was higher with hemoglobin levels greater
than 10 g / dL (p=0.035) and blasts less than 2% in the bone marrow (p=0.023). In the
group of patients diagnosed with Myelodysplastic Syndrome, the presence of mutation
was also more associated with less than 2% of blasts in bone marrow (p = 0.007).
CONCLUSION: The profile of mutations in the genes evaluated in this study presented
different frequency in relation to data previously published in relation to SF3B1 and
U2AF1 genes. This may be related to ethnic population differences in our sample. The
high frequency of germline mutations in DNA repair genes: XRCC1, OGG1 and APEX1
was a relevant result and the presence of these mutations in the group of patients with
clonal cytopenia of undetermined significance is important. Further studies are needed
to better evaluate this outcome and its implications for prognostic evolution.

Keywords: Cytopenia, Myelodisplastic Syndrome, Mutations.
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1 INTRODUCAO

1.1 SINDROME MIELODISPLASICA

1.1.1 Conceito e Classificacao

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) € um grupo heterogéneo de doencas de
origem clonal hematopoiética, com expressao clinica variavel, caracterizada por
citopenias em sangue periférico, mielodisplasia, eritropoiese ineficaz e risco de
progressdo para Leucemia Mieldide Aguda (LMA). O aumento do indice de apoptose
de células precursoras na medula 6ssea contribui para a citopenia encontrada na SMD
e pelo menos um tipo de citopenia é critério obrigatério para o diagndéstico. Os limites
de definicdo de citopenias em sangue periférico foi estabelecido no International
Prognostic Scoring System (IPSS) para estratificacdo de risco: hemoglobina menor
que 10 g/dL, contagem de neutréfilos menores que 1800/uL e contagem de plaquetas
menor que 100 000/uL. A maioria dos pacientes apresentardao contagens inferiores as
citadas, contudo o diagnéstico de SMD pode ser confirmado em casos com niveis
superiores aos mencionados, mas abaixo de valor de referéncia normal para idade e
sexo do paciente (SWERDLOW et al., 2008; ARBER et al., 2016).

SMD primaria ou de novo ocorre sem historia prévia de exposicdo a
quimioterapias ou radiacdo. Fatores etioldgicos possiveis para SMD sdo riscos
ocupacionais, como contato direto com derivados do benzeno e agentes quimicos
utilizados na agricultura. Outros possiveis riscos sdo tabagismo e histéria familiar de
neoplasias mieldides (STROM et al., 2005).

Conforme revisdo recente de definicbes de neoplasias mieldides pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 2016, a SMD é classificada em seis subtipos:
SMD com displasia unilinhagem, SMD com displasia multilinhagem, SMD com
sideroblastos em anel, SMD com del(5q) isolada, SMD com excesso de blastos e SMD
nao classificada (ARBER et al., 2016). Esses subtipos sao classificados de acordo
com o numero de citopenias em sangue periférico, a porcentagem de blastos na

medula 0ssea e a presencga de sideroblastos em anel (Tabela 1).



Tabela 1. Classificacdo Sindrome Mielodisplasica. (Adaptado OMS, 2016).
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Nome Linhagens Citopenias* Sideroblastos Blastos em MO ou  Citogenética
Displasicas em Anel (%) SP (analise cariotipo
convencional)
SMD com displasia 1 lou2 <15%/<5%** MO <5%, SP <1%, Quaisquer
unilinhagem sem bastonetes de alteracdes exceto
Auer del(5q) isolada
SMD com displasia 20u3 1-3 <15%/<5%** MO <5%, SP <1%, Quaisquer
multilinhagem sem bastonetes de alteragdes exceto
Auer del(5q) isolada
SMD com
sideroblastos em anel
(SMD-SA)
SMD-SA com 1 lou?2 215%/25%** MO <5%, SP <1%, Quaisquer
displasia unilinhagem sem bastonetes de alteragdes exceto
Auer del(5q) isolada
SMD-SA com 20u3 1-3 215%/25%** MO <5%, SP <1%, Quaisquer
displasia multilinhagem sem bastonetes de alteracdes exceto
Auer del(5q) isolada
SMD com del(5q) isolada  1-3 1-2 Ausente/poucos MO <5%, SP <1%, del(5q) isolada ou
sem bastonetes de com uma alteragdo
Auer adicional, exceto -7
ou del(7q)
SMD com excesso de
blastos
(SMD-EB)
SMD-EB-1 0-3 1-3 Ausente/poucos MO 5-9% ou SP 2- Quaisquer
4%, sem bastonetes  alteracdes
de Auer
SMD-EB-2 0-3 1-3 Ausente/poucos MO 10-19% ou SP Quaisquer
5-19% ou presenca  alteracbes
de bastonetes de
Auer
SMD né&o classificada
com 1% blastos SP 1-3 1-3 Ausente/poucos MO <5%, Quaisquer
SP=1%***, sem alteracoes
bastonetes de Auer
com displasia 1 3 Ausente/poucos MO <5%, SP <1%, Quaisquer
unilinhagem e sem bastonetes de alteracdes
pancitopenia Auer
baseada em 0 1-3 < 159%p**** MO <5%, SP <1%, SMD-
alteracOes citogenéticas sem bastonetes de anormalidades
definidoras Auer definidoras
Citopenia Refrataria da 1-3 1-3 Ausente MO <5%, SP <2% Quaisquer
Infancia alteracdes

* Citopenias sdo definidas como: hemoglobina <10 g/dL, contagem absoluta de neutréfilos <1.8 x 10%L e contagem plaquetaria <100 x 10%/L. Raramente, SMD pode
apresentar anemia ou plaguetopenia acima desses valores. Contagem de mondcitos em SP deve ser <1 x 10°%/L.

** Se a mutacdo no gene SF3B1 estiver presente.

*** 1% de blastos no SP deve ser avaliado em duas ocasides diferentes.

**** Casos com 215% de sideroblastos em anel por definicdo possuem displasia eritréide significativa e séo classificados como SMD-SA com displasia unilinhagem.
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A nomenclatura supracitada foi revisada recentemente (OMS, 2016). Uma das
principais alteracbes nas definicbes € a retirada do termo anemia refrataria da
classificacdo. Alguns pacientes podem apresentar citopenias em sangue periférico
gue nao correspondem a linhagem hematopoiética displasica na medula 6ssea. Outro
dado adicional nesta nova classificacéo é a incorporacdo de informacdes oriundas da
biologia molecular como critério diagndéstico para SMD com sideroblastos em anel. A
mutacdo no gene SF3B1 foi incluida como critério diagnostico de SMD-SA
independente da baixa contagem de sideroblastos em anel na medula 6ssea. A
classificacdo anterior (OMS, 2008) classificava SMD em: citopenias refratarias com
displasia unilinhagem (RCUD), anemia refrataria com sideroblastos em anel (RARS),
citopenias refratarias com displasia multilinhagem (RCMD), anemia refrataria com
excesso de blastos 1 (RAEB-1), anemia refrataria com excesso de blastos 2 (RAEB-
2), sindrome mielodisplasica nédo classificavel (MDS-U) e sindrome mielodisplasica
com del(5q) isolada (SWERDLOW et al., 2008). A figura 1 mostra as curvas de
sobrevida global e sobrevida livre de progressao para LMA nos diferentes subtipos de
SMD (CAZZOLA et al., 2013).
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Figura 1. Sobrevida Global e sobrevida livre de leucemia em 1110 pacientes diagnosticados com SMD
no Departamento de Onco-Hematologia, Funda¢éo IRCCS, Policlinica San Matteo, Pavia, Italia, entre
1990 e 2012. (Adaptado de CAZZOLA et al., 2013).

A mielodisplasia (alterac@es displasicas na linhagem mieldide) pode ocorrer em
outras neoplasias mieldéides como Leucemia Mielomonocitica Crénica e em outras
patologias ndo hematologicas como por exemplo, doencas reumatoldgicas. Uma
demonstracao disto € a presenca de alteracdes displasicas na medula 6éssea de um
paciente com Lupus Eritematoso Sistémico em atividade de doenca. O que
conceitualmente define SMD é a presenca de displasia em mais de 10% das séries

eritrocitaria, granulocitica e/ou megacariocitica na medula oOssea (Figura 2), a
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documentacdo de sua natureza clonal demonstrada por citogenética e/ou biologia

molecular e a presenca de citopenia(s) em sangue periférico.

Hiperplasia Eritréide Ncleo picnético
L cad

Megaloblastose

Multinuclearidade

Linhagem
Eritrocitaria Hiperlobulagio

Micromegacariécitos

Linhagem
Megacariocitica

Pseudo-Pelger

Linhagem
Granulocitica

Figura 2. Exemplos de alteragdes morfolégicas de mielodisplasia em aspirado de medula
Ossea. (Adaptado de CAZZOLA et al., 2013).

1.1.2 Patogénese

A fisiopatologia da SMD inclui varias etapas ou mecanismos: capacidade de
autorrenovacdo da célula tronco hematopoiética, aumento da capacidade de
proliferacéo do clone mutado relacionado a doencga, bloqueio na diferenciacdo celular
na medula 6ssea, instabilidade genética e epigenética, mecanismos anti-apoptoticos,
evasao do sistema imune e supressao da hematopoese normal (BEJAR et al., 2011).

A expansao clonal é capaz de gerar células com capacidades evolutivas e de
sobrevivéncia que as transformam no clone dominante na medula éssea. Essas
mutacdes iniciais geralmente envolvem mutacdes em genes da maquinaria de splicing
e metilacdo de DNA. Ao longo do tempo e do desenvolvimento celular, ocorrem novas
mutacdes (genes relacionados a fatores de transcricdo e vias de sinalizacdo) e a
formacdo de subclones com mutacdes adicionais, constituindo um conjunto de
células-tronco hematopoiéticas com alteracbes que podem exemplificar o conceito de
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intraclonalidade tumoral e o desenvolvimento de sinais e sintomas clinicos da
Sindrome Mielodisplasica e sua transformacéo para Leucemia Mieldide Aguda (LMA)
MALCOVATI et al., 2013; WALTER et al., 2013. BEJAR et al., 2013 elegantemente

esquematiza a expansao clonal na SMD (Figura 3).

A Mutagbes em genes do B
splicing (SF3B1, SRSF2,
U2AF1) ]
Genes modificacéo de SF3B1 clone
histonas e metilagdo DNA mutante
(TET2, ASXL1, EZH2) l
Mutagdes em genes de x SF3B1 e SF3B1 +
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fatores da transcri¢éo
mutante

(RUNX1, GATA2)

Mutacdes / \
(TP53)
Mutagdes em quinases . 4 :
(Ex.: NRAS) ®o )
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TET2 e SF3B1 + SF3B1, SF3B1 + TET2,
SMD — Evolucdo da doenca EZH2 clones @ SF3B1 +TET2 + EZH2 clones
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Figura 3. Aquisi¢&o temporal de mutacdes em SMD baseado em dados de Papaemmanuil et al.
(A) Andlise de variagdes alélicas em 111 genes sequenciados em 738 pacientes com SMD e
neoplasias mieloides relacionadas produzem um padrdo comum de aquisi¢cdo de mutacbes na
historia natural da SMD. Baseado neste trabalho, parece que mutac¢des nos genes que codificam
componentes do spliceossomo ocorrem precocemente na patogénese da SMD e mutacdes
epigenéticas e na regulacdo da transcricdo ocorrem posteriormente. Mutagbes nas vias de
sinalizacdo e ativacdo de citocinas parecem ocorrer mais tardiamente na SMD. (B) Os autores
identificaram que cerca de metade dos pacientes com SMD possuem > 2 genes mutados
simultaneamente. Nestes individuos, 1/3 possuem multiplos subclones e uma tentativa de
construir uma hierarquia clonal com 1 individuo com as mutagdes TET2, SF3B1, e EZH2 foi
mostrado. (Adaptado de BEJAR et al., 2013).

A formacgédo do RNA mensageiro envolve o processo de splicing, que consiste
na retirada dos exons e unido dos destes no pré-RNA mensageiro. Os spliceossomos
sdo complexos protéicos responsaveis pela remocdo dos exons e,
consequentemente, sao pecas fundamentais na producdo de RNA mensageiro
(CONNIE et al., 2013). Doencas associadas a alteracdes no mecanismo de splicing
sao consequéncias de mutacdes em genes que codificam as proteinas formadoras do
complexo supracitado (SINGH et al., 2012). Mutacbes nos genes SF3B1, SRSF2,
ZRSR2 e U2AF1 sao frequentes em pacientes com neoplasias mieldides, em
destaque SMD (Figura 4).
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Figura 4. Mutacdes em genes que codificam o complexo protéico do spliceossomo associadas ao sitio
de reconhecimento inicial 3". Mutacdes somaticas foram identificadas em todos os principais genes
envolvidos no sitio de reconhecimento inicial 3". Isto inclui SF1, U2AF2 a U2AF1 que sdo importantes
na formacéo do complexo E no U2 splicing dependente, assim como, SF3A1, SF3B1 e ZRSR2 séo
proteinas essenciais para a estabilizacdo com complexo spliceossomo. (Adaptado de LARSSON et
al., 2013).

A regulacdo da expressdo génica por meio de alteracbes epigenéticas é
fundamental para o desenvolvimento e diferenciacéo celular. Alteracbes de metilacéo
do DNA e das histonas modificam a conformacao da cromatina e alteram a expressao
génica, sem mudancas na sequéncia genémica. Em neoplasias mieldides como a
SMD, a metilacdo aberrante do DNA e alteracdes nas histonas modificam a expressao
génica nestes pacientes, o que resulta em silenciamento de genes supressores
tumorais e/ou ativacao de oncogenes (CONNIE et al., 2013). Alteractes de metilagéo
de DNA ja séo alvos atuais de tratamento desta doenca, com a classe de medicacfes
denominadas hipometilantes, como azacitidina e decitabina (MALCOVATI et al., 2013)

Figura 5.
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Figura 5. Papel das proteinas codificadas por genes mutados na SMD e LMA na metilagdo do DNA.
DNMTs (DNA metiltransferase) catalisa a adigcdo do radical metil a citosina. Enzimas IDH séo
responsaveis por catalisar a reacéo reversivel de isocitrato em a-KG e CO2 em uma reacdo em duas
etapas. a-KG é necessario pela proteina TET para oxidagao de 5-mC em 5-hmC, um intermediario
da metilagdo do DNA. Proteinas IDH mutantes metabolizam a-KG em 2-HG, um oncometabdlito que
inibe a atividade enzimatica de TET. (Adaptado de LARSSON et al., 2013).
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1.1.3. Epidemiologia

A sindrome Mielodisplasica ocorre mais comumente na populacao idosa, média
de idade de 70 anos e leve predominancia no sexo masculino. Na Europa, estima-se
que a incidéncia de SMD na populacao geral, seja de 5 casos/100.000 pessoas-ano.
Na populagdo com mais de 60 anos, essa incidéncia aumenta para 20 a 50
caso0s/100.000 pessoas-ano (MALCOVATI et al., 2013). A prevaléncia nos Estados
Unidos da América (EUA) é de 3-4 pessoas/10’. Este niUmero aumenta para 7-35
pessoas/10°® na populacdo com idade maior que 60 anos. Aproximadamente 10.000
novos casos sao diagnosticados nos EUA de acordo com dados do SEER
(Surveillance, Epidemiology and End Results) e NAACCR (North American
Association of Central Cancer Registries) (HOWLADER et al., 2017; ROLLISON et al.,
2008). Contudo, dados provenientes de registros clinicos no pais estimam incidéncia
anual de 45.000 novos casos em pessoas com mais de 65 anos. Esses dados
corroboram a preocupacao das entidades médicas e hematologistas com o tema
diante da grande possibilidade de SMD se tornar um desafio em saude publica com o
atual perfil demografico de envelhecimento da populacdo mundial, inclusive em paises
em desenvolvimento como o Brasil.

