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RESUMO

As neoplasias mieloides compreendem subtipos distintos de neoplasia hematoldgica, com
caracteristicas clinicas, genéticas e prognosticos diferentes. O conhecimento das bases
geneticas das neoplasias mieloides tem aumentado rapidamente, sobretudo apds o
desenvolvimento do sequenciamento de nova geracdo. Estudos demonstram que
semelhancas genéticas entre doencas morfologicamente tdo distintas estdo associadas a
presenca de variantes recorrentes afetando vias celulares agrupadas em categorias
funcionais. Desta forma, foi avaliado a desempenho analitico do painel Oncomine™
Myeloid, que permite a pesquisa de variantes em 40 genes alvos, fusdes génicas envolvendo
29 genes drivers e analise de expressdo relativa de cinco genes, por sequenciamento de nova
geracdo. Dentre as 34 amostras clinicas sequenciadas, em 29 (85,2%) foi detectada pelo
menos uma variante. Foram detectadas um total de 63 variantes: 33 variantes de nucleotideo
anico, 24 indels e seis fusbes génicas. Os genes mais frequentemente mutados em nossa
coorte foram TET2, IDH2, FLT3 e ASXL1. Foi observada diferenca na expressao génica
para 0s genes BAALC e WT1 quando comparados 0s grupos de leucemia mieloide aguda,
neoplasia mielodisplasica e neoplasia mieloproliferativa. Foi observada diferenca na relacédo
plaqueta-linfocitos quando comparados os trés grupos. Foi observada diferenca na sobrevida
quanto a presenca de variantes nos genes FLT3 e TP53, e quanto ao numero de variantes
detectadas por amostra. O painel Oncomine™ Myeloid demonstrou alta sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade na detec¢do de variantes relevantes para a investigacédo
das neoplasias mieloides. Este estudo demonstrou a relevancia da avaliacdo do perfil
molecular nas neoplasias mieloides por painéis de NGS para o diagnéstico e estratificacdo
de risco destas doencas, sobretudo na leucemia mieloide aguda e neoplasia mielodisplasica.
Estudos adicionais sdo necessarios para melhor avaliar a relevancia das analises de
expressdao dos genes avaliados, assim como das relacBes plagueta-linfocito, neutréfilo-

linfécito e mondcito-linfécito para o diagnostico e prognoéstico das neoplasias mieloides.

Palavras-chave: neoplasias mieloides; sequenciamento de nova geragéo; variantes.



ABSTRACT

Myeloid neoplasms comprise biologically distinct subtypes of hematologic malignancy,
with different clinical, genetic, and design features. Knowledge of the genetic basis of NMs
has increased rapidly, especially after the development of next-generation sequencing.
Studies demonstrate that genetic similarities between morphologically distinct diseases are
associated with the presence of recurrent variants affecting cellular pathways grouped into
functional categories. In this way, the analytical performance of the Oncomine™ Myeloid
panel was evaluated, which allows the search for variants in 40 target genes, gene fusions
involving 29 driver genes, and analysis of the relative expression of five genes, by next-
generation sequencing. Among the 34 sequenced clinical samples, 29 (85.2%) identified at
least one variant. A total of 63 variants were detected: 33 single nucleotide variants, 24
indels and six gene fusions. Our cohort's most frequently mutated genes were TET2, IDH2,
FLT3, and ASXL1. There was a difference in gene expression for the BAALC and WT1 genes
when compared to the acute myeloid leukemia, myelodysplastic neoplasm, and
myeloproliferative neoplasm groups. A difference was observed in the platelet-lymphocyte
ratio when comparing the three groups. A difference in survival was observed in the cohort
regarding variants in the FLT3 and TP53 genes and the number of variants detected per
sample. The Oncomine™ Myeloid panel demonstrated high sensitivity, specificity, and
reproducibility in the detection of variants relevant to the investigation of myeloid
neoplasms. This study demonstrated the relevance of molecular profiling in myeloid
neoplasms by next-generation sequencing panels for the diagnosis and risk stratification of
these diseases, especially in acute myeloid leukemia and myelodysplastic neoplasm.
Additional studies in larger samples are needed to better evaluate the contribution of gene
expression analyses and the platelet-lymphocyte, neutrophil-lymphocyte, and monocyte-

lymphocyte ratios for the diagnosis and prognosis of myeloid neoplasms.

Keywords: myeloid neoplasms; next-generation sequencing; variants.
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1 INTRODUCAO

A leucemia é um grupo heterogéneo de canceres hematoldgicos caracterizados pelo
crescimento descontrolado e maligno de leucOcitos ou seus precursores, no sangue ou na
medula 6ssea (JULIUSSON; HOUGH, 2016). As leucemias séo classificadas de acordo com
a linhagem e o grau de diferenciacdo de suas células precursoras. As celulas precursoras
podem ser de origem linfoide ou mieloide e se apresentar de forma diferenciada, levando as
formas cronicas da doenca, ou de forma imatura, que caracteriza as formas agudas da doenca
(MIRANDA-FILHO et al., 2018).

A desregulacdo da hematopoiese esta associada com o desenvolvimento das
neoplasias hematologicas. Evidéncias mostram que o microambiente da medula dssea, com
sua rede dindmica de diferentes tipos celulares que sustentam a hematopoiese, tem papel
fundamental na iniciacdo, manutencio ou resultado das neoplasias mieloides (GALAN-DIEZ
et al., 2018). As neoplasias mieloides (NMs) sdo doencas clonais das células-tronco ou das
células progenitoras hematopoiéticas resultantes de alteracdes genéticas que interferem na
autorrenovacao, proliferacdo e diferenciacdo celular (LINDSEY; EBERT, 2013). Elas
compreendem subtipos biologicamente distintos e com caracteristicas clinicas e prognésticos
diferentes, compreendendo a leucemia mieloide aguda, as neoplasias mieloproliferativas, a
neoplasia mielodisplasica e a neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa (MURATI et al.,
2012).

A biologia molecular tem papel importante na oncohematologia, especialmente nas
NMs. Biomarcadores moleculares recentemente identificados trouxeram novas perspectivas
guanto ao diagndstico e prognostico, fornecendo novos insights para a compreensdo da
patobiologia deste grupo de leucemias (ARBER et al., 2016). Estudos demonstraram que as
alteracbes clonais nessas doencas estdo associadas a presenca de mutacBes somaticas
adquiridas em diferentes estagios da hematopoiese (REITHER et al., 2014). O conhecimento
das bases genéticas das NMs tem aumentado rapidamente, sobretudo apds o desenvolvimento
e aplicacdo do sequenciamento de nova geracdo (NGS) (MAES et al., 2017). Painéis
multigénicos de NGS possibilitam uma visdo ampla da heterogeneidade molecular das NMs,
0 que em longo prazo pode levar & reducdo nos gastos com internagdes e mudancas nos
protocolos de tratamento. Entretanto, por se tratar de uma técnica de alto custo, este tipo de
investigacdo ainda ¢ inacessivel aos pacientes do Sistema Unico de Satide (SUS), e mesmo a
maioria dos pacientes atendidos em servicos particulares de salude do Brasil. Estudos

prospectivos, sobretudo no Brasil, ainda sdo necessarios para melhor delineamento da
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importancia da informacdo genética para o diagnostico, progndstico, terapia personalizada ou
mesmo a inclusdo de pacientes em estudos clinicos. Neste contexto, este estudo tem como
principal objetivo a investigacdo de variantes somaticas e fusdes génicas em pacientes com

diagnostico de NMs, relacionando-as com os dados clinico-laboratoriais e defecho clinico.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A leucemia mieloide aguda (LMA) é um conjunto de doencas heterogéneas da
medula Ossea, devido a aquisicdo de alteracBes genéticas nas células progenitoras
hematopoiéticas mieloides, que perturbam o0s mecanismos normais de autorrenovacao,
proliferacdo e diferenciacdo celular (PELCOVITS e NIROULA, 2020). A LMA é um dos
tipos mais comuns de leucemia em adultos. Ela afeta principalmente adultos mais velhos e sua
incidéncia aumenta a medida que a populagédo envelhece. A idade média de um paciente com
LMA é de 68 anos, mas é também a leucemia mais frequente em lactentes (INCA, 2020).

As alteracBes genéticas sdo muito frequentes na LMA, com relevancia para
diagnostico, estratificacdo de risco e delineamento da terapia (PELCOVITS; NIROULA,
2020). Para um subconjunto dos casos de LMA podem ser identificados fatores causais, como
quimioterapia prévia ou exposicao a produtos quimicos. Entretanto, a grande maioria 0s casos
sdo desencadeados por alteraces genéticas sem historico de quimioterapia ou exposicdo a
produtos quimicos (GRIMWADE; IVEY, 2016).

Frequentemente, os pacientes com LMA apresentam sintomas como fraqueza e
cansaco devido a anemia, sinais de sangramento mucoso pela plaguetopenia e febre devido a
neutropenia (CHAUFFAILLE et al., 2016). Alguns casos serdo descobertos na rotina exames
de sangue, enquanto outros podem apresentar sintomas relacionados a complicagdes, como
infeccdo, sangramento ou coagulacdo intravascular disseminada (PELCOVITS; NIROULA,
2020). Em casos menos frequentes pode ser observado envolvimento de sitios extramedulares,
como a infiltracdo de células leucémicas na pele (cutis leucémica) ou ainda infiltracdo no
sistema nervoso central (SNC) (HOFFBRAND; MOSS, 2018).

Em 90% dos casos de LMA o hemograma evidencia anemia; a leucometria pode ser
normal, aumentada ou diminuida, a plaquetopenia é habitual, podendo ou ndo haver blastos
circulantes (NARAYANAN; WEINBERG, 2020). Analises da medula &ssea sdo

fundamentais para estabelecer o diagnostico, classificacdo e avaliagdo de prognostico. Na
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avaliacdo morfoldgica, a medula 6ssea é geralmente hipercelular, com > 20% de blastos com
caracteristicas mieloides. Quanto a morfologia dos blastos é importante distinguir os
diferentes tipos que se correlacionam com os subgrupos de LMA (HOFFBRAND; MOSS,
2018).

Na andlise imunofenotipica multiparamétrica por citometria de fluxo, a combinagéo
de mais de um marcador de células imaturas (CD34, CD117, HLA-DR e CD45 para células
mieloides; e CD34, CD45 e nTdT para células linfoides) permite identificar e quantificar os
blastos com alta reprodutibilidade e boa correlagdo com a morfologia. O acometimento da
linhagem mieloide nas LMAs é confirmado pela deteccdo da mieloperoxidase
intracitoplasmatica (MPQO) e marcadores monociticos nos blastos, exceto nos casos de LMA
com diferenciacdo minima (BENE et al., 2011) A identificacdo de antigenos de diferenciacéo
leucocitaria, na membrana e intracitoplasmatica, possibilita detectar fenotipos mistos,
aberrantes e acompanhar doenga residual minima. Fendtipos aberrantes sdo encontrados em
pelo menos 75% das LMAs (VELLOSO et al., 2011).

A andlise citogenética convencional permanece mandatoria na avaliacdo de suspeita
de LMA. A andlise do cariétipo permite identificar as alteracbes cromossémicas mais
frequentes, como as translocagdes t(15;17), t(8;21), inversdo inv(16) ou t(16;16) e rearranjos
envolvendo o cromossomo 11g23. Entretanto, no caso de falha na andlise citogenética ou
cariotipo normal, a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) é uma opg¢do para detectar
rearranjos génicos, como as fusdes génicas PML::RARA, RUNXI1::RUNX1TL,
CBFB::MYH11, KMT2A (MLL), rearranjos do gene MECOM (EVI1), ou dele¢des em 5q, 7q
ou 17p (DONER et al., 2017).

A edicdo mais recente da classificacdo da OMS para tumores hematolinfoides
separou a LMA em dois grandes grupos: (1) LMA definida por anormalidades genéticas e (2)
LMA definida por diferenciacdo (KHOURY et al., 2022) (Tabela 1).

O European LeukemiaNet definiu uma classificacéo de risco baseada na presenca de
alteracOes citogenéticas e moleculares. Neste contexto, a LMA é classificada em pelo menos
trés grupos de risco: favoravel, intermediario e adverso (DOHNER et al., 2022) (Tabela 2).

A detecgdo de alteraches citogenéticas em pacientes com LMA para o diagndstico,
estratificacdo de risco e previsdo de resultados clinicos é uma pratica de rotina, (VOSBERG et
al., 2016; PAPAEMMANUIL et al., 2016) mas devido a heterogeneidade e complexidade da

doenca, existem discrepancias na resposta a quimioterapia, duracdo da remissdo e recidiva
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entre os pacientes, mesmo que portadores das mesmas alteragdes citogenéticas (WANG et al.,
2020).

Tabela 1 — Classificagdo da OMS 2022 para LMA

Leucemia mieloide aguda com anormalidades genéticas definidoras

Leucemia promielocitica aguda com fusdo PML::RARA
Leucemia mieloide aguda com fusdo RUNX1::RUNX1T1
Leucemia mieloide aguda com fusdo CBFB::MYH11
Leucemia mieloide aguda com fusdo DEK:NUP214
Leucemia mieloide aguda com fusdo RBM15::MRTFA (RBM15::MKL1)
Leucemia mieloide aguda com fusdo BCR::ABL1
Leucemia mieloide aguda com rearranjo KMT2A
Leucemia mieloide aguda com rearranjo MECOM
Leucemia mieloide aguda com rearranjo NUP98
Leucemia mieloide aguda com mutagdo em NPM1
Leucemia mieloide aguda com mutacdo em CEBPA

Leucemia mieloide aguda relacionada a mielodisplasia

Leucemia mieloide aguda com outras alterac6es genéticas

Leucemia mieloide aguda definida por diferenciacdo

Leucemia mieloide aguda com diferenciacdo minima
Leucemia mieloide aguda sem maturagéo

Leucemia mieloide aguda com maturacgéo

Leucemia basofilica aguda

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monocitica aguda

Leucemia eritroide aguda

Leucemia megacarioblastica aguda

O advento da técnica de NGS permitiu novos insights sobre a base molecular das
NMs. Semelhante & maioria das neoplasias humanas, a LMA é uma doenga complexa e
dindmica, caracterizada pela presenga de multiplas mutagdes drivers, clones coexistentes e

evolucgéo da doenga ao longo do tempo (DONER et al., 2017).
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Tabela 2 — Estratificacdo de risco genético para LMA

Categoria de risco Anormalidade genética

« 1(8;21)(q22;q22)/RUNX1::RUNX1T1

« inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11
» Mutacao em NPM1, sem mutagdo FLT3-1TD

 Mutag¢ao in frame em CEBPA (dominio bZIP)

Favoravel

» Mutacdo em NPM1 e FLT3-ITD

» Mutagdo FLT3-ITD, sem mutagdo em NPM1 (auséncia de
outras alteracdes de risco adverso)

« 1(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A

Intermediario

« outra alteracdo citogenética ou molecular ndo classificada

como favoravel ou adversa

* 1(6;9)(p23.3;q34.1)/DEK::NUP214

* t(v;11923.3)/KMT2A rearranjado

* 1(9;22)(q34;q11.2)/BCR::ABL1

« 1(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

* inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3), rearranjo em GATA2 e MECOM
Adverso * 1(3926.2;v)/MECOM rearranjado

« -5 ou del(5q); -7; -17/anormalidade em 17p
* Cariotipo complexo, caridtipo com monossomia
» Mutagao em ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2

STAG2, U2AF1, e/ou ZRSR2
» Mutagdo em TP53 (VAF > 10%)

bZIP, basic leucine ziper; del, dele¢éo; inv, inversdo; ITD, duplicacdo interna em tandem; t, translocacéo;

v, variavel; VAF, frequéncia alélica variante.

A identificacdo de mutacGes de impacto prognostico e terapéutico tem se tornado
parte da investigacdo diagnodstica da LMA. Em adicdo a analise citogenética, marcadores
moleculares podem ajudar a refinar grupos prognosticos, particularmente em pacientes com
cariotipo normal. Estes marcadores incluem genes como NPM1, FLT3, CEBPA, IDH1, IDH2,
DNMT3A, KIT, TP53, RUNX1 e ASXL1 (O'DONNELL et al., 2021).
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Com excecdo da LMA com t(9;22)(q34.1;911.2) (fusdo BCR::ABL1), todas as
anormalidades genéticas recorrentes citadas na Tabela 1, sdo agora considerados para
definicdo de diagnostico de LMA se houver > 10% de blastos na medula 6ssea ou sangue
periférico. Para evitar potencial sobreposicdo com a leucemia mieloide cronica (LMC) em
fase acelerada, o diagndstico de LMA com BCR::ABL1 ainda requer > 20% de blastos na
medula dssea ou sangue periférico (DOHNER et al., 2022; KHOURY et al., 2022).

Na dltima década, houve avancos significativos no perfil genémico da LMA. Isto resultou em
oportunidades para o desenvolvimento de terapias genomicamente definidas. Algumas das
terapias como os inibidores FLT3 e de isocitrato desidrogenase (IDH) 1 e 2 foram testados em
ensaios clinicos e agora estdo disponiveis como opgao de tratamento para os pacientes que
apresentam essas mutacdes (PELCOVITS; NIROULA, 2020).

O tratamento da LMA é dividido em terapia inicial de inducdo e terapia pos-remissao
(consolidacdo). Embora alcancar a remissdo seja a primeira etapa para controlar a doenca, €
importante que os pacientes saiam da inducdo em condigdes de tolerar a proxima fase mais
intensiva do tratamento e alcangar um controle duravel da doenca (O’DONNELL et al.,
2021). O objetivo da terapia de inducdo é alcancar a remissdo completa, de preferéncia sem
doenga residual mensurdvel. As terapias de inducdo na LMA incluem 1) quimioterapia
citotoxica com ou sem terapia alvo e 2) agentes hipometilantes com ou sem terapia alvo
(PELCOVITS; NIROULA, 2020).

2.2 NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

As neoplasias mieloproliferativas (NMPs) sdo doencas clonais da célula-tronco
hematopoiética caracterizadas pela proliferacdo aumentada da série mieloide com maturacdo
eficaz e consequente leucocitose, eritrocitose ou trombocitose no sangue periférico
(CHAUFFAILLE et al., 2016; GRINFELD et al., 2018; MCMULLIN; ANDERSON, 2020).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classificou as NMPs nas seguintes
entidades clinico-patoldgicas distintas: policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE),
mielofibrose primaria (MFP), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia neutrofilica
crbnica, leucemia eosinofilica crénica, leucemia mielomonocitica juvenil e neoplasia
mieloproliferativa ndo especificada (KHOURY et al., 2022). Entretanto, a LMC, PV, TE e
MFP s&o as entidades com maior destaque devido as suas prevaléncias.

A LMC é uma NMP distinta das demais pela presenca do cromossomo Philadelphia
(Ph), resultante da translocacdo t(9;22)(q34;911.2) e fusdo génica BCR::ABL1. A PV, TE e
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MFP sdo conhecidas como NMPs cromossomo Philadelphia (Ph) negativas (AZZATO;
BAGG, 2014; BARBUI et al., 2018). A etiologia dessas doencas ainda é pouco conhecida,
mas a descoberta da mutacdo na proteina Janus Kinase 2 (JAK2 V617F) levou a um melhor
entendimento das mesmas, modificando a abordagem diagnostica e também a terapia (VINY;
LEVINE, 2014).

O prognostico na NMP ¢ afetado principalmente pela idade, e evidéncias recentes
sugerem contribuicdo adicional significativa de biomarcadores genéticos, incluindo mutacdes
e cariotipo. As anormalidades citogenéticas sdo relativamente pouco frequentes em TE
(<10%) e sua relevancia prognostica ainda ndo foi demonstrada. Na PV, a frequéncia do
caridtipo anormal é de aproximadamente 20% e contribuicdo prognoéstica independente foi
demonstrada. Na MFP, um terco dos pacientes apresenta cariotipo anormal ao diagndstico e
anormalidades citogenéticas especificas ndo parecem afetar a sobrevida global e a sobrevida
livre de leucemia (TEFFERI; PARDANANI, 2019).

Considerando o status mutacional, a PV, TE e MFP sdo caracterizadas
principalmente pela presenca de mutacgdes drivers nos genes JAK2, CALR e MPL (TEFFERI
et al., 2014, HELBIG, 2018). Entretanto, entre 10 a 15% dos casos de TE ou MFP essas
mutacgdes ndo estdo presentes, sendo chamados de triplo negativos (TEFFERI et al., 2010).

A hematopoiese clonal induzida por mutagdes somaticas nas células progenitoras
mieloides, a hipercelularidade medular e o risco aumentado de trombose sdo caracteristicas
compartilhadas entre as NMPs (SCHISCHLIK; KRALOVICS, 2017). Diversos estudos
destacam mutacdes em genes adicionais ndo exclusivos das NMPs, mas prognosticamente
relevantes, como por exemplo, os genes ASXL1, EZH2, IDH1, IDH2, SRSF2, TET2 e TP53
(DELIC et al., 2016).

O diagndstico e manejo dos pacientes com NMPs evoluiu muito desde a identificacao
das mutacdes drivers (JAK2, MPL e CALR) e o desenvolvimento de terapias alvo tem
resultado em melhora significativa dos sintomas relacionados e na qualidade de vida dos
pacientes (TEFFERI, 2016). Entretanto, certos aspectos do manejo clinico em relacdo ao
diagnostico e terapias adequadas direcionadas aos sintomas permanecem desafiadores para 0s
hematologistas (STEIN et al., 2015).

2.2.1 Leucemia Mieloide Cronica
A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma doenca das células hematopoiéticas,

caracterizada principalmente pela presenca de uma translocagéo entre os longos bragos dos
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cromossomos 9 e 22, 1(9;22)(q34;q11.2), dando origem ao cromossomo Philadelphia (Ph) e a
fusdo génica BCR::ABL1 (CHAUFFAILLE et al.,, 2016). A fusdo génica BCR::ABL1
desempenha um papel central na patogénese da LMC, com a expressdo constitutiva de sua
oncoproteina quimérica, levando a expansdo clonal dessas células hematopoiéticas, que
abrigam o gene de fusdo. A translocacdo t(9;22) é observada em aproximadamente 95% de
todos os casos de LMC, no entanto, rearranjos envolvendo trés ou mais cromossomos podem
ser observados aproximadamente em 5% dos casos (JAMIESON et al., 2004). Quanto aos
achados laboratoriais, a leucocitose € o principal achado (mediana de 100.000/uL). A
contagem de plaquetas geralmente é normal ou elevada; a trombocitopenia sugere a presenga
de doenca em estagio avancado, em vez de em fase cronica. O aumento de basofilos também
é um achado caracteristico (THOMPSON et al., 2015)

Sua incidéncia foi estimada em 1 a 2 casos em 100.000 pessoas/ano, sendo mais
frequente entre 40 a 60 anos de idade (HOFFBRAND; MOSS, 2018).

A LMC caracteriza-se por o crescimento descontrolado de células mieloides em
diferentes estagios de maturacdo. A LMC cursa em trés fases: fase cronica, fase acelerada e
fase blastica. Inicialmente, a fase crénica é o periodo no qual as manifestacdes descritas séo
mais proeminentes e podem ter duragdes de alguns anos. Em seguida, vem a fase acelerada,
quando surge a resisténcia ao tratamento e a doenc¢a adquire um aspecto mais agressivo, com
piora nos pardmetros do hemograma, 10 a 19% de blastos na medula éssea, e evolucéao clonal
no cariétipo. Esta fase tem duracdo de média de 3 a 6 meses, progredindo para a fase blastica
(CHAUFFAILLE et al., 2016). A fase blastica que é caracterizada pelo aumento na
porcentagem de blastos mieloides, linfoides ou misto-indiferenciados no sangue ou na medula
0ssea, sendo a crise blastica mieloide duas vezes mais frequente do que a linfoide. A maioria
dos pacientes com LMC permanecem em fase cronica, mas, se ndo forem tratados,
progredirdo para a fase acelerada e depois para fase blastica. Entretanto, uma pequena fracéo
de pacientes pode evoluir diretamente para fase blastica (MINCIACCHI, KUMAR E
KRAUSE, 2021).

Os sintomas da LMC séo inespecificos, podendo incluir febre, fadiga e perda de peso,
geralmente como resultado de anemia e esplenomegalia. Com a progressdo da doenca para a
fase blastica, os sintomas podem se tornar mais graves e incluir dor 6ssea e sangramentos, por
exemplo. No entanto, metade dos pacientes com LMC em fase cronica sdo assintomaticos,

por vezes diagnosticados apds exames de sangue de rotina (FADERL et al., 2015).
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Na LMC, a presenca de alteracBes citogenéticas adicionais a translocacdo t(9;22)
pode estar relacionada a evolucdo clonal. As anormalidades citogenéticas adicionais mais
comuns observadas em pacientes com LMC sdo a trissomia do cromossomo 8, o
isocromossomo 17 e presenca de duplo cromossomo Ph (CORTES e O'DWYER, 2004).
Outras alteragfes cromossomicas, como a delecdo no cromossomo 7, a trissomia dos
cromossomos 19, 21 e 17 séo descritas em menos de 10% dos casos de evolucdo clonal
(QUINTAS-CARDAMA e CORTES, 2006).

Os inibidores de tirosina quinase (TKIs) sdo a base do tratamento da LMC e diversos
farmacos estdo disponiveis atualmente. O tratamento com TKIs resultou em uma melhora na
sobrevida global até o ponto em que a expectativa de vida dos pacientes hoje é semelhante
aquela da populacdo em geral. Entretanto, uma pequena parcela dos pacientes falha na
resposta ao tratamento (THOMPSON et al., 2015).

Os fatores relacionados a transformacdo de LMC em fase blastica sdo pouco
compreendidos. Anormalidades genéticas Unicas, como a fusdo BCR::ABL1, pode ser um alvo
mais facil para terapia, mas a heterogeneidade molecular apresenta uma situacao terapéutica
mais dificil, devendo contribuir para uma resposta ineficaz a terapia (BRANFORD et al.,
2019). Em 2018 Brandford et al. demonstraram que, além da fusdo BCR::ABL1, variantes
somaticas em genes de cancer estdo presentes ao diagndstico em um subconjunto significativo
de pacientes, particularmente naqueles pacientes que, apesar da terapia com TKI,
experimentam transformacao precoce para fase blastica. Neste estudo, o gene ASXL1 foi o
mais frequentemente mutado ao diagndstico, sendo que 67% dos pacientes evoluiram com
crise blastica.

Os avancos nas tecnologias de sequenciamento tém auxiliado no manejo de diversas
neoplasias, permitindo a incorporacdo de perfis de mutacdo somatica ao diagndstico,
classificacdo, progndstico e terapia. Uma area ainda pouco explorada nas pesquisas da LMC é

analise gendmica expandida para o diagnostico, prognostico e transformacéo da doenca.

2.2.2 Policitemia Vera

A Policitemia Vera (PV) é uma doenga neoplasica clonal caracterizada pelo aumento
do volume total de células vermelhas do sangue. Sua origem baseia-se em uma leséo da
célula-tronco hematopoiética que leva a proliferacdo descontrolada dos eritrdcitos,
granulécitos e megacariécitos (HOFFBRAND; MOSS, 2018). Além disso, caracteriza-se pela

predisposicdo a trombose, assim como a eventos hemorragicos, uma variedade de sintomas e
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risco de progressdo para mielofibrose e/ou transformacgéo para LMA ao longo do tempo
(IURLO et al., 2020). E importante destacar a panmielose que caracteriza a PV é
independente da eritropoetina (horménio regulador da eritropoiese fisiologica) (TEFFERI,
2015).

Dentre os sintomas clinicos da PV destacam-se o cansaco, tontura e cefaleia. O
prurido pode ocorrer em aproximadamente 40% dos casos, geralmente ap6s um banho quente,
a noite ou apds atividade fisica. Muitas vezes, o diagndstico ocorre apos complicacfes
decorrentes de eventos trombdticos. No hemograma podem ser observadas elevacdo de
hemoglobina e hematdcrito, leucocitose e trombocitose. O mielograma é hipercelular com
aumento evidente da série eritroide, embora possa haver hiperplasia dos demais setores
(CHAUFFAILLE et al., 2016).

Sua incidéncia foi estimada em 2,3 - 2,8 por 100.000 pessoas/ano, com mediana de
idade no diagndstico de aproximadamente 60 anos e uma propor¢ao homem/mulher de 1,2:1
(RUGGERI et al., 2003).

Em quase todos os pacientes com PV pode ser detectada a mutacdo no gene JAK2
(Janus quinase 2; 9p24), sendo em aproximadamente 96% dos casos a mutacdo somatica
JAK2V617F no éxon 14 e em 3% mutagOes no éxon 12. O éxon 12 codifica 0s aminoacidos
de 505 a 547, mas as mutacdes foram identificadas nos cédons que abrangem os aminoacidos
de 533 a 547 (PARDANANI et al.,, 2007, VANNUCHI et al., 2008). O JAK2 est4
intimamente associado as porc¢des citoplasmaticas dos receptores de citocinas hematopoiéticas
importantes, como a eritropoietina (EPO), a trombopoietina (TPO) e o fator estimulador de
coldnias de granulécitos (GCSF). Os receptores das citocinas sdo ativados pela ligacdo do
ligante, as proteinas JAK consequentemente fosforilam umas as outras, o que atrai as
proteinas STAT, que sdo, por sua vez, fosforiladas pelas JAKs. As STATs dimerizam e
translocam para o nucleo, onde funcionam como um fator de transcricdo para modular a
expressao de genes-chave que regulam a proliferacédo, diferenciagdo ou sobrevivéncia celular.
O gene JAK2 selvagem ativa as vias de sinalizacdo intracelular apés a ligacdo do ligante; no
entanto, quando mutado, torna-se constitutivamente ativo, levando a proliferacdo celular
independente de citocinas subsequentes (Figura 1) (NANGALIA; GREEN, 2017; RUMI et
al., 2020). A PV com mutacdo de JAK2 no éxon 12 é caracterizada por niveis
significativamente mais altos de hemoglobina e contagens mais baixas de plaquetas e

leucocitos se comparado a PV com mutacdo JAK2 V617F. Entretanto, ambas mutacgdes estdo
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associadas a risco similar de trombose, transformacao para mielofibrose ou leucemia e morte
(PASSAMONTI et al., 2011).

Anormalidades citogenéticas podem ser detectadas em 14 a 20% dos pacientes no
diagnostico inicial de PV (SEVER et al., 2013), sendo a del(20q), +8, +9 e +1q as mais
comumente relatadas (REILLY et al., 2008; SWOLIN et al., 2008; CERQUOZZI; TEFFERI,
2015). A baixa frequéncia de cariotipos anormais tornou o progndstico de pacientes com PV,
usando dados citogenéticos, um desafio. Embora alguns estudos ndo tenham mostrado uma
relevancia no prognostico baseada nas alteragdes citogenéticas (SEVER et al., 2013), outros
reportaram um risco maior de progressdo da doenca e piora do desfecho clinico em pacientes
com cariotipo alterado (DINGLI et al., 2006, TEFFERI et al., 2013).

Em 2016 a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) revisou os critérios de diagnostico
da PV (Tabela 3). Em particular, os valores para hemoglobina e hematécrito foram ambos
reduzidos para 16,5 g/dL e 49% para homens, e 16 g/dL e 48% para mulheres,
respectivamente. O diagnostico da PV requer todos os trés critérios maiores ou 0s dois

primeiros critérios maiores e o critério menor (ARBER et al., 2016; IURLO et al., 2020).

Figura 1 — Mutacdes em JAK2 e ativacéo das vias de sinalizagéo
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O JAK2 selvagem associa-se a porcdo citoplasmatica de uma variedade de receptores, tais como
trombopoetina (MPL), eritropoietina (EPOR), fator estimulador de coldnia granuldcito/macréfago (G-
CSFR). O JAK2 mutante permanece constitutivamente ativo, levando a aumento de proliferacéo e
diferenciacdo eritroide, megacariocitica e granulocitica em menor nivel (Modificado de NANGALIA;
GREEN, 2017).
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Tabela 3 — Critérios diagndsticos para PV segundo a classificagdo OMS de 2016

Critérios maiores

1. Hemoglobina >16,5 g/dL para homens e 16,0 g/dL para mulheres, e/ou hematdcrito
> 49% para homens e > 48% em mulheres.

2. Biopsia de medula éssea demonstrando hipercelularidade para a idade com
panmielose (proliferacdo proeminente das séries eritroide, granulocitica e
megacariocitica).

3. Presenca da mutacdo JAK2 V617F ou da mutacéo no éxon 12,

Critério menor

1. Niveis séricos de eritropoetina abaixo do valor da normalidade.

Em um estudo com mais de 1.500 pacientes com PV, os fatores de risco para
sobrevida incluiram idade avancada, leucocitose, trombose venosa e cariotipo anormal. Os
fatores de risco para transformacéo leucémica na PV incluem idade avangada, leucocitose e
caridtipo anormal (TEFFERI et al., 2013). Como os eventos trombdticos representam a
principal causa de morbidade e mortalidade para pacientes com PV, com uma taxa registrada
de mortes por eventos cardiovasculares e eventos trombdticos ndo fatais de 5,5%
pacientes/ano (MARCHIOLI et al., 2005), a estratificacdo do risco cardiovascular é de
importancia crucial para avaliar o progndstico dos pacientes no momento do diagndstico
(IURLO et al., 2020). Atualmente, os pacientes com PV sdo estratificados em duas classes de
risco trombdtico: (1) baixo risco, no caso de pacientes mais jovens (idade <60 anos) sem
tromboses anteriores e (2) alto risco, no caso de pacientes com mais de 60 anos e/ou com
complicacdes tromboticas anteriores (MARCHIOLI et al., 2005, CHAUFFAILLE et al.,
2016).

Na auséncia de agentes efetivos em modificar seu curso natural e impedir a
progressdo da doenca, as estratégias de tratamento da PV tém se concentrado principalmente
em minimizar o risco de complicagbes trombo-hemorragicas que representam a principal
causa de morbidade e mortalidade (SPIVAK, 2019). A flebotomia é a base da terapia PV, e a
meta do hematdcrito de 45% ou menos foi estabelecido por um ensaio randomizado dado o
menor risco de eventos cardiovasculares relatados quando comparado com um hematdcrito de
45% a 50%. O manejo tipico inclui a combinacdo de flebotomia para reduzir o hematocrito
para <45% e aspirina em baixa dose (MARCHIOLI et al., 2013). A manutenc¢do da contagem
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de leucocitos e plaquetas € também um desafio do tratamento, uma vez que o risco de
trombose mostrou ser aproximadamente quatro vezes maior em pacientes com contagens de
leucocitos > 11 x 10° /L (BARBUI et al., 2015). Para alcancar os niveis alvo de hematdcrito e
normalizar as contagens de leucocitos e plaquetas, o European LeukemiaNet (ELN),
recomendou a adi¢do de agentes citorredutores ao tratamento (BAROSI et al., 2013).
Atualmente, a predi¢do de sobrevida na PV baseia-se sobretudo em variéveis clinicas.
Analises de sequenciamento de nova geracdo (NGS) podem elucidar o cenario molecular da
PV para além das mutacdes drivers e identificar pacientes com risco de progressao mais
rpida da doenca. Um estudo de Tefferi et al (2020) sugere que mutacdes no gene SRSF2
afetam adversamente a sobrevida global na PV. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para

definir outros genes de importancia para a patogénese de PV além do JAK2.

2.2.3 Trombocitemia Essencial

A trombocitemia essencial (TE) ¢ uma doenca clonal originada da transformacéo
neoplasica da célula progenitora hematopoiética com proliferacdo mieloide e elevacédo
progressiva das trés séries hematopoiéticas no sangue periférico, embora se caracterize pelo
elevado nimero de plaquetas com hiperplasia megacariocitica (BOSE; VERSTOVSEK,
2019).

Dentre os sintomas clinicos da TE destacam-se cefaleia, sincope, dor toracica atipica,
distdrbios visuais, queimacdo de maos e pés associada a rubor e calor em aproximadamente
40% dos casos. Os eventos tromboticos sdo frequentemente observados, sobretudo em
pacientes acima de 60 anos. Os fenbmenos hemorragicos acometem aproximadamente um
quarto dos pacientes (CHAUFFAILLE et al., 2016).

No hemograma observa-se nivel normal de hemoglobina, embora possa ocorrer
anemia leve. Em dois tercos dos casos pode ser observada leucocitose (>20.000/mm?®). A
contagem de plaquetas é superior a 450.000/mm® e podem ser observadas alteracées
morfolégicas. Destaca-se a proliferacdo da linhagem megacariocitica com predominio de
células grandes, com citoplasma abundante e nucleo hiperlobulado. O mielograma ¢é
hipercelular com aumento evidente da série megacariocitica (HOFFBRAND; MOSS, 2018).
A bidpsia da medula Ossea € essencial para o diagnostico de TE e distin¢cdo de casos com
MFP pré-fibrética com um fendtipo de TE ou PV com nivel inferior de hemoglobina. Na
bidpsia de medula, a celularidade é variavel, podendo ser normal a discretamente hipercelular
(KVASNICKA et al., 2017).
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A TE possui incidéncia anual de 0,2 a 2,27 casos a cada 100.000 habitantes, com
sobrevida superior a PV, ndo devendo ser diferente da populacdo saudavel de mesmo sexo e
idade (PASSAMONTI et al., 2004). A propor¢do homem: mulher é de aproximadamente 1:2
e a mediana de idade dos pacientes € 60 anos. Entretanto, 20% dos pacientes com TE tém
menos de 40 anos (MORA; PASSAMONTI, 2019). Em pacientes jovens, com idade <60
anos, a mediana de sobrevida ultrapassou 30 anos e o risco de progressdao leucémica ou
fibrotica é baixo, estimado entre 2,1-5,3% e 4%-11%, respectivamente (CERQUOZZI;
TEFFERI, 2015). Estudos j& mostraram a importancia da idade como fator de risco
independente na TE (TEFFERI et al., 2016). De uma forma geral, a expectativa de vida ndo
parece ser comprometida na primeira década da doenga, mas estudos longos de
acompanhamento tém mostrado uma menor sobrevida dos pacientes com TE em relacdo a
populacdo geral. Além da idade, a leucocitose e o historico de trombose constituem os dois
outros importantes preditores de reducdo na sobrevida (GIRODON et al., 2010;
MONTANARO et al., 2014).

N&o ha& uma alteracdo cromossdmica caracteristica da TE. Alteracdes cromossdmicas
sdo observadas em cerca de 5% dos casos, sendo a trissomia dos cromossomos 8 e 9 as
alteracbes mais frequentes. A avaliagdo precisa do impacto prognostico do estudo
citogenético na TE tem sido dificultada pela baixa incidéncia de cariétipo anormal nesta
doenca (GANGAT et al., 2009).

Cerca de 90% dos casos de TE mostram um marcador molecular clonal, uma mutacao
driver. O espectro de mutacdes drivers na TE é mais diverso que na PV. A mutacdo JAK2
V617F é detectada em 50-60% dos casos, a mutagdo dos genes da calreticulina (CALR) em
20-25% dos pacientes e no gene MPL (codifica o receptor da trombopoetina) em 3-15%
(BOSE; VERSTOVSEK, 2019). O gene JAK2 codifica para uma tirosina quinase intracelular
gue desempenha um papel essencial na hematopoese normal. Esta mutacdo de ganho de
funcdo é responsavel por uma mieloproliferacdo aberrante independente de citocina via
ativacdo da via JAK-STAT. O gene MPL localiza-se no cromossomo 1 (1p24) e codifica o
receptor de trombopoetina (TORTOLANI et al., 1995). A trombopoetina é um fator de
crescimento que regula a producdo de progenitores hematopoiéticos multipotentes e
plaquetas. As mutacdes mais frequentes em MPL estdo no éxon 10, com a maioria delas
localizadas no cédon 515 do triptofano (MA et al., 2011). Além da mutagdo MPLW515L,
reportada em 67% dos casos, varias outras substituicGes ja foram descritas, como W515K,
W515R, W515A e W515G (VANNUCCHI et al., 2008, MA et al., 2011). Outras mutagdes
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sdo ainda menos frequentes, como aquelas que afetam a posicdo 505 e, as mutacdes nao
candnicas no éxon 4 recentemente descritas (CABAGNOLS et al., 2016, MILOSEVIC et al.,
2016). As mutacdes em MPL séo geralmente heterozigotas, mas podem tornar-se homozigotas
durante a progressao da doenca, mais frequentemente na substituicdo W515K (BEER et al.,
2008). O gene CALR, localizado no cromossomo 19 (19p13), codifica a calreticulina, uma
chaperona multifuncional ligante de célcio, localizada no Iimen do reticulo endoplasmatico.
A calreticulina desempenha importante funcdo na homeostase do calcio, podendo regular uma
variedade de funcgdes celulares, como a diferenciacdo e maturagdo de megacariocitos e
formagéo de plaquetas, transducdo de sinal mediada por integrina, proliferacdo celular,
apoptose, entre outras (ARAKI; KOMATSU, 2020). Mutagdes CALR encontradas em
pacientes com NMP sdo geralmente mutacdes frameshift causadas por pequenas dele¢des ou
inser¢bes de nucleotideos no éxon 9, o ultimo éxon deste gene. As mutacbes CALR mais
frequentes sé&o uma delecdo de 52 bp (tipo 1) e uma inser¢éo de 5 bp (tipo 2) (KLAMPFL et
al., 2013, PIETRA et al., 2016). A forma mutante da calreticulina é responsavel pela
exportacdo de MPL para superficie da célula, levando a ativacdo da via JAK-STAT
independente de TPO (ARAKI et al., 2016, CHACHOUA et al., 2016). As NMPs com
mutacdes em CALR apresentam caracteristicas clinicas distintas (CAZZOLA et al., 2014).
Pacientes com TE e mutacdes em CALR tém contagens de plaquetas muito altas, mas risco
relativamente baixo de trombose, inferior ao de pacientes com TE e JAK2 mutante (RUMI et
al., 2014).

Em 2016 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revisou os critérios de diagnostico
da TE (Tabela 4). O diagnéstico da TE requer todos os quatro critérios maiores ou trés
primeiros critérios maiores e um critério menor (ARBER et al., 2016). Em um estudo com
867 pacientes com TE, a idade > 60 anos, contagem de leucdcitos > 11 x 10%L e evento
prévio de trombose foram significativamente associados a menor sobrevida (PASSAMONTI
et al., 2012). Baseado nesses achados, foi desenvolvido o modelo prognostico IPSET
(International Prognostic Score for Thrombosis in Essential Thrombocythemia) que
estratificava 0s pacientes ao diagndstico em trés categorias de risco: baixo risco, risco
intermedidrio e alto risco. A partir dos achados de estudos posteriores o escore IPSET passou
por revisdes (BARBUI et al., 2012; BARBUI et al., 2015) e foi desenvolvido o escore
IPSET-trombose revisado que estratifica os pacientes em quatro diferentes grupos de risco:

muito baixo risco, baixo risco, risco intermediario e alto risco (BARBUI et al., 2015; BOSE,
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VERSTOVSEK, 2019). Esta estratificacdo baseia-se na idade do paciente, histérico de
trombose e presenca da mutagdo JAK2 V617F (Tabela 5).

Tabela 4 — Critérios diagndsticos para TE segundo a classificagdo OMS de 2016

Critérios maiores

1. Contagem de plaquetas > 450 x 10%/L.
2. Bidpsia de medula éssea mostrando principalmente proliferacdo megacariocitica com
aumento de megacariocitos maduros de ndcleos aumentados e hiperlobulados. N&do ha

aumento significativo ou desvio a esquerda na granulopoiese de neutrofilos ou eritropoiese
e raramente aumento de fibras de reticulina.

3. N&o atender os critérios da OMS para diagnostico de LMC BCR::ABL*, PV, MFP, SMD
ou outras NMs.

4. Presenca de mutacdo em JAK2, CALR ou MPL.

Critério menor

1. Presenca de um marcador clonal ou excluséo de trombocitose reativa.

Tabela 5 — Modelo IPSET revisado para estratificacdo de risco na TE

Risco Critérios de classificacdo

Muito baixo Idade < 60 anos, JAK2 selvagem e sem historico de trombose
Baixo Idade < 60 anos, JAK V617F" e sem historico de trombose
Intermediario Idade > 60 anos, JAK selvagem e sem histérico de trombose

Idade > 60 anos e JAK V617F", ou histérico de trombose

Alto independentemente de outros fatores

Aproximadamente 10% dos casos ndo apresentam as mutacées em JAK2, CALR ou
MPL, sendo chamados de triplo-negativos (MORA e PASSAMONTI, 2019). Em um estudo
com analises de NGS, foram identificadas mutagdes somaticas em genes ndo drivers em mais
de 50% dos pacientes com TE (TEFFERI et al., 2015). Em um estudo semelhante os genes
mais frequentemente mutados foram TET2, ASXL1, DNMT3A e SF3B1. Néo foi encontrada

associagédo entre status mutacional JAK2/MPL/CALR e as mutagdes ndo drivers. A presenca
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de pelo menos uma mutagéo adversa nos genes U2AF1, SRSF2, SH2B3, IDH2, SF3B1, TP53
e RUNX1 estd associada a inferior sobrevida global independentemente da idade e do
cariotipo. Mutacdes nos genes U2AF1 e SF3B1 afetam a sobrevida livre de leucemia e livre
de mielofibrose (TEFFERI et al., 2016; TEFFERI et al., 2020).

Apesar de recente progresso na compreensdo da patogénese da TE, o manejo
terapéutico dessa doenca permaneceu praticamente inalterado nas Ultimas décadas. O
tratamento tem se concentrado principalmente na reducdo do risco de complicacdes,
especialmente na prevencdo de eventos tromboticos ou hemorragicos (MASAROVA,;
VERSTOVSEK, 2019). A terapia citorredutora com hidroxiureia é recomendada para 0s
pacientes com TE de alto risco, e usualmente recomendada para 0s casos de risco
intermediario (BOSE; VERSTOVSEK, 2019). O acompanhamento e a aspirina de baixa dose
sdo indicados para os casos de muito baixo risco e baixo risco, exceto quando for
contraindicada. A aspirina é geralmente contraindicada na presenca de doenca de von
Willebrand adquirida. Para os casos de risco intermediario e alto risco ¢é indicada a associagao
de terapia citorredutora e aspirina de baixa dose (BARBUI et al., 2015). O desenvolvimento
de drogas para TE apresenta varios desafios decorrentes de seu curso de doenca relativamente
benigno e prolongado. Até o momento, nenhuma terapia mostrou alteracdo efetiva e definitiva
do comportamento da doenga. Embora novos agentes estejam em desenvolvimento e espera-
se que alguns deles ampliem as possibilidades de tratamento da TE, seu papel exato ainda
precisa ser determinado (MARASAROVA; VERSTOVSEK, 2019).

2.2.4 Mielofibrose Primaria

A mielofibrose priméria (MFP) é uma doenca clonal originada da transformagéo
neoplasica da célula progenitora hematopoiética, caracterizada proliferacdo anormal de
megacaridcitos e granuldcitos na medula dssea, associada a estagios de fibrose reativa,
hematopoese extramedular e expressdao anormal de citocinas. A apresentacdo da doenca €
heterogénea, com 30% dos pacientes inicialmente assintomaticos (O’SULLIVAN;
HARRISON, 2018; KHOURY et al., 2022). A mielofibrose pode se apresentar como uma
desordem de novo (mielofibrose priméria) ou pode se desenvolver a partir da transformacéo
de uma PV ou TE (MESA et al., 2007). As manifestacdes clinicas da doenca incluem anemia
severa, hepatoesplenomegalia, fraqueza, fadiga, palpitacdo, perda de peso, sudorese noturna,

febre, trombose, sangramento e outras (TEFFERI, 2000). A MFP cursa com duas fases, uma
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inicial, proliferativa ou fase celular para evoluir para a fase fibrética, com esgotamento total
da medula 6ssea (CHAUFFAILLE et al., 2016).

A MFP é a menos frequente dentre as NMPs, com incidéncia de aproximadamente 1
caso para cada 100.000 habitantes/ano (HARRISON; MCLORNAN, 2014), afetando
geralmente pacientes idosos, com mediana de idade no diagndstico em torno de 65 anos
(TEFFERI, 2010). Ao contrério de PV ou TE, h4d uma reducdo acentuada na expectativa de
vida em pacientes com MFP em comparagdo com a populacdo em geral (HULTCRANTZ et
al., 2012). Os 6bitos devem-se a infeccdo e sangramento como resultado de insuficiéncia
progressiva da medula 6éssea, trombose e leucemia aguda (CERVANTES et al., 2008).
Aproximadamente 10 a 20% dos casos evoluem para leucemia aguda (CHAUFFAILLE et al.,
2009).

O curso da doenca é variavel, com sobrevida média variando de meses a anos.
Caracteristicas clinicas e bioldgicas, como idade avancada, leucocitose, anemia, dependéncia
de transfusdo e a elevacdo de marcadores inflamatérios podem afetar o progndstico em
pacientes com MFP (ZHOU; FELLOW, 2014).

Os achados laboratoriais caracteristicos incluem a morfologia do sangue periférico
com presenca de dacridcitos, eritroblastos, leucocitose com ou sem aumento de blastos
circulantes, trombocitose ou trombocitopenia com megacaridcitos circulantes. O aspirado de
medula 6ssea pode produzir um aspirado ‘seco’ devido a presenca de fibrose (GANGAT;
TEFFERI, 2020), o que frequentemente inviabiliza a coleta de amostra para realizacdo do
mielograma e outros exames. De acordo com a classificacdo da OMS, a MFP ¢ diferenciada
em duas entidades clinicas: MF pré-fibrotica e MF fibrética (ARBER et al., 2016; KHOURY
et al., 2022). Na fase pré-fibrotica da doenca observa-se hipercelularidade dos setores
mieloides. A biopsia da medula dssea na fase pré-fibrética é hipercelular, com aumento no
namero de neutrofilos e, frequentemente, reducdo na eritropoese. O diagnostico da MFP pré-
fibrética requer presenca dos trés critérios maiores e pelo menos um critério menor (ARBER
et al.,, 2016) (Tabela 6). Na fase fibrdtica, a celularidade da medula 6ssea diminui e as
fibroses reticulinica e colagénica se tornam mais evidentes (CHAUFFAILLE et al., 2016). A
bidpsia de medula 6ssea com coloracdo para reticulina, os estudos citogenéticos e moleculares
sdo muito importantes para estabelecer o diagndstico da MFP (GANGAT; TEFFERI, 2020).
O diagndstico da MFP fibrdtica requer presenca dos trés critérios maiores e pelo menos um
critério menor (ARBER et al., 2016) (Tabela 7).
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Tabela 6 — Critérios da OMS para diagnoéstico da MFP pré-fibrética

Mielofibrose primaria pré-fibrotica

Critérios maiores

1. Presenca de proliferagdo megacariocitica e atipia sem fibrose reticulinica > grau 1,
acompanhada por aumento da celularidade da MO ajustada a idade, proliferacédo
granulocitica e, frequentemente diminuicéo da eritropoese.

2. N&o atender os critérios da OMS para LMC BCR-ABL1+, PV, TE, SMD ou outras NMs.

3. Presenca da mutacdo JAK2, CALR ou MPL, ou presenca de outro marcador clonal, ou
auséncia de mielofibrose reativa.

Critérios menores

Presenca de pelo menos um dos critérios abaixo, em duas determinagdes consecutivas.

1. Anemia ndo atribuida a uma comorbidade

2. Leucocitose > 11 x 10%/L

3. Esplenomegalia palpavel

4. Aumento de LDH acima do limite superior normal

LDH, desidrogenase lactica.

Em 50 a 60% dos casos de MFP pode ser identificada a mutacdo do éxon 14 do gene
JAK2 (V617F), em 30% a mutacdo do gene da calreticulina (CALR), em menos de 10% dos
casos a mutacdo em MPL e 9% sdo triplo negativos para estas mutacdes (TEFFERI et al.,
2018). Os casos triplos negativos tém um pior prognéstico e alta taxa de transformacéo
leucémica (ALSHEMMARI et al., 2016).

O cariotipo de medula 6ssea é um teste importante na estratificacdo de risco da MFP,
mas assim como na PV e TE ndo hd uma alteracdo cromossémica exclusiva da doenca.
Embora a 30 a 70% dos pacientes com MFP apresentem cariotipo alterado (LIN et al., 2020),
apenas um numero limitado de alteracfes cromossémicas parecem estar associadas a um pior
prognoéstico, em particular +8, -7/7g-, i(17q), -5/5q-, 12p-, inv(3) e rearranjos em 11923
(IURLO et al., 2020).

As decisbes quanto ao tratamento na MFP sdo muitas vezes desafiadoras,
particularmente no que diz respeito a0 momento de opcdo por um transplante alogénico de

MO ou participacdo em ensaios clinicos. Portanto, estratificagdo de risco precisa dos
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pacientes quanto a sobrevida global e sobrevida livre de leucemia é critica (GANGAT et al.,
2011). O Dynamic International Prognostic Scoring System Plus (DIPSS-Plus) para MFP
considera os seguintes fatores de risco para prever a sobrevida: idade superior a 65 anos,
hemoglobina inferior a 10 g/dL, contagem de leucocitos acima de 25 x 10%L, blastos
circulantes >1%, necessidade de transfusdo de hemadcias, contagem de plaquetas < 100 x
10%/L e presenca de cari6tipo desfavoravel (GANGAT et al., 2011; TEFFERI, 2021). O
DIPSS-Plus é estratificado em quatro categorias de risco baseadas nos oito fatores ja
mencionados: (1) baixo (sem fatores de risco), (2) intermediario-1 (presenca de um fator de
risco), (3) intermediario-2 (dois ou trés fatores de risco) e (4) alto (quatro ou mais fatores de
risco); com medianas de sobrevida de 15,4; 6,5; 2,9 e 1,3 anos, respectivamente (GANGAT et
al., 2011).

Tabela 7 — Critérios da OMS para diagnoéstico da MFP fibrética

Mielofibrose primaria fibrotica

Critérios maiores

1. Presenca de proliferacdo megacariocitica e atipia, acompanhada por fibrose
reticulinica e/ou colagénica grau 2 ou 3.

2. Néo atender os critérios da OMS para LMC BCR::ABL1", PV, TE, SMD ou outras
NMs.

3. Presenca da mutacdo JAK2, CALR ou MPL, ou presenca de outro marcador clonal,
ou auséncia de mielofibrose reativa.

Critérios menores

Presenca de pelo menos 1 dos critérios abaixo, em duas determinacdes consecutivas.
1. Anemia ndo atribuida a uma comorbidade

2. Leucocitose > 11 x 10%/L

3. Esplenomegalia palpéavel

4. Aumento de LDH acima do limite superior normal
5. Leucoeritroblastose

LDH, desidrogenase lactica.