Belli et al., 2015 realizaram um estudo multinacional com avaliacdo de 1080
pacientes com diagnéstico de SMD no Brasil, Chile e Argentina. O perfil etario de

prevaléncia nestas popula¢cdes é mostrado na Figura 6 (BELLI et al., 2015).

10,0% .
| m Feminino

®m Masculino

Idade (intervalo, anos)

Figura 6. Distribuicdo de pacientes com SMD em um estudo populacional Sul-americano
de acordo com a idade e género (Adaptado BELLI et al., 2015).



25

1.1.4 Manifestacdes Clinicas

Os principais sinais e sintomas de SMD estéo relacionados ao tipo de citopenia
em sangue periférico que a patologia causa em determinado paciente. A maioria dos
pacientes sdo anémicos, enquanto neutropenia e plaquetopenia s&o0 menos comuns.
Os sintomas relacionados a anemia, como fadiga e sonoléncia; infec¢des de repeticdo
associados a leucopenia (neutropenia) e sangramentos leves a graves diante de
plaguetopenia ocorrem em graus Vvaridveis (MALCOVATI et al, 2013).
Aproximadamente 1/3 dos pacientes sdo dependentes transfusionais de concentrado
de hemacias ao diagnéstico, organomegalias raramente sdo observadas
(SWERDLOW et al, 2016).

Ressalta-se que esta doenca tem um espectro de apresentacao clinica muito
variavel, desde pacientes com citopenias leves e assintomaticos, até pacientes com
grande necessidade transfusional. Diante desta ampla variacdo de sintomas, torna-se
imperativo a existéncia de indice progndstico que consiga melhor estratificar esta

populacao e adequar terapéutica.

1.1.5 Diagndstico

O diagnéstico de SMD exige bastante cautela do médico hematologista visto
gue muitas doencas de natureza ndo hematolégica podem causar citopenias em
sangue periférico e displasias na medula éssea. Frequentemente é muito dificil
identificar a causa da displasia em pacientes com multiplas comorbidades e usuarios
de varias medicac®es, perfil da maioria dos pacientes com SMD.

A avaliacdo da histdria clinica e exame fisico sdo extremamente importantes
para o diagnostico de SMD. Sdo exemplos de dados importantes na anamnese:
duracdo dos sintomas, histérico de doencas hematoldgicas, histérico de exposicao
ocupacional, medicacdes de uso de rotina, comorbidades e historico familiar. Ao
exame fisico, achados como palidez, petéquias e sinais clinicos de infec¢éo sdo dados
gue podem sugerir anemia, plaguetopenia e neutropenia, respectivamente
(HOFFMAN, et al., 2013).

Exames laboratoriais com o0 objetivo de descartar as principais causas de
citopenias devem ser realizados. Dosagem sérica de ferro, vitamina B12, acido félico,

zinco e cobre devem ser documentadas para o diagnostico de SMD. Deficiéncias
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vitaminicas sdo umas das principais causas de citopenias, principalmente caréncia de
ferro e anemia em mulheres jovens com alteragdo do fluxo menstrual. Outras causas
importantes de anemias sao a presenca de comorbidades como doenca renal cronica
e doencas autoimunes como Artrite Reumatoéide, que configuram causas de anemia
de doenca cronica. O perfil hormonal tireoidiano, dosagem de TSH e T4 livre devem
ser coletados visto que hipertireoidismo ou hipotireoidismo estdo relacionados a
anemia. Para finalizar a exclusdo de diagnosticos diferenciais € necessaria a coleta
de sorologias para HIV, HTLV, HBV, HCV, CMV e EBV. Hepatite C é causa comum
de anemia e plaquetopenia e devera ser excluida para o diagndéstico de SMD. A
analise da morfologia do sangue periférico é fundamental para avaliacéo de displasias
nas séries eritrocitaria e granulocitica (MALCOVATI et al., 2013).

O estudo medular com coleta de aspirado de medula éssea para mielograma e
coleta de cariétipo séo essenciais para o diagnostico de SMD. Estudo imunofenotipico
por citometria de fluxo e estudo de biologia molecular sdo complementares no auxilio
diagnéstico. A bidpsia de medula 6ssea e imuno-histoquimica sdo importantes para
definicdo de celularidade, graus de fibrose medular, agregados de células imaturas e
melhor avaliagdo de displasia na série megacariécitica. (DELLA PORTA, et al., 2015;
HOFFMAN, et al., 2013).

1.1.6 Prognéstico

Diante da expressdo clinica bastante heterogénea, modelos progndsticos
foram desenvolvidos e revisados ao longo dos anos, com o objetivo de estratificar os
pacientes de acordo com risco de evolucdo para Leucemia Mieldide Aguda e,
consequentemente, guiar a terapéutica adaptada ao risco. Terapia esta que,
compreende grande espectro, desde apenas observacdo clinica (watching and
waiting) até suporte transfusional, quelagcdo de ferro em casos selecionados,
tratamento quimioterapico até transplante de células tronco hematopoiéticas
alogénico (MALCOVATI et al., 2013).

O modelo prognéstico atual é o IPSS-R (Revised international prognostic
scoring system), que considera as variaveis: citogenética, porcentagem de blastos na
medula éssea, niveis de hemoglobina, neutréfilos e plaguetas para estratificar o risco
do paciente em muito baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto. Sobrevida média
em anos (intervalo): 8,8 (7,8-9,9); 5,3 (5,1-5,7); 3,0 (2,7-3,3); 1,6 (1,5-1,7) e 0,8 (0,7-
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0,8) em ordem crescente para as categorias de risco supracitadas (GREENBERG et
al., 2012) Tabela 2 e Figura 7.

Tabela 2. IPSS-R. (Adaptado GREENBERG et al., 2012).

Variavel 0 0.5 1 15 2 3 4
Prognéstica
Citogenética Muito Bom  --- Bom Intermediario  Pobre Muito
Pobre
Blastos (%) MO <2 > 2% < - 5%-10% > 10%
5%
Hemoglobina =10 8-<10 <8
Plaquetas =100 50-< 100 <50
Neutréfilos 20,8 <0,8
Subgrupos Anormalidades Citogenéticas Sobrevida Progressédo para OS/LMA
prognésticos (anos) LMA (anos)
Muito Bom -Y, del(11q) 54 NR 0,7/0,4
Bom Normal, del(5q), del(12p), del(20g), duas 4,8 9,4 1/1
alterag6es incluindo del(5q)
Intermediario del(7q), +8, +19, i(17q), quaisquer alteracdes 2,7 2,5 1,6/2,2
Pobre -7, inv(3)/t(3g)/del(3q), duas alteragdes incluindo - 1,5 1,7 2,3/2,3
7/del(7q), complexo: 3 anormalidades
Muito Pobre Complexo: > 3 anormalidades 0,7 0,7 3,8/3,6
Categoria de Risco Escore Sobrevida (anos)
Muito Baixo <15 8,8 (7,8-9,9)
Baixo >15-3 53(5,1-57)
Intermediario >3-45 3,0 (2,7-3,3)
Alto >45-6 1,6 (1,5-1,7)
Muito Alto >6 0,8 (0,7 -0,8)
*1 B e r——
N . LTSI
N * b Y = o ., ] - o -_
. e s LI,
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Three Intermeidrio
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Sobrevida Livre de Leucemia (anos)

Figura 7. Sobrevida Global e sobrevida livre de leucemia baseado no IPSS-R. (Adaptado
GREENBERG et al., 2012).
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1.1.7 Citogenética e Biologia Molecular

A documentacéao de sua hatureza clonal é parte fundamental para o diagndstico
de SMD e para tanto, o exame de citogenética (cariétipo banda G) consegue detectar
alteracdes cromossdmicas em cerca de 50% dos pacientes com SMD. Bejar et al.,
2011 documentou que 52% dos pacientes com SMD e cariotipo normal possuiam pelo
menos uma mutacdo genética comprovando clonalidade (BEJAR et al., 2011). Em
outro trabalho, Papaemmanuil e colaboradores (2013), esta porcentagem aumenta
para 74% dos pacientes com diagnéstico de SMD com cariotipo normal, contudo com
mutacdes detectadas por diversas técnicas de sequenciamento genémico (Figura 8).
Esses dados mostram a importancia da biologia molecular na complementacéo
diagnostica de SMD (PAPAEMMANUIL et al.,2013).

1.0 4

Figura 8. Fracdo de pacientes com diagnostico de SMD e
identificacdo de pelo menos 1 mutacdo detectada por
citogenética, sequenciamento e combinacéo das duas técnicas.
(Adaptado PAPAEMMANUIL et al., 2013).
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Além da importancia para o diagnéstico de SMD, estudos recentes tém
demonstrado que mutacdes em determinados genes conferem risco progndstico
independente do IPSS-R, ressaltando a importancia clinica do estudo de tais
mutacOes (CAZZOLA et al.,, 2013). Mutagcbes nos genes SF3B1, TET2, SRSF2,
U2AF1 e IDH1/2, entre outras, foram descritas com ocorréncia variada e prevaléncia
de mais de 10 a 30% a depender do estudo analisado (CAZZOLA et al., 2013;
DELHOMMEAU et al., 2009; LANGEMEIJER et al., 2009; PAPAEMMANUIL et
al.,2011; YOSHIDA et al., 2011) Figura 9.



29

Reguladores da epigenética

Fatores do splicing Fatores do splicing e (~45%)

(~50%) reguladore(szgf;o ()eplgenetlca TET2 (20%)

SF3B1 (18%) ASXL1 (15%)
U2AF1 (12%) DNMT3A (12%)

EZH2 (5%)
IDH1/2 (5%)
Outros (5%)

Podem ocorrer em co-
mutagdo, exceto TET2 e
IDH

SRSF2 (12%)
ZRSR2 (5%)
Outros (5%)

Raramente ocorrem em
co-mutacéo

TP53 e sem mutagdes nos
fatores do splicing ou
reguladores da epigenética
(~5%)

Geralmente cari6tipos complexos
com del(5q), anormalidades no
€romossomo 7 e monossomias

Nenhuma anormalidade (~5%)
Anormalidade apenas no cariétipo (~5%) 5
Mutagdes em outros genes Outras mutagdes menos frequentes
(~15%)

- Fatores de transcri¢céo
RUNX1, ETV6, PHF6, GATAZ2,...

- Sinalizagdo de quinases
NRAS, KRAS, JAK2, CBL,...

- Coesinas
STAG2, SMC3, RAD21,...

- Reparo de DNA

Figura 9. Distribuicdo de mutacdes recorrentes e anormalidades citogenéticas em SMD. 50% das
células clonais na SMD possuem mutac¢des nos genes que codificam proteinas do spliceossomo (SF)
e um namero similar possuem muta¢des em genes reguladores da epigenética (ER). Aproximadamente
25% dos pacientes apresentam muta¢cdes nos genes de ambos 0s grupos. Pacientes com mutacdes
no TP53 apresentam poucas associagcbes com outras mutacdes, contudo apresentam altas taxas de
anormalidades cromossbmicas, incluindo cariétipo complexo frequentemente. Muitos outros genes
podem estar co-mutados com SF e ER, mas também podem ocorrer na auséncia de mutacdes SF e
ER em 15% dos pacientes. Apenas cerca de 10% dos pacientes ndo apresentam mutagdes nos genes
mais frequentes. (Adaptado de BEJAR et al., 2014).

O conhecimento sobre as bases moleculares da SMD aumentou bastante nos
altimos dez anos, principalmente devido a utilizacdo do sequenciamento genémico em
larga escala. O primeiro grande achado na éarea foi a identificacdo de mutacéo
somatica no gene TET2 (DELHOMMEAU et al., 2009). Desde entdo, novos trabalhos
com pesquisa de mutagcbes por plataformas de alta resolucdo (Next-Generation
sequencing), espectofotometria em massa e analise de exoma aumentaram a

identificacdo de mutacdes em diversos genes (CAZZOLA et al., 2013).
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1.1.8 Mutagbes em Genes Reguladores do Splicing

Mutacbes em genes que codificam proteinas do mecanismo de splicing
ocorrem em aproximadamente 50% dos pacientes com Sindrome Mielodisplésica.
Essas mutagfes sdo em sua maioria mutuamente exclusivas e sdo eventos iniciais na
patogénese da SMD. O alelo mutante corresponde a 40 a 50% dos genes na medula
0ssea sugerindo ser o clone dominante nesta patologia. Os principais genes mutados
sdo SF3B1, SRSF2 e U2AF1, e os tipos de mutacfes descritas sdo, em sua maioria,
missense. Diferentes mutacdes em genes envolvidos no splicing sdo associadas com
diferentes fendtipos, evolucdo clinica e prognéstico como descrito na Tabela 3
(CAZZOLA et al., 2013).

Mutacdes no gene SF3B1 ocorrem com uma frequéncia de 15 a 30% na SMD.
Mutacdes neste gene estédo relacionadas com a presenca de sideroblastos em anel
na medula 6ssea e com o subtipo de SMD: SMD com sideroblastos em anel, OMS,
2016 (ARBER et al., 2016). O gene SF3B1 mutado esta associado a bom prognastico,
altas taxas de sobrevida global e baixo risco de progresséo para leucemia mieloide
aguda (CAZZOLA et al.,, 2013; MALCOVATI et al., 2011; PAPAEMMANUIL et
al.,2011). Esta mutacdo também esta presente na entidade descrita pela OMS
(ARBER et al., 2016): Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa com
Sideroblastos em Anel e Trombocitose, o que sugere um fendtipo especifico
relacionado com esta mutagao.

Mutacdes nos genes SRSF2 e U2AF1 estao presentes em pacientes com SMD
em cerca de 20% e 10%, respectivamente. Ambos estdo relacionados com baixa
sobrevida global e alto risco de transformacao para LMA. Mutacdes no SRSF2 séo
mais comuns em pacientes com SMD com displasia multiinhagem e SMD com
excesso de blastos. Este gene também se encontra mutado em aproximadamente 40
a 50% dos pacientes com Leucemia Mielomonaocitica Crénica - LMMC (ITZYKSON et
al., 2013) e na entidade classificada pela OMS (SWERDLOW et al., 2008; ARBER et
al., 2016) como Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa né&o
classificada (SMD/SMP). Frequentemente encontra-se mutado juntamente com TET2
na LMMC (CAZZOLA et al., 2013). Mutagbes no gene U2AF1 sdo encontradas em
varios subtipos de SMD e estao relacionadas com alto risco de progressao para LMA,

baixa sobrevida global e evolucéo clinica desfavoravel apés transplante de células
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tronco hematopoiéticas (TCTH) (DAMM et al.,, 2012; MAKISHIMA et al., 2009;
MAKISHIMA et al., 2012; THOL et al., 2012).