Todas as ferramentas de avaliacdo prognostica até entdo dependiam fortemente de
parametros laboratoriais muito sujeitos a flutuacées, especificamente valores de hemoglobina,

em pacientes transfundidos (TEFFERI et al., 2020). Isto foi superado pelos escores
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prognosticos contemporaneos: Mutation Enhanced Prognostic Scoring Systems (MIPSS 70,
MIPSS 70-plus e MIPSS 70-plus versdo 2.0), que compreendem muta¢des com impacto no
prognostico, além dos parametros laboratoriais. Anormalidades de alto risco molecular
incluem mutacGes em ASXL1, EZH1, SRSF2 e IDH1 com a adi¢do de U2AF1 no MIPPS 70-
plus versdo 2.0. Além disso, no MIPSS 70-plus versdo 2.0, anemia e cariétipo foram
cuidadosamente analisados e separados em categorias distintas. O Genetically Inspired
Prognostic Scoring System (GIPSS) é uma ferramenta de avaliacdo progndstica mais simples
e pratica para o médico, baseada em alteracdes citogenéticas e moleculares isoladas, como
caridtipo desfavoravel, ASXL1, SRSF2, U2AF1, auséncia de mutacbes CALR Tipo 1
(TEFFERI et al., 2018).

A frequéncia de mutacgdes inespecificas ndo drivers é maior na MFP em comparacao a
PV e TE. Desde a publicacdo do DIPSS-plus, foram publicados varios estudos sugerindo
informagdes prognosticas adicionais (TEFFERI et al., 2021). Na MFP mutagdes ndo drivers
com frequéncia de 10% ou mais incluem os genes ASXL1, TET2, SRSF2 e U2AF1 (LASHO et
al., 2012, VANNUCHI et al., 2013). Foi relatado que pacientes com MFP e perfil de
mutacdo CALR/ASXL1™ tém maior sobrevida, em comparacdo com aqueles com
CALR/ASXL1", enquanto CALR'/ASXL1" e CALR/ASXL1 os pacientes estavam em uma
categoria semelhante de risco intermediario (TEFFERI et al., 2014). Além disso, estudos com
NGS multigénicos identificaram mutacfes nos genes ASXL1, SRSF2, CBL, KIT, RUNX1,
SH2B3 e CEBPA associadas a efeito adverso na sobrevida global ou sobrevida livre de
leucemia (TEFFERI et al., 2016).

As terapias atualmente disponiveis sdo de beneficio paliativo, sem capacidade de
modificagdo da doenca, com potencial para causar eventos adversos (GANGAT; TEFFERI,
2020). O anico tratamento que atualmente é capaz de levar ao aumento da sobrevida ou tem
potencial de cura na MFP é o transplante alogénico de células-tronco (TCTH). Infelizmente, o
TCTH em MFP esté atualmente associado a pelo menos 50% de taxa de mortes relacionadas
ao transplante ou morbidade grave, independentemente da intensidade dos regimes de
condicionamento usados (BALLEN et al.,, 2010). A terapia de primeira linha para
esplenomegalia associada a MFP ¢ a hidroxiureia, eficaz na redugdo do tamanho do baco pela
metade em aproximadamente 40% dos pacientes (MARTINEZ-TRILLOS et al., 2010). A
anemia sintomatica relacionada a MFP é tratada com suporte transfusional além de
medicamentos. Em termos de terapia, as opgdes séo limitadas a agentes estimulantes da

eritropoiese (se o nivel de eritropoietina <500 UIl), andrégenos, como o danazol e
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combinacg0Oes de talidomida ou lenalidomida com prednisona (TEFFERI, 2011). Uma terapia
emergente para a anemia é o luspatercept, que se liga aos ligantes da superfamilia TGF-B,
como fator de diferenciacao de crescimento 11 (GDF11), diminuindo a sinalizacdo de SMAD
e intensificando a eritropoiese em estagio avancado (GERDS et al., 2019). O tratamento da
esplenomegalia sintomética pode ser alcancado com hidroxiureia ou inibidores JAK2
aprovados (ruxolitinib ou fedratinib) (HARRISON et al., 2017). A caracterizagdo molecular
da MFP aumentou substancialmente a avaliacdo de prognostico; no entanto, o impacto das
mutacdes concomitantes merece um estudo mais aprofundado. A busca por terapias que
modifiquem o curso doenga continua voltada para alvos além das vias de sinalizacdo JAK-
STAT, sozinhos ou em combinagdo com terapia com inibidor de JAK. Intervencéo precoce
com novos agentes ou o transplante alogénico em pacientes de MFP geneticamente de alto

risco justifica esta exploracdo (TEFFERI et al., 2020).

2.3 NEOPLASIA MIELODISPLASICA

A classificacdo mais recente da OMS para as NMs introduziu o termo neoplasia
mielodisplasica em substitui¢do a sindrome mielodisplasica, mas permaneceu abreviada como
SMD (KHOURY et al., 2022). A SMD é um grupo heterogéneo de doencas das células
precursoras hematopoiéticas com alteracdo na proliferacdo e maturacéo celular. Caracterizam-
se por citopenias periféricas devido a hematopoese ineficaz, displasia morfoldgica e risco
aumentado de transformacéo para leucemia aguda (VALENT et al., 2017). A SMD acomete
principalmente individuos do sexo masculino, com idade superior a 60 anos, sendo a NM
mais comum em idosos, com incidéncia média anual de até 75 por 100.000 pessoas (HAIDER
et al., 2017). A SMD pode ser primaria ou secundaria. Na SMD primaria, a etiologia da
doenca esta associada a exposicdo a produtos toxicos a medula éssea, como os derivados de
benzeno e pesticidas, por exemplo. A SMD secundaria pode ocorrer em consequéncia de
qguimioterapia ou radioterapia. Algumas doencas podem conferir um maior risco de SMD,
como por exemplo, a anemia de fanconi (HOFFBRAND; MOSS, et al., 2018).

Ha trés pilares que suportam o diagnéstico de SMD: 1. Citopenia persistente e
clinicamente inexplicada, 2. Displasia morfoldgica; e 3. Evidéncias de hematopoiese clonal
por citogenética e/ou genética molecular (HASSERJIAN et al., 2019).

Dentre os sintomas da SMD destacam-se a fraqueza e cansaco devido a anemia, as
vezes dependente de transfusdes, sangramento mucoso em funcdo da plaquetopenia, e mais

raramente a febre associada a neutropenia (CHAUFFAILLE et al., 2016). Geralmente
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suspeita-se de SMD na presenca de citopenia em exame de rotina do sangue periférico, que
desencadeia a avaliagdo da medula 6ssea. Na anélise morfoldgica, a medula 6ssea em geral é
hipercelular, com graus variaveis de displasia, com ou sem células sanguineas imaturas
(GIDARO et al., 2016). A avaliacao inicial inclui, alem do exame do sangue periférico, o
aspirado medular com reacdo de Perls, o estudo histopatoldgico da medula 6ssea com
avaliacdo da trama de fibras reticulinicas, a anélise citogenética e a citometria de fluxo
(VASSALO; MAGALHAES, 2009).

Os diferentes subtipos de SMD foram agrupados em SMD definida por
anormalidades genéticas e SMD morfologicamente definida (Tabela 8). Os critérios de
classificacdo da OMS para SMD incluem a proporg¢do de blastos na medula 6ssea e no sangue
periférico, as alteracGes citogenéticas, e, a presenca de mutacbes somaticas nos genes SF3B1
e TP53 (KHOURY et al., 2022).

A SMD compreende um amplo espectro de fenétipos clinicos que variam desde
pacientes assintomaticos, com citopenias leves e maior expectativa de vida, até aqueles
sintomaticos, com citopenias graves e prognostico reservado. Entretanto, pacientes com
doencas semelhantes podem ter uma evolucao diferente ao logo do tempo. Esta variabilidade
pode ser um desafio para os médicos determinarem o momento ideal para iniciar o tratamento,
a escolha do tratamento para seus pacientes e a melhor forma de aconselha-los quanto ao
prognostico. As escolhas terapéuticas para pacientes de baixo risco se assemelham pouco as
opcdes recomendadas para pacientes de alto risco. Em aproximadamente 45% dos casos de
SMD pode ser identificada uma anormalidade citogenética recorrente (SCHANZ et al., 2012,
NYBAKKEN; BAGG, 2014). Diferentemente da LMA, as alteragdes de nimero de cdpias,
incluindo dele¢bes cromossdmicas e amplificagdes génicas s&o mais comuns do que as
translocacbes. Certos achados citogenéticos na SMD estdo associados a mudancas no
prognostico e foram incorporados ao escore de prognostico IPSS-R (GREENBERG et al.,
2012). O caridtipo complexo (mais de trés alteracdes cromossdmicas) e o caridtipo
monossdmico tém sido associados a um pior prognostico (DELLA PORTA et al., 2014;
KOENECKE et al., 2015) (Tabela 9).

Considerando o0s varios subtipos da doenga, os achados citomorfoldgicos,
imunofenotipicos, histologicos, citogenéticos e mutacionais se complementam para
determinacdo do progndstico, risco de transformacdo para LMA e resposta ao tratamento
(CHAUFFAILLE et al., 2016).



Tabela 8 — Critérios definidos pela OMS para classificacdo da SMD
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Classificacao % blastos Alterac0es citogenéticas Mutac6es
SMD definida por alteracdes genéticas

. x del(5q) isolada, ou com uma outra

0 )
SMD com baixo % de blastos e delegao <5% na MO e <2% no SP alteracdo que ndo seja del(5q) ou
isolada em 5q (SMD-5q) .
monossomia do cromossomo 7
Auséncia de del(5g), monossomia

SMD com baixa % de blastos e mutagéo <20% na MO e no SP do cromossomo 7 ou cariotipo SF3B1

SF3B1% (SMD-SF3B1)

SMD com inativacao bialélica de TP53
(SMD-biTP53)

SMD morfologicamente definida

SMD com baixa % de blastos

SMD hipoplésica

SMD com aumento de blastos
SMD-AB 1

SMD-AB 2
SMD com fibrose

<5% na MO e <2% no SP

5-9% na MO ou 2-4% no SP

10-19% na MO ou 5-19% no SP

ou sideroblastos em anel
5-19% na MO:; 2-19% no SP

complexo

Usualmente cari6tipo complexo

Duas ou mais mutagdes em
TP53, ou uma mutagéo
com evidéncia de perda

numero de copias de TP53

% A deteccio de >15% de sideroblastos em anel deve substituir a mutacdo SF3B1, sendo aceitavel a terminologia: SMD com baixa porcentagem de blastos e
sideroblastos em anel. AB, aumento de blastos; bi, bialélica; del, delecdo; MO, medula éssea; SP, sangue periférico.
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Tabela 9 — Alteracdes citogenéticas recorrentes de prognostico relevante na SMD

Prognostico % Casos Alteracdo citogenética

Muito bom 3% - 4% -Y, del(11q)

normal, del(5q), del(12p), del(20q), duplo

0/ _ 0
Bom 66% - 72% incluindo a del(5q)

del(7q), +8, +19, i(17q), qualquer outro clone

Intermediario 13% - 19% . .
simples ou duplo independente

—7, inv(3)/t(3q)/del(3q), duplo incluindo —7/
Pobre 4% - 5% del(7q), complexo: trés alteracdes
citogenéticas

Muito pobre 7% Complexo: mais que trés alteragdes

del, delecdo; inv, inversdo; i, isocromossomo; p, brago curto; g, braco longo; t, translocacéo.

Foram desenvolvidos sistemas de escore prognéstico que incorporam fatores de risco
relacionados a doenga, caracteristicas do paciente e achados citogenéticos para estratificar
com mais precisao o risco de pacientes com SMD. Entretanto, essas ferramentas de avaliagcdo
de risco ndo incorporam formalmente as mutacdes somaticas que demonstraram associacdes
prognosticas independentes capazes de refinar melhor a previsdo de risco de doenca. Os
escores de prognostico de SMD mais relevantes sdo o IPSS, WPSS e IPSS-R (HAIDER et al.,
2017). O WPSS (WHO Prognostic Scoring System) atribui pontuacGes de risco a subtipos
baseadas na porcentagem de blastos na medula dssea, na presenca de anormalidades
citogenéticas e de anemia grave para determinar uma pontuacdo de risco total. Essas
pontuacfes sdo entdo traduzidas em um dos cinco grupos de risco com diferencas
significativas na mediana de sobrevida global e probabilidade de progressédo para LMA. As
vantagens do WPSS incluem sua facilidade de uso, ter sido validado em momentos diferentes
do diagndstico, tornando-o um sistema de pontuacdo dindmico. Porém, sua maior
desvantagem é o numero limitado de anormalidades citogenéticas consideradas, tornando-o
menos preciso para certos pacientes (VOSO et al., 2013; DELLA PORTA et al., 2015). O
IPSS (International Prognostic Scoring System) assim como o WPSS é simples de usar,

considerando a porcentagem de blastos na medula 6ssea, um pequeno numero de
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anormalidades citogenéticas a presenca de citopenias como fatores de risco relevantes.
Baseado na pontuacdo os pacientes sdo atribuidos a um dos quatro grupos de risco. Na prética,
aqueles com risco IPSS baixo ou intermediario-1 sdo considerados como tendo SMD de baixo
risco, enquanto aqueles com risco intermediario-2 ou alto risco IPSS sdo considerados de
maior risco (GREENBERG et al., 1997). O IPSS tem limita¢cbes importantes. Considera
apenas a presenca de citopenias e ndo sua gravidade, e supera 0 impacto da proporgéo de
blastos em comparacdo com anormalidades citogenéticas. Isto pode levar a uma subestimacao
do risco em muitos pacientes de baixo risco com propor¢bes normais de blastos
(MITTELMAN et al., 2010). O IPSS-R (International Prognostic Scoring System Revised)
também possui as limitacdes do IPSS, mas a ele foram incorporadas melhorias que o levaram
0 ser considerado o padrdo ouro atual para estratificacdo de risco na SMD (Figura 2)
(HAIDER et al., 2017).

Figura 2 — Escore prognostico IPSS-R e estratificagdo na SMD

Grupos de risco citogenético Alteracbes citogenéticas IPSS-R

del(11q), - Y

Normal, del(20q), del(5q) sozinha ou com uma outra
alteragiio, del(12p)

+8, del(7q), i(17q), +19, +21, qualquer alterago tnica

fn s ou dupla nfo listada, dois ou mais clones independentes
der(3q), - 7. dupla alteragio com del(7q). caridtipo
complexo com trés alteragdes
Cariotipo complexo com mais de trés alteragdes
Parimetro IPSS-R Categorias e escores associados

Bom Intermedidrio
Grupo de risco citogenético . 5
=2%—=5% | 5% —10%
% de blastos na MO
1 2 3
. . g —<10 =8
Hemoglobina (g/dL.)
1 1.5
50 —=100 =50
Contagem de plaquetas (x10%L)
0.5 1
<0.8
Contagem de neutréfilos (x10%/1) 05

> s Mediana de Tempo de 25% evoluir

o

Grupos de risco IPSS-R | Pontos % de pacientes brevida (anos) para LMA (anos)
NA

=15 19 8.8
Bom >15-3 38 5.3 10.8

Intermedidrio >3 —-45 20 3 3,2
>5-6 13 1,6 1.4
=6 10 0.8 0.73

Os grupos de risco sdo definidos pelo somatério da pontuagdo de cada parametro. SMD
com escore de risco de 3,5 ou inferior é considerada de baixo risco. SMD com escore de
risco maior que 3,5 é de alto risco (Haider et al., 2017). NA, ndo alcangado; del, delecéo; i,
isocromossomo; der, cromossomo derivado; g, brago longo.
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Estudos com coortes distintas mostraram que mutagdes em TP53, EZH2, ETV6,
RUNX1 e ASXL1 podem predizer a reducdo na sobrevida global em modelos multivariados
ajustados para o grupo de risco IPSS ou IPSS-R (BEJAR et al., 2011; HAFERLACH et al.,
2014). Dentro do grupo de risco IPSS, uma mutacdo em um ou mais desses genes identificam
pacientes cujo risco de sobrevida se assemelha aos dos pacientes no proximo mais alto grupo
de risco IPSS. A curva de sobrevida para os pacientes com risco intermediério-1 e uma
mutacdo adversa se assemelha a dos pacientes do grupo intermediario-2 do IPSS (BEJAR et
al., 2011). Quando aplicado a pacientes estratificados pelo IPSS-R, a presenca de uma
mutacdo em um ou mais desses cinco genes foi associada a menor sobrevida global para
pacientes nos grupos de risco baixo e intermedidrio (HAFERLACH et al., 2014). Sendo
assim, a analise combinada dessas mutacdes aos escores de risco IPSS ou IPSS-R pode
melhorar a estratificacdo de risco fornecida pelos escores individualmente (GREENBERG et
al., 2021). Mutagdes no gene SF3B1 estdo presentes em aproximadamente 20% dos casos de
SMD associadas a morfologia com sideroblastos em anel, doenca de baixo grau e melhor
prognostico (PAPAEMMANUIL et al., 2011). A investigacdo de mutacfes somaticas além de
permitir um maior conhecimento sobre a biologia da SMD pode fornecer novos
biomarcadores e alvos para terapia (HAIDER et al., 2017). Recentemente, foi desenvolvido
um modelo prognostico clinico-molecular, o Molecular International Prognostic Scoring
System (IPSS-M), um novo sistema progndstico que considera pardmetros hematoldgicos,
alteracdes citogenéticas e mutaces somaticas em 31 genes. Este estudo mapeou pelo menos
uma mutacdo em 94% dos pacientes com SMD. A analise multivariada identificou mutacoes
em FLT3, MLL"™ e TP53™" (miltiplas mutagBes em TP53 ou mutacdo com perda de
heterozigosidade) como os preditores moleculares mais relevantes de resultados adversos. O
IPSS-M prop0e seis categorias de risco: muito baixo, baixo, moderado baixo, moderado alto,
alto e muito alto. Comparado com o IPSS-R, o IPSS-M melhorou a discriminacéo prognostica
em todos os desfechos clinicos e reestratificou 46% dos pacientes (BERNARD et al., 2022).

Baseado na presenca de mutagdes somaticas, alteracdo cromossémica clonal,
displasia de medula e citopenias caracteristicas, os pacientes podem ser classificados num
espectro de desordens hematoldgicas indolentes. Estas desordens podem evoluir para SMD
ou LMA. O espectro de desordens hematoldgicas indolentes compreende quatro grupos:
citopenia idiopatica de significado indeterminado (ICUS), displasia idiopatica de significado
desconhecido (IDUS), hematopoiese clonal de potencial indeterminado (CHIP) e citopenia
clonal de significado incerto (CCUS). CHIP e CCUS séo definidas pela presenca de uma

alteracdo cromossdmica clonal (presente em > 2 metafases) e/ou uma mutagdo somatica em
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gene envolvido na hematopoiese (presente em frequéncia do alelo variante >2%). A CCUS
difere de CHIP pela presenca de citopenia. Embora a CHIP seja uma condi¢do pré-maligna
benigna e tenha baixa probabilidade de progressdao se comparada a outras condi¢des pre-
malignas, ha um risco maior de doenca hematoldgica subsequente comparada aqueles
pacientes sem mutacfes somaticas (XIE et al., 2015; JAISWAL et al., 2014). Os genes mais
frequentemente mutados associados a CHIP incluem DNMT3A, TET2, ASXL1, RUNX1,
JAK2, PPM1D, TP53 e genes SF (GENOVESE et al., 2014; JAISWAL et al., 2014;
STEENSMA et al., 2015; XIE et al., 2015).

As categorias de risco IPSS e IPSS-R sdo usadas no planejamento inicial da terapia.
O manejo da SMD é geralmente complicado pela idade avancada dos pacientes e presenca de
outras comorbidades, pois influenciam muito na capacidade dos pacientes de tolerar formas
intensivas de terapia (GREENBERG, 2000; GREENBERG et al., 2021). Além disso, quando
a doenca progride para LMA, esses pacientes apresentam taxas de resposta mais baixas a
terapia padrdo do que os pacientes com LMA de novo (GREENBERG P, 2000). A natureza
heterogénea das SMDs exige uma variedade complexa e personalizada de abordagens
terapéuticas (CHESON et al., 2000).

O transplante alogénico de celulas-tronco hematopoiéticas continua sendo a Unica
opcédo potencialmente curativa, mas que esta disponivel para um ndmero restrito de pacientes
aptos (PLATZBECKER, 2019). Estudos mostraram que as mutacfes somaticas também
influenciam a probabilidade de recaida pos-transplante (BEJAR et al., 2014). Para a maioria
dos pacientes as estratégias de tratamento sdo ndo intensivas e adaptadas ao risco, variando
desde quelacdo de ferro e administracdo de fatores de crescimento ao uso de lenalidomida e
agentes hipometilantes (PLATZBECKER, 2019). A transfusdo de hemécias para pacientes
com anemia grave e transfusdes de plaguetas em pacientes com plaquetopenia grave sdo a
base da terapia da SMD (STEENSMA, 2018). Estas abordagens ndo sdo curativas, mas visam
melhorar as citopenias e a qualidade de vida dos pacientes, além de serem uma tentativa de
retardar a progressdo da doenca (PLATZBECKER, 2019). Para os pacientes de baixo risco
com anemia sintomatica, o tratamento com agentes estimulantes da eritropoiese ou a
lenalidomida (especialmente nos casos de dele¢cdo no cromossomo 5q) podem melhorar os
sintomas. Alguns pacientes de baixo risco podem ser candidatos a terapia imunossupressora, a
agentes estimuladores da trombopoiese ou um agente hipometilante como azaticidina ou
decitabina. Entre os pacientes de alto risco, os candidatos a transplante devem ser submetidos
ao transplante de células tronco hematopoiéticas o mais rapido possivel, utilizando agentes

hipometilantes como uma ponte para o transplante. Os pacientes ndo elegiveis ao transplante
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devem iniciar a terapia com hipometilantes e continuar se tolerada, até a progressao da doenca
(STEENSMA, 2018). Na ultima década houve grande progresso na compreensdo dos
mecanismos moleculares complexos inerentes a SMD, porém este conhecimento ainda néo se

traduziu na aprovacdo de novas opgdes curativas de tratamento (PLATZBECKER, 2019).

2.4 NEOPLASIA MIELODISPLASICA/MIELOPROLIFERATIVA

As neoplasias mielodisplésicas/mieloproliferativas (SMD/NMP) sdo um grupo de
neoplasias mieloides clonais que afetam as células-tronco hematopoéticas, caracterizadas pela
presenca simultanea de caracteristicas mielodisplasicas e mieloproliferativas (ORAZI et al.,
2008). Assim como na SMD, as SMD/NMP s&o caracterizadas pela mielodisplasia e
hematopoiese inefetiva em uma ou mais linhagens, resultando em citopenias no sangue
periférico, mais comumente a anemia (SANGIORGIO et al., 2020). Ao mesmo tempo,
observa-se na medula Ossea o aumento da proliferacdo em uma ou mais linhagens
hematopoiéticas, resultando principalmente em trombocitose e leucocitose no sangue
periférico, além de esplenomegalia, caracteristicas tipicamente associadas as NMPs (GARZA
et al., 2020). Como observado nas NMPs e mais raramente nas SMDs, nas SMD/NMP podem
ser observadas alteracbes estromais da medula dssea na forma de fibrose de reticulina e
colageno. A porcentagem de blastos na medula 6ssea e no sangue periférico €, por definicéo,
< 20% do total de células nucleadas (SANGIORGIO et al., 2020). A classificacdo franco-
americana-britanica (FAB) para as neoplasias mieloides ndo incluiu uma categoria de
sobreposicdo de SMD/NMP. Neste contexto, a leucemia mielomonocitica crénica (LMMC)
foi inicialmente classificada como SMD em funcdo de caracteristicas como presenca de
displasia, citopenias e aumento variavel de blastos (BENNET et al., 1994). Na classificacdo
da OMS em 2001, o grupo de SMD/NMP foi introduzido na classificagdo da OMS para NMs
como uma categoria diagnostica para reconhecer a existéncia de NMs com caracteristicas
clinicas e morfoldgicas que se sobrepdem entre a SMD e NMP (VARDIMAN et al., 2009). A
classificacdo da OMS mais recente incluiu dentro do grupo de SMD/NMP cinco entidades
diagndsticas  distintas:  leucemia  mielomonocitica  crénica (LMMC), leucemia
mielomonocitica juvenil (LMMJ), SMD/NMP com neutrofilia, SMD/NMP com mutacdo em
SF3B1 e trombocitose, e SMD/NMP ndo especificada (ARBER et al., 2016; KHOURY et al.,
2022). A avaliagdo da displasia em células eritroides e granulociticas deve ser realizada em
esfregacos de sangue e/ou medula éssea, enquanto a dismegacariopoiese é mais bem avaliada
em bidpsia de medula 6ssea (SANGIORGIO et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3 — Achados displasicos na SMD/NMP

P

(A) Disgranulopoiese definida pela presenga de granulécitos hiposegmentados e néo
segmentados, e/ou com escassez de granulos citoplasmaticos. (B) Diseritropoiese
ilustrada pela multinucleagdo e fragmentacdo nuclear dos eritroblastos. (C, D)
Dismegacariopoiese identificada pela presenca de pequenos megacariécitos com
nucleos ndo lobulados ou hipolobulados. A-C: aspirado medular, coloragdo Wright-
Giemsa; D: biopsia de medula 6ssea, coloracdo hematoxilina/eosina (Sangiorgio et
al., 2020).

Na andlise citogenética podem ser identificadas alteracbes cromossdémicas em
aproximadamente 70% dos pacientes. As alteracGes sdo semelhantes as observadas em outras
NMs e ndo sdo definidoras da doenca. Dentre as alteragdes destacam-se a trissomia do
cromossomo 8, a monossomia do cromossomo 7 e as delegdes nos bragos longos dos
cromossomos 7, 13 e 20 (TIU et al., 2011). Na SMD/NMP, as caracteristicas de sobreposicao
também sdo observadas em nivel molecular. Em analogia a NMP, mutacfes que ativam a
proliferacdo e as vias antiapoptoticas sdo frequentes e explicam o fen6tipo mieloproliferativo;
destacando as mutacdes que afetam a via JAK STAT (JAK2), via RAS (NRAS, KRAS),
reguladores negativos das vias de sinalizacdo (PTPN11, CBL, NF1) e receptores do fator de
crescimento (MPL, CSF3R). Concomitantemente, também sdo observadas muta¢Ges em genes
envolvidos em varias vias funcionais comumente afetadas em SMD; como metilacdo de DNA
(TET2, IDH1, IDH2, DNMT3A), modificacdo de cromatina (ASXL1, EZH2) e splicing de
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RNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1) (MUGHAL et al., 2015). Ainda ndo foi identificada mutacédo
especifica do grupo SMD/NMP; exceto na LMMJ, causada por mutagdes em genes da via
RAS. Portanto, o diagnéstico da SMD/NMP depende da estreita correlacdo entre dados
clinicos e achados morfolégicos com o apoio de testes moleculares; sempre que estiverem
disponiveis (SANGIORGIO et al., 2020).

2.5 VIAS CELULARES AFETADAS NAS NEOPLASIAS MIELOIDES

Estudos demonstram semelhancas genéticas entre as doengas morfologicamente tdo
distintas que constituem o grupo das NMs, sobretudo pela presenca de mutacGes recorrentes
afetando vias celulares agrupadas em categorias funcionais: (1) splicing de RNA, (2)
transcricado, (3) regulagéo do ciclo celular, (4) regulacdo da metilacdo do DNA, (5) regulagéo
da modificacdo de histonas, (6) sinalizacéo celular e (7) complexo coesina (MATYNIA et al.,
2015; PATEL et al., 2017) (Figura 4). O conhecimento a respeito destas vias € de grande

relevancia, pois estas sdo alvos importantes para o desenvolvimento de terapias.

Figura 4 — Genes comumente mutados nas NMs e vias celulares
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(1) Splicing de RNA: MutagOes em genes que codificam fatores de splicing de RNA estéo
entre as anormalidades genéticas mais frequentes em pacientes com todas as formas de NMs e
varios tipos de disturbios linfoproliferativos, indicando a relevancia do splicing aberrante de
RNA no desenvolvimento de condi¢es hematopoiéticas clonais. O splicing de RNA é um
processo enzimatico pelo qual segmentos do RNA mensageiro precursor (pre-mRNA) séo
removidos, enquanto as extremidades restantes do RNA sé&o ligadas, gerando sequéncias de
RNA maduras. A grande maioria dos genes no genoma humano sofre splicing alternativo,
sendo traduzidos em proteinas a partir de um unico gene (MATYNIA et al., 2015; CHEN et
al., 2021). Mutagdes em fatores de splicing de RNA causam alteracdes de splicing em todo o
genoma, afetando importantes reguladores da hematopoese. Isoformas de mRNA originadas
por fatores de splicing mutantes, podem por exemplo, abrigar um codon de terminacédo
prematuro (RAHMAN et al., 2020).

(2) Regulacéo da transcrigdo: A transcri¢do é um processo finamente regulado, que depende
da formacdo de complexos proteina-DNA, chamados fatores de transcricdo. Os fatores de
transcricao de ligam a sequéncias especificas de DNA adjacentes aos genes que eles regulam,
ativando ou blogueando o recrutamento das RNAs polimerases, e consequentemente, a
transcricdo. Esta atividade regulatéria controla a formacdo dos transcritos de RNA
mensageiro (MRNA) (MATYNIA et al., 2015). Os fatores de transcricdo contribuem para a
manutencdo das células-tronco, diferenciacdo e maturacdo celular das células-tronco e
progenitoras hematopoiéticas. Muta¢es, translocacdes ou expressdo aberrante dos fatores de
transcricdo podem levar a transformacdo maligna das células hematopoiéticas (TAKEI et al,
2019; KHAN et al., 2021).

(3) Regulacéo do ciclo celular: A regulacéo do ciclo celular para a homeostase dos tecidos, e
desta forma, mutacdes em genes que codificam proteinas envolvidas neste processo sao
encontradas nas neoplasias, incluindo as NMs. O TP53 é o gene mais frequentemente mutado
nos canceres humanos. A proteina p53, codificada pelo gene TP53, é um supressor tumoral
envolvido na resposta a danos ao DNA, estresse oxidativo e hiperproliferacdo celular
(BOETTCHER et al., 2019). A p53 ativada liga-se ao DNA e ativa varios genes, induzindo
assim a parada do ciclo celular. A maioria das muta¢des no gene TP53 ocorre no dominio de
ligagdo ao DNA, abolindo a funcéo da p53 selvagem, resultando maior sobrevivéncia celular,
proliferacdo, migracdo e invasdo (WELCH, 2018). O NPM1 desempenha um papel critico na

regulacao do ciclo celular e apoptose potencializando a resposta da p53 ao estresse. Ha uma



48

ligagéo funcional entre integridade nucleolar e estabilidade de p53. NMP1 modula a resposta
ao estresse interagindo diretamente com p53, estabilizando-0 no nucleoplasma, promovendo
parada de crescimento celular. Para manter a estabilidade gendmica, NPM1 atua regulando a
duplicacdo do centrossomo durante o ciclo celular. Na fase de repouso, NPM1 liga-se aos
centrossomos ndo duplicados no citoplasma, garantindo a coordenagdo com a replicagéo do
DNA e a duplicacdo do centrossomo uma vez por ciclo celular (HEATH et al., 2017).

(4) Metilacdo do DNA: A metilacdo do DNA (metilacdo das ilhas CpG) exerce um papel
importante na diferenciagdo normal e proliferacdo das células-tronco hematopoiéticas. E um
evento epigenético envolvido na regulagdo da expressdo génica. J& esta bem estabelecido o
envolvimento da metilacdo aberrante do DNA na patogénese de diversos canceres, incluindo
as NMs. A metilacdo do DNA controla a expressdo génica pela adicdo de um grupamento
metil (CH3) na citosina que geralmente precede a uma guanina (dinucleotideos CpG) pela
acdo de enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs), presente principalmente em regides
promotoras dos genes; impedindo a ligacdo de fatores de transcricdo ao gene. O DNA
metilado resulta no recrutamento de proteinas envolvidas no remodelamento da cromatina,
levando a formacgdo de uma compacta e inativa heterocromatina (Figura 5). Os dinucleotideos
CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou agrupados em regidoes chamadas ilhas
CpG. Dentre os genes comumente mutados nesse grupo funcional destacam-se IDH1, IDH2,
DNMT3A e TET2. A metilacdo aberrante do DNA pode ser revertida, e por isto tornou-se um
alvo terapéutico importante (BENETATOS et al., 2018; BLECUA et al., 2020).

(5) Modificagdo de histonas: As histonas estdo envolvidas na organizacdo do DNA em
regibes de eucromatina ativa e heterocromatina inativa. Modificagbes pos-traducionais das
histonas, como acetilacdo, metilacéo e ubiquitinacdo, alteram a compactacéo e estabilidade da
cromatina. Estas modificacdes afetam o recrutamento de proteinas regulatérias, tais como 0s
fatores de transcricdo. A acetilacdo da lisina de histonas (H3K9, H3K9, H3K18 e H3K27) esta
associada com cromatina aberta e transcricdo ativa. A metilacdo de histonas pode ativar
(H3K4, H3K36 e H3K79) ou reprimir (H3K9, H3K27 e H4K20) a transcricdo (MEDINA et
al., 2022). O gene ASXL1 codifica uma proteina de ligacdo a cromatina que regula a
expressao génica por meio do complexo repressivo polycomb 2 (PRC2). Mutagdes em ASXL1
geralmente resultam em uma proteina truncada e perda da trimetilacdo da histona H3K27
mediada por PRC2 (PATEL et al., 2017; MEDINA et al., 2022).
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Figura 5 — Metilagdo do DNA e desregulacédo do genoma afetadas
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(6) Sinalizacdo celular: A habilidade de resposta das células a estimulos fisioldgicos
diversos, incluindo citocinas, fatores de crescimento, horménios e a presenca de patdgenos é
mediada pela interacdo de ligantes especificos aos seus receptores na superficie das células. A
ligagdo de ligantes usualmente resulta em dimerizacdo do receptor e ativacdo de tirosina
quinases. A propagacdo do sinal da superficie celular para o nacleo envolve a formacéo de
complexos macromoleculares e a ativacdo ou inativagdo de diversas enzimas. O resultado
desta propagacdo de sinal € a modulacdo de expressdo génica, resultado em uma resposta
celular. Nas células normais, este processo é finamente regulado devido ao envolvimento de
sinais negativos ou inibitorios. Nas células tumorais, esse processo € perturbado por mutacdes
génicas que transmitem ativacdo inadequada da funcdo enzimatica. (MATYNIA et al., 2015;

PATEL et al., 2017). O gene FLT3 codifica um receptor tirosina quinase expresso nas células



50

precursoras hematopoiéticas. Seu ligante, o FLT3 ligante (FL), induz a dimerizacao e ativacéo
de sua atividade de tirosina quinase. A ativacdo do FLT3 leva a sua autofosforilacdo e ao
inicio de varias cascatas de transducéo de sinal. A sinalizagdo € iniciada pelo recrutamento de
moléculas de transducdo de sinal através da ligacdo a residuos de tirosina fosforilados
especificos a regido intracelular do FLT3. A ativacdo de FLT3 esta associada a sobrevivéncia
celular, proliferacéo e a diferenciacéo de células progenitoras hematopoiéticas (STIREWALT
e RADICH, 2003). Ele atua em sinergia com outras proteinas para promover seus efeitos
bioldgicos. Mutacdes em FLT3 levam a sua ativacdo constitutiva e ativacao de maultiplas vias
de sinalizacdo intracelular, principalmente STAT5, MAPK e AKT, levando a proliferacdo
celular e anti-apoptose (Figura 6) (DOHNER et al., 2017; KAZI e RONNSTRAND, 2019).

Figura 6 — Receptor FLT3
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Apos ligacdo do ligante o receptor FLT3 dimeriza e sofre mudanca conformacional
permitindo auto-fosforilacdo do receptor e ativagdo do mesmo. A ativacdo do receptor
leva ao aumento da proliferagédo celular, reducdo da apoptose e diferenciacdo das
células hematopoiéticas via cascatas de sinaliza¢cdo PI3K /AKT, MAPK / ERK e STAT
(modificado de WEIS et al., 2019).
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(7) Complexo coesina: A coesina é um complexo proteico multimérico que consiste em
quatro subunidades centrais (SMC1A, SMC3, RAD21, STAG2) que formam uma estrutura
semelhante a um anel em torno do DNA. Este complexo regula a coesao das cromatides irmés
durante a divisdo celular, reparo do DNA pds-replicacdo e a expressdao génica global
(MATYNIA et al., 2015, JANN e TOTHOVAZ, 2021). Estudos sugerem que as mutacdes da
coesina observadas nas NMs levam ao desenvolvimento de um fen6tipo semelhante ao das
células-tronco, diferenciacdo hematopoiética prejudicada e progressao leucémica. Os
mecanismos pelos quais as mutacGes da coesina desencadeiam a expansdo clonal e a

progressdo da doenca ainda sdo pouco compreendidos (JANN e TOTHOVAZ, 2021).

2.6 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Os testes moleculares de rotina na investigacdo das NMs envolvem a triagem de varios
genes de relevancia para o diagndstico, progndstico e terapia. Isto implica na realizacdo de um
screening multigene utilizando diferentes metodologias, como o sequenciamento Sanger,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo real (QPCR), transcricdo reversa
seguida de PCR (RT-PCR), anélise de fragmentos por eletroforese capilar, entre outras. Desta
forma, a coordenacao dos resultados de vérias plataformas visando um diagndstico integrado
é um desafio.

Quase 25 anos apds a descoberta da estrutura do DNA, foi desenvolvido o primeiro
método de sequenciamento do DNA (HU et al., 2021). O sequenciamento Sanger,
desenvolvido em 1977 (SANGER et al., 1977), consiste na conversdo de uma molécula de
DNA alvo em fita simples a ser utilizada como molde para sintese de fragmentos
complementares a partir da adicdo nucleotideos marcados. Estes fragmentos sdo separados
por tamanho e analisados por eletroforese para determinar a sequéncia da regido alvo.
Denominado sequenciamento de “primeira gera¢do”, o sequenciamento Sanger € uma
metodologia limitada por seu baixo rendimento e alto custo (HU et al., 2021) . Na udltima
década, os avangos nas tecnologias de sequenciamento revolucionaram a pesquisa em
genémica (YIN et al., 2021). O sequenciamento massivo paralelo (MPS, Massively Parallel
Sequencing), mais comumente denominado sequenciamento de nova geracdo (NGS, Next-
Generation Sequencing) ou sequenciamento de “segunda geragdo”, refere-se a um grupo de
tecnologias capazes de sequenciar de forma massiva e simultdnea milhdes de fragmentos
clonais curtos de DNA (~200 pb); associado a ferramentas de paralelizagcdo, automacéo e

analise de dados, resultando em um aumento dramatico na producdo de dados de
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sequenciamento (SABOUR et al., 2017, SHAHSIAH et al., 2017). O desenvolvimento do
NGS possibilitou uma abordagem ampla nos estudos do genoma humano, incluindo
sequenciamento completo do genoma, exoma e transcriptoma. No entanto, painéis multigenes
sdo opcoes praticas na investigacdo de variantes genéticas (germinativas e somaticas); sendo o
tipo de andlise de NGS mais comumente usada na investigacdo genética das neoplasias. Estes
paineis permitem a deteccdo simultanea de diferentes tipos de variantes, como: variantes de
nucleotideo unico (SNVSs), pequenas delecdes e insercdes (indels), alteracdes no nimero de
copias (CNVs) e fusbes génicas (JENNINGS et al., 2017). Os painéis de NGS podem ser
customizados para cobrir um ou mais genes completos, um ou mais €xons e/ou variantes
especificas de determinados genes (hotspots).

O fluxo de execucdo de um protocolo de NGS é composto por trés etapas: construcao
de biblioteca, enriquecimento das regides alvo e sequenciamento. A construcdo da biblioteca
refere-se ao processo de preparacdo do DNA e/ou RNA para 0 sequenciamento. Embora
diferentes métodos de preparo de biblioteca estejam disponiveis, todos eles resultam na
guebra do DNA em diferentes fragmentos e adicdo adaptadores nas extremidades dos
mesmos. Além dos adaptadores, sdo adicionados “codigos de barras moleculares” que
permitem a combinagéo e sequenciamento de diferentes bibliotecas em uma mesma corrida. O
enriquecimento pode ser realizado por hibridizacdo com sequéncias complementares as
regides alvo (enriquecimento por captura) ou por amplificagéo (PCR). O enriquecimento por
PCR é uma etapa combinada com a preparacdo de biblioteca, utilizando primers que
selecionam as regides de interesse. As duas principais plataformas de sequenciamento
disponiveis empregam os métodos de sequenciamento por sintese (plataforma Illumina) e o
sequenciamento baseado em semicondutores (lon Torrent, Thermofisher). Apos a preparacao
da biblioteca, tanto o sequenciamento por sintese quanto por semicondutor exige a
mobilizacdo e amplificacdo clonal das bibliotecas a fim de gerar sinal suficiente para deteccao
pelo sequenciador (YIN et al., 2021). A tecnologia lon Torrent emprega uma emulsdo de
esferas para imobilizacdo e amplificagdo clonal (PCR em emulsdo), enquanto os
sequenciadores Illumina utilizando uma flow cell. A flow cell e as esferas contém sequéncias
que hibridizam com parte dos adaptadores previamente ligados aos fragmentos de DNA na
etapa de construcao de biblioteca (YOHE et al., 2017; YIN et al., 2021).

A pesquisa de variantes somaticas necessita de uma maior profundidade de cobertura
(capacidade de gerar varias leituras de um mesmo fragmento) das regides sequenciadas, uma

vez que estas variantes podem estar presentes em frequéncias alélicas baixas. As melhorias
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nas tecnologias de sequenciamento proporcionaram redugdo no tempo e custo por amostra e
aumento na profundidade de cobertura das regides sequenciadas.

A utilizacdo de um painel de NGS para analise confiavel de amostras clinicas requer a
avaliacdo do desempenho do mesmo. O Colégio Americano de Patologistas e a Associacao de
Patologia Molecular publicaram recomendagfes para validacdo de painéis de NGS em
oncologia (JENNINGS et al., 2017). A validacdo de painéis NGS para detec¢do de variantes
somaticas requer pelo menos a avaliacdo da sensibilidade e especificidade do ensaio,
reprodutibilidade/repetibilidade e limite de deteccdo (LOD). Nesta etapa de validacdo devem
ser incluidas amostras referéncias e/ou controles comerciais contendo variantes diferentes,
com frequéncias dos alelos variantes (VAF) conhecidas (JENNINGS et al., 2017, PARK et
al., 2020).

A tecnologia NGS esta agora separada em sequenciamento de “segunda geragdo” e
sequenciamento de “terceira geragdo”. O sequenciamento de segunda geragdo refere-se as
estratégias de alinhamento de leituras curtas (reads curtas), ou seja, para sequenciar longos
trechos de DNA, a leituras precisam de montadas. Isto é um desafio para a identificacdo de
variantes estruturais ou regides de baixa complexidade (SABOUR et al., 2017; HU et al.,
2021). O sequenciamento de “terceira geracdo” refere-se ao sequenciamento baseado em uma
Unica molécula de DNA (SABOUR et al., 2017). Plataformas como a Pacific Biosciences
(PacBio) ou Oxford Nanopore podem gerar leituras de comprimento maior que 10 kb, bem
superior ao sequenciamento Sanger e ao sequenciamento de segunda geracdo. Estas
tecnologias de leituras longas (reads longas) podem superar problemas no sequenciamento de

regides de baixa complexidade e a detecgéo de variantes estruturais (HU et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Validar um painel multigénico de NGS e pesquisar variantes somaticas e fusdes

génicas em pacientes com diagnostico de neoplasias mieloides e relacionar com os dados

clinico-laboratoriais dos pacientes.

3.2 Objetivos Especificos

Validar o painel Oncomine™ Myeloid para avaliagdo em pacientes com NMs;
Pesquisar variantes de DNA, fusdes génicas e realizar analise de expressdo génica em
pacientes com diagnéstico de NM pela metodologia de NGS utilizando o painel
Oncomine™ Myeloid;

Comparar as subcategorias de NMs quanto ao tipo e nimero de variantes observadas;
Relacionar as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com os resultados
obtidos;

Calcular o escore prognéstico para os pacientes com SMD utilizando a calculadora
IPSS molecular (IPSS-M);

Determinar curvas de sobrevida considerando cada doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS
Estudo desenvolvido por meio de uma parceria entre o Laboratério de Hematologia
Clinica e Molecular da Faculdade de Farmacia da UFMG e o setor de Pesquisa e

Desenvolvimento do Grupo Pardini.

4.1 Casuistica

Foi realizado um estudo prospectivo observacional do qual participaram 34 pacientes
(idade maior ou igual a 18 anos) com diagnostico de neoplasia mieloide atendidos no
ambulatério Borges da Costa do Hospital das Clinicas da UFMG, entre novembro de 2019 a
outubro de 2021. O diagndstico de neoplasia mieloide foi estabelecido de acordo com o0s
critérios de classificacdo revisados pela Organizacdo Mundial da Satude em 2016. Este estudo
consiste em um subprojeto de um projeto maior registrado na Plataforma Brasil, CAAE —
02177612.0.0000.5149 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), sob
namero 34778, emenda 2015 nimero 1.030.401.

4.1.1 Critérios de ilegibilidade

— Critérios de inclusdo: foram incluidos no estudo pacientes com diagnéstico de neoplasia
mieloide e idade maior ou igual a 18 anos.

— Critérios de ndo inclusdo: foram considerados inelegiveis para o estudo os pacientes com

diagnostico de neoplasias hematoldgicas ndo mieloides. Idade inferior a 18 anos.

4.1.2 Fontes de informagéo

Os prontuarios dos pacientes foram utilizados para coleta de informagGes como idade,
sexo, diagndstico, histérico clinico, resultados de exames laboratoriais, evolucao e desfecho.
Quanto aos exames laboratoriais, foram coletados resultados de hemograma, mielograma,

citogenética e testes moleculares.

4.2 Amostras bioldgicas

Foram coletados de 2,0 a 50 mL de sangue periférico, em tubos contendo
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético - EDTA (Vacutainer®, BD Diagnostics, EUA).
As amostras de medula 6ssea foram coletadas por profissional medico no momento da coleta
de amostra para exames de diagnéstico e acompanhamento dos pacientes. Estas amostras
foram coletadas em seringa e transferidas para tubo & vacuo (Vacutainer®, BD Diagnostics,

EUA). Entre 2,0 a 5,0 mL do aspirado de medula déssea foram transferidos para tubos
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contendo anticoagulante EDTA e separados para utilizagdo neste estudo. As amostras foram

mantidas refrigeradas até a execugdo da extracdo de DNA e RNA.

4.3 Controles comerciais

Para avaliagdo da performance do ensaio Oncomine Myeloid foram utilizados o0s
controles comerciais Seraseq™ Myeloid Mutation DNA Mix (SeraCare®, EUA) e Seraseq™
Myeloid Fusion RNA Mix (SeraCare®, EUA), ambos na concentracdo de 15 ng/uL. O

controle de DNA € composto por 23 variantes (indels e SNVs) com frequéncias alélicas

conhecidas (Tabela 10).

Tabela 10 — Variantes de DNA do controle Seraseq™ Myeloid Mutation DNA Mix

Genes Variantes VAF
esperada
ABL1 €.944C>T 10%
ASXL1 €.1900_1922del23 10%
ASXL1 €.1934 1935insG 10%
BRAF c.1799T>A 10%
CALR c.1092_1143del52 5%
CBL c.1139T>C 10%
CBL c.1259G>A 10%
CEBPA €.939 940insAAG 15%
CEBPA .68 69insC 15%
CSF3R c.1853C>T 5%
FLT3 dup chr13:28,608,250-28,608,277 10%
FLT3 c.2503G>T 10%
FLT3 .1759 1800dup 5%
IDH1 €.394C>T 5%
JAK?2 €.1624 1629delAATGAA 10%
JAK2 c.1849G>T 5%
MPL c.1544G>T 5%
MYD88 c.794T>C 10%
NPM1 c.863 _864insTCTG 5%
SF3B1 c.2098A>G 5%
SF3B1 c.1998G>T 5%
SRSF2 c.284 307del24 5%
U2AF1 c.101C>T 10%

VAF, frequéncia do alelo variante; del, delecéo; ins, insercéo; dup, duplicacéo;
chr, cromossomo.
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De acordo com informagdo no manual do painel, o0 mesmo ndo detecta trés variantes do
controle comercial de DNA: ASXL1 ¢.1900_1922del23, ASXL1 c. 1934 1935insG e CEBPA
€.68_69insC. Tratam-se de variantes de relevancia para SMD e LMA, localizadas em regides
com sequéncias repetitivas de um mesmo nucleotideo (homopolimeros no gene ASXL1) e
regibes ricas em sequéncias GC (gene CEBPA). Desta forma, estas variantes foram
desconsideradas na avaliacdo de performance do painel. O controle de RNA é composto por

nove fusdes génicas conhecidas e cobertas pelo painel (Tabela 11).

Tabela 11 — Variantes de RNA do controle Seraseq™ Myeloid Fusion RNA Mix

Fusbes Isoformas detectadas pelo painel

MYST3::CREBBP KAT6A::CREBBP.K17C2
ETV6::ABL1 (transcrito 1) ETV6::ABL1.E4A2
ETV6::ABLL1 (transcrito 2) ETV6::ABL1.E5A2

PCM1::JAK2 PCM1::JAK2.P23J12.COSF1001
FIPIL1::PDGRFA FIP1L1::PDGFRA.F11P12del45
TCF3::PBX1 TCF::PBX1.T16P3.COSF1489
BCR::ABL1 BCR::ABL1.B14A2.1
RUNX1::RUNX1T1 RUNX1::RUNX1T1.R3R3
PML::RARA PML::RARA.P6del11ins133A3

del, delegdo; ins, insercéo.

Foram preparadas bibliotecas de controles (DNA e RNA) em triplicata no mesmo dia,
e sequenciadas na mesma corrida. Adicionalmente, foram preparadas trés bibliotecas de
controles (DNA e RNA) em dias diferentes, sequenciadas em corridas diferentes. Todas as
bibliotecas foram preparadas utilizando os mesmos equipamentos e sequenciadas em um
mesmo sequenciador. Os controles de DNA e RNA foram previamente diluidos em &gua

ultrapura para as concentragoes de 1,48 ng/uL e 2,5 ng/uL, respectivamente.

4.4 Extracgdo e quantificagdo de &cidos nucleicos

O DNA genomico e RNA total foram extraidos utilizando o kit All Prep DNA/RNA
QlAamp® Mini Kit (QIAGEN). Trata-se de um kit para extracdo simultinea de DNA
genbémico e RNA total a partir de uma Unica amostra. As amostras foram equilibradas a
temperatura ambiente (15 a 25°C) e transferidas para um tubo conico tipo de 14 mL. Foi

acrescentada a amostra um volume de solucdo de lise de hemécias até completar 13 mL,
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seqguido de incubacdo por 5 minutos, centrifugacdo a 500g por 6 minutos e descarte do
sobrenadante. Esta incubacdo com solucdo de lise foi repetida uma vez. Posteriormente, o
pellet de células foi homogeneizado em 10 mL de solugédo PBS e centrifugado a 500g durante
5 minutos. O sobrenadante foi descartado até o volume de 1 mL. A partir deste volume foi
realizada a contagem de leucécitos em cdmara de Neubauer. A extracdo de DNA e RNA foi
realizada a partir de 4 a 5 milhdes de células conforme recomendacdes do fabricante.

As amostras de DNA e RNA foram quantificadas em fluorémetro Qubit 4.0 (Thermo
Fisher Scientific), utilizando os kits Qubit 1X dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific) e
Qubit RNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific), respectivamente. A pureza das amostras de
DNA e RNA foi avaliada em espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
As amostras de DNA foram armazenadas em freezer a -20°C e as amostras de RNA em

freezer a -80°C.

4.5 Painel Oncomine™ Myeloid Research Assay

O painel Oncomine™ Myeloid Research Assay (OMA) (Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA) é um painel comercial desenhado para interrogar 40 genes alvos em amostra de
DNA, sendo 23 mutagdes pontuais (hotspot) e 17 genes completos; e fusdes génicas
envolvendo 29 genes drivers. Além disso, pode ser avaliada a expressdo dos genes BAALC,
MECOM, MYC, SMC1A e WT1, em relacdo a expresséo de cinco genes controles (Tabela 12).
Para a pesquisa de fusdes génicas e a analise de expressao sdo utilizadas amostras de RNA. O
painel completo é composto por trés pools de primers, sendo dois pools de DNA e um pool de
RNA.

4.6 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS)

Bibliotecas de DNA e RNA preparadas a partir de 34 amostras clinicas e dos
controles comerciais (DNA e RNA) foram sequenciados na plataforma Ion S5™ (Thermo
Fisher Scientific), conforme recomendacdes do fabricante. A Figura 7 resume o fluxo de
trabalho do painel Oncomine™ Myeloid Research Assay (OMA; Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA).

O RNA total foi submetido a reagé@o de transcricdo reversa para sintese do cDNA. O
DNA gendmico e o cDNA foram amplificados para as regides de interesse investigadas no
painel. Os amplicons foram parcialmente digeridos, seguido da ligagcdo de adaptadores em
ambas as extremidades. As bibliotecas foram purificadas através de beads magnéticas,

quantificadas por PCR em tempo real (qPCR), diluidas a 25 picomolar e combinadas de
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maneira equimolar na proporcéo de 80:20 (DNA:RNA). Em seguida, as bibliotecas foram
amplificadas por PCR em emulsdo e carregadas nos chips de sequenciamento. A PCR em

emulsdo e o carregamento dos chips foram realizados de forma automatizada no Ion Chef™,

Tabela 12 — Lista de genes alvo do painel

Genes hot spots Genes completos Genes de fusdo Expressao
ABL1 (4-9) ASXL1 ABL1 BAALC
BRAF (1-4, 6,8, 11, 15, 17, 18) BCOR ALK MECOM
CBL (8,9) CALR BCL2 MYC
CSF3R (14, 17, 18) CEBPA BRAF SMC1A
DNMT3A (11-23) ETV6 CCND1 WT1
FLT3 (8, 11, 13-16, 20, 23, 24) EZH2 CREBBP
GATA2 (4,5) IKZF1 EGFR
HRAS (2,3) NF1 ETV6 Controles*
IDH1 (4) PHF6 FGFR1 EIF2B1
IDH2 (4) PRPF8 FGFR2 FBXW2
JAK2 (12-15) RB1 FUS PSMB2
KRAS (1,2, 8-11, 13, 17) RUNX1 HMGA?2 PUM1
KIT (1,2, 8-11, 13, 17) SH2B3 JAK2 TRIM27
MPL (3, 4, 10, 12) STAG2 KMT2A
MYD88 (2-5) TET2 MECOM
NPM1 (11) TP53 MET
NRAS (4) ZRSR2 MLLT3
PTPN11 (3, 12, 13) MLLT10
SETBP1 (4) MYBL1
SF3B1 (14-21) MYH11
SRSF2 (1) NTRK3
U2AF1 (2, 6) NUP214
WT1 (7, 9) PDGFRA
PDGFRB
RARA
RBM15
RUNX1
TCF3
TFE3

Genes hot spots: 0s nameros entre parénteses indicam os éxons cobertos pelo sequenciamento.
*Genes utilizados como controles de expressdo, ndo relacionados a neoplasias hematologicas.
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4.6.1 Sintese de cDNA

O RNA extraido das amostras clinicas e o controle Seraseq™ Myeloid Fusion RNA
Mix foram previamente diluidos para a concentragio de 2,5 ng/uL. Em seguida foram tratados
com enzima DNase e submetidas a reacdo de transcri¢do reversa (RT-PCR) para sintese de
cDNA utilizando o kit SuperScript™ IV VILO™ Master Mix with ezDNase™ Enzyme
(Thermo Fisher Scientific). As reages foram incubadas a 25°C por 10 minutos, 50°C por 10

minutos e 85°C por 5 minutos em termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific).