1.1.9 Mutacbes em Genes Reguladores da Epigenética

Sindrome Mielodisplasica € uma doenca clonal caracterizada por aumento da
proliferacéo da célula tronco hematopoiética e alteracéo da diferenciacao desta célula
0 que resulta alta taxa de apoptose e sintomas relacionados as citopenias em sangue
periférico. Diferenciacdo celular € um processo epigenético baseado em metilacao de
DNA e modificacdes das histonas. A diferenciacao celular aberrante encontrada na
SMD pode ser oriunda da metilagdo anormal do DNA através de mutacdes nos genes
TET2, DNMT3A (genes envolvidos na metilacdo de DNA) assim como, mutacfes em
genes relacionados as alteracdes na cromatina como EZH2 e ASXL1. A natureza
epigenética da SMD consegue explicar em parte a resposta ao tratamento com
medicamentos hipometilantes (azacitidina e decitabina) utilizados para o tratamento
destes pacientes (ISSA et al., 2013).

MutacBes no gene TET2 ocorrem com frequéncia 20 a 30% em todos 0s
subtipos de SMD, sem identificacdo de impacto na sobrevida dos pacientes até o
momento. Apesar disso, mutagbes neste gene parecem predizer a resposta ao
tratamento com agentes hipometilantes (ITZYKSON et al., 2013; BEJAR et al., 2013).
Polimorfismos no TET2 também estdo presentes em outras neoplasias mieloides:
LMMC (30 a 50%) e LMAs (25%) (DELHOMMEAU et al., 2009; KOSMIDER et al.,
2009; LANGEMEIJER et al., 2009; MULLIGHAN et al., 2009). A presenca de
mutacBes no TET2 em doencas mieloproliferativas como a LMMC, sugere que estas
alteracdes genéticas podem ser uma etapa comum na fisiopatogénese das neoplasias
mieloides (BEJAR et al.,, 2011). Mutacbes no gene TET2 séo frequentemente
encontradas em pacientes com cariotipo normal o que, consequentemente,
representa um marcador Util de clonalidade nestes casos (BEJAR et al.,, 2011).
Estudos recentes ndo mostram relacao do prognéstico dos pacientes com SMD com
TET2 mutado, contudo em LMA e LMMC, esta mutacdo estd associado a uma
evolucao clinica desfavoravel (SMITH et al., 2010).

Mutacdes nos genes IDH1/2 estdo presentes em 4 a 11% dos pacientes com
SMD (THOL et al., 2010). Esta frequéncia é maior nos pacientes com diagndstico de

LMA e sua ocorréncia concomitante com mutacdes no gene NPM1 confere bom
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prognéstico (PATEL et al., 2012). Em contraste, para os portadores de SMD,
mutacBes no IDH1 sugerem pior prognéstico e maior risco de progressao para LMA
(PATNAIK et al., 2012).

1.1.10 Mutagbes em Genes de Reparo de DNA

Mutacbes em genes relacionados a mecanismos de reparo de DNA jé foram
identificados em inimeros tipos de canceres, incluindo neoplasias mieloides e, entre
elas, a SMD. As vias de reparo de DNA sao importantes para a remoc¢ao de bases de
DNA danificadas e consequente manutencao da integridade do genoma. Os principais
tipos de reparo de DNA sé&o: reparo de excisdo de bases (BER), reparo de exciséo de
nucleotideos (NER) e reparo de quebra de cadeia dupla (DSB). Mutagfes sdo eventos
iniciais na carcinogénese e alteracfes nas vias de reparo podem ser fatores de risco
para varias neoplasias malignas (RONEN et al., 2001; VODICKA et al., 2007; ZHOU
et al., 2015; JANKOWSKA et al., 2008).

TP53 é um gene supressor tumoral frequentemente mutado em neoplasias
sélidas (~50%) e conhecido como preditor de mau progndéstico. Em condi¢Bes de
estresse gendmico, a proteina p53 é fosforilada e promove pausa no ciclo celular para
o reparo do DNA, prevenindo assim, o acumulo de mutacdes potencialmente
oncogénicas. Mutacdes missense em TP53 promovem propriedades oncogénicas que
contribuem para a patogénese tumoral (BIEGING et al., 2014; RIVLIN et al., 2011;
WANG et al., 2017). A frequéncia de mutacdes no TP53 em sindrome mielodisplasica
€ de aproximadamente 5 a 8% e estdo associadas com cariétipos complexos,
aberrac6es no cromossomo 5 e prognéstico reservado (KULASEKARARAJ et al.,
2013; SALLMAN et al., 2016; GOEL et al., 2016; OK et al., 2015).

O gene OGG1 codifica uma proteina que possui papel fundamental no reparo
de DNA por meio do mecanismo de excisdo de bases (BER). Polimorfismos neste
gene ja foram descritos em diversos trabalhos associados com tumores solidos, como
cancer de mama e cancer colorretal. Defeitos no reparo do DNA constituem uma
hipétese para um dos mecanismos fisiopatolégicos da SMD e outras neoplasias
mieloides, conforme descrito em estudos que demonstram uma provavel relacéo entre
mutacOes em genes de reparo de DNA e o diagnéstico de SMD e sua evolugao para
LMA (BOITEUX et al., 2000; KOHNO et al., 1998; WEISS et al., 2005).
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O gene XRCC1 esta envolvido no reparo de DNA por meio da via de reparo de
cadeia dupla (DSB). Polimorfismos no gene XRCC1 ja foram descritos em varios tipos
de canceres e em neoplasias mieloides (AKTUGLU et al., 2014; BSNESCU et al.,
2014; EL-DIN et al., 2012; JOSEPH et al., 2005). Joshi et al., 2015 analisaram a
prevaléncia de mutagdes neste gene em SMD e observaram uma relagéo entre a
presenca de mutacdes no gene XRCC1 e formas avancadas de SMD (SMD com
excesso de blastos I, OMS 2016), corroborando a utilizacdo destes polimorfismos
como possiveis marcadores prognosticos nesta doenca (JOSHI et al., 2015).

Outro gene envolvido no reparo do DNA € o APEX1 por via da excisdo de bases
(BER). Mutacdes no mesmo ja& foram relatadas em neoplasias do trato biliar e
colorretal (KIM MH et al., 2013). Recentemente, Aktuglu e colaboradores descreveram

polimorfismos neste gene em pacientes com SMD na Turquia (AKTUGLU et al., 2014).
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Tabela 3. Muta¢gBes mais comuns em SMD e SMD/SMP. (Adaptado de CAZZOLA et al., 2013).

Via Biolégica Frequéncia Tempo de Relacédo entre o gene mutado e Relevancia prognéstica do gene
e Gene (%)* aquisicdo da  fenétipo clinico mutado
mutacao**
RNA splicing
SF3B1 15-30% Mutagao Associada a presenca de Associada com elevada sobrevida
Inicial sideroblastos em anel (SMD SA, SMD  global e baixo risco de progressao para
SA e trombocitose) leucemia
SRSF2 10-20% Mutacéo Associada com SMD com displasia Associada com baixa sobrevida global
Inicial multilinhagem e SMD com excesso de e alto risco de progressdo para
blastos, co-mutada com TET2 na leucemia
LMMC
U2AF1 <10% Mutagao Associada com SMD com displasia Associada com alto risco de
Inicial multilinhagem e SMD com excesso de  progressao para leucemia
blastos
ZRSR2 <10% Mutacgao Nao definido Nao definido
Inicial
Metilagdo de
DNA
TET2 20-30% Mutacéo Encontrada em todos os subtipos de Sem impacto na sobrevida global,
Inicial SMD, frequéncia elevada (50-60%) em pode predizer resposta aos agentes
LMMC hipometilantes
DNMT3A ~10% Mutacéo Encontrada em todos os subtipos de Associada a  evolugdo  clinica
Inicial SMD, co-mutada com SF3B1 na SMD  desfavoravel. Efeito no prognéstico
com sideroblastos em anel desfavoravel é reduzido quando co-
mutada com SF3B1 em SMD com
sideroblastos em anel
IDH1/2 ~5% Mutagao Associada com SMD com displasia Associada a evolucdo clinica
Inicial multilinhagem e SMD com excesso de  desfavoravel
blastos
Modificacao
de Cromatina
ASXL1 15-20% Mutacéo Associada com SMD com displasia Associada a  evolugdo clinica
subclonal multilinhagem e SMD com excesso de  desfavoravel em todas as neoplasias
blastos, frequéncia elevada (40%) em mieléides (SMD, SMD/SMP, SMP)
LMMC
EZH2 ~5% Mutacéo Associada com SMD com displasia Associada a evolugdo clinica
subclonal multilinhagem e SMD com excesso de  desfavoravel em todas as neoplasias
blastos mieldides
Transcricéo
RUNX1 ~10% Mutacéo Associada com SMD com displasia Associada a evolugdo clinica
subclonal multilinhagem e SMD com excesso de  desfavoravel
blastos
BCOR <5% Mutagao Associada com SMD com displasia Associada a evolucdo clinica
subclonal multilinhagem e SMD com excesso de  desfavoravel
blastos
Reparo DNA
TP53 ~5% Mutagao Associada com doenca avangcada e Associada com baixa sobrevida global
subclonal cariétipo complexo, mutado em 20% e alto risco de progressdo para

dos pacientes com SMD del(5q)

leucemia, prediz baixa resposta a
lenalidomida quando em SMD del(5q)

* Proporgéo aproximada de pacientes com SMD e mutagdes somaticas em estudos publicados até o presente momento.
** Baseado na frequéncia de alelos mutados.

1.1.11 Tratamento

O tratamento de SMD é um desafio para os hematologistas visto que a maioria

dos pacientes sao idosos e com multiplas co-morbidades que interferem na escolha

da terapia adequada. Como esta doencga tem um espectro de apresentagdo clinica
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muito amplo, o tratamento atualmente é direcionado de acordo com 0s grupos de risco
classificados pelo IPSS (GREENBERG et al., 1997).

Pacientes classificados como baixo risco e assintomaticos podem ser seguidos
e apenas observados, sem tratamento especifico. Os pacientes com citopenias
sintomaticas podem ser tratados com fatores de crescimento como eritropoetina e
fatores de crescimentos de granuldcitos. Pacientes com del(5q) apresentam boa
resposta a lenalidomida e, por outro lado, aqueles com medula 6ssea hipocelular
podem apresentar resposta com terapias imunossupressoras como timoglobulina e
ciclosporina (MALCOVATI et al., 2013).

Pacientes classificados como riscos intermediarios 1 e 2, sintomaticos e aptos
para terapia com transplante de células tronco hematopoiéticas alogénico deverdo ser
considerados para tal tratamento. O uso de hipometilantes (azacitidina ou decitabina)
podera ser considerado como terapia ponte antes do transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH). Pacientes com citopenias assintomaticas no risco
intermediario 1 podem ser permanecer sem terapia especifica. Aqueles ndo aptos
para TCTH (Unica terapia curativa na atualidade para SMD) serdo encaminhados para
terapia de suporte paliativo com suporte transfusional regular e quelacdo de ferro.
Pacientes com IPSS alto risco deverdo ser encaminhados para TCTH e terapia

hipometilante como ponte para tal tratamento (MALCOVATI et al., 2013).

1.1.12 Perspectivas Futuras

A biologia molecular ndo exclui ou diminui a importancia da analise morfolégica
e citogenética no diagnéstico desafiador de Sindrome Mielodisplasica, mas sim
adiciona dados auxiliares para melhor estratificacdo dos pacientes e sua terapéutica.
No futuro, provavelmente o escore de risco IPSS-mol (CAZZOLA et al., 2013) sera
uma ferramenta para aperfeicoar a classificacdo de risco destes pacientes e otimizar
seu tratamento. Mutacdes sdo alvo de estudo para terapias alvo em varios tipos de
neoplasias e em SMD nao seria diferente. O conhecimento das bases moleculares
destas doencas contribuira para o desenvolvimento de drogas alvo especificas,
menos toxicas e mais eficazes para o perfil de pacientes com SMD, em sua maioria
idosos com mudltiplas co-morbidades e sem performance status para terapia curativa
com TCTH.
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1.2 CITOPENIA IDIOPATICA DE SIGNIFICADO INDETERMINADO (IDIOPATHIC
CYTOPENIA OF UNDETERMINED SIGNIFICANCE - ICUS)

A denominacéo citopenia de significado indeterminado (ICUS) refere-se ao
grupo de pacientes com uma ou mais citopenia detectada em andlise de sangue
periférico e sem critérios para diagndstico de Sindrome Mielodisplasica. Pacientes
com ICUS, portanto ndo possuem displasia nha medula 6ssea e nao apresentam
evidéncias de clonalidade. Conceitualmente, ICUS ndo possui alteracdo em andlise
citogenética ou mutacdes somaticas. (BAIN, 2006; MUFTI et al., 2007). Esta definicdo
ainda nao esta presente na classificagdo da OMS 2016 (ARBER et al., 2016).

Os niveis de citopenia para diagnéstico de ICUS sdo hemoglobina menor que
11g/dL, contagem de neutréfilos menor que 1500/uL e plaquetas menor que 100
000/uL (MUFTI et al., 2007). A exclusédo de causas comuns de citopenias deve ser
realizada com presteza para confirmacdo de ICUS. A avaliacdo de caréncias
politvitaminicas com dosagens de vitamina B12, ferro sérico e acido folico devem ser
pesquisadas. Outras causas como toxicidade medicamentosa, infec¢des virais (HIV,
hepatites B e C), doencas autoimunes, disfungcbes renais e hepéticas e
hiperesplenismo sdo exemplos de diagnosticos diferenciais de citopenias e que
deverdo ser avaliados e excluidos para o diagnéstico final de citopenia de significado
indeterminado (JAIN et al., 2017).

Pacientes com ICUS séo geralmente mais jovens quando comparados aos
pacientes com diagndstico de Sindrome Mielodisplasica (SMD) e a(s) citopenia(s) sdo
leves e ndo acarretam sintomas clinicos.

Até o presente momento ndo ha dados em literatura que confirmem a evolucéo
de ICUS para SMD ou outras neoplasias mieldides como Leucemia Miel6ide Aguda
(JAIN et al., 2017). Estudos prospectivos sdo necessarios para o seguimento destes
pacientes e analise de sua possivel relacdo com evolucao para SMD no futuro.

A grande utilizacédo de ferramentas de biologia molecular com sequenciamento
genético em larga escala na ultima década conseguiu detectar alteragbes somaticas
em parte dos pacientes supracitados com diagndéstico prévio de ICUS. Como
definicdo, ICUS n&o apresenta evidéncia de clonalidade, logo este grupo de pacientes
foi classificado em uma nova categoria denominada Citopenia Clonal de Significado
Indeterminado (Clonal Cytopenia of undetermined significance - CCUS), JAIN et al.,
2017.
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1.3 CITOPENIA CLONAL DE SIGNIFICADO INDETERMINADO (CLONAL
CYTOPENIA OF UNDETERMINED SIGNIFICANCE - CCUS)

CCUS é o termo utilizado para denominar pacientes com citopenias idiopaticas
com evidéncia de clonalidade e que ndo preenchem critérios da OMS para neoplasias
hematoldgicas (Tabela 4). Os genes mutados sao semelhantes aqueles encontrados
em SMD, mas com frequéncias diferentes entre os genes. Os principais genes
mutados sdo TET2, DNMT3A, SF3B1, ASXL1 e TP53 (JAIN et al., 2017).

Tabela 4. Critérios diagnésticos — Citopenia Clonal de Significado Indeterminado. (Adaptado de KWOK
et al., 2015).

Achados em Sangue Periférico Achados em Medula Ossea AlteragOes Genéticas

1 ou mais das seguintes: Nenhum dos seguintes: 1 ou mais das seguintes:

Hemoglobina < 11 g/dL = 10% de displasia nas séries eritrocitaria, Anormalidade cromossdmica nao
granulocitica ou plaquetéria relacionada a neoplasia hematolégica

Neutrdéfilos < 1500/pL = 5% de mieloblastos Presenca de mutacdo somatica com

frequéncia de variacdo alélica = 2%
em um gene relacionado a neoplasia
hematolégica no sangue periférico ou
medula 6ssea

Plaguetas < 100 000/pL Anormalidade cromossdmica especifica

de SMD/LMA
Critério adicional: nenhuma outra causa
provavel para as citopenias ou evidéncia

de outras doengas hematoldgicas.

KWOK et al., 2015 conduziram estudo prospectivo com pacientes com
citopenias e suspeita de SMD, nos quais foram avaliados a frequéncia e o tipo de
mutacBes presentes. Um grupo de 144 pacientes foram avaliados e ap0s avaliacéo
medular o grupo foi categorizado em pacientes com diagnostico de SMD (17%), ICUS
e alguma displasia (15%) e ICUS sem displasia (69%). Vinte e dois genes
frequentemente mutados em SMD foram pesquisados com extracdo de DNA de
sangue de medula O6ssea. Mutacbes somaticas foram detectadas em 71% dos
pacientes com diagnostico de SMD, 62% no grupo ICUS e alguma displasia e 20% no
grupo ICUS sem displasia (Figura 10). No geral 35% dos casos com citopenias
idiopaticas portavam mutacbes somaticas semelhantes ao perfil de mutacdes
presentes sem SMD. CCUS foi mais comum que SMD e apresentou frequéncia de
variancia alélica e contagens hematimétricas comparaveis a SMD (KWOK et al.,
2015).
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Figura 10. Frequéncia de mutacdes nos genes listados em coorte de pacientes com SMD e CCUS com
presenca ou ndo de displasia. (Adaptado de KWOK et al., 2015).

A historia natural destes pacientes € desconhecida até o momento em
consequéncia da falta de estudos prospectivos, mas acredita-se que haja um risco
aumentado de evolucdo para SMD e outras neoplasias mieldides. Ndo ha uma
recomendacdo clara de seguimento destes pacientes. O acompanhamento
dependera dos graus das citopenias e sintomas relacionados as mesmas e também
do tipo de mutacdes presentes. Recomenda-se avaliagao trimestral ou mensal caso o

paciente apresente mutacdo de alto risco ou citopenia grave (KWOK et al., 2015).

1.4 HEMATOPOESE CLONAL DE POTENCIAL INDETERMINADO (CLONAL
HEMATOPOIESIS OF INDETERMINATE POTENTIAL - CHIP)

Hematopoese clonal de potencial indeterminado (CHIP) refere-se aos pacientes
sem diagnéstico de neoplasias hematoldgicas ou outras doencas clonais, contudo
possuem mutacdes somaticas em genes previamente descritas em neoplasias
hematolégicas. Estes pacientes sdo saudaveis e ndo apresentam citopenias em
sangue periférico (STEENSMA et al., 2015).

A hematopoese clonal foi demonstrada pela primeira vez em estudos com
inativagdo do cromossomo X em 25% de mulheres com mais de 65 anos (BUSQUE
et al., 1996; CHAMPION et al., 1997). Com o uso de ferramentas de sequenciamento

gendmico, a quantidade de estudos na area de hematopoese clonal relacionada a
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idade aumentou e, em 2014, dois grandes estudos detectaram mutac6es somaticas
em genes relacionados a neoplasias hematologicas em pessoas saudaveis (JAISWAL
et al., 2014; GENOVESE et al., 2014).

JAISWAL et al. identificaram 805 mutaces somaticas em 73 genes em 17.182
pessoas saudaveis. A maior parte das mutacdes ocorreram em genes frequentemente
mutados em sindrome mielodisplasica e leucemia mieldide aguda. Os genes mutados
mais prevalentes em ordem de frequéncia foram DNMT3A, TET2 e ASXL1. Outros
genes mutados foram TP53, JAK2 e SF3B1. A presenca de mutacdes somaticas foi
associada com aumento do risco de neoplasias hematoldgicas, mortalidade no geral
e doencas cardiovasculares.

GENOVESE et al. detectaram hematopoese clonal em 10% de pessoas com
mais de 65 anos e 1% nas pessoas com menos de 50 anos. Os genes mais
frequentemente mutados foram DNMT3A, ASXL1 e TET2. Assim como no trabalho
supracitado, hematopoese clonal foi associada ao aumento de risco de neoplasia
hematolégica e eventos adversos cardiovasculares como acidente vascular cerebral
e infarto agudo do miocéardio.

Os principais genes mutados na CHIP estdo representados na figura 11. Os
principais genes mutados, assim como no CCUS, sdo o DNMT3A, TET2 e ASXL1
(reguladores de processos da epigenética). Estes genes também se encontram, com

frequéncias diferentes, mutados na SMD como descreveremos em item subsequente.
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Figura 11. Frequéncia de genes mutados na CHIP. Os nimeros seguidos dos genes representam a
frequéncia em porcentagem. (Adaptado de HEUSER et al., 2016).
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Individuos com diagnéstico de CHIP possuem um risco aumentado de

progressdo para neoplasias hematolégicas como Sindrome Mielodispléasica e

Leucemia Mieldide Aguda quando comparados a individuos sem mutacdes somaticas.

Assim como na gamopatia monoclonal de significado indeterminado, a taxa de

progressdo de CHIP para neoplasias hematologicas € de 0,5-1% ao ano. Essa

progressao parece estar relacionada com a aquisicdo de novas mutagdes ao longo

dos anos e com a expanséao do clone mutado na medula éssea (STEENSMA et al.,

2015) Figura 12.
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Figura 12. Modelo de expanséo e evolugdo clonal de hematopoese normal para Hematopoese Clonal
de Potencial Indeterminado, Sindrome Mielodisplasica e Leucemia Miel6ide Aguda. (Adaptado de

STEENSMA et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

O objetivo deste estudo € avaliar o perfil de mutacdes nos genes SF3B1, TET2,
U2AF1, IDH1/2, TP53, OGG1, XRCC1 e APEX1 em uma amostra de pacientes da
cidade de Salvador, com diagnésticos de citopenias, SMD, SMD/SMP e LMA
secundéaria. A avaliagcdo deste perfil de mutacdes na populacdo descrita tem
importancia diante de grandes diferencas étnicas entre a populacdo brasileira, e, em
especial da cidade de Salvador, e as popula¢cdes norte-americanas e europeias, com
as quais a imensa maioria dos estudos foram conduzidos.

O estudo de mutacdes somaticas em pacientes com citopenia idiopatica de
significado indeterminado e o consequente, diagndstico de citopenia clonal de
significado indeterminado, abre caminho para o melhor entendimento da expanséo e
evolucédo clonal como base da patogénese das neoplasias mielbides.

O aprofundamento do conhecimento no campo da biologia molecular em SMD
e outras neoplasias mieloides é cada vez mais importante diante de evidéncias
crescentes da importancia das alteracbes moleculares no diagnostico, progndstico e
identificacdo de potenciais alvos terapéuticos.

A incidéncia de hematopoese clonal, SMD e outras neoplasias mieldides
aumenta com o envelhecimento populacional com bases em dados epidemiol6gicos
dos Estados Unidos da América e o continente europeu. No Brasil, a piramide
demografica cada vez mais se assemelha com paises desenvolvidos e 0 aumento da
frequéncia de doencas relacionadas a idade avancada certamente aumentara, dentre
elas SMD. O estudo do perfil de mutacbes em nossa populacdo podera auxiliar o

manejo clinico destes pacientes no futuro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia de muta¢des em pacientes com diagndésticos de Citopenia

Idiopatica de Significado Indeterminado, Sindrome Mielodisplasica e neoplasias

mieldides relacionadas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a prevaléncia das mutacdes nos seguintes genes: SF3B1,
TET2, U2AF1, IDH1/2, TP53, OGG1, XRCC1 e APEX1 em pacientes
com diagnéstico de Citopenia Idiopética de Significado Indeterminado,
Sindrome Mielodisplasica (SMD), Leucemia Mieldide Aguda secundéria
(LMAs) e Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa
(SMD/SMP).

Avaliar a frequéncia de Citopenia Clonal de Significado indeterminado
na amostra analisada e o perfil de mutagdes neste grupo.

Avaliar a associacao entre a presenca de mutacdes e dados clinicos dos
pacientes: idade, género, citogenética, porcentagem de blastos na
medula 6ssea e tipo de citopenia em sangue periférico.



43

4 METODOLOGIA

41 DESENHO GERAL DO ESTUDO

Os sujeitos do estudo sdo pacientes com diagnostico citopenia idiopatica de

significado indeterminado, Sindrome Mielodisplasica (SMD), Leucemia Miel6ide

Aguda secundaria e Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa

(SMD/SMP). Estes pacientes foram avaliados no Hospital Sdo Rafael, no STS —

Banco de Sangue, Hematologia Clinica e Laboratdrio e centros de Hematologia

colaboradores. Todos os participantes foram informados dos objetivos da pesquisa

e concordaram em participar assinando o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido aplicado antes da coleta de amostra.

4.2 SUJEITOS E METODOS

Especificagdo do tipo de estudo: observacional, do tipo corte

transversal.

Critérios para suspensao ou encerramento da pesquisa: nao se

aplica.

Local da Pesquisa: Hospital Sdo Rafael, STS — Banco de Sangue,
Hematologia Clinica e Laboratério e servicos de Hematologia
colaboradores (entrevista, aplicacdo do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido e coleta de amostras); Laboratorio de Investigacdo em
Genética e Hematologia Translacional (LIGHT)/IGM - Fiocruz

(processamento das amostras e analise dos resultados).

Critérios de incluséo: pacientes com diagnostico ou suspeita de SMD
(citopenia de etiologia em investigacdo), SMD/SMP e LMAs que ainda
nao tenham iniciado terapia quimioterapica ou outras terapias como uso
de fatores estimuladores de crescimento de séries hematopoiéticas

como filgrastrima e eritropoietina.
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Critérios de exclusé@o: pacientes em andamento de quaisquer terapias

especificas.

Tamanho amostral: foram analisados 47 pacientes com suspeita de
SMD (pacientes com citopenias) e individuos com diagndésticos de SMD,
SMD/SMP e LMAs.

v 18 pacientes com diagndstico de SMD.

v’ 22 pacientes com diagnéstico de citopenia idiopatica de
significado indeterminado.

v' 5 pacientes com diagnéstico de SMD/SMP.

v' 2 pacientes com diagnéstico de LMA secundaria.

Selecdo de amostras: as amostras selecionadas para analise
correspondem a pacientes avaliados pelo especialista hematologista
que indicou o exame de estudo medular para investigacdo de uma
determinada citopenia ou citopenias ou ainda pacientes com diagndstico
prévio de SMD em reavaliacdo medular e em tratamento expectante.
Todos os pacientes realizaram adequada avaliagdo de mielograma no
centro de referéncia orientado pelo médico hematologista assistente do
caso. Nove pacientes foram excluidos da analise por diagndstico de

outras patologias durante investigacao de citopenias:
v 1 paciente com diagnéstico de mieloma mudltiplo.

v' 1 paciente com diagnéstico de Macroglobulinemia de

Waldestrom.
v' 2 pacientes com diagnostico de hepatite C.

v 1 paciente com diagnéstico de anemia de doenca crbnica

associada a disfuncao renal crénica.
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v' 1 paciente com diagnéstico de infiltracdo medular por neoplasia

sélida de mama.

v' 1 paciente com diagnéstico de Linfoma ndao Hodgkin Difuso de

Grandes Células B em progresséao de doenca.
v 1 paciente com diagndstico de Aplasia Pura de Série Vermelha.

4.3 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Amostras de aspirado de medula 6ssea foram coletadas apés aplicacéo de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras foram coletadas
em regime ambulatorial ou hospital-dia (sob sedacdo anestésica) no Hospital Sao
Rafael, STS — Banco de Sangue, Hematologia Clinica e Laboratério e servicos de
Hematologia colaboradores seguindo normas de execuc¢ao do procedimento destas
instituicdes. As amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas para
0 LIGHT para extracdo de DNA e posterior analise das mutacoes.

4.4 SELECAO DE GENES E SNPS

Os nove genes foram selecionados utilizando-se como critério principal a
relacdo com neoplasias mieloides definidas na literatura. Critérios complementares
utilizados foram a evidéncia prévia de implicacdo em progndstico independente do
IPSS-R (SF3B1) e a avaliacdo de genes envolvidos em diferentes processos da
sintese de DNA e com alteracBes epigenéticas. Foram selecionados genes que
codificam proteinas formadoras do complexo de spliceossomo (SF3B1 e U2AF1),
genes envolvidos na metilacdo (TET2 e IDH1/2) e reparo DNA (TP53, OGG1, XRCC1
e APEX1).

De cada gene, foram amplificados por PCR, os fragmentos que continham as
principais mutacbes para as quais havia descricdo prévia de relacdo com o
desenvolvimento de cancer, com base em banco de dados genémicos como o dbSNP
(ncbi.nlm.nih.gov/dbsnp) e com base em citacdes em literatura. Foram amplificados
quatro fragmentos para o gene SF3B1, doze fragmentos para o gene TET2, quatro

fragmentos para o gene U2AF1, quatro fragmentos para o gene IDH1, dois fragmentos
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para o gene IDH2, oito fragmentos para o gene TP53 e dois fragmentos para cada um
dos seguintes genes, XRCC1, OGG1 e APEX1 (Tabela 1, anexo).

4.5 EXTRACAO DNA

O DNA foi extraido das amostras de aspirados de medula 6ssea coletadas
em tubo de EDTA com o kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) baseado no
método de extracdo em coluna conforme descrito previamente por BARTLETT et
al.,, 2003. Apos a extracdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria
(NanoDrop, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conforme orientacdes no protocolo do

fabricante.