Figura 7 — Fluxo de trabalho do painel Oncomine™ Myeloid Research
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WA = WOTX
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combinagdo equimolar das bibliotecas
PCR em emulsdo e carregamento dos chips
sequenciamento no Ion S5™
analise

Modificado de Oncomine Myeloid Research Assay User Guide,
MANO0016113, revision G.0 (ThermoFisher Scientific).

4.6.2 Construcéo de bibliotecas
As bibliotecas foram construidas utilizando-se o kit Ton AmpliSeq™ Library Kit
(Thermo Fisher Scientific), conforme recomendagdes do fabricante. Além das bibliotecas de

DNA e RNA das 34 amostras clinicas, também foram construidas bibliotecas dos controles
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comerciais Seraseq™ Myeloid Mutation DNA Mix (SeraCare®, EUA) e Seraseq™ Myeloid
Fusion RNA Mix (SeraCare®, EUA).

O DNA extraido das amostras clinicas e o controle Seraseq™ Myeloid Mutation DNA
foram diluidos para uma concentragao de 1,48 ng/uL. Para a constru¢do das bibliotecas de
DNA é necessario um input de 20 ng de amostra (10 ng/pool). Para a construcdo das
bibliotecas de amostras e controle de RNA é necessario um input de 10 ng de amostra.

As reacOes de amplificacdo foram preparadas separadamente para cada pool de
primers. Para amplificagdo do cDNA foram utilizados 4 pl do 5X Ion AmpliSeq™ HiFi Mix,
4 ul do 5X Oncomine™ Myeloid RNA Panel (pool de primers das fusdes e genes de
expressdo ), 4 ul do cDNA para cada reacdo e 8 ul de &gua livre de nucleases completando um
volume final de reagdo de 20 pl. As reagdes foram incubadas a 99°C por 2 minutos, seguido
de 25 ciclos de 98°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos. Toda reacdo deve conter um
branco de amostra, 0 NTC (no template control). Para cada amostra de DNA foi preparado
um mix contendo 4,5 ul do 5X Ion AmpliSeq™ HiFi Mix e 13,5 ul de DNA a 1,48 ng/uL
para um volume final de reagcdo de 18 pl. Para cada amostra este volume foi dividido em duas
colunas da placa de PCR, sendo 8 pl para o pool 1 e 8 ul o pool 2. Em cada pogo da coluna
pool 1 foi adicionado 2 pl do pool 1 AmpliSeq™ Myeloid DNA Panel (pool de primers de
DNA), e em cada poco da coluna pool 2 foram adicionados 2 ul do pool 2 AmpliSeq™
Myeloid DNA Panel (pool de primers de DNA), totalizando um volume final de 10 ul de
reacdo por pool. Cada coluna deve conter um branco de amostra, o NTC (no template
control). As reacdes foram incubadas a 99°C por 2 minutos, seguido de 13 ciclos de 99°C por
15 segundos e 60°C por 4 minutos. Apds amplificacdo, as reacdes dos pools 1 e 2 foram
combinadas e transferidas para a mesma placa de reacdo do cDNA amplificado (Figura 8).

Figura 8 — Esquema de combinacao das amostras amplificadas
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(1) Combinacéo das reacdes dos pools 1 e 2 de DNA e (2) Transferéncia para a placa de
cDNA.
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Em seguida, os amplicons foram parcialmente digeridos com a adigdo de 2 pl da enzima
FuPa, seguido de incubagdo a 50°C por 10 minutos, 55°C por 10 minutos e 60°C por 20
minutos. Para o sequenciamento de multiplas bibliotecas simultaneamente, cada amostra deve
ter uma identificacdo molecular diferente (barcode), para reconhecimento e andlise individual.
Para isto, 2 ul de barcodes Ion Xpress™ foram previamente diluidos em 2 pl do adaptador Ion
P1 e 4 pl de agua livre de nucleases. Apds diluicdo dos barcodes, as reagdes de ligacdo dos
adaptadores foram preparadas em um volume final de 30 pl, contendo 22 pl da reagdo de
digestdo, 4 ul de Switch Solution, 2 ul do barcode Ion Xpress™ (Thermo Fisher Scientific) de
interesse diluido e 2 pl de DNA ligase. As amostras de DNA ¢ RNA de mesmo paciente
devem receber barcodes diferentes. A reacdo foi incubada a 22°C por 30 minutos, 68°C por 5
minutos e 72°C por 5 minutos. Todas as incubag6es foram realizadas em termociclador Veriti
(Thermo Fisher Scientific). Apds ligacdo dos barcodes e adaptadores, as bibliotecas foram
purificadas com o uso de beads magnéticas. 45 pl de beads Agencourt™ AMPure™ XP
(Beckman Coulter) foram adicionadas a reacdo. As amostras foram homogeneizadas por
pipetagem e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. A placa foi entdo incubada
em uma rack magnética DynaMag™-96 Side Magnet (Thermo Fisher Scientific) por 2
minutos ou até a solucdo ficar clara. Os sobrenadantes foram descartados e em seguida
adicionados 150 pl de etanol 70% recém preparado. A placa foi movida na rack magnética em
duas posicOes para lavagem das beads. O sobrenadante foi novamente descartado e um novo
ciclo de lavagem foi realizado. As amostras permaneceram na rack magnética por 5 minutos
para secagem. A placa foi retirada da rack magnética e foram adicionados 50 pl de solucao
Low TE para eluicdo das bibliotecas. A mistura foi homogeneizada por pipetagem e incubada
a temperatura ambiente por, no minimo 2 minutos, para dissolugdo completa das beads
magnéticas. A placa foi novamente incubada na rack magnética por, no minimo, 2 minutos.
Aproximadamente 45 ul do eluato (biblioteca) foram transferidos para tubos de 1,5 mL e

armazenados em freezer a -20°C para uso posterior.

4.6.3 Quantificagdo das bibliotecas por PCR em Tempo Real

As bibliotecas de DNA e RNA foram quantificadas por PCR em Tempo Real
utilizando o kit lon Library TagMan® Quantitation (Thermo Fisher Scientific), conforme
recomendacdes do fabricante. As bibliotecas de DNA e RNA foram diluidas a 1:100 e 1:1000,
respectivamente. Foi preparada uma curva de diluicdo seriada a 1:10 a partir do controle de
Escherichia coli DH10B na concentragdo inicial de 6,8 picomolar (pM). As reacbes de

quantificacdo, incluindo o controle negativo (NTC), foram preparadas em triplicata, em
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microplacas MicroAmp® Fast 96-Well de 0,1 mL (Thermo Fisher Scientific), com volume
final de 20 pl, contendo 1X TagMan® MasterMix, 1X lon TagMan® Assay e¢ 9 pl das
bibliotecas diluidas a 1:100 e 1:1000. As placas foram seladas com MicroAmp® Optical
Adhesine Film (Thermo Fisher Scientific) e as quantificacdes foram realizadas na plataforma
Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) com a seguinte
ciclagem: 50°C por 2 minutos, 95°C por 20 segundos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 3
segundos e 60°C por 30 segundos. Os dados das leituras da fluorescéncia (FAM) de cada
amostra foram plotados a cada ciclo gerando um valor de Ct (cycle threshold). Os valores de
Ct das bibliotecas foram interpolados contra os valores de Ct da curva-padrdo através do
calculo da quantificacédo relativa. Baseado na quantificacdo de cada amostra, as bibliotecas de

DNA e RNA foram diluidas para uma concentracdo final de 25 picomolar (pM).

4.6.4 Combinacao das bibliotecas e Sequenciamento

As bibliotecas de DNA e RNA de amostra foram combinadas na proporgéo de 80:20
(DNA:RNA) e divididas em dois pools para carregamento em dois chips. As bibliotecas
foram carregadas em chips lon 520™ (quatro amostras) ou Ion 530™ (12 amostras) (Thermo
Fisher Scientific), respeitando a capacidade de cada um quanto ao nimero de amostras. Em
cada chip foi incluida uma biblioteca da reagdo de branco (NTC, no template control). Cada
pool foi submetido a amplificacdo por PCR em emulsdo e carregamento nos chips Ion 520™
ou lon 530™ (Thermo Fisher Scientific) no equipamento Ion Chef™ (Thermo Fisher
Scientific), utilizando o kit Ion 510™ & Ion 520™ & Ion 530™ — Chef, conforme
recomendacdes do fabricante. As corridas foram programadas usando o software Torrent
Suite versdo 5.10.0 (Thermo Fisher Scientific). Apds carregamento, os chips foram
sequenciados na plataforma Ion S5™ (Thermo Fisher Scientific), conforme recomendacdes

do fabricante.

4.6.5 Andlise de bioinformatica

Os dados brutos do sequenciamento foram gerados, coletados e processados usando a
plataforma um pipeline especifico da Plataforma lon Torrent (Thermo Fisher Scientific). A
Figura 9 resume as etapas de uma analise de bioinformatica para NGS. O alinhamento de
sequéncias no genoma referéncia hgl9 e a chamada de base foram realizadas pelo software
Torrent Suite 5.10.0 (Thermo Fisher Scientific). A identificagdo e anotacdo de variantes foram
realizadas usando o software lon Reporter 5.18.0 (Workflow, Oncomine Myeloid Research-
530-DNA and Fusions-Single Sample) (Thermo Fisher Scientific). Os dados de profundidade
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de cobertura foram gerados usando o plugin coverageAnalysis versao 5.10.0 (Thermo Fisher

Scientific). Para chamada de variantes FLT3-ITD foi utilizado o plugin Myeloid FLT3
LongITD.

Figura 9 — Visao geral do fluxo da analise de bioinformética para NGS
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A analise ¢é subdividida em anélise primaria, secundaria e terciaria. A analise de dados primarios
consiste na deteccdo e anélise de dados brutos. Entéo, na analise secundaria, as reads sdo alinhadas
contra o genoma referéncia e a chamada de variantes é realizada. A Gltima etapa é a andlise
terciaria, que inclui a anotagdo e filtragem das variantes, visualizacdo de dados e geracdo de
relatorios. BAM, binary alignment map; uBAM, unmapped BAM; VCF, variant call format.
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Previamente a analise dos resultados do sequenciamento, foram avaliados parametros de

qualidade para cada corrida de sequenciamento. Os valores esperados para estes parametros

conforme preconizado pelo fabricante do painel estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Parametros de qualidade de corrida para o painel Oncomine

Parametros Threshold (chips 520 e 530)
Carregamento do chip >30%
Total de reads (Chip 530) 15.000.000
Total de reads (Chip 520) 4.000.000
Reads usaveis >30%
Policlonalidade <30%
Dimeros de primers <1%
o, | Leitura de baixa qualidade <20%
é Bases alinhadas na sequéncia referéncia >90%
g Acurécia bruta média por base em uma read >99%
S | Total de reads mapeadas (DNA) >400.000
< [Total de reads mapeadas no painel de fusdes (RNA) >5.000
Reads mapeadas na regido alvo >90%
Tamanho médio das reads (DNA) >75 bp
Tamanho médio das reads (RNA) >60 bp
Uniformidade >80%
Cobertura de bases alvo em 100x >90%
Cobertura de bases alvo em 500x >80%
Profundidade média de cobertura (DNA) >875
o Profundidade média de cobertura (DNA - NTC) <30
= Tamanho médio das reads (DNA - NTC) <75 bp
Tamanho médio das reads (RNA - NTC) <60 bp
Total de reads mapeadas no painel de fusdes (RNA - NTC) <5.000

Os parametros para chamada de variantes do painel Oncomine Myeloid™ configurados no

software de analise lon Reporter estdo descritos no Quadro 2. Todas as variantes detectadas

foram conferidas individualmente utilizando o software IGV (Integrative Genomics Viwer)

(https://igv.orag/).
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Quadro 2 — Parametros para chamada de variantes do painel Oncomine Myeloid ™
Parametros Threshold

I | Cobertura minima por fita 2

g Phred score minimo da variante Qo8

5 Profundidade minima de cobertura da regido 15

I |Frequéncia alélica minima 3,0%
Cobertura minima por fita 3

% Phred score minimo da variante Q10

o | Profundidade minima de cobertura da regido 20
Frequéncia alélica minima 2,5%

g Cobertura minima por fita 3

W | Phred score minimo da variante Q30

% Profundidade minima de cobertura 20

- Frequéncia alélica minima 2,5%
Minimo de reads mapeadas no painel de fusdo >5.000

«» | Minimo de reads contadas por alvo 20

,EJ) Minimo de reads para fusdes non-target 250

& I Minimo de reads para genes controles 15

" [ Minimo de reads para genes de expressdo 15
Minimo de reads para isoformas variantes 20

Phred score, medida da acurécia na identificacdo de uma base na analise de
sequenciamento; Phred score QO08, probabilidade de 1 base errada a cada 10
identificadas; Phred score Q10, probabilidade de 1 base errada a cada 10
identificadas; Phred score Q30, probabilidade de 1 base errada a cada 1000
identificadas; fusBes non-target, novas combinacdes de genes drivers e genes
partners.

4.7 Analises Estatisticas

Valores de média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo, e frequéncia foram
utilizados na estatistica descritiva dos dados. A distribuicdo das varidveis foi medida pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Os testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U
foram utilizados na anélise de dados quantitativos independentes ndo paramétricos. A analise
de correlacdo de Spearman foi utilizada na analise de correlacdo. O método de Kaplan-Meier
foi utilizado nas analises de sobrevida global e o teste de long-rank para as comparacées entre
0s grupos. Os softwares GraphPad Prism 8.1.1 e R-Studio foram utilizados nas analises. O

valor p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo foi dividida em dois capitulos os quais representam uma possibilidade de

organizacado dos resultados para escrita de dois artigos.

Capitulo I: Estudo de validacdo do painel Oncomine™ Myeloid para investigacdo de

variantes somaticas nas neoplasias mieloides.

Este capitulo relata o processo de validacdo do painel Oncomine™ Myeloid para investigagdo
de variantes de DNA (40 genes) e fusdes génicas (RNA) envolvendo 29 genes drivers de
fusdo. Este painel cobre um amplo espectro de genes relacionados as principais neoplasias
mieloides. Neste contexto foram utilizados controles comerciais de DNA e RNA abrangendo

variantes previamente caracterizadas e comumente associadas as neoplasias mieloides.

Capitulo I1: Investigacdo de variantes somaticas nas neoplasias mieloides utilizando um

painel de sequenciamento de nova geragéo.

Este capitulo apresenta os resultados de andlises NGS utilizando um painel multigénico para
investigacdo de variantes somaticas em amostras de 34 pacientes com diagndstico de
neoplasias mieloides, bem como seu impacto no desfecho clinico. O diagndstico e avaliacdo
de prognéstico nas neoplasias mieloides integram multiplas abordagens clinicas e
laboratoriais, dada a heterogeneidade clinica deste grupo de neoplasia hematoldgica. Estudos
de genbmica tém mostrado que as neoplasias mieloides também sdo caracterizadas pela

heterogeneidade molecular, bem como seu impacto no diagnostico e prognaostico.
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CAPITULO |

ESTUDO DE VALIDACAO DO PAINEL ONCOMINE™ MYELOID PARA
INVESTIGACAO DE VARIANTES SOMATICAS NAS NEOPLASIAS MIELOIDES.

As neoplasias mieloides (NMs) sdo um grupo bastante heterogéneo de neoplasia
hematoldgica, incluindo a leucemia mieloide aguda (LMA), a neoplasia mielodisplasica
(SMD), a neoplasias mieloproliferativas (NMPs) e as neoplasias
mielodisplasicas/mieloproliferativas. As NMs sdo caracterizadas pela presenca de uma
variedade de alteracGes citogenéticas e moleculares, que demandam a disponibilidade de
diferentes técnicas laboratoriais e expressivo volume de amostra bioldgica para a investigacédo
das mesmas. As classificacdes mais recentes da Organizacdo Mundial da Saude para as NMs
tém estabelecido a importancia das alteragcfes citogenéticas e moleculares para o diagndéstico e
prognostico deste grupo de neoplasia hematolégica (ARBER et al., 2016; KHOURY et al.,
2022). Uma vez que as técnicas citogenéticas e moleculares convencionais sao insuficientes
para a investigacdo dos diversos tipos de variantes genéticas que caracterizam as NMs, 0s
painéis de sequenciamento de nova geracdo (NGS) podem ser o método de escolha para uma
investigagdo mais ampla destas variantes, a partir de uma Unica coleta de amostra. Dada a
relevancia que os paneis de NGS tem demonstrado para o diagnéstico, prognostico e terapia
para diversas neoplasias, associagdes importantes como a AMP (Association for Molecular
Pathology) e CAP (College of American Pathologists) publicaram recomendacdes para a
validacdo de painéis de NGS (JENNINGS et al., 2017). Neste contexto, o presente estudo
avaliou o desempenho analitico do painel Oncomine Myeloid™ (ThermoFisher) para
pesquisa de variantes em 40 genes (17 genes completos e 23 genes hotspot), juntamente com
um painel de 29 genes drivers de fusdo (e seus mais de genes 600 parceiros), abrangendo um

amplo espectro de genes relacionados com as principais NMs.

1 Parametros de qualidade das corridas

Considerando um total de 70 bibliotecas sequenciadas, as corridas apresentaram boa
qualidade, com todos os parametros atendendo aos valores preconizados pelo fabricante do
painel (Tabela 1). Esta analise incluiu todos os chips sequenciados, com bibliotecas
preparadas a partir de amostras clinicas e controles comerciais. A porcentagem média de

carregamento dos chips de aproximadamente 90%.
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Tabela 1 — Parametros gerais de qualidade das corridas

0,
. . No N° total de % reads Policlonalidade ./° bases Acuracia
Chip Tipo L alinhadas na
amostras reads usaveis (%) . (%)
referéncia
1 520 4 6.673.838 62 25 99,9 99,4
2 520 4 6.802.131 65 23 99,9 99,5
3 530 13 23.333.491 69 23 99,9 99,5
4 530 13 23.747.915 69 23 99,9 99,6
5 530 13 21.561.263 64 27 99,9 99,6
6 530 13 21.372.172 66 27 99,9 99,5
7 530 10 20.390.337 61 26 99,9 99,6

Todas as amostras apresentaram altas taxas de mapeamento total (mapeadas no genoma),
profundidade de cobertura e uniformidade. Foram geradas em média 1,5 milhdes de reads
mapeadas por amostra, sendo 96,9% das sequéncias alinhadas com o painel. A profundidade
média de cobertura por base foi de aproximadamente 3.000 vezes e por gene de
aproximadamente 2.000 vezes. A uniformidade média de cobertura foi de 96,6% (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros gerais de qualidade relacionados a cobertura

% Média de reads Profundidade

Ne° N° médio de Uniformidade

Chip Tipo amostras reads mapeadas mapea_ldas no media de média (%)
painel cobertura
1 520 4 1.315.665 97,32 2544 95,35
2 520 4 1.394.162 96,65 2642 95,89
3 530 13 1.613.244 97,27 3075 96,91
4 530 13 1.826.887 97,60 3551 97,14
5 530 13 1.537.385 97,50 2976 97,27
6 530 13 1.527.230 94,93 2899 97,35
7 530 10 1.778.200 96,70 3372 97,19

O tamanho das reads variou de 223 a 231 pb (227+2 pb) para amostras de DNA e de 88 a 124
pb (104+7 pb) para amostras de RNA, respectivamente. Estes perfis sdo compativeis com o
esperado para o painel mieloide, sendo indicativo da boa qualidade e integridade das amostras
(Figura 1).
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Figura 1 — Perfil caracteristico das amostras de DNA e RNA para o painel

Barcode Name Sample Bases >=0Q20 Bases Reads Mean Read Length Read Length Histogram

lonXpress_018  SCA 240009450 217,612,876 1060704 224 bp 0 S1100,350:200 2# 200:250.300:420.500:530
lonXpress_019 MLF 350,703,460 328,841,360 1545763 226 bp 0. 50/200:150:200 Zt 300:3>0-400'450:500:550

- DNA
lonXpress_020  JGB 233556266 218,776,886 1025512 227bp 0:590:2C0/150:200 Zi 300.30.400.450:300.550
lonXpress_025  C4 334,946,950 360,172,171 1,684,600 228 bp 0. 90:000,150.200 Zt 300.350:400.450.500.550
lonXpress_027  SCA 30615343 29,084,005 263586 16bp ¢ 2 Ioj 150/ 200 220 070,900 10 500°520
lonXpress_028  MLF 26628972 25293575 269,186 98 bp 0050 ﬁoo 150:200:250,3004350.400 450 300:530
- ~— RNA

lonXpress_029  JGB 30,032,063 28.455,625 207269  101bp Gl t°° 120,200,550 20130300 920,00:220
lonXpress_034  C4 30750339 29,199,072 281,070 109bp % t°° a0 220 N (R0 800 50.500:200

Fonte: Software Torrent Suite v.5.10.1.

2 Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN) e acurécia.

A avaliacdo foi realizada considerando o sequenciamento de oito bibliotecas dos
controles comerciais Seraseq (DNA e RNA). Para o ensaio de DNA as anélises foram
realizadas considerando 20 dentre as 23 variantes do controle comercial, sendo 13 variantes
de nucleotideo Unico (SNV) e sete indels. Os calculos de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuracia foram realizados
considerando todas as variantes (global), apenas as variantes do tipo indels e apenas as indels
hotspot (Tabela 3). Para 0 ensaio de RNA foi determinada apenas sensibilidade, pois néo foi
possivel determinar o nimero de verdadeiros negativos. Todas as nove fusdes génicas do
controle de RNA foram detectadas no sequenciamento das oito bibliotecas de RNA (72
verdadeiros positivos), ou seja, ndo houve falsos negativos. Isto equivale a uma sensibilidade
de 100% para o ensaio de fusdes génicas. Nao foram detectados falsos positivos nas analises

de sequenciamento das bibliotecas de RNA.
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Tabela 3 — Valores de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia calculados

para o painel Oncomine™ Myeloid.

Global SNV Indel Indel hotsot

Sensibilidade = VP/(VP+FN) 98% 100% 95% 93%
Especificidade = VN/(VN+FP) 100%  100%  100% 100%
VPP = VP/(VP + FP) 94%  100%  84% 79%
VPN = VN/(VN+FN) 100%  100%  100% 100%

Acurécia = VP+VN / Total 100% 100% 100% 100%

SNV, variante de nucleotideo Unico; VP, verdadeiros positivos; VN, verdadeiros negativos; FP,
falso positivos; FN, falso negativos.

VP: variantes do controle comercial chamadas pelo software lon Reporter.

VN: corresponde a todas as regides do arquivo bed target (browser extensible data) do painel
exceto aquelas do controle comercial.

FP: variantes chamadas pelo lon Reporter, mas ndo esperadas para o controle Seraseq.

FN: variantes do controle Seraseq ndo chamadas pelo software lon Reporter.

Os valores de sensibilidade e especificidade sdo semelhantes aos demonstrados em
outros estudos com mesmo painel (LEVY et al., 2019; FERRONE et al., 2021).

Foram excluidas desta analise as variantes CEBPA c¢.68 69insG, ASXL1
€.1900 1922del23 e ASXL1 c¢.1934 1935insG, ndo detectadas pelo painel, segundo
informacdo do fabricante. Esta é uma limitacdo conhecida da tecnologia lon Torrent para
chamada no sequenciamento de regides de longos homopolimeros, como acontece em
algumas regides do gene ASXL1. A variante ASXL1 ¢.1934_1935insG, por exemplo, é uma
insercdo de uma base guanina (G) em uma sequéncia de oito repetices desta base. Esta
variante ndo foi detectada em nenhuma dentre as oito bibliotecas sequenciadas. Entretanto, a
delecdo ASXL1 c¢.1900_1922del23 foi detectada em seis dentre as oito bibliotecas
sequenciadas. Os dados de sequenciamento destas bibliotecas também foram analisados nas
versdes 5.10 e 5.16. Na versdo 5.16 do lon repdrter a variante ASXL1 ¢.1900 1922del23
também foi detectada em seis dentre as oito bibliotecas sequenciadas, mas a na versdo 5.10
esta variante ndo foi detectada em nenhuma biblioteca. Isto indica uma melhoria no software
de anélise comparando os resultados das analises na versdo 5.10 em relagdo as duas versoes
mais recentes do lon Reporter. A variante CEBPA ¢.68_69insG foi detectada em quatro dentre
as oito bibliotecas sequenciadas. Trata-se de uma insercdo de uma base guanina (G) em regido
rica em repeti¢Ges de bases GC. O desenvolvimento de ensaios robustos para sequenciamento

e deteccdo de variantes no gene CEBPA é dificultada pelo alto conteido de GC deste gene
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(75% na regido codificadora). Isto implica em desafios técnicos associados a amplificacdo das
regides alvo, assim como a identificagdo e chamada correta de variantes pelos softwares de
analise (BEHDAD et al., 2015).

3 Repetibilidade e reprodutibilidade do ensaio

Para avaliagdo da repetibilidade, bibliotecas dos controles Seraseq de DNA e RNA
foram construidas em triplicada e sequenciadas no mesmo chip. A reprodutibilidade do ensaio
foi avaliada a partir da construcdo trés bibliotecas dos controles Seraseq de DNA e RNA
construidas em dias 3 diferentes e sequenciadas em chips diferentes. A construcdo das
bibliotecas, amplificacdo clonal/carregamento do chip e o sequenciamento foram realizados
Nnos mesmos equipamentos.

Todas as nove variantes do controle de RNA foram detectadas em triplicata, ou seja,
apresentou 100% de repetibilidade e reprodutibilidade.

Para 0 ensaio do painel de DNA as anélises basearam-se na frequéncia do alelo
variante (VAF) de cada variante do controle Seraseq detectada, pelo menos em duplicata.
Foram calculados a média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo (CV) para a VAF de cada
varaintes. Desta analise foram excluidas as trés variantes do controle de deteccdo limitada
(CEBPA ¢.68_69insG, ASXL1 ¢.1900_1922del23 e ASXL1 ¢.1934 1935insG).

O ensaio de DNA apresentou 95% de repetibilidade, uma vez que 19 dentre as 20
variantes do controle foram detectadas em triplicata (Tabela 4). A variante SRSF2
€.284_307del24 foi detectada em duplicata. Além de tratar-se de uma delecdo grande e com
VAF no limite de deteccdo esperado para um ensaio de NGS (5%), a variante esta localizada
numa regido rica em dinucleotideos GC. Esta variante ndo passou pelos critérios de qualidade
do filtro de chamada de variantes (indel hotspot) do software de analise. Na replicata C1 foi
identificada uma desproporc¢édo dos alelos mutados entre as fitas foward e reverse. Existe uma
proporcdo maxima esperada de alelos oriundos da mesma fita (Strand Bias). Para uma
variante hotspot esse valor é 0,96 e a replicata C1, por exemplo, apresentou uma proporc¢éo de
0,99; valor superior ao maximo aceitavel. Outra métrica relacionada ao viés de fita, é o Strand
Bias Pval, que estima se o viés de fita é estatisticamente significativo contra a hipdtese nula
de ndo existir viés. Nesse caso, o valor minimo esperado € 1 e a replicata C1 ficou abaixo com
0,049. Quando estes parametros atendem aos pontos de corte configurados no filtro de
chamada de variantes, contribuem para a confianca de que uma determinada variante € real,

sobretudo quando o VAF da mesma € baixa, como no caso da variante SRSF2
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€.284_307del24. Para os ensaios de repetibilidade os valores CV para a VAF variaram de 4,9

a 22,5%.
Tabela 4 — Repetibilidade para variantes de DNA
. VAF .
Genes Variantes VAF_1 VAF 2 VAF_3 Média DP CV
esperada
ABL1 c.944C>T 10% 9,8 8,9 10,1 9,6 06 65
BRAF BRAF c.1799T>A 10% 9,1 10,3 10,0 9,8 06 64
CALR ¢.1092_1143del52 5% 3,6 4,0 54 4,3 10 225
CBL  ¢.1139T>C 10% 9,0 9,9 9,3 9,4 05 49
CBL c.1259G>A 10% 11,2 10,2 9,3 10,2 10 93
CEBPA ¢.939 940insAAG 15% 14,8 13,8 11,4 134 18 13,2
CSF3R ¢.1853C>T 5% 59 6,2 40 54 12 224
FLT3 gg%gggg;z&eos,%o- 10% 88 122 90 100 1,9 189
FLT3  ¢.2503G>T 10% 10,8 8,1 12,4 10,4 2,2 209
FLT3 ¢.1759 1800dup 5% 50 4.4 4,2 45 04 94
IDH1 ¢.394C>T 5% 4,8 49 4,1 4,6 05 10,1
JAK2  ¢.1624 1629delAATGAA  10% 7,1 7,6 6,6 7,1 05 71
JAK2  ¢.1849G>T 5% 54 57 6,9 6,0 08 129
MPL  ¢.1544G>T 5% 55 4,3 53 50 0,6 12,7
MYD88 ¢.794T>C 10% 10,0 9,3 11,5 10,2 11 112
NPM1 ¢.863 864insTCTG 5% 53 4,2 50 49 06 11,9
SF3B1 ¢.2098A>G 5% 6,9 55 6,0 6,1 0,7 115
SF3B1 ¢.1998G>T 5% 45 4,6 54 4.8 05 10,9
SRSF2 ¢.284 307del24 5% nd 8,1 74 7,8 05 6,0
U2AF1 c.101C>T 10% 79 7,5 6,4 7,3 0,8 10,6

chr, cromossomo; CV, coeficiente de variacdo para a VAF; del, delecéo; dup, duplicagéo; ins, insercéo;
DP, desvio padréo para a VAF; VAF, frequéncia do alelo variante.

O ensaio de DNA apresentou 95% de reprodutibilidade, uma vez que 19 dentre as 20

variantes do controle foram detectadas em triplicata (Tabela 5). Os valores CV para a VAF

variaram de 1,8 a 40,3%. Dentre as variantes com CV altos (>20%) destacam-se as variantes
CALR ¢.1092_1143del52, FLT3 dup chr13:28,608,250-28,608,277 e SRSF2 ¢.284 307del24.
A menor sensibilidade na deteccéo de grandes duplicacdes e delegdes € um desafio conhecido

para a técnica de NGS. A VAF observada para as simplicatas de cada variante mostrou alta

correlagdo com a VAF esperada tanto na avaliagcdo de repetibilidade (Figura 2A), quanto para

a reprodutibilidade (Figura 2B).
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Genes Variantes VAF " VAF 1 VAF 2 VAF 3 Média DP CV
esperada
ABL1 c.044C>T 10% 89 122 118 109 18 165
BRAF  C.1799T>A 0% 103 91 93 96 07 69
CALR ¢.1092 1143del52 5% 40 56 45 47 08 166
CBL  c.1139T>C 0% 99 108 106 104 05 45
CBL  c.1259G>A 0% 102 107 107 105 03 26
CEBPA ¢.939_940insAAG 15% 138 127 119 128 09 74
CSF3R .1853C>T 5% 62 53 nd 58 07 113
FLT3 gg%ggg%zs,sos,zso- 0% 122 76 65 88 30 346
FLT3  ¢.2503G>T 0% 81 94 96 90 08 92
FLT3 c.1759_1800dup 5% 44 38 32 38 06 166
IDHL  ¢.394C>T 5% 49 56 58 54 05 86
JAK2  c1624 1629delAATGAA  10% 7.6 63 82 73 10 132
JAK2  c.1849G>T 5% 57 56 47 54 05 101
MPL  c.1544G>T 5% 43 53 48 48 05 104
MYD88 ¢.794T>C 0% 93 112 116 107 12 117
NPM1  c.863 864insTCTG 5% 42 50 52 48 05 107
SF3B1  C.2098A>G 5% 55 56 57 56 01 18
SF3B1  ¢.1998G>T 5% 46 37 42 42 04 103
SRSF2  ¢.284_307del24 5% 81 65 117 91 37 403
U2AF1 ¢.101C>T 0% 75 76 52 67 13 197

chr, cromossomo; CV, coeficiente de variacéo; del, delecao; dup, duplicacdo; ins, inser¢do; DP, desvio
padrdo; VAF, frequéncia do alelo variante.

Figura 2 — Correlagdo entre a VAF esperada e observada para cada simplicata
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4 Limite de deteccédo do ensaio

4.1 Limite de deteccéo do ensaio para variantes de DNA

O limite de deteccdo (LOD) para variantes de DNA foi avaliado utilizando uma
amostra controle preparada a partir da mistura de duas amostras positivas sequenciadas
previamente utilizando este painel. Estas amostras foram misturadas na proporgéo de 1:1. A
partir desta amostra controle, foi preparada uma curva de diluicdo seriada com cinco pontos,
na proporcdo de 1:2 em amostra negativa (Tabela 6). Devido ao volume insuficiente e aos
valores de VAF muito baixos das variantes, optou-se pela ndo utilizacdo do controle
comercial de DNA.

Tabela 6 — Controle de DNA: VAF esperados para cada ponto da curva de diluicédo a 1:2

VAFi Pl P2 P3 P4 P5
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
DNMT3A p.Arg736Cys SNV 40,7 203 102 51 34 25
SF3B1 p.Lys700Glu SNV 413 206 103 52 34 26
ASXL1 p.Glull02Asp SNV 495 248 124 62 41 31
DNMT3A p.Arg882Cys SNV 398 199 100 50 33 25
TET2  p.Glul250AspfsTerl7 indel 387 194 97 48 32 24

Genes Variantes Tipo

RUNX1 p.Argl66Gin SNV 388 194 97 48 32 24
U2AF1 p.Ser34Phe SNV 399 199 100 50 33 25
BCOR p.GIn156Ter SNV 701 351 175 88 58 44

SNV, variante de nucleotideo Unico; VAF, frequéncia do alelo variante; VAF i, VAF antes da
mistura de amostras; P1, ponto da curva sem diluicdo; P2/P3/P4/P5, pontos da curva com diluico.

Todos os pontos da curva foram sequenciados em triplicata na mesma corrida. Foram
calculados média, desvio padrao e intervalo de confianca (IC95%) para cada a VAF de cada
variante detectada (Tabela 7). O ponto 5 da curva foi omitido da tabela, uma vez que a
maioria das variantes ndo foi detectada. Foi definido como o LOD do ensaio o0 ponto da curva
de diluicdo o qual todas as variantes foram detectadas em triplicata. Conforme observado na
Tabela 7, o ponto 3 corresponde ao LOD de 5%. O LOD de 5% é o esperado para o0 NGS
considerando SNVs e pequenas indels. Para definicdo do LOD de um painel multigénico
deve-se considerar que o mesmo pode ser influenciado por tipos especificos de variantes,
como grandes duplicagcdes e delecBes, além de variantes em regibes ricas em CG. Neste

contexto, recomenda-se a confirmacdo de casos suspeitos de variantes em genes desafiadores,
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como CEBPA, CALR e FLT3-ITD; bem como para quaisquer variantes suspeitas como VAF
proximo ao LOD (IZEVBAYE et al., 2020; FERRONE et al., 2021).

Tabela 7 — Limite de deteccdo (LOD) para o ensaio de DNA

Genes P1 P2 P3 P4
Média DP IC95% | Média DP  1C95% | Média DP  1C95% |Média DP 1C95%
DNMT3A| 196 13 182-211 | 11,3 05 10,7-119| 55 06 48-63 3,0 01 29-31
SF3B1 | 20,8 1,7 189-22;7| 106 1,7 87-125 5,8 05 53-64 3,7 05 32-43
ASXL1 | 245 10 233-257| 129 10 11,7-140| 63 04 58-67 4,0 04 36-45
DNMT3A| 190 08 181-199 | 100 12 8,7-114 4,5 02 43-48 3,2 02 28-35

TET2 182 12 169-196 | 104 09 95-114 5,0 12 3,7-63 - - -

RUNX1 | 191 19 170-212| 92 06 86-99 5,3 05 48-58 4,0 04 36-46
U2AF1 | 186 09 176-195| 96 03 92-100 4,2 08 33-51 3,4 00 34-35
BCOR 342 06 335-349 ] 172 0,7 164-180 ] 82 16 64-100] 58 08 48-67

DP, desvio padréo; IC, intervalo de confianga.

4.2 Limite de deteccéo do ensaio para variantes de RNA

O LOD para variantes de RNA (fusbes génicas) foi definido utilizando o controle

Seraseq de RNA. A partir deste controle, foi preparada uma curva de diluicdo de cinco

pontos, diluidas em amostra negativa nas propor¢des de 1:2, 1:4, 1:10 e 1:100. Todos o0s

pontos da curva foram sequenciados em triplicata (Tabela 8). O ponto 5 (diluicdo 1:100) da

curva foi omitido da tabela, uma vez que a maioria das variantes ndo foi detectada.

Tabela 8 — Limite de deteccdo (LOD) para o ensaio de RNA em namero de reads contadas

N° reads_P1 N° reads P2 N° reads_P3 N° reads P4
sem diluicéo 1:2 1:4 1:10
Variantes Cll Ci12 C13|C21 C22 C23|C31 C3.2 C33|C4.1 C42 C43

MYST3::CERBBP 3638 3361 2645 | 622 645 428 |490 322 290|| 35 50 46
ETV6::ABL1 (isoforma 1) | 2809 2354 1846 | 460 427 379 | 313 223 227|| 23 44 39
ETV6::ABL1 (isoforma 2) | 4398 3981 3769 |1120 603 596 | 454 437 447|| 40 55 61
PCM1::JAK2 6965 5537 4993 | 1174 1435 1025|765 569 438|| 114 43 85
FIP1L1::PDGFRA 14395 13153 10292 | 3044 2955 1833|1278 1020 1467|| 75 63 205
TCF3::PBX1 3798 3081 3007 | 748 766 519 || 354 294 345| 47 35 42
BCR::ABL1 2978 1910 2296 | 760 797 469 | 420 301 305| 31 45 64
RUNX1::RUNX1T1 2298 1930 1856 | 488 450 393 || 262 224 264| nd 42 nd
PML::RARA 3178 2621 2585 | 485 636 414 || 348 233 334|| nd 34 30

nd, ndo detectada.
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O filtro para chamada de fusbes génicas baseia-se no nimero de reads contadas, sendo
necessarias no minimo 20 reads. Entretanto, o fabricante do controle informa o numero de
copias de fusdo/pL de controle, obtidos por técnicas quantitativas sensiveis como a PCR
digital em gotas (ddPCR). A curva de diluicdo foi construida considerando o ndmero de
copias esperado para cada ponto da curva. Para o ponto 3 da curva todas as fusdes foram
chamadas em triplicata, correspondendo a um nimero minimo de 518 a 1331 cdpias de fusdo
(Tabela 9).

Tabela 9 — NUmero de copias esperado para cada ponto da curva de diluigdo

N° de copias/pL

Fusdes génicas P1 (s/diluir) P2 (1:2) P3(1:4) P4(1:10) P5 (1:100)
MYST3::CERBBP 4416 2208 1104 442 44
ETV6::ABL1 (isoforma 1)* 4224 2112 1056 422 42
PCM1::JAK2 5322 2661 1331 532 53
FIP1L1::PDGFRA 2070 1035 518 207 21
TCF3::PBX1 2416 1208 604 242 24
BCR::ABL1 3940 1970 985 394 39
RUNX1::RUNX1T1 2490 1245 623 249 25
PML::RARA 2250 1125 563 225 23

Uma vez que o painel Oncomine Myeloid™

possibilita a deteccdo aproximadamente 600
fusBes génicas, ndo é possivel determinar o LOD para cada uma delas, mas apenas para
aquelas do ultimo ponto da curva de diluicdo em que todas as variantes do controle foram
detectadas em triplicata. Embora pareca légica a correlagdo entre nimero de reads e 0 nimero
de cépias de fusdo, esta correlacdo ndo é precisa. O numero de reads contadas para uma
determinada fusdo pode ser influenciado por fatores, como a regido gendmica onde ocorreu o

ponto de quebra e por variaveis técnicas durante o processo de construcdo de biblioteca.

5 Anadlise da profundidade de cobertura

Considerando cada biblioteca sequenciada, em média 99,4% e 97,5% das bases dentro
de todos os amplicons do painel de DNA tiveram profundidade de cobertura de pelo menos
100x e 500x, respectivamente. Estes valores atendem aos parametros recomendados para
cobertura de bases alvo por amostra (Quadro 1). Adicionalmente, os arquivos no formato
BAM (Binary Alignment Map) de 42 bibliotecas de DNA (34 amostras clinicas e oito

controle) foram importados para um software proprio
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(http://172.19.231.8//coberturaNGS _login.html) de analise de profundidade de cobertura para
todas as regides interrogadas pelo painel de DNA. Foi utilizado um ponto de corte de
profundidade minima de cobertura de 100x. Foram identificadas falhas na profundidade de
cobertura dentro de 14 regiGes génicas sequenciadas (Tabela 10). Estes achados séo similares
aos observados em estudos prévios com esse painel (IZEVBAYE et al., 2019; PARK et al.,
2020).

Tabela 10 — Regides sequenciadas com profundidade de cobertura inferior a 100X

|Genes|  |chr] [|*Pos inicio] [*Pos final| |Amplicons| |Cob Média] % |
BRAF chr7 140624442 140624670 BRAF_18.30633 16x 95
SH2B3 chrl2 111856152 111856378 SH2B3_1.85663 86x 26
SH2B3 chrl2 111856364 111856578 SH2B3_1.52815 95x 14
RB1 chrl3 48954147 48954356 RB1_15.4310 98x 24
RB1 chrl3 49030397 49030641 RB1_19.3890 98x 24
PRPF8 chrl7 1562643 1562846 PRPF8_12.173121 45x 100
PRPF8 chrl7 1565330 1565463 PRPF8_19.367343 96x 14
NF1 chrl7 29422203 29422452 NF1_1.17210 99x 14
NF1 chrl7 29663490 29663739 NF1_42.344804 99x 52
CALR chrl9 13049399 13049648 CALR_1.107389 97x 21
CEBPA chrl9 33792501 33792689 CEBPA_1.1.86676 80x 29
CEBPA chr19 33792687 33792878 CEBPA_1.1.16632 94x 14
CEBPA chrl9 33792848 33793089 CEBPA_1.1.81913 92x 24
ASXL1 chr20 30946554 30946756 ASXL1 1.875 74X 98
BCOR chrX 39923069 39923260 BCOR_8.202477 56X 88

Chr: cromossomo; Cob média, profundidade média de cobertura; pos inicio, posi¢do
cromossdmica inicial do amplicon; pos final, posicdo cromossdmica final do amplicon; %,
porcentagem de amostras. *Posi¢cao cromossémica para versao GRCh37/hgl9 do genoma.

Foi observada uma variacdo no tamanho destas regiGes de baixa profundidade de cobertura
entre as amostras. Todas as regi®es de falha foram revisadas individualmente, amostra por
amostra, quanto a presenca de variantes patogénicas e/ou provavelmente patogénicas
associadas as NMs. Para isto foram utilizadas as plataformas UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/), COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) e ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Com exce¢do do gene CEBPA, ndo foram

identificadas regides criticas para as NMs nas regifes com baixa profundidade de cobertura.
O gene CEBPA ¢ caracterizado pelo alto contetudo de dinucleotideos CG, tornando dificil o
sequenciamento de algumas regides. Entre 14 a 29% das bibliotecas foi observada uma
profundidade meédia de cobertura inferior a 100x para trés (CEBPA_1.1.86676,


http://172.19.231.8/coberturaNGS_login.html
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CEBPA _1.1.16632 e CEBPA_1.1.81913) dentre os seis amplicons que cobrem a regido
codificante do gene CEBPA. Adicionalmente, a profundidade de cobertura para o amplicon
CEBPA 1.1.9788 ficou entre 100 a 200x (Figura 3).

Figura 3 — Reads geradas a partir do sequenciamento da regido codificante do gene
CEBPA para a biblioteca com menor profundidade de cobertura
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CEBPA_1.1.07881 CEBPA_1.1.18832 CEBPA_1.2.0878

|
|

1

Observa-se menor profundidade de cobertura dos amplicons
CEBPA_1.1.86676, CEBPA_1.1.16632 e CEBPA_1.1.81913. Fonte:
https://igv.org/

Esta regido com baixa profundidade de cobertura é critica para a LMA, uma vez que ha
diversas variantes patogénicas e provavelmente patogénicas citadas em bancos de dados
relevantes, como o0 COSMIC, ClinVar e Varsome (https://varsome.com/). Neste contexto, a

profundidade de cobertura desta regido deve ser avaliada a cada amostra sequenciada e,
guando necessario, 0 sequenciamento devera ser complementado pela técnica se Sanger.

Aproximadamente 70% das bibliotecas sequenciadas apresentaram boa profundidade de
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cobertura da regido codificante do gene CEBPA, destacando-se o0s amplicons
CEBPA _1.1.37779 e CEBPA _1.2.9878 (Figura 3). Na Figura 4 pode ser observada uma
menor profundidade de cobertura para todos os amplicons nas primeiras 10 bibliotecas
sequenciadas. Esta diferenca pode estar relacionada a menor experiéncia técnica no momento

do preparo e combinagdo das primeiras bibliotecas sequenciadas.

Figura 4 — Profundidade de cobertura de sequenciamento por amplicon do gene CEBPA
considerando as 42 bibliotecas avaliadas
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6 Confirmacédo de variantes

Algumas variantes detectadas pelo sequenciamento de 34 de amostras clinicas foram
também avaliadas por metodologias ortogonais disponiveis no laboratério (Tabela 11), como
PCR em tempo real (QPCR), sequenciamento Sanger, PCR digital em gotas (ddPCR) e
eletroforese capilar.

No software lon Reporter ha um plugin desenvolvido para melhorar a sensibilidade do
painel na deteccdo da variante FLT3-ITD. As quatro variantes FLT3-ITD detectadas foram
confirmadas por PCR e eletroforese capilar (método padrdo ouro). A variante FLT3-ITD ¢é
uma duplicacéo localizada no dominio juxtamembrana do gene podendo variar de 3 a mais de
400 pb. Esta variante é importante para estratificacdo de risco e conduta terapéutica na LMA.
Variagdes no tamanho das duplicagdes, aliada a possibilidade de duplicacbes em regides
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diferentes do gene ainda representam um desafio para a deteccdo por NGS. Desta forma,
recomenda-se complementar a pesquisa da variante FLT3-ITD por PCR seguido eletroforese
capilar, que atualmente ainda € o método padrdo-ouro para detecgédo desta variante (PARK et
al., 2020).

Tabela 11 — Metodologias utilizadas para confirmacéo de variantes

Gene/Fusao génica Metodologias
BCR::ABL1 cariotipo, RT-qPCR
RUNX1::RUNX1T1 RT-gPCR

CEBPA sequenciamento sanger
FLT3-ITD PCR com eletroforese capilar
JAK2 (V617F) gPCR, ddPCR

KIT sequenciamento sanger
NPM1 PCR

TP53 sequenciamento sanger

RT-gPCR, transcri¢do reversa seguida de PCR em tempo real; PCR,
reacdo em cadeia da polimerase; ddPCR, droplet digital PCR.

7 Concluséo

Neste estudo foi avaliado desempenho analitico do painel comercial Oncomine™
Myeloid desenhado para deteccdo de variantes de DNA e fusdes génicas de importancia para
o diagnostico, prognostico e conduta terapéuticas das NMs. Usando controles comerciais de
referéncia, o ensaio demonstrou alta sensibilidade e especificidade para variantes de DNA, e
alta sensibilidade para as fusGes génicas avaliadas. O LOD de aproximadamente 5% para
variantes de DNA se mostrou dentro do valor esperado para SNVs e pequenas indels. A
definicdo acurada de um LOD para o painel de fusdes génicas € um desafio a ser superado,
uma vez que o painel permite a detec¢do de mais de 600 diferentes fusdes. O NGS permite a
deteccdo qualitativa de fusbes génicas, ndo sendo possivel fazer uma associacdo precisa entre
0 numero de reads contadas e 0 nimero de cdpias de fusdo. Os ensaios de DNA e fusdes
génicas apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade. Entretanto, valores altos de CV
(>20%) foram observados para grandes indels do controle comercial, como CALR
€.1092_1143del52, FLT3 dup chrl3:28,608,250-28,608,277 e SRSF2 c.284 307del24. O
ensaio possui a limitacdo em ndo detectar as variantes CEBPA c¢.68 69insG, ASXL1
€.1900 1922del23 e ASXL1 ¢.1934 1935insG, uma vez que estas estdo localizadas em

regides ricas em CG e em longos homopolimeros, respectivamente. Embora o workflow de



82

andlise do painel tenha um plugin dedicado a detec¢do da variante FLT3-ITD, e no presente
estudo o ensaio tenha se demonstrado sensivel na deteccdo desta variante, a literatura
recomenda sua complementacao pelo método de PCR seguido de eletroforese capilar. Dada a
atual relevancia do gene CEBPA para o diagnostico e prognostico na LMA, e baixa
profundidade de cobertura observada em algumas regiGes deste gene em aproximadamente
30% das bibliotecas sequenciadas, faz-se necessario avaliar individualmente a necessidade de

complementacdo do sequenciamento pelo método de Sanger.

CAPITULO Il

INVESTIGACAO DE VARIANTES SOMATICAS NAS NEOPLASIAS MIELOIDES
UTILIZANDO UM PAINEL DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

As neoplasias mieloides (NMs) representam um grupo muito heterogéneo de cancer
hematoldgico decorrente de mutacBes nas células-tronco ou nas células progenitoras
hematopoiéticas (LEVY et al., 2019). O diagnostico das NMs requer a integracdo de varias
fontes de dados dos pacientes, incluindo a apresentacdo clinica, a morfologia do sangue
periférico e medula dssea, a imunofenotipagem, citogenética e marcadores moleculares. Os
dados genéticos sdo um dos fatores criticos no diagndstico das NMs. Além de seu papel no
diagnostico, as caracteristicas moleculares também podem fornecer informacGes quanto ao
prognoéstico e direcionar a conduta terapéutica (JUMNIENSUK et al., 2022). A anélise
mutacional por sequenciamento de nova geracdo (NGS) tem se mostrado cada vez mais
relevante para a investigacdo das NMs. No entanto, a incorporacdo do NGS na prética clinica
ainda é um desafio. A disponibilidade de painéis multigénicos comerciais podem contribuir
para esta incorporacdo. A maioria dos painéis de genes mieloides disponiveis comercialmente
incluem entre 25 a 50 genes. Os painéis de NGS permitem que Varios genes e diversas
amostras sejam sequenciados em paralelo, corroborando para uma futura substituicdo dos
testes de gene Unico. A crescente utilizacdo de painéis multigénicos tem resultado em um
aumento na identificacdo de variantes genéticas associadas as NMs, sendo algumas variantes
novas (NORTHRUP et al., 2020). Neste contexto, este trabalho descreve os resultados de um
estudo prospectivo observacional a partir do sequenciamento de amostras de pacientes com
diagndstico de NMs, bem como sua associagdo com os dados clinicos e laboratoriais. Foi

utilizado o painel Oncomine™ Myeloid para investigacio de variantes genéticas em 40 genes
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(23 hotspot e 17 genes completos), além pesquisa de fusGes génicas envolvendo 29 genes
drivers e analise de expressao relativa para os genes SMC1A, WT1, MYC, MECOM e BAALC.

1 Pacientes e amostras

Foram sequenciadas amostras de sangue periférico ou medula dssea de 34 pacientes
com diagndstico confirmado de NM. Um dos pacientes tinha suspeita clinica de leucemia
mieloide aguda (LMA), mas posteriormente foi confirmado o diagnéstico de leucemia aguda
de fenotipo misto (LAFM). (Figura 1). Vinte e dois pacientes (64,7%) sdo do sexo masculino
e 12 (35,3%) do sexo feminino. Os pacientes apresentaram idade > 18 anos, mediana de 68

anos (18 — 83 anos).

Figura 1 — Distribuicé@o dos pacientes entre os grupos avaliados

SMD/NMP, 3, 9%

NMP, 5, 15%
p— LAFM, 1, 3%

LMA, 12, 35%
SMD, 13, 38%

LAFM, leucemia aguda de fenétipo misto; LMA, leucemia mieloide aguda; NMP,
neoplasia mieloproliferativa; SMD, neoplasia mielodisplasica; SMD/NMP, neoplasia
mielodisplasica/mieloproliferativa.