4.6 PADRONIZACAO DE PRIMERS E PCR

Os primers foram desenhados com auxilio da ferramenta Primer Quest Tool
(IDT DNA Technologies), em regides adjacentes as mutacfes de interesse. A
posicéo exata das mutacdes baseou-se na literatura e na confirmagéo da posicao e
da nomenclatura das SNPs segundo o dbSNP (ncbi.nlm.nih.gov/dbsnp) e o
mapeamento com a ferramenta Blat (www.genome.ucsc.edu/blat). As reacdes de
PCR foram otimizadas testando-se as temperaturas de anelamento proximas a
temperatura de melting determinada para cada primer, com a ferramenta Tm
Calculator (Thermo Fischer Scientific). As reacfes foram consideradas
padronizadas quando um produto Unico, de tamanho correspondente ao esperado
era encontrado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com SYBR Safe.
O ciclo padrédo de amplificacdo constituiu-se de um hold de 5 minutos a 94°C,
seguido de 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos na temperatura de
anelamento otimizada e 1 minuto de extensdo a 72°C e um hold final de 72°C por 5
minutos. Todas as reacdes foram feitas em equipamento termociclador Veriti™

Applied Biosystems.

4.7 SEQUENCIAMENTO E ANALISE

Os fragmentos obtidos por PCR foram purificados com o kit QIAquick PCR

Purification, diluidos a 20ng/uL e utilizados em rea¢gfes de sequenciamento com um
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dos primers e reagente Big Dye Terminator v3.1 de acordo com a padronizacdo da
Plataforma Genomica de Sequenciamento de DNA do Instituto Gongalo Moniz. As
sequéncias foram analisadas em software Finch TV v.1.5.0 (Geospiza Inc.) ou
Sequence Analyzer (Thermo Scientific). Quando necessario, foram realizados
alinhamentos com a ferramenta MUSCLE (Multiple Sequence Alignment tool,

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). A figura 13 exemplifica sequenciamento

realizado neste estudo.
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Figura 13. Exemplo de mutacdo K700E detectada no gene SF3B1 em um caso da populacdo
estudada.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos e laboratoriais foram inseridos em planilhas, e apresentados
de forma descritiva, como mediana (salvo se destacado o contrario), desvio-padréo
(DP), valores minimos e maximos, e de forma grafica. Os dados foram analisados com
o software IBM SPSS Data Analysis and Statistical Software, versdo 21.0. O teste
Exato de Fisher foi utilizado para analise e associa¢do das variaveis categéricas. O

valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
49 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi conduzido de acordo com a declaragao de Helsinki.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Sao Rafael, Monte Tabor Bahia, processo:
48209115.0.0000.0048) foi aplicado para cada participante voluntario do estudo,
segundo determinacdes da resolucdo CNS 466/12. Todos os dados foram
codificados de modo a preservar a privacidade dos sujeitos, durante todo o

andamento do estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULAQAO DO ESTUDO
5.1.1 Perfil epidemiolégico da populacdo

Foram analisados um total de 47 pacientes, 22 (46,8%) pacientes com
citopenias, 18 (38,3%) com diagndstico de SMD, 5 (10,6%) com SMD/SMP e dois
(4,3%) casos com LMA secundaria. Vinte (42,6%) homens e 27 (57,4%) mulheres com
idade variando de 22 a 84 anos. A mediana de idade no grupo total foi 65 anos
(amplitude: 62 anos; minimo: 22 anos; maximo: 84 anos; p25: 48 anos; p75: 75 anos).
Frequéncia por faixa etaria: 6 casos (12,8%) com idade entre 18 e menores que 40
anos, 14 casos (29,8%) 40 a 60 anos e 27 casos (57,4%) com idade superior a 60
anos.

O grupo citopenias com 22 pacientes é composto por 8 (36,4%) homens e 14
(63,6%) mulheres com mediana de idade de 56 anos (amplitude: 52 anos; minimo: 29
anos; maximo: 81 anos; p25: 44,5 anos; p75: 73,25 anos). Frequéncia de faixas etérias
neste grupo, 4 (18,2%) casos com idade entre 18 e menores que 40 anos, 10 (45,5%)
casos com idade entre 40 e 60 anos e 8 (36,4%) casos com idade superior a 60 anos.

O grupo SMD possui 18 pacientes, 10 (55,6%) homens e 8 (44,4%) mulheres
com idade variando de 23 a 84 anos, mediana de idade de 65 anos (amplitude: 61
anos; minimo: 23 anos; maximo: 84 anos; p25: 52 anos; p75: 74,75 anos). Frequéncia
de faixas etarias neste grupo, um (5,6%) casos com idade entre 18 e menores que 40
anos, 4 (22,2%) casos com idade entre 40 e 60 anos e 13 (72,2%) casos com idade
superior a 60 anos.

O grupo SMD/SMP possui 5 pacientes, um (20,0%) homem e quatro (80,0%)
mulheres. Todos o0s casos com idade superior a 60 anos, mediana de idade de 82
anos (amplitude: 7 anos; minimo: 76 anos; maximo: 83 anos; p25: 77,5 anos; p75: 83
anos). O grupo LMA secundaria é composto por dois casos, um homem de 66 anos e
uma mulher com 22 anos (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas Epidemiolégicas da populagéo

Caracteristicas Grupo Citopenias Grupo SMD Grupo SMD/SMP Grupo LMAs
(n=22) (n=18) (n=5) (n=2)

Sexo masculino 8 (36,4%) 10 (55,6%) 1 (20,0%) 1 (50%)

Sexo feminino 14 (63,6%) 8 (44,4%) 4 (80,0%) 1 (50%)

Idade (anos) 56 (29-81) 65 (23-84) 82 (76-83) 44 (22-66)

Mediana

Minimo e maximo

SMD: Sindrome Mielodisplasica, SMD/SMP: Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa, LMAs: Leucemia

Mielbide Aguda Secundaria.

5.1.2 Caracteristicas Laboratoriais: hemograma, porcentagem de blastos na
medula 6éssea e citogenética

O perfil de citopenias no total de casos foi avaliado e anemia foi a citopenia
mais frequentemente observada, 12 (25,5%) casos, neutropenia: n=4 (8,5%),
plaquetopenia: n=4 (8,5%), anemia e neutropenia: n=4 (8,5%), anemia e
plaguetopenia: n=10 (21,3%), anemia, neutropenia e plaquetopenia: n=3 (6,4%),
neutropenia e plaquetopenia: n=3 (6,4%). A maior parte dos pacientes apresentaram
citopenia unilinhagem, n=20 (42,6%), conforme descrito anteriormente, a anemia foi a
citopenia mais observada. Dezessete (36,2%) casos apresentaram bicitopenia ou
citopenia bilinhagem, a combinacdo mais comum foi anemia e plaquetopenia; trés
(6,4%) pacientes apresentaram pancitopenia. Sete (14,9%) casos ndo foram

avaliados por falta de material (Figura 14).
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Figura 14. Tipos de citopenias e linhagem acometida no total de pacientes (n=47).

Quanto aos niveis de hemoglobina, contagens neutrofilica e plaquetaria, n=20
(42,6%) possuiam niveis de hemoglobina (Hb) maior ou igual a 10,0g/dL, n=12
(25,5%): Hb entre 8,0g/dL e menor que 10,0g/dL e n=8 (17,0%): Hb menor que
8,0g/dL. Vinte e quatro (51,1%) pacientes apresentavam neutréfilos maior ou igual a
800/uL e quinze (31,9%) casos, neutréfilos menores que 800/uL. Vinte e sete (57,4%)
casos tinham plaquetas maiores ou igual a 100.000/uL, n=9 (19,1%) plaquetas entre
50.000/uL e 100.000/uL e 4 (8,5%) casos com contagem plaquetaria menor que
50.000/uL. A porcentagem de blastos na medula 6ssea foi avaliada, n=26 (55,3%):
menos de 2% de blastos na medula 6ssea, n=10 (21,3%): 2 a <5% de blastos, n=2
(4,3%): 5 a 10% de blastos e n=3 (6,4%): mais de 10% de blastos.

A frequéncia de citogenética alterada foi analisada no total de pacientes e em
cada subgrupo diagndéstico como serd exposto posteriormente. No total de 47
pacientes, apenas sete (14,9%) casos apresentaram caridtipo com alguma alteracédo
cromossObmica, n=26 (55,3%) pacientes apresentaram cariétipo normal e n=14
(29,8%) pacientes néo tiveram citogenética analisada por falta de material ou exame
com resultado inconclusivo. Frequéncia de resultados citogenéticos conforme
classificagdo IPSSR, n=1 (2,1%): muito bom; n=29 (61,7%): bom; n=1 (2,1%):
intermediario; n=2 (4,3%): muito pobre; n=7 (14,9%): sem material; n=7 (14,9%):
resultado inconclusivo e nenhum paciente com resultado citogenético classificado

como pobre segundo critérios IPSSR.
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No grupo de citopenias, a anemia foi o tipo de citopenia mais frequentemente
observada, com 5 casos (22,7%). A neutropenia apresentou-se em 4 casos (18,2%);
a plaguetopenia em 3 casos (13,6%); anemia e neutropenia em 1 caso (4,5%); anemia
e plaguetopenia, em 4 casos (18,2%); e finalmente, neutropenia e plaquetopenia em
dois casos (9,1%). A maior parte dos pacientes apresentou citopenia unilinhagem,
(n=12, 54,5%), conforme descrito anteriormente, sendo anemia a citopenia mais
observada. Sete (31,8%) casos apresentaram bicitopenia ou citopenia bilinhagem,
sendo a combinacdo mais comum anemia e plaquetopenia. Em nenhum caso neste
grupo foi observado pancitopenia. Trés (13,6%) casos nao foram avaliados por falta
de material (Figura 15).
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Figura 15. Tipos de citopenias e linhagem acometida no grupo citopenias (n=22).

Os niveis de hemoglobina, contagens neutrofilica e plaguetaria também foram
analisados em cada subgrupo diagnéstico, conforme resumido na tabela 6. No grupo
de citopenia houve um total de 22 pacientes, n=14 (63,6%), que possuiam niveis de
hemoglobina (Hb) maior ou igual a 10,0g/dL, n=4 (18,2%): Hb entre 8,0g/dL e menor
gue 10,0g/dL e n=1 (4,5%): Hb menor que 8,0g/dL. Onze (50,0%) pacientes
apresentavam neutrofilos maior ou igual a 800/uL e oito (36,4%) casos, neutréfilos
menores que 800/uL. Doze (54,5%) casos tinham plaquetas maiores ou igual a
100.000/uL, n=4 (18,2%) plaquetas entre 50.000/uL e 100.000/uL e 3 (13,6%) casos

com contagem plaquetaria menor que 50.000/uL. Trés (13,6%) pacientes nao tiveram
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hemogramas avaliados. A porcentagem de blastos na medula éssea foi avaliada, n=13
(59,1%): menos de 2% de blastos na medula éssea e n=5 (22,7%): 2 a <5% de blastos.
Quatro (18,2%) pacientes ndo foram avaliados (Tabela 6).

A frequéncia de citogenética alterada no grupo citopenias pacientes foi de
apenas um (4,5%) caso. Quinze (68,2%) pacientes apresentaram cariotipo normal e
n=6 (27,3%) pacientes ndo tiveram citogenética analisada por falta de material ou
exame com resultado inconclusivo. Frequéncia de resultados citogenéticos conforme
classificacdo IPSSR, n=16 (72,7%): bom; n=3 (13,6%): sem material; n=3 (13,6%):
resultado inconclusivo.

O perfil de citopenias no grupo de pacientes com diagnéstico de SMD (n=18)
foi avaliado e anemia, assim como no grupo citopenia, foi a citopenia mais
frequentemente observada, 4 (22,2%) casos, plaquetopenia: n=1 (5,6%), anemia e
neutropenia: n=3 (16,7%), anemia e plaquetopenia: n=3 (16,7%), anemia, neutropenia
e plaquetopenia: n= 3 (16,7%), neutropenia e plaquetopenia: n=1 (5,6%). A maior
parte dos pacientes apresentou citopenia em duas linhagens celulares (bicitopenia),
n=7 (38,9%), n=5 (27,8%) casos com citopenia unilinhagem e trés (16,7%) casos com
pancitopenia. Os trés e Unicos casos a apresentar pancitopenia foram observados no
grupo de pacientes com diagnéstico de SMD. Trés (16,7%) casos nao foram avaliados

por falta de material (Figura 16).
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=
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T
unilinhagem bilinhagem triinhagem

Numero de linhagens celulares acometidas

Figura 16. Tipos de citopenias e linhagem acometida no grupo SMD (n=18).
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Os niveis de hemoglobina, contagens neutrofilica e plaquetaria também foram
analisados em cada subgrupo diagnéstico. No grupo SMD com um total de 18
pacientes, n=6 (33,3%) possuiam niveis de hemoglobina (Hb) maior ou igual a
10,0g/dL, n=5 (27,8%): Hb entre 8,0g/dL e menor que 10,0g/dL e n=4 (22,2%): Hb
menor que 8,0g/dL. Oito (44,4%) pacientes apresentavam neutréfilos maior ou igual a
800/uL e sete (38,9%) casos, neutrofilos menores que 800/uL. Onze (61,1%) casos
tinham plaquetas maiores ou igual a 100.000/uL, n=3 (16,7%) plaquetas entre
50.000/uL e 100.000/uL e 1 (5,6%) casos com contagem plaguetaria menor que
50.000/uL. Trés (16,7%) pacientes nao tiveram hemogramas avaliados. A
porcentagem de blastos na medula 6ssea foi avaliada, n=11 (61,1%): menos de 2%
de blastos na medula 6ssea, n=4 (22,2%): 2 a <5% de blastos e n=2 (11,1%): entre 5
e 10% de blastos. (Tabela 6).

A frequéncia de citogenética alterada no grupo SMD foi de quatro (22,2%)
casos apresentaram cariotipo com alguma alteracdo cromossémica, n=8 (44,4%)
pacientes apresentaram cariétipo normal e n=6 (33,3%) pacientes ndo tiveram
citogenética analisada por falta de material ou exame com resultado inconclusivo.
Frequéncia de resultados citogenéticos conforme classificacdo IPSSR, n=1 (5,6%):
muito bom; n=9 (50,0%): bom; n=2 (11,1%): muito pobre; n=3 (16,7%): sem material;
n=3 (16,7%): resultado inconclusivo.