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes ao diagnostico de NM sdo apresentados na
Tabela 1. Dado o limitado numero de amostras, os dados dos pacientes com diagnostico de
SMD/NMP e do Unico caso de LAFM néo foram incluidos nesta tabela. Nao houve diferenca

significativa na distribuicdo do sexo entre os pacientes. Foi observada diferenca significativa
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na idade entre os grupos, com maior nimero de pacientes <30 anos na LMA. Foi observada

diferenga significativa entre os grupos para os valores de hemécias, hemoglobina, basdfilos,

leucdcitos, neutrofilos, eosinofilos, mondcitos, linfdcitos e plaguetas. Considerando os indices

hematimétricos, destacam-se anemia e plaquetopenia que geralmente caracterizam a SMD e

LMA, assim como a trombocitose, achado comum entre as NMPs. Foram calculados os

valores das relagdes plaqueta-linfocito (RPL), neutréfilo-linfocito (RNL) e mondcito-linfécito

(RML) como a razéo entre 0 nimero de plaquetas e o de linfocitos, neutréfilos e linfocitos, e

entre 0 nimero de monacitos e o de linfécitos, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demograéficas e indices hematimétricos dos pacientes

Parametros SMD LMA NMP Valor p
NUmero de pacientes 13 12 5 -
Sexo 0,31
Feminino 3 5 3
Masculino 10 7 2
Idade (anos) 69+13 33 (18 -76) 60+20 0,022¢
Hemacias (x 10%/pL) 2,8+0,8 2,6 (1,8-4,9) 4513 0,021°
Hemoglobina (g/dL) 8,9+3,0 7,95 (5,9-13,7) 12,8+2,7 0,028°
Hematdcrito (%) 26,918,3 22,6 (17,6-41,0) 38,648,2 0,046"
Leucécitos (x 10%/uL) 3,4+17 10,8 (0,8-95,5) 8,5(7,4-433,6)  0,001°
Neutréfilos (x 10%/uL) 0,9 (0,3-3,8) 2,3(0,0-17,8) 5,6 (3,8-140,0) 0,005
Eosindfilos (x 10%/uL) 0,04+0,03 0,0 (0,0-0,3) 0,2(0,2-31,2)  <0,0001"
Basofilos (10°/uL) 0,01 (0,0-0,03) 0,0(0,0-0,7) 0,04 (0,00-194,7) 0,072
Monécitos (x 10%/uL) 0,2+0,2 0,9 (0,0-64,9) 0,9 (0,5-12,6) 0,024°

Linfécitos (x 10%/pL)
Plaquetas (x 10*/uL)

0,8 (0,1-2,8) 1,9 (0,0-11,9) 2,6(1,8-58,4)  0,017"
73,0 (18,0-396,0) 49,0 (8,0-572,0)  791,4+171,3 0,002'

RPL
RNL
RML

69,9 (23,5-3067,0) 22,3 (2,4-228,3)  198,0%168,6 0,033
1,4 (0,1-12,5) 0,8 (0,2-3,3) 1,9¢1,1 0,351
0,2 (0,0-1,0) 0,5 (0,0-5,4) 0,310,1 0,273

LMA, leucemia mieloide aguda; NMP, neoplasia mieloproliferativa; SMD, neoplasia mielodisplésica. DP,
desvio padrdo; min, minimo; méx, maximo; RPL, razdo plaqueta-linfécito; RNL, razdo neutréfilo-linfécito;
RML, razdo mondcito-linfécito. *diferenca apenas entre LMA e SMD (p = 0,008), "diferenca observada
quando comparados LMA e NMP (p = 0,013) e entre SMD e NMP (p = 0,006), “diferenca observada quando
comparados LMA e NMP (p = 0,013) e entre SMD e NMP (p = 0,017), “diferenca observada entre LMA e
NMP (p = 0,018) e entre SMD e NMP (p = 0,022), “diferenca observada entre LMA e SMD (p = 0,007) e
entre SMD e NMP (p = 0,002), 'diferenca observada quando comparados LMA e SMD (p < 0,0001) e entre
LMA e NMP (p = 0,003), %diferenca observada apenas quando comparados SMD e NMP (p = 0,005),
"diferenca observada apenas quando comparados SM D e NMP (p = 0,009), 'diferenga observada entre LMA
e NMP (p < 0,0005) e entre SMD e NMP (p = 0,0001), 'diferenca observada apenas entre LMA e SMD (p =

0,02).
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Né&o foi observada diferenca entre LMA, SMD e NMP para os valores de RNL (p = 0,351) e
RML (p = 0,273), mas foi observada diferenca significativa para os valores da RPL (0,033),
sobretudo quando comparados aos grupos de LMA e SMD (p = 0,02) (Figura 2).

Figura 2 — Box plot comparativo para os valores de RPL entre
SMD, LMA e NMP.
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Diferenca significativa quando p < 0,05.

Os valores mais baixos de RPL se correlacionam com a menor contagem absoluta de
plaquetas no sangue periférico, uma vez que a plaquetopenia foi observada 75% dos casos de
SMD e 80% dos casos LMA. Adicionalmente, a linfopenia foi observada em 66,7% dos casos
de SMD e em 10% dos casos de LMA. Os valores mais altos de RPL observados na NMP
refletem a trombocitose observada nesse grupo. O microambiente tumoral é dinamico,
complexo, e intimamente ligado a todas as etapas da carcinogénese, composta por células da
matriz e do estroma, células neuroendocrinas, adiposas, imunes e inflamatérias, dos sistemas
linfatico e vascular. A contagem absoluta de neutréfilos, linfocitos e plaquetas no sangue
periférico pode refletir a resposta inflamatoria sistémica associada as mudancas de
microambiente induzidas pelas neoplasias (MULAS et al., 2022). Os neutrdfilos e linfocitos
sdo o0s dois principais tipos celulares envolvidos na inflamagdo (ZHANG et al., 2021).
Valores altos de RNL estéo relacionados a diminui¢do no nimero de linfécitos e um nimero
elevado de neutrofilos no microambiente tumoral. RNL e RML refletem a interacdo entre o
microambiente tumoral e a resposta imunologica do hospedeiro (STEFANIUK et al., 2020).
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O reduzido tamanho amostral foi uma limitagdo deste estudo para analise das relacdes RPL,
RNL e RML. Além disso, um dos principais desafios para adog¢do destes pardmetros na
pratica clinica é a determinacdo de um valor de referéncia, uma vez que Sa0 necessarios
estudos com este objetivo em grandes coortes. A maioria dos estudos tem como objetivo
avaliar o impacto destes pardmetros na sobrevida dos pacientes, sem uma padronizagao

quanto a forma de determinar os valores de referéncia.

2 Anormalidades genéticas detectadas

Foi detectada pelo menos uma variante em 29 (85,3%) dentre as 34 amostras
sequenciadas. Os resultados séo detalhados no Anexo 1. Os genes frequentemente mutados
foram TET2, IDH2, FLT3 e ASXL1. Foram detectadas as fusées génicas RUNX1::RUNX1T1,
KMT2A::MLLT3, PICALM::MLLT10, BCR::ABL1 e TANK::MKL1 (Figura 3A). O nuamero
médio de variantes por amostra foi 2,2; variando de 1 a 6 variantes. O maior numero de
variantes foi observado na LMA (Figura 3B). Foram detectadas 57 variantes de DNA em 25
genes, sendo 33 variantes de nucleotideo Unico (SNV) e 24 indels (Figura 3C).

A LMA apresentou maior frequéncia de casos positivos e maior numero de variantes
por amostra. Similarmente, Carbonell et al. (2019) detectaram pelo menos uma variante em
84% das 121 amostras de NM sequenciadas, onde também se destacou a LMA pela maior
frequéncia de variantes. Neste trabalho os genes mais frequentemente mutados foram ASXL1,
SRSF2, TET2, DNMT3A e NPM1. Em outro estudo com 287 pacientes com diagnéstico de
NM foi identificada pelo menos uma variante em 89% dos casos, destacando a maior
frequéncia de variantes nos genes TET2, SF3B1, SRSF2, JAK2 e ASXL1 (MAES et al., 2017).
Dentre as 57 variantes de DNA detectadas, 27 (47,5%) sdo do tipo missense, 17 (29,8%) séo
variantes frameshift, oito (14,0%) nonsense e cinco (8,8%) variantes non-frameshift. Foi
realizado cari6tipo para 21 (77,8%) dentre as 27 amostras positivas para variantes de DNA,
sendo 11 casos (52,4%) com cari6tipo normal, seis casos (28,6%) com cari6tipo alterado ndo
complexo (< 3 alteragdes) € quatro casos de caridtipo complexo (> 3 alteracdes) (19,0%). Para
cinco casos nao foi obtido resultado de cari6tipo, sendo quatro casos devido a falha na cultura
celular e um caso de por auséncia de solicitacdo (Figura 4). Dada heterogeneidade
citogenética e molecular que caracteriza as NMs, o cariotipo associado a investigacdo de
variantes somaticas ¢ uma ferramenta de grande relevancia para uma estratificacdo de risco
mais assertiva, sobretudo na SMD e LMA. (BERNARD et al., 2022; DOHNER et al., 2022).
Entretanto, nos casos de cariétipo normal a investigacdo de variantes somaticas tem impacto

ainda maior para a estratificacdo de risco destas doencas. No presente estudo, variantes em
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genes relevantes para o prognostico como SF3B1, RUNX1, ASXL1, NPM1 e FLT3-ITD foram
detectadas em pacientes com cari6tipo normal.

Figura 3 — Frequéncia e distribuigdo das variantes entre os pacientes com NM
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(A) Distribuicdo das variantes detectadas (B) NUmero de variantes por grupo de NM (C) Distribuicdo de
SNVs e indels entre as variantes detectadas. LAFM, leucemia aguda de fenotipo misto; LMA, leucemia
mieloide aguda; NMP, neoplasia mieloproliferativa; SMD, neoplasia mielodisplasica; SMD/NMP, neoplasia
mielodisplasica/mieloproliferativa; SNV, variante de nucleotideo Unico.

Destacou-se a contribuicgdo do NGS na deteccdo das fusfes KMT2A:MLLT3 e
PICALM::MLLT10, uma vez que no primeiro caso o caridtipo foi normal e no segundo houve

falha na cultura e auséncia de crescimento celular. Além disso, a investigacdo de fusdes
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génicas associada a pesquisa de variantes de DNA deve trazer contribui¢cdo importante para a
investigacdo das NMs. A identificacdo de fusdes génicas é parte essencial no manejo
pacientes com LMA, ndo apenas para diagndstico, mas também para o progndstico e a selecéo
do tratamento apropriada (KIM et al., 2020). Uma das vantagens da investigacdo de fusdes
génicas por painéis de NGS ¢ a possibilidade de detectar fusdes envolvendo genes com ampla
variedade de partners, como o KMT2A, por exemplo. No presente estudo, vale ressaltar um
caso de LMC em rapida transformacdo para LMA em que além da translocacdo t(5;9;22) e
fusdo BCR::ABL1 foi detectada uma variante em ASXL1. Os eventos gendmicos associados a
evolugdo adversa na LMC sdo pouco compreendidos. Branford et al. (2018) detectaram
variantes somaticas adicionais a fusdo BCR::ABL1 em pacientes com LMC ao diagndstico,
particularmente naqueles que apesar do tratamento com inibidores de tirosina quinase (TKISs),
experimentaram crise blastica precoce e transformacdo para LMA. Nestes trabalhos os genes
frequentemente mutados ao diagnostico foram ASXL1, IKZF1 e RUNX1.

Além de fusdes génicas alvo, foi detectada em uma amostra a fusdo TANK::MKL1;
uma variante que ndo é um alvo do painel Oncomine™ Myeloid e por isto chamada pelo
software de analise como non targeted fusion. Embora o painel tenha como alvo fusdes entre
genes drivers e seus partners conhecidos, os primers do painel podem detectar fusdes entre
novas combinagdes de genes drivers e partners. A fusdo TANK::MKL1 foi detectada em
amostra de paciente com historico de melanoma de coroide, encaminhada ao ambulatorio de
hematologia para investigacdo de trombocitose persistente. O diagnéstico foi de TE com
cariotipo normal e auséncia da variante JAK2 V617F. Ndo foram detectadas variantes em
MPL e CALR. O gene MKL1 (megakaryoblastic leukemia protein-1), também conhecido
como MRTF-A, codifica uma cofator transcricional pertencente a familia dos fatores de
transcricdo relacionados a miocardina (MRTFs). O fator de resposta sérica e seu cofator
transcricional MKL1 sdo criticos para a maturacdo dos megacariocitos e formacdo de
plaquetas (SMITH et al., 2012), além de regularem positivamente os genes que aumentam a
megacariopoiese humana (RAHMAN et al., 2018). O gene MKL1 é um partner da fuséo
RBM15::MRTFA, sendo uma das fusdes alvo do painel OncomineTM Myeloid. Esta fuséo
génica esta associada a translocagéo t(1;22) recorrente em leucemia megacarioblastica aguda.
O gene TANK ou TBK1 (TANK-binding kinase 1) & um membro do inibidor da familia do
fator nuclear-kB quinase (NF-kB) (JIANG et al., 2021). Apds a deteccdo de um patdgeno
mediado por receptor, a fosforilagcdo de TANK promove a ativagdo da via NF-kB na resposta

do sistema imune inato. Estudos anteriores demonstraram a expressdo aberrante de TANK e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20816842/
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seus efeitos prd tumorais em varios tipos de céancer, incluindo a promocdo de migracao e

invasdo no melanoma (VU et al., 2014).

Figura 4 — Frequéncia e distribuicdo dos tipos de variantes de DNA detectadas
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Missense, mutacdo de ponto com alteragdo de aminoécido; nonsense, substitui¢do de nucleotideo leva a
insercdo prematura de um codon de terminagdo; Frameshift, indels que levam & alteracdo na matriz
de leitura do gene; Non-frameshift, indels que ndo levam a mudanga na matriz de leitura LAFM,
leucemia aguda de fendtipo misto; LMA, leucemia mieloide aguda; NMP, neoplasia
mieloproliferativa; SMD, neoplasia mielodisplasica; SMD/NMP, neoplasia
mielodisplasica/mieloproliferativa.

Foi observada uma frequéncia maior de variantes em genes que codificam

reguladores epigenéticos envolvidos principalmente na metilagio do DNA, e fatores

envolvidos na sinalizacdo celular. Na LMA houve um predominio de variantes em genes

envolvidos na sinalizacdo celular em relacdo as demais NMs. Na SMD foi observado

predominio de variantes em genes envolvidos na regulagéo epigenética e no splicing de RNA

(Figura 5). A metilacdo do DNA representa um mecanismo crucial de regulagédo epigenética
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nas neoplasias hematoldgicas. A hipometilacdo e hipermetilagdo de genes supressores de
tumor estdo associados ao desenvolvimento e progressdo das neoplasias hematologicas.
Vérios farmacos tém sido utilizados no tratamento das NMs, incluindo os agentes
hipometilantes (HMASs) decitabina e azacitidina. Combina¢bes dos HMAs com outras
modalidades de tratamento e a descoberta de novas moléculas ainda sdo objeto de pesquisa
para aumentar a sensibilidade as terapias e melhorar os resultados dos pacientes
(KALINKOVA et al., 2023). O FLT3 é um receptor de citocinas expresso exclusivamente em
células hematopoiéticas, envolvido na proliferacédo e sobrevivéncia de células hematopoiéticas
normais. Entretanto, a presenca das variantes FLT3-ITD e FLT3-TKD resulta na ativagéo
constitutiva das vias de sinalizagdo de FLT3, resultando em aumento da proliferacéo celular.
A LMA com variante FLT3 tem sido alvo de estudo avaliando a resposta a inibidores de
tirosina quinase (SONG et al., 2021).

Figura 5 — Genes mutados agrupados por categorias funcionais
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LMA, leucemia mieloide aguda; SMD, neoplasia mielodisplasica; NMP, neoplasias mieloproliferativas;
SMD/NMP, neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa; LAFM, leucemia aguda de fendtipo misto.

A ocorréncia simultanea de duas ou mais variantes somaticas no mesmo paciente ¢ uma

situacdo comum na LMA, indicando um papel de interacdo de mutacfes na patogénese desta
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doenga (HOU et al., 2020). A figura 5 ilustra a concomitancia de variantes na LMA (Figura
6A) e na SMD (Figura 6B). Dentre as variantes detectadas na LMA, apenas a fusdo
PICALM::MLLT10 foi mutuamente exclusiva. Dentre as variantes concomitantes destacam-se
FLT3-ITD/WT1, FLT3-ITD/NPM1, NPM1/IDH2 e CEBPA/IDH2. Na SMD, apenas as
variantes de TP53 foram mutuamente exclusivas. Dentre 0s genes com concomitancia de
variantes, destacam-se BCOR, DNMT3A, U2AF1 e TET2. As comutac¢des podem ndo apenas
refletir a historia da evolucdo clonal da doenca, mas também terem impacto importante no
prognostico e na previsdo de sensibilidade a terapia alvo. Devido ao reconhecimento crescente
a respeito da contribuigdo do panorama mutacional para a LMA e SMD, as classificagdes de
risco mais recentes tém incorporado o impacto de variantes genéticas adicionais na defini¢do
da categoria de risco (BERNARD et al., 2022; DOHNER et al., 2022). O status mutacional
FLT3-ITD/NPM1 define uma categoria de risco favoravel ou intermediario na LMA. A
categoria de risco favoravel é definida pela presenca de variante em NPM1, sem FLT3-ITD. A
presenca da variante FLT3-ITD com NPM1 mutado ou selvagem define a LMA de risco
intermediario. Entretanto, nas duas situacdes a concomitancia de uma variante de prognastico
sabidamente adverso definira uma LMA de risco adverso (DOHNER et al., 2022). Variantes
somaticas nos genes IDH1 e IDH2 sdo detectadas em aproximadamente 20% dos casos de
LMA (WANG et al., 2021). Inibidores de proteinas IDH (por exemplo, enasidenib para IDH2
mutante e ivosidenib para IDH1 mutante) demonstram uma taxa de resposta de
aproximadamente 40% em pacientes com LMA e IDH1 ou IDH2 mutante. Entretanto, a
resisténcia primaria e secundaria a monoterapia sdo um desafio (STEIN et al.,, 2017,
DINARDO et al., 2018). Um estudo de Wang et al (2021) mostrou que variantes em IDH em
concomitancia com variantes nos genes CEBPA, RUNX1 e genes RAS séo fatores criticos para
a resisténcia adquirida aos inibidores de proteinas IDH. Adicionalmente, estudos mostram que
a presenca de variante em WT1 tem valor prognostico para a LMA com variante FLT3-1TD,
podendo estar relacionada a resisténcia a terapia alvo e menor sobrevida (JAHN et al., 2022).
A frequéncia de variantes em TP53 ao diagnostico em concomitancia com outras variantes é
relativamente baixa, e maioria das variantes adicionais esta relacionada a um antecedente de
hematopoese clonal, envolvendo principalmente os genes ASXL1, DNMT3A e TET2 (GROB
etal., 2022).

A frequéncia do alelo variante (VAF) das variantes de DNA detectadas variou de
4,2% a 87,5%. As NMs surgem da expansdo de células-tronco progenitoras hematopoiéticas
que adquirem mutacfes somaticas. O perfil molecular pode indicar a aquisicao de variantes ao

longo do tempo, e sugere-se que variantes com VAFs altos ocorrem no inicio da
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leucemogénese e que mutagcdes com VAFs menores sejam adquiridas mais posteriormente,
em decorréncia de evolucdo clonal (MILES et al., 2020).

Bernard et al (2022) mostraram que pacientes com SMD e variantes TP53 bialélica
vs. monoalélica diferem significativamente na sobrevida global, sendo que os pacientes no
estado bialélico de TP53 tém uma mediana de sobrevida de 8,7 meses, enquanto 0s pacientes
com estado monoalélico apresentaram uma mediana de sobrevida de 2,5 anos. Além disso, 0s
pacientes no estado bialélico tem maior risco de transformacdo para LMA. A correta
estratificacdo diagndstica e progndstica de pacientes com SMD requer avaliacdo do status
mutacional de TP53 e do seu o estado alélico (VAF). Uma variante TP53 bialélica é definida
pelo valor de VAF proximo ou maior que 50%, ou pela presenca de duas ou mais variantes,
ou ainda pela evidéncia da perda de heterozigosidade. O gene TP53 recebeu especial
consideracdo no novo IPSS-M para identificar verdadeiros pacientes com SMD de alto risco,
sendo que o valor da VAF tem um peso nesta estratificacdo. No presente estudo foram
detectadas variantes em TP53 em trés pacientes com SMD, com VAFs de 39,2%, 42,3% e
65,5%. Nos trés casos 0 cariotipo era complexo e com monossomia do cromossomo 17,
indicando o status bialélico da variante. A VAF ¢ definida como a proporcao de reads que
carregam a variante em relacdo ao nimero total de reads em uma determinada posi¢do de
nucleotideo. O painel Oncomine™ Myeloid foi desenhado para detectar variantes somaticas
com alta profundidade de cobertura, 0 que permite a detecgédo de variante com valores baixos
de VAF. Entretanto, quando sdo detectadas variantes com VAFs entre 40% e 60% deve ser
considerada a possibilidade de tratar-se de uma variante de linhagem germinativa (SCHRATZ
e DEZERN, 2020). Neste estudo, foram detectadas variantes com VAF proximo a 50% em 12
genes: ASXL1, CEBPA, FLT3, KIT, NF1, NPM1, RUNX1, SF3B1, TET2, TP53, U2AF1 e
WT1. Entretanto, por tratar-se de um sequenciamento de DNA extraido de amostras de
medula 0ssea ou sangue periférico, ndo foi possivel afirmar se as variantes sdo somaticas ou
germinativas. A presenca de variantes germinativas tem implicacdes no tratamento dos
pacientes com NMs. O diagnoéstico precoce de SMD associada a predisposicdo germinativa
permite uma maior vigilancia para detectar sinais precoces de progressdo da doenca e,
consequentemente, programar um oportuno transplante antes da progressao para LMA, o que
muitas vezes representa um progndstico adverso (CRISA et al., 2021). Para confirmar a
origem das variantes detectadas, as mesmas devem ser pesquisadas em tecido ndo neoplésico,
preferencialmente a partir da cultura fibroblastos da pele. Desta forma, torna-se possivel
afirmar com seguranca a origem de uma variante suspeita. Outra opg¢do € a coleta cuidadosa

de células da mucosa oral ou saliva utilizando swabs adequados.
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Figura 6 — Circos plots ilustrando a frequéncia e concomitancia de variantes

B

(A) SMD e (B) LMA. O comprimento do arco corresponde a frequéncia primeira variante e a largura da fita corresponde a porcentagem de pacientes

A
portadores da segunda variante. Cada gene ou fusdo génica estd representado por uma cor de fita partindo do arco interno do circos plot. Os arcos internos e
externos representam as primeiras e segundas variantes, respectivamente. Para o gene TP53 (SMD) e a fusdo PICALM::MLLT10 ndo ha formacéo de fita,

mostrando que as variantes ocorrem isoladas.
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Para esclarecer a divida quanto a origem de uma determinada variante pode ser utilizado o
sequenciamento Sanger através de primers desenhados especificamente para a variante de
interesse (SCHRATZ e DEZERN, 2020).

As revisdes mais recentes da classificacdo da OMS para as NMs definiram subtipos
de doenca associados a predisposicdo germinativa, incluindo a LMA, SMD, NMP e
SMD/NMP que surgem em individuos com condi¢Oes genéticas associadas a um risco
aumentado para o desenvolvimento de NMs (ARBER et al., 2016; KHOURY et al., 2022).
No presente estudo, em uma amostra de paciente jovem com diagnostico de SMD foram
detectadas duas variantes, uma no gene ASXL1 e outra em BCOR. Este caso tinha o
diagndstico clinico prévio da sindrome de Emberger. Trata-se de uma doenca rara causada
pele deficiéncia de GATAZ2, associada a variantes germinativas (exonicas e intrénicas) no
gene GATA2. GATA2 é um fator de transcricdo importante para a manutencdo da dindmica e
equilibrio da hematopoese, promovendo a proliferacdo das células precursoras mieloides.
Variantes germinativas em GATA2 levam a interrup¢do da hematopoiese normal e a perda de
células-tronco hematopoiéticas na medula dssea, 0 que pode representar uma vantagem para
células com variantes somaticas, uma vez que estas sdo caracterizadas por maior taxa de
proliferacdo e sobrevivéncia (WEST et al., 2022). Pacientes com deficiéncia de GATA2
podem progredir de medula hipocelular para hipercelular, sugerindo hematopoese clonal. A
hematopoese clonal precede a NM, e variantes em ASXL1 e DNMT3A sdo comuns em
pacientes com deficiéncia de GATAZ2 e na hematopoese clonal (ABELSON et al., 2018).

Os recentes avangos nos estudos de genémica nas NMs tém levado a revisdes na
classificacao e algoritmos de prognéstico, sobretudo na SMD e LMA. Neste contexto 0s casos
de SMD deste estudo foram estratificados quanto ao prognéstico de acordo com os critérios
estabelecidos pelo IPSS-R e IPSS-M, utilizando as calculadoras de risco disponiveis on-line

(https://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/, https://mds-risk-model.com/). A

estratificacdo de risco IPSS-R baseia-se nos niveis de hemoglobina, a contagem de plaquetas
e neutrofilos, na porcentagem de blastos na medula 6ssea e no cari6tipo. Para o IPSS-M foram
adicionados dados moleculares, como as variantes em TP53 e KMT2A, que sdo pontuados
separadamente. H4 uma diferenca no peso dado aos genes, sendo que 13 genes recebem peso
individual (ex., ASXL1, RUNX1, SF3B1) e 15 genes séo considerados residuais (ex., BCOR,
IDH1, STAG2). Para sete (53,0 %) dentre os 13 pacientes com SMD houve alteracdo na
classificagdo de risco, mostrando a relevante contribuicdo das variantes moleculares para

melhor refinamento do risco na SMD (Tabela 2).


https://www.mds-foundation.org/ipss-r-calculator/
https://mds-risk-model.com/

Tabela 2 — Estratificacdo de risco IPSS-R e IPSS-M para o grupo de SMD

95

- % o _ IPSS-R IPSS-M
Amostras  Hb  Neutréfilos Plaquetas Caridtipo Variantes NGS

blastos Escore Risco Escore Risco
1 10,1 15 159,0 3,2 46,XX][20] nédo detectado 2,44 baixo -1,08 baixo
2 7,0 0,9 98,0 0 46,XX[20] SF3B1, TET2 2,72 baixo -0,43 moderado baixo
3 13,4 3,8 18,0 15  46,XY[20] nédo detectado 2,52 baixo -1,60 muito baixo
4 90 04 61,0 120 46XY[20] Bg‘k"&?’;gg&a RUNXL 60 alto 204  muitoalto
5 9,0 0,5 53,0 7,8  complexo TP53 8,1 muito alto 2,96 muito alto
6 6,2 1,7 83,0 0,8  46,XY][20] DNMT3A, SF3B1, JAK2 3,1 intermediario 0,19  moderado alto
7 3,2 0,3 73,0 0 46,XY,del(9)(q130g22)[20] ASXL1, U2AF1, STAG2 4,17 intermediario 1,8 muito alto
8 7,4 0,8 184,0 7,8  complexo TP53 8,03 muitoalto 2,92 muito alto
9 8,9 3,3 55,0 0 46,XY[20] ASXL1, BCOR 1,53 baixo -0,12 moderado baixo
10 8,0 0,8 103,0 2,5  46,XY[20] IDH2, ZRSR2 2,44 baixo 0,11  moderado alto
11 8,5 0 396,0 0 46,XY[20] nao detectado 1,56 baixo -1,30 baixo
12 9,2 1,2 35,0 34,0 complexo TP53 9,03 muitoalto 3,79 muito alto
13 15,4 0,7 159,0 0 45,X[4]/146,XY[6] TET2 0,41 muito baixo -2,28 muito baixo

Hb, hemoglobina; IPSS-R, Revised International Scoring System; IPSS-M, Molecular International Scoring System
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Desde 2017 quando o European LeukemiaNet (ELN) publicou um trabalho com a
classificagdo de risco genético para pacientes com LMA (DOHNER et al., 2017), houve
consideravel avango no entendimento da doenca, aliado aos novos conhecimentos sobre a
patologia molecular deste grupo de NM. Recentemente, foi publicado um novo trabalho do
ELN com atualizagbes quanto as recomendagdes e manejo de da LMA em adultos (DOHNER
et al., 2022). Paralelamente a classificacdo da OMS em uma categoria de doenca nomeada
LMA com anormalidades genéticas recorrentes (ARBER et al., 2016; KHOURY et al., 2022),
novos marcadores moleculares como BCOR, EZH2 e U2AF1, foram incorporados a
estratificacdo de risco genético da LMA (DOHNER et al., 2022). Neste contexto os casos de
LMA do presente estudo foram estratificados quanto as classificagdes de risco ELN 2010,
ELN 2017 e ELN 2022 (Tabela 3).