O perfil de citopenias no grupo de pacientes com diagnéstico de SMD/SMP
(n=5) também foi avaliado e bicitopenia (anemia e plaguetopenia) esteve presente em
3 (60%) casos e anemia em 2 (40,0%) casos (Figura 17). A maior parte dos pacientes,
n=3 (60,0%) apresentaram Hb < 8,0g/dL, os outros dois (40,0%) casos, Hb entre
8,0g/dL e menor que 10,0g/dL. Os cinco pacientes deste grupo tinham contagem
neutrofilica maior que 800/uL, trés pacientes (60,0%) casos tinham plaquetas maiores
ou igual a 100.000/uL e n=2 (40,0%) plaguetas entre 50.000/uL e 100.000/uL. A
porcentagem de blastos na medula dssea foi avaliada, n=2 (40,0%): menos de 2% de
blastos na medula 6ssea, n=1 (20,0%): 2 a <5% de blastos e n=2 (40,0%): >10% de
blastos (Tabela 6).
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Figura 17. Tipos de citopenias e linhagem acometida no grupo SMD/SMP (n=5).
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Tabela 6. Caracteristicas Laboratoriais da populagao
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Caracteristicas Total de casos (n=47) Grupo Citopenias (n=22) Grupo SMD Grupo SMD/SMP
(n=18) (n=5)
Hemoglobina (g/dL) 210g/dL 20 (42,6%) 14 (63,6%) 6 (33,3%) --
8 a <10g/dL 12 (25,5%) 4 (18,2%) 5 (27,8%) 2 (40,0%)
<8g/dL 8 (17,0%) 1 (4,5%) 4 (22,2%) 3 (60,0%)
Neutréfilos (uL) 2800/uL 24 (51,1%) 11 (50,0%) 8 (44,4%) 5 (100,0%)
<800/uL 15 (31,9%) 8 (36,4%) 7 (38,9%) --
Plaquetas (uL) >100.000/uL 27 (57,4%) 12 (54,5%) 11 (61,1%) 3 (60,0%)
50.000 a <100.000/uL 9 (19,1%) 4 (18,2%) 3 (16,7%) 2 (40,0%)
<50.000/pL 4 (8,5%) 3 (13,6%) 1 (5,6%) --
Blastos na medula 6ssea <2% 26 (55,3%) 13 (59,1%) 11 (61,1%) 2 (40,0%)
(%)
2 a<5% 10 (21,3%) 5 (22,7%) 4 (22,2%) 1 (20,0%)
5a 10% 2 (4,3%) — 2 (11,1%) —
>10% 3 (6,4%) - - 2 (40,0%)

* SMD: Sindrome Mielodisplasica, SMD/SMP: Sindrome Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa.

** O grupo Leucemia Mieldéide Aguda secundaria ndo foi representado nesta tabela.

*** Porcentagens supracitadas correspondem as frequéncias com incluséo de dados faltantes.
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5.1.3 Classificacdo de Risco (IPSS-R) no grupo SMD

A classificagédo de risco dos pacientes com diagndéstico de SMD foi avaliada
através do escore prognostico de risco, IPSS-R. Dos 18 casos analisados, 7 (38,9%)
ndo foram classificados pela auséncia do resultado de citogenética, seja por
resultados inconclusivos ou por falta de material para analise. Dos onze casos
analisados, cinco (37,8%) foram classificados como IPSS-R muito baixo, quatro
(22,2%): baixo e dois casos (11,1%): muito alto risco (Figura 18). Adicionalmente,
analisamos a associagao entre IPSS-R no grupo SMD com a presenca de pelo menos
um gene mutado, com a faixa etéria e o tipo de citopenia. Os pacientes com idade
superior a 60 anos foram classificados mais frequentemente como muito baixo risco
(p=0,01). Ndo observamos uma associacdo estatisticamente significante entre a
presenca de gene mutado e IPSS-R (p=0,588). A anemia foi a citopenia mais
frequentemente associada a IPSS-R muito baixo e baixo, contudo sem significancia
estatistica (p=0,247).

Frequéncia

T T T
Muita baixo Baixo Muito alto
IPSS-R

Figura 18. IPSS-R no grupo SMD (n=18).
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5.1.4 Frequéncia e perfil de genes mutados

A presenca de mutacdo em um dos nove genes estudados foi avaliada. Trinta
e quatro (72,3%) casos apresentaram mutagbes em um dos genes e co-mutacoes
estdo incluidas nesta andlise. Treze (27,7%) pacientes ndo apresentaram nenhuma
mutacdo. No grupo de citopenias, 15 (68,2%) dos casos apresentaram pelo menos
um gene mutado. No grupo SMD, 16 (88,9%) casos possuem pelo menos um gene
mutado. Em apenas dois (11,1%) casos nado foram encontrados genes mutados. No
pequeno grupo de pacientes com diagnostico de SMD/SMP, nés detectamos pelo
menos um gene mutado em trés (60,0%) casos. Nao encontramos genes mutados
nos dois pacientes com diagndstico de LMA secundaria. A frequéncia do niamero de
mutacdes também foi avaliada no grupo total de 47 pacientes. Cinco casos (10,6%)
apresentam mutacdo em um Unico gene, mas a maior parte da amostra apresentou
duas mutacdes, (n=14; 29,8%). Oito casos (17%) apresentaram 3 mutacdes e sete
casos (14,9%) apresentaram 4 mutacdes. A frequéncia do numero de mutacdes nos

grupos citopenias, SMD e SMD/SMP séo descritos na Figura 19.
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Figura 19. Frequéncia do nimero de genes mutados no total de casos (n=47), no grupo citopenias (n=22), no
grupo SMD (n=18) e grupo SMD/SMP (n=5). O grupo LMA secunddria (n=2) ndo apresentou mutag&o nos genes

estudados.
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A tabela 7 demonstra as frequéncias dos genes mutados na populacdo

estudada conforme especificada em legenda e o perfil de genes mutados nos

subgrupos de populages do estudo conforme diagndstico: grupo citopenias, grupo

SMD e grupo SMD/SMP. O grupo LMA secundaria ndo apresentou gene mutado

conforme descrito anteriormente. Detectamos a co-mutacdo, SF3B1 e U2AF1 em um

paciente no grupo SMD.




Tabela 7. Frequéncia e perfil de genes mutados
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Gene Total de casos Grupo Citopenias Grupo SMD Grupo SMD/SMP
Frequéncia de mutagao

(%)

SF3B1 6,7% 9,0% 5,5% --
U2AF1 31,2% 46,6% 20,0% --
TET2 28,1% 20,0% 33,3% 50,0%
IDH1 -- -- -- --
IDH2 6,2% 13,3% = =
TP53 9,4% 6,7% 13,3% --
XRCC1 47,0% 66,6% 62,5% -
0OGG1 29,4% 46,6% 12,5% 33,0%
APEX1 58,8% 53,3% 68,75% 33,0%

Obs.: SF3BL1 foi analisado em um total de 47 pacientes. TET2, U2AF1, IDH1/2 e TP53 foram analisados em 32 pacientes. XRCC1,
OGGL1 e APEX1 foram analisados em 34 pacientes. A diferenca no n de amostras nos grupos de genes citados deve-se a questdes
técnicas relacionados a baixo volume de material genético para analise.

5.2 ANALISES DAS MUTACOES

5.2.1 Associacdo da presenca e niumero de mutacdes e diagndéstico

A presenca ou auséncia de mutacéo no total de pacientes (n=47) foi associada

aos subgrupos de diagndésticos dos casos estudados e esta associacéao foi significante

(p<0,05). O grupo SMD apresentou 0 maior numero de casos (34,0%) com pelo menos

um gene mutado em relacao ao total de casos, seguido pelo grupo de citopenias com
31,9% e o grupo SMD/SMP com 6,4% (p=0,042) Figura 20. O numero de genes
mutados também foi avaliado e associado aos subgrupos de diagndsticos, contudo

nao houve associacdo estatisticamente significante (p=0,17). Figura 21.
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i Presenca de
20 mutagdo

M Mutagdo ausente
[ Mutacio presente

Frequéncia
B
[

=

Citopenia SMDISMP LMA secundaria

Sindrome
Miglodisplasica
Diagnésticos
Figura 20. Associacdo entre presenca de pelo menos um gene mutado e diagnéstico
(p=0,042)*.

*Teste Exato de Fisher.

i MNamero de

1o mutagies

W MutagEo ausente
— 1 mutagio

12 mutagties

3 mutages

5 14 mutagtes

Frequéncia

2

Citopenia SMD/SMP LMA secundaria
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DIAGNOSTICOS

Figura 21. Associagéo entre nimero de genes mutados e diagnéstico (p=0,17)*.
*Teste Exato de Fisher.

5.2.2 Associacdo da presenca de mutacdes e dados citogenéticos

A analise de presenca ou auséncia de pelo menos um gene mutado, associada

a citogenética alterada (pelo menos uma alteracdo cromossdémica) mostrou uma
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grande discrepancia entre o numero de casos com presenca de gene mutado, contudo
com cariotipo normal. Dentre os 47 casos avaliados, 34 casos apresentaram pelo

menos um gene mutado, e destes, 26 tinham cariotipo normal (p=0,319). Figura 22.

Presenga de
mutagio

M Mutagdo ausente
M Mutagdo presente

Frequéncia

Mormal Anormal Ausente; sem material ou
inconclusivo

Avaliagdo Citogenética

Figura 22. Associagdo entre presenca de genes mutados e citogenética (p=0,319)*.
*Teste Exato de Fisher.

5.2.3 Associacado da presenca de mutagcfes com sexo e idade

A presenca de pelo menos um gene mutado foi associada ao sexo e idade no
total de casos (n=47). Ndo houve associacdo estatisticamente significante entre a
presenca de mutacéo e o sexo dos pacientes (p=1,0). A associacdo entre a presenca
de gene mutado e idade foi estatisticamente significativa, a maior parte das mutagdes

(40,4%) foram observadas em pacientes com mais de 60 anos (p=0,021). Figura 23.
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Figura 23. Associagdo entre presenc¢a de genes mutados e sexo (p=1,0)* e idade (p=0,021)*.

*Teste Exato de Fisher.
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5.2.4 Associacédo da presenca de mutacdes e tipo e numero de citopenia

Presenga de
mutagio

M Mutagdo ausente
I Mutagdo presente

A presenca ou ndo de pelo menos um gene mutado foi associada as variaveis:

tipos de citopenia e niumero de linhagens celulares comprometidas. A citopenia com

maior nimero de mutacdes € anemia (17%) p=0,7. A associacao entre a presenca de

gene mutado e o numero de linhagens acometidas também néao foi estatisticamente

significativa. A presenca de pelo menos um gene mutado foi maior em unilinhagem e

igualmente em bilinhagem (27,7%) p=0,78. Figura 24.
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Figura 24. Associacdo entre presenca de genes mutados e tipo de citopenia (p=0,7)* e nUmeros de

linhagens celulares acometidas (p=0,78)*.
*Teste Exato de Fisher.
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5.2.5 Associacdo da presenca de mutacdes e niveis de hemoglobina (g/dL),
neutréfilos (uL), plaquetas (uUL) e porcentagem de blastos na medula 6ssea

Analisamos associacao entre a presenca ou auséncia de pelo menos um gene
mutado aos parametros do hemograma e porcentagem de blastos na medula 6éssea
no total de casos (n=47) e nos grupos citopenias (n=22) e SMD (n=18).

Em relacéo a associacéo entre presenca de gene mutado e niveis de hemoglobina no
total de casos, a maior parte dos casos (35%) com presenca de alguma mutacao foi
observada em associagdo com niveis de Hb maior ou igual a 10,0 g/dL seguido por
27,5% dos casos com niveis de Hb 8,0 a <10,0 g/dL (p=0,035). A contagem
neutrofilica maior que 800/uL foi mais associada com presenca de mutacéo, contudo
sem significancia estatistica (p=0,582). Assim como a associacdo com neutrofilos, a
associacdo com plaquetas e presenca de pelo menos um gene mutado n&do foi
estatisticamente significante; 47,5% dos casos com presenca de mutagcao
apresentaram contagens plaquetarias maior ou igual a 100.000/ pL (p=1,0). A
associacao entre presenca de mutacdo e porcentagem de blastos na medula 6ssea
foi estatisticamente significante, com 53,7% dos casos com gene mutado presentes
em associagdo com contagem de blastos menor que 2% na medula éssea (p=0,023).

Figura 25.
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Figura 25. Associacdo entre presenca de genes mutados e Hb (p=0,035)*, neutrdfilos (p=0,582)%,
plaquetas (p=1,0)* e porcentagem de blastos na medula 6ssea (p=0,023)*.
*Teste Exato de Fisher.

No grupo de pacientes com citopenias (n=22), a maior parte dos casos (42,1%)
com presenca de alguma mutacdo foi observada em associacdo com nivel de Hb
maior ou igual a 10,0 g/dL, seguido por 21,1% dos casos com niveis de Hb 8,0 a <10,0
g/dL (p=0,098). A contagem neutrofilica maior que 800/uL (36,8%) foi mais associada
com presenca de mutacdo, contudo sem significancia estatistica (p=0,663). Assim
como a associacao com neutréfilos, a associacdo com plaquetas e presenca de pelo
menos um gene mutado nao foi estatisticamente significante; 36,8% dos casos com
presenca de mutacdo apresentaram contagens plaguetarias maior ou igual a 100.000/
uL (p=1,0). A associagdo entre presenca de mutacdo e porcentagem de blastos na
medula 6ssea néo foi estatisticamente significante, com 50,0% dos casos com gene

mutado e contagem de blastos menor que 2% na medula 6ssea (p=1,0). Figura 26.
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Figura 26. Associagdo entre presenca de genes mutados e Hb (p=0,098)*, neutrdfilos (p=0,663)*,
plaquetas (p=1,0)* e porcentagem de blastos na medula 6ssea (p=0,1)* no grupo citopenias.
*Teste Exato de Fisher.

No grupo SMD (n=18), a maior parte dos casos (40,0%) com presenca de
alguma mutacao foi observada em associacdo com niveis de Hb maior ou igual a 10,0
g/dL seguido por 33,3% dos casos com hiveis de Hb 8,0 a <10,0 g/dL (p=0,057). A
contagem neutrofilica maior que 800/uL (36,8%) foi mais associada com presenca de
mutacao, contudo sem significAncia estatistica (p=0,733). Assim como a associacao
com neutrofilos, a associacdo com plaquetas e presenca de pelo menos um gene
mutado ndo foi estatisticamente significante; 66,7% dos casos com presenca de
mutacdo apresentaram contagens plaquetarias maior ou igual a 100.000/pL
(p=0,476). A associacdo entre presenca de mutacdo e porcentagem de blastos na
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medula 6ssea néo foi estatisticamente significante, com 64,7% dos casos com gene

mutado e contagem de blastos menor que 2% na medula 6ssea (p=0,007). Figura 27.
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Figura 27. Associacdo entre presenca de genes mutados e Hb (p=0,057)* neutrdéfilos (p=0,733)*,
plaguetas (p=0,0476)* e porcentagem de blastos na medula éssea (p=0,007)* no grupo SMD (n=18).

*Teste Exato de Fisher.

Em seguida, realizamos o aprofundamento das analises com avaliacdo de

genes mutados especificos e sua associacdo com caracteristicas epidemioldgicas e

laboratoriais da populacdo em estudo. Os genes com maior frequéncia no grupo total,

e nos grupos citopenias e SMD foram escolhidos para esta avaliacdo: U2AF1, TET2,

XRCC1, OGG1 e APEX1.
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5.3 ANALISES DO GENE U2AF1
5.3.1 Anaélise do perfil epidemioldgico e gene U2AF1 mutado

Realizamos a analise da associacéo entre U2AF1 mutado e idade e sexo da
populacdo em estudo. A presenca de mutacdo neste gene foi maior (60%) na faixa
etaria com idade superior a 60 anos (p=0,102) e maior no sexo masculino (60%)
p=0,450 (Figura 28).
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Figura 28. Associagéo entre U2AF1 mutado e idade (p=0,102)* e sexo (p=0,450)* no total de
casos avaliados para este gene (n=32).
*Teste Exato de Fisher.

A analise anterior foi realizada separadamente para 0s grupos citopenias e
SMD. No grupo citopenias, 42,9% dos casos com U2AF1 mutado foram maiores de
60 anos (p=0,184) e 57,1% do sexo masculino (p=0,1). No grupo SMD, os resultados
foram semelhantes, contudo houve uma maior porcentagem de pacientes com gene
mutado na faixa etaria maior de 60 anos: 75% dos casos (p=0,484) e 57,1% dos casos

do sexo masculino (p=0,659).
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Foi realizada avaliacdo de dados laboratoriais (hemoglobina, neutrofilos,

plaguetas e porcentagem de blastos na medula éssea) com a presenca de mutacéo

no gene U2AF1 no grupo total avaliado para este gene (n=32). No total de casos

analisados para este gene, 71,4% dos pacientes com presenca de mutacao possuiam

Hb maior ou igual a 10,0g/dL (p=0,568); 57,9%, neutréfilos maior ou igual a 800/uL

(p=0,655), a grande maioria, 85,57%, plaquetas maior ou igual a 100.000/puL

(p=0,805), 77,8% dos casos com U2AF1 mutado tinham porcentagem de blastos na

medula 6ssea menor que 2%, contudo esta associacdo ndo foi estatisticamente

significante (Figura 29).
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Figura 29. Associacao entre U2AF1 mutado e hemoglobina (p=0,568)*, neutrofilos (p=0,655)%,
plaguetas (p=0,805)* e porcentagem de blastos na medula dssea (p=1,0)* no total de casos

avaliados para este gene (n=32).
*Teste Exato de Fisher.
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Em seguida realizamos a analise de associacdo entre a presenca de U2AF1
mutado e o tipo de citopenia. A combinagédo neutropenia e plaquetopenia foi mais
comumente associada a este gene mutado (33,3%), contudo sem significancia
estatistica (p=0,405). Figura 30.
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Figura 30. Associacao entre U2AF1 mutado e tipo de citopenia (p=0,405)* no total de casos
avaliados para este gene (n=32).
*Teste Exato de Fisher.

5.4  ANALISES DO GENE TET2

5.4.1 Andlise do perfil epidemioldgico e gene TET2 mutado

Analisamos a associacdo entre TET2 mutado e idade e sexo da populacdo em
estudo. A presenca de mutagao neste gene foi maior (66,7%) na faixa etaria com idade
superior a 60 anos (p=1,0) e maior no sexo feminino (77,8%) p=0,087 (Figura 31).
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Figura 31. Associacao entre TET2 mutado e idade (p=1,0)* e sexo (p=0,087)* no total de casos
avaliados para este gene (n=32).
*Teste Exato de Fisher.

5.4.2 Andélise do perfil laboratorial e gene TET2 mutado

No total de casos analisados para este gene, 75,0% dos pacientes com
presenca de mutacdo possuiam Hb maior ou igual a 10,0g/dL (p=0,424); 62,5%,
neutréfilos maior ou igual a 800/puL (p=0,543); 62,5%, plaquetas maior ou igual a
100.000/uL (p=1,0) e 75,0% dos casos com TET2 mutado tinham porcentagem de
blastos na medula 6ssea menor que 2%, contudo, esta associacdo nao foi

estatisticamente significante (Figura 32).

Em seguida realizamos a analise de associacdo entre a presenca de TET2
mutado e o tipo de citopenia. Anemia e a combinagédo anemia e plaquetopenia foram
mais comumente associadas a este gene mutado (22,2% para ambas), contudo sem
significancia estatistica (p=0,858). Figura 33.
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Figura 32. Associacdo entre TET2 mutado e hemoglobina (p=0,424)*, neutréfilos (p=0,543)*,
plaguetas (p=0,176)* e porcentagem de blastos na medula 6ssea (p=1,0)* no total de casos
avaliados para este gene (n=32).

*Teste Exato de Fisher.
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Figura 33. Associacdo entre TET2 mutado e tipo de citopenia (p=0,858)* no total de casos

avaliados para este gene (n=32).
*Teste Exato de Fisher.

5.5 ANALISES DO GENE XRCC1

5.5.1 Andlise do perfil epidemioldgico e gene XRCC1 mutado

Analisamos a associagao entre XRCC1 mutado e idade e sexo da populacéo

em estudo. A presenca de mutagdo neste gene, assim como nos genes avaliados

anteriormente, foi maior (61,9%) na faixa etaria com idade superior a 60 anos

(p=0,258) e maior no sexo feminino (57,1%) p=1,0 (Figura 34).
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Figura 34. Associacdo entre XRCC1 mutado e idade (p=0,258)* e sexo (p=1,0)* no total

de casos avaliados para este gene (n=34).
*Teste Exato de Fisher.
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No total de casos analisados para este gene, 55,6% dos pacientes com

presenca de mutacdo possuiam Hb maior ou igual a 10,0g/dL (p=0,63); 66,7%,

neutréfilos maior ou igual a 800/puL (p=0,243); 66,7%, plaquetas maior ou igual a
100.000/pL (p=0,823) e 61,1% dos casos com XRCC1 mutado tinham porcentagem

de blastos na medula 6ssea menor que 2%, contudo esta associacdo nao foi

estatisticamente significante (p=0,237). Figura 35.
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Figura 35. Associacéo entre XRCC1 mutado e hemoglobina (p=0,63)*, neutrdéfilos (p=0,243)*,
plaquetas (p=0,823)* e porcentagem de blastos na medula 6ssea (p=0,237)* no total de casos

avaliados para este gene (n=34).
*Teste Exato de Fisher.
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A analise de associacao entre a presenca de XRCC1 mutado e o tipo de
citopenia também foi realizada. Anemia foi mais associada a este gene mutado

(33,3%), contudo sem significancia estatistica (p=0,236). Figura 36.
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Figura 36. Associa¢cdo entre XRCC1 mutado e tipo de citopenia (p=0,489)* no total de casos
avaliados para este gene (n=34).
*Teste Exato de Fisher.

5.6 ANALISES DO GENE OGG1

5.6.1 Anélise do perfil epidemiol6gico e gene OGG1 mutado

Analisamos a associacdo entre OGG1 mutado e idade e sexo da populagdo em
estudo. A presenca de mutacdo neste gene foi mais associada as faixas etaria, 40 a
60anos e maiores de 60 anos, com 44,4% dos casos para ambas (p=0,366). O sexo

feminino (55,6%) foi mais frequente com este gene mutado (p=0,640). Figura 37.

5.6.2 Anélise do perfil laboratorial e gene OGG1 mutado

No total de casos analisados para este gene, 42,9% dos pacientes com
presenca de mutacdo possuiam Hb maior ou igual a 10,0g/dL e Hb entre 8,0g/dL e
menor que 10,0g/dL (p=1,0); 85,7%, neutrdfilos maior ou igual a 800/uL (p=0,091);
71,4%, plaquetas maior ou igual a 100.000/uL (p=1,0) e 66,7% dos casos com OGG1
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mutado tinham porcentagem de blastos na medula 6ssea menor que 2%, contudo esta

associacdo nao foi estatisticamente significante (p=0,439). Figura 38. O tipo de

citopenia mais associada a este gene mutado foi anemia e a combinacao, anemia e

plaguetopenia, com 22,2% para ambas (p=0,975). Figura 39.
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Figura 37. Associacdo entre OGG1 mutado e idade (p=0,366)* e sexo (p=0,640)* no total de
casos avaliados para este gene (n=34).

*Teste Exato de Fisher.
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Figura 38. Associacdo entre OGG1 mutado e hemoglobina (p=1,0)*, neutréfilos (p=0,091)*, plaquetas
(p=1,0)* e porcentagem de blastos na medula dssea (p=0,439)* no total de casos avaliados para este

gene (n=34).
*Teste Exato de Fisher.
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Figura 39. Associacdo entre OGG1 mutado e tipo de citopenia (p=0,975)* no total de casos
avaliados para este gene (n=34).
*Teste Exato de Fisher.

5.7 ANALISES DO GENE APEX1

5.7.1 Andlise do perfil epidemiologico e gene APEX1 mutado

Analisamos a associacao entre APEX1 mutado e idade e sexo da populacéo
em estudo. A presenca de mutacdo neste gene foi mais associada paciente com idade
superior a 60 anos; 60,0% dos casos (p=0,366). O sexo feminino (55,0%) foi mais

frequente com este gene mutado (p=0,590). Figura 40.
5.7.2 Anélise do perfil laboratorial e gene APEX1 mutado

No total de casos analisados para este gene, 50,0% dos pacientes com
presenca de mutacdo possuiam Hb maior ou igual a 10,0g/dL (p=0,630); 61,1%,
neutréfilos maior ou igual a 800/uL (p=0,430); 72,2%, plaguetas maior ou igual a
100.000/uL (p=0,583) e 63,2% dos casos com APEX1 mutado tinham porcentagem

de blastos na medula 0ssea menor que 2%, contudo esta associagcdo néo foi
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estatisticamente significante (p=0,225). Figura 41. O tipo de citopenia mais associada

a este gene mutado foi anemia com 25,0% dos casos (p=0,701). Figura 42.
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Figura 40. Associacdo entre APEX1 mutado e idade (p=1,0)* e sexo (p=0,590)* no total de
casos avaliados para este gene (n=34).

*Teste Exato de Fisher.
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Figura 41. Associagdo entre APEX1 mutado e hemoglobina (p=0,630)*, neutrofilos (p=0,430)*,
plaguetas (p=0,583)* e porcentagem de blastos na medula 6ssea (p=0,225)* no total de casos

avaliados para este gene (n=34).
*Teste Exato de Fisher.
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Figura 42. Associacéo entre APEX1 mutado e tipo de citopenia (p=0,701)* no total de casos
avaliados para este gene (n=34).

*Teste Exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

Observacdes Gerais

O uso em larga escala de técnicas de sequenciamento genémico no estudo
do cancer, incluindo neoplasias mieldides, aumentou significativamente o nimero
de mutacBes somaticas e germinativas identificadas e a possivel relacdo destas
mutacOes com a patogénese das doencas citadas.

Os estudos de sequenciamento genético resultaram na identificacdo de
diversas mutacfes genéticas em sindrome mielodisplasica e em outras neoplasias
mieldides. O avanco destes estudos contribuiu para a identificacdo de mutacdes em
pacientes com citopenias sem displasia na medula 6ssea. Este fato gerou conceitos
na area: citopenia clonal de significado indeterminado e hematopoiese clonal de
potencial indeterminado.

No presente estudo foram incluidos 22 pacientes com citopenias sem
critérios adicionais para o diagnostico de sindrome mielodisplasica. A mediana de
idade deste grupo foi 56 anos, em conformidade com estudos prévios nos quais a
mediana de idade era menor quando comparada a pacientes com diagnostico de
Sindrome Mielodisplésica (JAIN et al., 2017). Neste grupo de pacientes foram
identificados 15 casos (68,2%) com mutacdes genéticas o que classifica estes
pacientes como portadores de citopenia clonal de significado indeterminado (KWOK
et al., 2015; SCHROEDER et al., 2010). A frequéncia de mutacdes em pacientes
com citopenia clonal de significado indeterminado € maior quando comparada a
populacdo em geral, e o perfil de genes mutados sdo semelhantes ao perfil
identificado em sindrome mielodisplasica, exceto por SF3B1, que raramente
encontra-se mutado em pacientes sem displasia na medula 6ssea (FERNANDEZ et
al., 2016; KIM et al., 2015). No presente trabalho o gene mais frequentemente
mutado no grupo de pacientes com citopenias idiopaticas foi U2AF1, presente em 7
dos 15 pacientes deste grupo que apresentavam mutacdes. Este dado difere da
literatura na qual a frequéncia deste gene mutado encontra-se em torno de 8% em
dados extrapolados da analise em pacientes com diagndstico de sindrome
mielodisplasica (CAZZOLA et al., 2013). Adicionalmente identificamos mutag&o no
gene SF3B1 em dois pacientes deste grupo, dado raramente descrito em estudos

prévios. A principal citopenia detectada neste grupo de pacientes foi a anemia, em
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concordancia com o que foi descrito previamente na literatura (SCHROEDER et al.,
2010).

O risco de progressdo de pacientes com CCUS para Sindrome
Mielodisplasica ou Leucemia Mieldide Aguda é objeto de estudo de diversos
autores. Schroeder et al. relataram transformacgé&o para LMA em dois casos de seus
seis pacientes em analise retrospectiva. Fernandez et al. ndo identificaram
nenhuma progressao para SMD ou LMA em sua coorte prospectiva (FERNANDEZ
et al.,, 2016; SCHROEDER et al., 2010). Existe a possibilidade desta progressao
estar relacionada com a carga de variancia alélica, quanto maior a taxa, maior o
risco de transformacao para SMD e LMA (CARGO et al., 2015). O presente trabalho
€ um estudo de corte transversal e, portanto, ndo foi possivel avaliar o seguimento
destes pacientes com citopenia clonal de significado indeterminado e sua avaliacao
de progresséo para SMD ou LMA.

Sindrome Mielodisplasica é uma doenca clonal caracterizada por citopenias,
displasia na medula 6ssea e risco de progressao para leucemia mieldide aguda. A
frequéncia é maior em pacientes idosos, com média de idade de 70 anos e leve
predominancia no sexo masculino (ARBER et al., 2016). No nosso estudo foram
incluidos 18 pacientes com diagndstico de SMD, 10 pacientes do sexo masculino e
8 pacientes do sexo feminino, a maior parte com mais de 60 anos de idade (72,2%)
e a mediana de idade foi 65 anos. Assim como dados previamente descritos houve
a predominancia de idosos do sexo masculino. Anemia geralmente € a principal
citopenia detectada no hemograma destes pacientes e o principal sintoma clinico
destes pacientes esta relacionado aos graus variados de anemia. Alguns pacientes
apresentam anemia leve a assintomatica e outros demandam alta necessidade
transfusional em consequéncia de anemia grave (ARBER et al., 2016; MALCOVATI
et al., 2013). No presente estudo, o principal tipo de citopenia neste grupo também
foi a anemia, sendo que a maior parte dos pacientes apresentaram citopenia em
uma unica linhagem celular. Dentre os pacientes com bicitopenia, a combinacéo
anemia e plaquetopenia foi mais frequente no grupo SMD.

Incluimos na analise pacientes com diagnostico de Sindrome
Mielodisplasica/Sindrome Mieloproliferativa néo classificada, que, pelos critérios
WHO 2016, possuem caracteristicas morfologicas e citogenéticas de ambas
neoplasias mieldides (ARBER et al., 2016). SMD/SMP é um grupo de patologias

relativamente raras e os dados relacionados a mesma geralmente sao provenientes
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de estudos de SMD nos quais habitualmente sdo incluidos casos. Diante disto,
consideramos de grande importancia a avaliagdo dos cinco casos com esta
patologia incluidos neste estudo. Os mesmos foram caracterizados como SMD/SMP
nao classificada seguindo critérios WHO, 2016. A mediana de idade destes
pacientes foi a maior em relagcdo aos grupos anteriores, 82 anos e as mulheres
formam a maior parte do grupo. A ocorréncia de bicitopenia (anemia e
plaguetopenia) foi mais comum neste grupo, assim como 0s niveis de citopenias
como, por exemplo, anemia mais grave também foi identificada neste perfil de
pacientes. Esses dados podem representar caracteristicas laboratoriais que indicam
maior gravidade clinica neste grupo.
Citogenética e Biologia Molecular

Indmeros autores ja descreveram a capacidade de técnicas de biologia
molecular ampliar a deteccdo de clonalidade nas neoplasias mieldides, incluindo
Sindrome Mielodisplésica, através de sequenciamento e pesquisa de mutacdes nos
principais genes envolvidos nas neoplasias mieldides. (MALCOVATI et al., 2013,
PAPAEMMANUIL et al., 2013). Neste estudo houve uma grande discrepancia entre
pacientes com identificacdo de pelo menos um gene mutado e auséncia de
alteracado clonal detectada pelo exame de cariétipo da medula éssea. A frequéncia
de citogenética alterada foi de apenas sete (14,9%) pacientes e vinte e seis (55,3%)
apresentaram cariotipo normal. Vinte e um pacientes (61,76%) com pelo menos um
gene mutado, apresentavam cariétipo normal e trés casos (23%) dos treze
pacientes, nos quais nao foram identificadas mutacdes, tinham caridtipo com
alguma alteracdo cromossbmica. Este dado mostra a importancia da biologia
molecular nas neoplasias mieldides, incluindo Sindrome Mielodisplasica. E
importante ressaltar que quatorze (29,8%) casos nao foram avaliados com dados
citogenéticos por falta de material ou resultados inconclusivos, isto implicou em uma
ndo classificacdo de escore prognostico de seis (33,3%) de pacientes com
diagnéstico de SMD. Este resultado tem grande importancia na pratica clinica visto
gque, o adequado tratamento de pacientes com diagndéstico de Sindrome
Mielodisplasica depende de sua classificagdo nos escores prognosticos.
Andlises da presenca de mutacdes

A presenca de pelo menos um gene mutado foi maior em pacientes com
idade superior a 60 anos, o que esta provavelmente relacionado a mediana de idade
elevada dos pacientes com diagnostico de SMD (CAZZOLA et al., 2013). A
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presenca de pelo menos um gene mutado foi maior no grupo com diagnostico de
SMD o que corrobora dados previamente publicados de evolucéo clonal e aquisicao
de mutacbes até o desenvolvimento e diagnoéstico de neoplasias mielbides
(LINDSLEY et al., 2013). No nosso trabalho, a presenca de pelo menos um gene
mutado esteve mais associada a graus leves de citopenia como hemoglobina maior
ou igual a 10g/dL e ainda contagem de blastos na medula éssea menor que 2%.
Este resultado, apesar de estatisticamente significante, pode estar relacionado ao
pequeno numero de pacientes avaliados e a maior frequéncia de citopenias leves
no grupo estudado.
MutacOes em genes relacionados a mecanismos de splicing DNA: SF3B1 e
U2AF1

Mutacbes nos genes da maquinaria do splicing sdo frequentes em eventos
iniciais na sindrome mielodisplasica e em outras neoplasias mieldides. Os principais
genes mutados sdo SF3B1l, SRSF2, U2AF1 e ZRSR2, presentes em
aproximadamente 22%, 11%, 8% e 5% dos casos de SMD respectivamente. Estas
mutacBes sao descritas como eventos iniciais na patogénese da SMD e séo alvos
de diversos estudos para avaliacdo de progndstico e desenvolvimento de terapias
alvo para SMD e outras neoplasias mieldides. Mutacdes nestes genes estdo
presentes em citopenia clonal de significado indeterminado, LMA secundaria a SMD
e LMA de novo, SMD/SMP e neoplasia mieloproliferativas como a Mielofibrose
Priméria. Essas mutacdes sdo, em sua maioria, mutuamente excludentes e estédo
relacionadas a apresentacao fenotipica e evolucdo progndstica nos pacientes com
diagnostico de Sindrome Mielodisplasica. O gene SF3B1 esta relacionado a
presenca de sideroblastos em anel na medula 6ssea, citogenética de baixo risco e
evolucéo favoravel. JA SRSF2 e U2AF1 estdo relacionados com citogenética de alto
risco, alta taxa de transformacdo para leucemia mieldide aguda e consequente
evolucdo desfavoravel. U2AF1 também é frequentemente encontrado na LMA
secundaria o que corrobora sua participacdo na patogénese e evolucéo clonal da
SMD. Mutag¢des no gene ZRSR2 ainda nao foram associadas a evolugéo clinica
destes pacientes (YOSHIDA et al., 2011; CAZZOLA et al., 2013; TEFFERI et al.,
2018; GRAUBERT et al., 2012). SRSF2 mutado também estd muito associado a
Leucemia Mielomonocitica Crénica (ITZYKSON et al., 2013). Terapias alvo-

especificas seguem em desenvolvimento para o tratamento de SMD e outras
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neoplasias mieldides, um exemplo € o estudo de molécula inibidora do SF3B1
(BUONAMICI et al., 2016).

No presente trabalho foram avaliadas mutacdes nos genes SF3B1 e U2AF1
e a frequéncia de mutacbes encontradas divergiu dos dados previamente
publicados com base em populacbes norte-americanas e europeias. Em nosso
trabalho apenas trés (6,7%) pacientes apresentaram SF3B1 mutado, dois casos de
CCUS e um caso de SMD. Um paciente com diagnostico de SMD e SF3B1 mutado
também apresentou mutacdo no gene U2AF1, fato raro, contudo j& descrito em
estudo prévio (MIAN et al., 2013). Nao é sabido se a co-mutacdo com U2AF1 anula
ou diminui o bom progndstico associado ao SF3B1 mutado.

O gene U2AF1 mutado foi detectado em 10 casos (31,2%): 7 CCUS e 3 SMD.
Coorte brasileira prévia com 91 pacientes com diagnostico de SMD detectou 7,0%
de casos com SF3B1 mutados e houve relacéo estatisticamente significativa com a
presenca de sideroblastos em anel na medula 6ssea (DONAIRES et al., 2016). Este
resultado aproxima-se do resultado encontrado em nosso estudo, 5,5% SF3B1
mutado em SMD e difere de dados da literatura em que a frequéncia de mutacdes
neste gene variam de 15 a 30% em SMD o que pode representar uma diferenca por
questdes étnicas populacionais. Uma coorte com numero amostral maior é
necessaria para avaliacdo pormenorizada desta hipotese, além de avaliacéo
conjunta com mutacdes genéticas relacionadas a padrées étnicos distintos.

Diferencas em relacdo a frequéncia de subtipos SMD, evolucéo clinica e
prognostico ja foram descritas em estudo que comparou populacdo japonesa e
alema com SMD. Pacientes japoneses com SMD sao mais jovens e evoluem de
forma mais favoravel quando comparados a populacdo alema (MATSUDA et al.,
2005). Neste estudo ndo foram avaliadas perfil de mutacdes genéticas, contudo
estas distin¢cbes relatadas corroboram com a hip6tese de que diferencas étnicas
influenciam a apresentacdo clinica da SMD e, consequentemente, podem
influenciar também o perfil de mutacoées.

MutacBes em genes relacionados a epigenética: TET2, IDH1 e IDH2

Mutacbes em genes envolvidos na epigenética sdo bastante comuns em
sindrome mielodisplasica e outras neoplasias mieldides, principalmente a leucemia
mielomonocitica cronica. Os principais genes mutados sao em ordem decrescente
de frequéncia em SMD sdo: TET2 (21%), ASXL1 (14%), DNMT3A (8%), EZH2 (6%)

e IDH1/2 (5%). Estas frequéncias podem variar de acordo com referéncias na



86

literatura. Assim como o0s genes envolvidos no splicing de DNA, muta¢cdes nos
genes relacionados a epigenética sdo eventos iniciais na patogénese da SMD. A
presenca de TET2 mutado em SMD pode néo estar relacionada com a sobrevida
global, contudo pode predizer resposta aos agentes hipometilantes. Esta mutacéo
encontra-se presente em 50 a 60% dos pacientes com diagnéstico de LMMC, nos
quais est4 relacionada a evolucao desfavoravel e a pior prognéstico. Mutacdes nos
genes IDH1/2 estdo associadas a citogenética de alto risco e evolucéo desfavoravel,
com altas taxas de transformacao para LMA. (CAZZOLA et al., 2013; KOSMIDER
et al., 2009; SHAHRABI et al., 2016). Em casos novos de LMA secundaria pode-se
diagnosticar 10 a 15% de IDH 1/2 mutados. Esta mutacdo esta relacionada a
evolucdo de pior prognostico e baixa sobrevida global na SMD independente de
escores de fatores de risco vigentes como o IPSS-R (LIN et al., 2018). Um inibidor
de IDH1/2, droga denominada enasidenib, foi aprovada recentemente pelo FDA
para tratamento de LMA refrataria e recaida com IDH2 mutado. A aprovacao desta
medicacdo reafirma a importancia da pesquisa de potenciais mutacfes para
possibilidades de terapias-alvo em neoplasias mieldides, inclusive em cenarios de
péssimo prognadstico como em LMA refrataria e recaida, com boas taxas de resposta
global para a situacao clinica. (NASSEREDDINE et al., 2017).

No presente estudo encontramos um total de 9 casos (28,1%) com TET2
mutado. Destes, cinco pacientes com diagnostico de SMD, trés pacientes com
CCUS e um paciente com SMD/SMP. A frequéncia deste gene mutado no grupo
SMD foi semelhante a taxa descrita na literatura que varia de 20 a 30% de acordo
com diferentes referéncias (CAZZOLA et al., 2013; BEJAR et al., 2013; ISSA et al.,
2013; ITZYKSON et al., 2013). Nao foi possivel avaliar associacdo com resposta
aos hipometilantes devido ao desenho geral do estudo e, consequentemente, 0 ndo
seguimento dos pacientes analisados. Trabalho futuro em planejamento devera
seguir e avaliar a evolucao clinica dos casos. Estudos com populacdes asiaticas
também relatam frequéncia de TET2 mutado em SMD e outras neoplasias mieldides
conforme frequéncia descrita previamente com base em estudos norte americanos
e europeus. WANG et al., 2013 identificou TET2 mudado em 23% dos casos em
coorte com 153 pacientes chineses portadores de SMD e para estes, houve
associacao com melhor sobrevida global.

A frequéncia de mutac¢des no gene IDH2 foi 6,2%, com dois casos no grupo

de citopenias. Os dois pacientes apresentaram co-mutag¢des: um caso com SF3B1,
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XRCC1 e OGGL1 e 0 segundo, co-mutado com U2AF1 e XRCC1. Nenhuma mutacéo
no gene IDH1 foi detectada nos 32 casos selecionados. Mais estudos séo
necessarios para avaliacdo destas mutacbes nos pacientes com diagnostico de
CCUS e taxa de risco para evolugdo para SMD e LMA.

Mutacdes em genes relacionados a mecanismos de reparo: TP53, XRCC1,
OGG1 e APEX1

Mutacbes no gene TP53 sdo bastante comuns em tumores solidos e estéo
associadas a pior prognoéstico. Em neoplasias mieldides como LMA estas mutacdes
neste gene também estdo bem descritas e, assim como para as neoplasias sélidas,
também estdo associadas a evolucdo desfavoravel. O TP53 encontra-se mutado
em aproximadamente 5% dos casos de SMD, esté associado a doenca avancada e
a citogenética de alto risco (cariétipo complexo), presente em cerca de 20% dos
casos de SMD com del(5g), nos quais anula a resposta ao tratamento com
lenalidomida. Mutacdo neste gene esta fortemente associado a baixa sobrevida
global a altissimo risco de progressao para LMA (BIEGING et al., 2014; CAZZOLA
et al.,, 2013; RIVLIN et al., 2011; WANG et al., 2017). No presente estudo foram
identificados trés casos com TP53 mutado, um caso no grupo citopenias e dois
casos com diagnéstico de SMD. Um paciente com SMD apresenta cariotipo
complexo, co-mutacdo com XRCC1, 2% de blastos na medula 6ssea e IPSS-R
muito alto risco. O segundo paciente com SMD possui cariétipo normal, co-mutacao
com APEX1, 0% de blastos na medula 6ssea e IPSS-R baixo risco. O terceiro e
altimo caso com TP53 mutado esta no grupo de citopenias, possui cariotipo normal,
3% de blastos na medula 6ssea e co-mutacdo com TET2, XRCC1 e OGGL1. O
pequeno numero de amostras foi fator limitante neste trabalho. Um estudo
prospectivo com numero maior de pacientes é necessario para avaliacdo deste
gene mutado e o desfecho destes casos, principalmente no caso do grupo
citopenias e em co-mutacdo com mais trés genes, um deles bem descrito em
neoplasias mieléides, TET2.

Mutacdes nos genes de reparo XRCC1, APEX1 e OGG1 ja foram descritas
previamente na literatura em neoplasias solidas como neoplasias do trato biliar e
colorretal (BOITEUX et al., 2000; KOHNO et al., 1998; WEISS et al., 2005). Existem
alguns trabalhos com analises de mutacfes destes genes em SMD e associagdo
com formas avancadas da doenca e citogenética de alto risco (AKTUGLU et al.,
2014; BSNESCU et al., 2014; EL-DIN et al., 2012; JOSEPH et al., 2005). Diante da
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possibilidade de alteragbes no mecanismo de reparo como possibilidade na
patogénese de neoplasias mieldides, foi optado pela pesquisa de mutacbes nos
mesmos na populacdo do estudo, incluindo pacientes com citopenias, sem critérios
diagnésticos de SMD. Neste trabalho encontramos uma alta frequéncia de
mutacdes nestes genes no grupo total de pacientes e nos subgrupos diagnosticos,
inclusive nos pacientes com CCUS, contudo nao identificamos associacao
estatisticamente significante entre a presenca de mutacdes nos mesmos e fatores
de mau progndstico, como citogenética de alto risco e alta porcentagem de blastos
na medula 6ssea. Resultado de relevancia deste trabalho foi a alta frequéncia de
mutacdes deste grupo de genes em pacientes com citopenias sem critérios para
diagnésticos de SMD. A relevancia clinica e importancia progndstica deste resultado
para avaliacdo de sua associacdo com progressao para SMD ou LMA é incerta e
necessita de estudos prospectivos para sua avaliacao.
Principal limitagcao

O presente trabalho possui como principal limitacdo a néo realizacdo do
sequenciamento de todo o gene em estudo através de plataformas de
sequenciamento de alta resolucao. No nosso estudo, nés realizamos a avaliagédo de

hotspots para cada um dos nove genes avaliados, conforme descritos na literatura.



89

7 CONCLUSOES

O perfil de mutac¢des nos genes avaliados neste trabalho apresentou frequéncia
diferente em relacdo a dados previamente publicados em relacdo aos genes SF3B1 e
U2AF1, fato potencialmente relacionado com diferencas étnicas populacionais da
amostra estudada. Estudo maior em conjunto com servicos de Hematologia das
diferentes regibes do pais se faz necessario para melhor avaliacdo do perfil de
mutacBes em pacientes com neoplasias mieldides no nosso pais.

A frequéncia alta de muta¢gGes germinativas nos genes de reparo: XRCC1,
OGG1 e APEX1, no grupo total de pacientes e subgrupos diagnosticos, foi um
resultado relevante do presente trabalho e chama a atencdo a presenca dest