Tabela 3 — Estratificagio de risco para o grupo de LMA

Amostra Caridtipo NGS ELN 2010 ELN 2017 ELN 2022

CSF3R, KRAS,

1 46,XX KMT2A:-MLLT10 Adverso Adverso Adverso
CSF3R, IDH1, IDH2, .

2 47,XY,+14[18]/46,XY[2] RUNXL, U2AF1, PHF6 Intermediario I Adverso Adverso

~ . NRAS, . . .

3 nao realizado RUNX1:‘RUNX1T1 Favoravel Favoravel Favoravel

4 NHC FLT3-1ITD, NPM1 - Intermediario  Intermediario

5 NHC WT1, FLT3-ITD - Adverso Intermediario

6 46,XY,1(3;5)(921;g31)[11] WT1, FLT3-ITD Intermediério 1 Adverso Intermediario

7 NHC PICALM::MLLT10 Intermediario Il Intermediario  Intermediario

8 nao realizado KIT, RUNX1::RUNX1T1 Favoravel Favoravel Favoravel

9 45,X,-Y[20] FLT3-ITD, NF1, RUNX1 Intermediario | Adverso Adverso

10 45 XX,-7[13]/45,X,-X[2] IDH2, CEBPA Adverso Adverso Adverso

11 46,XX[20] NPM1, IDH2 Favoravel Favoravel Favoravel

12 complexo TET2, EZH2 Adverso Adverso Adverso

ELN, European LeukemiaNet; NHC, ndo houve crescimento celular.

A estratificacdo de risco do ELN 2010 inclui dados de andlises citogenéticas e de variantes em
nos genes NPM1, CEBPA e FLT3 (DOHNER et al., 2010). Para duas amostras ndo foi
possivel estratificar o risco, uma vez que em dois casos ndo havia resultado citogenética,
devido a falha na cultura celular. De acordo com a ELN 2010 a estratificacdo de risco para a
LMA com variantes em CEBPA, FLT3 e/ou NPM1 estd associada a presenca do cariotipo
normal. Em uma amostra o risco mudou de Intermediario I (ELN 2010) para adverso (ELN
2017 e ELN 2022). Esta diferenga deve-se a inclusdo do gene RUNX1 a categoria de risco
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adverso nas classificagbes de risco mais recentes. Em duas amostras houve mudanca na
classificacdo do risco de adverso (ELN 2017) para intermediario (ELN 2022). Esta mudanca
esta relacionada a exclusdo do valor da razdo do alelo mutado/selvagem da variante FLT3-
ITD da estratificacdo de risco na LMA (DOHNER et al., 2022).

Estes resultados mostram a relevancia da incorporacgao de outros marcadores moleculares na
estratificacdo de risco da LMA, em adicdo as variantes de FLT3, NPM1 e CEBPA,
principalmente nos casos de cariotipo normal e/ou ndo informativo. Embora as anormalidades
genéticas moleculares tenham impacto reconhecido na estratificacdo de risco da SMD e LMA,
a morfologia do sangue periférico e medula 0ssea e a citogenética permanecem como

ferramentas de grande relevancia para estas doencas, sobretudo na SMD.

3 Anadlise de expressao

Além da pesquisa de variantes somaticas e fusdes génicas, o painel Oncomine™
Myeloid também possibilita a analise de expressdo relativa dos genes BALLC, MECOM,
MYC, SMC1A e WT1 em relacdo a cinco genes controle de expressdo constitutiva (EIF2,
FBXW2, PSMB2, PUML1 e TRIM27). A expressdo dos cinco genes alvo foi normalizada em
relagdo a expressdo média dos cinco genes controles. Similarmente ao estudo de Jeon et al.
(2022), foi calculada a razdo do nimero de reads contadas para cada um dos cinco genes alvo
em relacdo a média do numero de reads contadas para os cinco genes controles, considerando
as 34 amostras de RNA sequenciadas. Houve amplificacdo dos genes controles em todas as
amostras sequenciadas. Para todas as amostras 0 nimero de reads mapeadas no painel de
RNA foi superior a 5000, superando o nimero minimo preconizado pelo fabricante do painel.
O numero médio de reads geradas para os cinco genes controles (EIF2, FBXW2, PSMB2,
PUML1 e TRIM27) foi 34.737. Foram identificadas falhas na amplificacdo do gene MECOM
em seis dentre as 12 amostras de LMA e na amplificacdo do gene WT1 em duas dentre as
cinco amostras de NMP. Esta falha foi evidenciada pelo nimero de reads contadas inferior a
15, valor de corte do software lon Reporter para analise de expressdo. Desta forma, 0s genes
MECOM e WT1 nédo foram incluidos na anélise estatistica para comparacao entre 0s grupos de
doenca. N&o foi possivel identificar uma causa para 0 menor nimero de reads contadas para
estes genes, uma vez que os controles funcionaram. Os valores de razdo gene alvo/controle
séo apresentados na Tabela 4. Considerando toda a coorte de NM, foi observada diferenga na
expressao entre os genes (p < 0,0001). Quando as amostras foram agrupadas por doenga, foi
observada diferencga significativa na expressdo do gene BAALC (p = 0,007) comparando
SMD, LMA e NMP (Figura 7).



Tabela 4 — Razdo do namero de reads de cada gene alvo em relacdo a média

do somatério de reads dos cinco genes controle

Amostra Doenca BAALC MECOM MYC SMC1A WT1
1 LMA 0,073 1,138 0,331 0,914 0,207
2 LMA 0,439 0,013 0,403 0,988 0,024
3 LMA 1,569 0,000 0,587 0,684 0,057
4 LMA 0,002 0,000 0,147 0,287 0,100
5 LMA 0,072 0,000 0,214 0,280 0,132
6 LMA 1,315 0,002 1,364 3,371 1,487
7 LMA 0,992 0,009 2,338 3,460 0,681
8 LMA 0,906 0,000 0,499 0,479 0,079
9 LMA 1,997 0,006 0,531 1,001 0,024
10 LMA 0,272 0,010 0,660 1,137 0,002
11 LMA 0,084 0,000 0,334 0,850 0,165
12 LMA 0,002 0,000 0,702 1,808 0,000
13 LAFM 0,324 0,034 0,267 0,216 0,001
14 SMD 0,504 0,052 0,052 1,020 0,005
15 SMD 0,078 0,107 0,551 1,186 0,011
16 SMD 0,056 0,213 0,213 1,102 0,020
17 SMD 0,074 0,030 0,481 1,056 0,003
18 SMD 0,399 0,003 0,254 1,688 0,027
19 SMD 0,225 0,015 0,877 1,839 0,150
20 SMD 0,081 0,071 0,509 1,183 0,001
21 SMD 0,011 0,002 0,202 0,733 0,011
22 SMD 0,086 0,057 0,595 0,920 0,007
23 SMD 0,007 0,008 0,119 0,119 0,001
24 SMD 0,048 0,023 0,229 0,644 0,018
25 SMD 0,056 0,071 0,793 2,565 0,009
26 SMD 0,056 0,006 1,014 0,901 0,032
27 NMP 0,005 0,003 0,601 0,968 0,000
28 NMP 0,007 0,039 0,143 1,174 0,006
29 NMP 0,013 0,009 0,317 1,189 0,000
30 NMP 0,016 0,012 0,196 1,281 0,004
31 NMP 0,054 0,037 0,536 1,816 0,002
32 SMD/NMP 0,024 0,026 0,653 1,050 0,000
33 SMD/NMP 0,025 0,006 0,175 0,748 0,000
34 SMD/NMP 0,026 0,012 0,160 0,962 0,003
Mediana 0,072 0,013 0,442 1,010 0,006

LAFM, leucemia aguda de fené6tipo misto; LMA, leucemia mieloide aguda; NMP,
neoplasia mieloproliferativa; SMD, neoplasia mielodisplasica, SMD/NMP, neoplasia
mielodisplasica/ mieloproliferativa.
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Adicionalmente, foi observada diferenca significativa na expressdao de WT1, quando foram

comparados apenas SMD e LMA. Devido as falhas de amplificacdo detectadas, os valores de
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expressdo de WT1 e MECOM, foram excluidos das analises. Para os demais genes ndo foi
observada diferenca significativa na expressao entre os grupos (Tabela 5). Jeon et al. (2022)
em um estudo utilizando o mesmo painel com amostras de LMA, observaram expressao
insignificante de MECOM para a maioria das amostras, com mediana de expressao de 0,004;
resultado semelhante ao observado em andlises de RNA-seq. Neste mesmo estudo foi
observada menor sobrevida global nos casos com expressdo aumentada de BAALC. Foi
avaliada a expressao de genes relacionados a hematopoese, diferenciacao, proliferacdo celular
e apoptose. Durante a hematopoese normal, o gene BAALC ¢é expresso nas células
progenitoras CD34", enquanto sua expressio é perdida durante a diferenciaco celular e quase
ausente nas células sangue periférico normal de individuos saudaveis (BALDUS et al., 2003).
A superexpressdo de BAALC esta associada ao aumento da proliferacdo celular e reducédo da
apoptose em células leucémicas, mas seu principal efeito leucemogénico é o bloqueio da
diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas (HEUSER et al., 2012). Além disso, a
superexpressdo de BAALC parece estar associada a LMA de fen6tipo imaturo e prognostico
adverso, especialmente em adultos com cariétipo normal (BALDUS et al., 2003,
SANTAMARIA et al., 2010). Marjanovic et al. (2021) observaram expressdao aumentada de
BAALC em 38% dos pacientes com LMA. Entretanto, neste estudo a alta expressdo de

BAALC néo se mostrou forte preditor de progndstico adverso ap6s analise estatistica.

Figura 7 — Box plot mostrando a expressédo dos genes BAALC, MYC e SMC1A
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LMA, leucemia mieloide aguda; NMP, neoplasia mieloproliferativa; SMD, neoplasia
mielodisplasica.
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Tabela 5 — Mediana, valores minimo e maximo de expressdo para cada gene avaliado

Genes SMD LMA NMP Valor p*
BAALC 0,074 (0,007-0,504) 0,356 (0,002-1,997) 0,013 (0,005-0,054) 0,007
MECOM 0,030 (0,002-0,213) - 0,012 (0,003-0,039) 0,182
MYC 0,481 (0,052-1,014) 0,515 (0,147-2,338) 0,317 (0,143-0,601) 0,450
SMC1A 1,056 (0,119-2,256) 0,951 (0,280-3,460) 1,189 (0,968-1,816) 0,338
WT1 0,011 (0,001-0,150) 0,100 (0,002-1,487) - 0,002

LMA, leucemia mieloide aguda; NMP, neoplasia mieloproliferativa; SMD, neoplasia
mielodisplasica. *Kruskal-Wallis para comparagéo entre trés grupos e Mann-Whitney para
comparar dois grupos.

Diferentemente dos linfomas de células B, o papel do gene MYC na patogénese das NMs
ainda é pouco compreendido (GAO et al., 2020). O proto-oncogene MYC desempenha um
papel crucial na regulacdo da auto-renovacdo e diferenciacdo de células-tronco
hematopoiéticas. A repressao da expressdo da proteina MYC é necessaria para a diferenciacéo
mieloide, enquanto a desregulacdo de MYC estimula a proliferagio e promove a
leucemogénese (WILSON et al., 2004). Estudos mostram a expressao aberrante do gene
MECOM na LMA associada a rearranjos envolvendo o gene KMT2A (HINAI e VALK, 2016,
PARK et al., 2020). A proteina SMC1A é um membro do complexo multiproteina coesina,
envolvido na coesdo cromossomica durante a divisdo celular e reparo de DNA. Estudos
sugerem que alteracbes em SMC1A podem contribuir na leucemogénese através da separacdo
prematura das cromatides irmds (GADEWAL et al., 2020). Um estudo de Homme et al.
(2010) associou a baixa expressdo de SMCI1A a uma menor sobrevida na LMA.
Hipoteticamente, uma perda de expressdo da proteina SMC1A levaria a instabilidade
cromossémica e aneuploidia devido a interrupcdo da coesao entre as cromatides irméas durante
as mitoses. Entretanto, ndo foi observada correlacéo entre a expressao da proteina SMC1A e a
presenca de um cariétipo complexo ou mesmo de alteracdes cromossdmicas especificas. O
tamanho amostral reduzido foi uma limitacdo do presente estudo para resultados mais
consistentes quanto a relevancia da expressao dos cinco genes alvo do painel. Um caminho
promissor para biomarcadores de LMA envolve a identificacdo de assinaturas de genes por
analise de expressdo génica (SMALL et al., 2022). Um estudo envolvendo 268 pacientes com
LMA e cariotipo normal identificaram padrdes de assinaturas génicas distintas entre 0s
pacientes que recairam e aqueles que permaneceram em remissdo completa (WALKER et al.,

2021). Em outro estudo com uma coorte de pacientes com diagnostico recente LMA foi
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observada uma correlacdo entre a baixa expressdo dos genes MECOM e MEIS com melhoras
taxas de remissdo completa e sobrevida livre de doenca (ZHU et al., 2017).

4 Analises de sobrevida global

A sobrevida global foi calculada como o tempo desde o diagnostico até o dltimo dia
de acompanhamento ou o6bito. A mediana de sobrevida dos pacientes com NM foi de 15
meses (0,2 — 168 meses). Considerando cada grupo de NM a mediana de sobrevida dos
pacientes com SMD foi de 18,0 meses (1,1 — 168,0 meses), e a média de sobrevida dos
pacientes com LMA e NMP foi de 10,6 meses (£8,4) e 16,7 meses (£7,3), respectivamente. A
sobrevida global foi avaliada quanto as variantes genéticas detectadas, quanto a expressao dos
genes SMC1A, MYC, BAALC, WT1 e MECOM,; e quanto as razGes RPL, RNL e RML.

4.1 Analise de sobrevida global de acordo com as variantes genéticas

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a probabilidade de sobrevida e
para ilustra-la graficamente a sobrevida ao longo do tempo, associado ao teste log-rank, para
comparacdo da sobrevida entre duas amostras. Para esta analise o evento de interesse foi o
Obito do paciente. Considerando toda a coorte de pacientes com NM, 14 (41%) vieram a
Obito. Entre os pacientes com LMA e SMD, o ndmero de 6bitos foram oito (67%) e cinco
(42%), respectivamente. O Unico paciente com diagndstico de LAFM veio a 6bito 1,8 meses
apos diagndstico. No grupo de NMP e SMD/NMP nédo ocorreram 6bitos no periodo de
acompanhamento. A sobrevida global foi avaliada considerando toda a coorte de NM, SMD e
LMA. Devido ao tamanho amostral reduzido ndo foi avaliada a sobrevida global para os
grupos NMP, SMD/NMP e LAFM. Considerando a presenga ou auséncia de variantes, ndo foi
observada diferenca na sobrevida para todo grupo de NMs (p = 0,07) e paraa SMD (p = 0,12)
(Figura 8). Uma vez que em todas as amostras do grupo de LMA foram detectadas pelo
menos uma variante, ndo foi possivel a divisdo da amostra em dois grupos (com e sem
variante) e a subsequente comparagdo entre eles. Posteriormente, foi avaliado se houve
diferenca na sobrevida global na coorte de NM considerando cada gene mutado
individualmente. Foi observada diferenca significativa na sobrevida global apenas para as
variantes nos genes FLT3-ITD (p = 0,02) e TP53 (p = 0,02) (Figura 9). Considerando que
algumas variantes foram detectadas em apenas uma amostra, e algumas foram detectadas em
concomitancia com uma ou mais variantes, as andlises também foram realizadas
estratificando a sobrevida global por nimero de variantes. O nimero médio de variantes

detectadas nas amostras foi de 2,2 variantes; incluindo variantes de DNA e fusdes génicas. As
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curvas de sobrevida foram construidas considerando: nenhuma variante, uma variante, duas

variantes, e trés ou mais variantes. Foi observada diferenca na sobrevida quando avaliado todo

o grupo de NM (p = 0,04). Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa para a coorte

de LMA (p=0,11) e SMD (p = 0,18) (Figura 10).

Figura 8 — Sobrevida global estratificada pela presenca ou auséncia de variante
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Figura 9 — Sobrevida global na NM para as variantes FLT3-1TD e em TP53
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Para a coorte de NM, foi realizado o teste de LSD de Fisher para comparagdes multiplas. Foi

observado que o grupo de NM com nenhuma variante detectada difere dos grupos com uma

variante (p = 0,023) e com trés ou mais variantes (p = 0,024), mas ndo houve diferenca
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significativa quando comprado ao grupo com duas variantes (p = 0,109). Também néo foi
observada diferenca na sobrevida global quando comparados os grupos com uma e duas
variantes (p = 0,307), com uma e trés variantes (p = 0,961), e com duas e trés variantes (p =
0,300).

Figura 10 — Sobrevida global estratificada pelo nUmero de variantes
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As andlises realizadas mostraram que o nimero de variantes/amostra teve impacto na
sobrevida global dos pacientes com NM dessa coorte, principalmente quando comparado com
0 grupo sem variantes. A menor sobrevida global nos casos em que foram detectadas as
variantes FLT3 (ITD) e TP53 corroboram com a literatura em relacdo ao impacto destas
variantes na estratificacdo de risco (DOHNER et al., 2022; BERNARD et al., 2022). Embora
algumas variantes isoladamente ndo tenham impacto na sobrevida, 0 nimero aumentado de
variantes pode reduzir a sobrevida global e aumentar o risco de transformagédo para LMA
(LUNDBERG et al., 2014). Vale ressaltar que devido ao pequeno tamanho da amostra muitas
diferencas visuais ndo sdo detectadas como diferencas estatisticas e alguns testes ndo puderam
ser avaliados pelo fato de a amostra ndo poder ser dividida nos dois grupos necessarios para

realizacdo do teste.
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4.2 Andlise da sobrevida global para expressdo dos genes BAALC, MECOM, MYC,
SMC1AeWT1
Para esta analise as curvas de sobrevida foram geradas e comparadas a partir de um
ponto de corte definido pela mediana de expressdo de cada gene considerando dois grupos: <
gue a mediana versus > a mediana. A Tabela 6 mostra os p-valores do log-rank obtidos para a
curvas de sobrevida comparando a expressdo de cada gene em relacdo a mediana de expressdo
da amostra. N&o foi observada diferenca significativa para nenhum dos genes avaliados. Os
resultados das analises para o gene MECOM na LMA foram desconsiderados devido as falhas
na amplificagdo observada na metade das amostras deste grupo. A analise também néo foi
realizada para o grupo de NMP, devido a auséncia de ébito neste grupo.

Tabela 6 — Valor-p para os long-rank das curvas de sobrevida

Grupo BAALC MECOM MYC SMC1A WT1

NM 0,1 0,85 0,55 0,69 0,12
LMA 0,54 0,25 0,16 0,21 0,36
SMD 0,22 0,3 0,06 0,53 0,75

NM, neoplasia mieloide; LMA, leucemia mieloide aguda; SMD, neoplasia
mielodisplasica.

Embora tenha sido observada diferenca na expressao do gene BAALC na comparacao entre
LMA, SMD e NMP, e na expressdao de WT1 entre LMA e SMD, ndo houve diferenga na
sobrevida global na amostra avaliada (Figura 11). Em estudo com 33 amostras de LMA
utilizando o mesmo painel do presente estudo foi observada menor sobrevida global entre os
pacientes com aumento da expressdao de BAALC (p = 0,0327) (JEON et al., 2022). Outro
estudo com uma coorte de 60 pacientes com LMA foi observada reducdo na sobrevida global
(p = 0,0327) entre os pacientes positivos para a expressdo do gene WT1. Neste estudo foi
utilizada a técnica de RT-gPCR (UJJ et al., 2016). No presente estudo, devido ao reduzido
tamanho da amostra, as diferencas visuais observadas entre as curvas de sobrevida néo foram
detectadas como diferenga estatistica. Embora alguns estudos mostrem diferencas na
expressao dos genes avaliados neste estudo e em outros genes, assim como seu impacto na
sobrevida dos pacientes, estudos adicionais com grandes coortes sd80 necessarios para
padronizar a forma de determinar os valores de referéncia para definicdo de alta e baixa

expresséo.
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Figura 11 — Sobrevida global em relagdo a expressao dos genes BAALC e WT1 no grupo
de NM, na LMA e SMD.
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4.3 Anélise da sobrevida global para as relacdes RPL, RNL e RML

Para esta andlise as curvas de sobrevida para as relacbes RPL, RML e RNL foram

geradas e comparadas entre LMA, SMD e NMP. A mediana de cada escore foi utilizada como

ponto de corte. As amostras foram divididas em dois grupos considerando os valores de corte:

< que a mediana e > a mediana. Comparando os trés grupos de NM ndo foram observadas
diferencas na sobrevida global para RPL (p = 0,108), RNL (p = 0,152) e RML (p = 0,283),

apesar das diferencas visuais observadas principalmente na LMA (Figura 12).
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Figura 12 — Sobrevida global para as razdes RPL, RNL e RML comparando SMD, LMA
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Desde que Virchow descreveu pela primeira vez a presenca de leucocitos nos tecidos
neoplésicos e a correlacdo da inflamagcdo com o cancer em 1863, numerosos estudos
buscaram elucidar a conex&o entre a inflamacéo e a progressao das neoplasias (IKWEGBUEL
et al., 2019). Estudos sugerem que as relacdes hematoldgicas, como a relacdo neutrofilo-
linfocito (RNL), plaqueta-linfécito (RPL) e a relacdo linfocito-mondcito (RML), podem
predizer o progndstico de pacientes afetados por varios tipos de céncer, incluindo as
neoplasias hematoldgicas (CHO et al., 2018; ZHANG et al., 2021; KAMIYA et al., 2022).
Entretanto, estudos adicionais em grandes coortes sdo necessarios para definir valores de
referéncia adequados para estes parametros, assim como seu impacto na sobrevida dos
pacientes com NM, uma vez que alguns grupos sdo comumente acometidos por infecgfes

oportunistas, frequentemente apresentam outras comorbidades, além da idade avancada.

5 Concluséo

Neste estudo, um painel comercial de NGS foi utilizado para investigar variantes
somaticas em uma coorte prospectiva de 34 amostras de pacientes com diagndstico de NM.
Foi detectada pelo menos uma variante em 29 (85,3%) dentre as 34 amostras sequenciadas.
Os genes frequentemente mutados em nossa coorte foram TET2, IDH2, FLT3 e ASXL1. A
LMA se destacou pela maior frequéncia de casos com variantes e pelo maior nimero de
variantes por amostra. Foi observada uma frequéncia maior de variantes em genes que
codificam reguladores epigenéticos, e fatores envolvidos na sinalizagdo celular. Considerando

a utilizagdo dos critérios de estratificagdo de risco mais recentes do European LeukemiaNet
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(ELN) e do IPSS molecular (IPSS-M), foi observada a contribuicdo da investigacdo de
variantes genéticas por painel de NGS para a estratificacdo de risco dos pacientes com LMA e
SMD, sobretudo nos casos de cariotipo normal ou na impossibilidade de realizacdo do
mesmo. Entretanto, a morfologia e a citogenética ainda tem papel crucial na estratificacéo
dessas NMs. O painel de NGS utilizado também permitiu avaliar a expressdo relativa de cinco
genes com papel importante na regulacdo na hematopoese. Foi observada diferenga na
expressao dos genes BAALC e WT1 quando os grupos de LMA, SMD e NMP. A anélise de
expressao foi limitada pelo reduzido tamanho e pela falha na amplificacdo em algumas
amostras para os genes MECOM, na LMA, e WT1, na NMP. Adicionalmente, foram avaliadas
as razbes RPL, RNL e RML, com diferenca significativa nos valores de razdo RPL quando
comparados os grupos de LMA, SMD e NMP. Embora estudos mostrem o potencial destes
parametros para a avaliacdo de progndstico de diversas doencgas, a utilizacdo dos mesmos na
préatica clinica demanda mais estudos para determinacdo de um valor de referéncia. Foi
observada diferenca na sobrevida global na coorte de pacientes com NM apenas para as
variantes nos genes FLT3-1TD e TP53. Esta diferenca também foi observada para o nimero
de variantes por amostra. Vale ressaltar que devido pequeno tamanho da amostra diferencas
visuais observadas ndo foram detectadas como diferencas estatisticas, e alguns testes ndo
puderam ser avaliados pelo fato de a amostra ndo poder ser dividida nos dois grupos

necessarios para realizacdo dos mesmos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
As NMs sdo um grupo heterogéneo de neoplasias das progenitoras hematopoiéticas
resultantes de anormalidades genéticas que resultam em desregulacdo da proliferacao,
autorenovacdo e apoptose celular. O desenvolvimento da metodologia de NGS tem
contribuido muito para o conhecimento da patogénese das NMs, e consequentemente tem
permitido que alvos moleculares sejam incorporados a classificacdo, progndstico e
direcionamento deste grupo tdo diverso de neoplasia hematoldgica. Os diferentes subgrupos

de NMs sdo caracterizados por uma sobreposicéo de caracteristicas clinicas e genémicas.

Os painéis de NGS permitem a investigacdo de diversas alteracdes genéticas de relevancia
clinica, em volume reduzido de amostra por paciente, através da multiplexacdo de diferentes
amostras em uma Unica corrida de sequenciamento, e em periodo relativamente curto de
tempo. Atualmente ha alguns painéis comerciais que permite a investigacdo de variantes
somaticas em amostras de sangue e aspirado medular. A técnica de NGS, assim como
qualquer outra técnica de laboratorio, tem suas vantagens, mas também limitacGes. Neste
contexto, considerando a crescente a utilizacdo dos painéis de NGS na prética clinica, estes
deve ter sua performance analitica avaliada antes de ser disponibilizado para utilizag&o.
Recomenda-se que sejam avaliadas a especificidade, sensibilidade, limite de deteccdo,
reprodutibilidade e repetibilidade.

Este estudo avaliou a performance analitica de um painel comercial de NGS que permite a
investigacdo de variantes somaticas de DNA (SNVs e indels) em 40 genes, sendo 23 genes
hotspots e 17 genes completos (éxons). Paralelamente, também sdo investigadas fusdes
génicas envolvendo 29 genes drivers, o que possibilita a investigacdo de até 600 diferentes
fusBes génicas. Embora o painel utilizado possibilite a avaliacdo da expressdo de outros cinco
genes, esta aplicacdo ndo teve sua performance avaliada, pois atualmente ndo esta

recomendada para utilizacdo na prética clinica.

Usando controles comerciais de referéncia, o ensaio demonstrou alta sensibilidade e
especificidade para variantes de DNA, e alta sensibilidade para as fusdes génicas avaliadas. O
LOD de aproximadamente 5% para variantes de DNA se mostrou dentro do valor esperado
para SNVs e pequenas indels. Os ensaios de DNA e fusdes génicas apresentaram boa
repetibilidade e reprodutibilidade. Entretanto, valores altos de CV (>20%) foram observados

para grandes indels do controle comercial. O ensaio avaliado ndo detecta as variantes CEBPA
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€.68_69insG, ASXL1 ¢.1900_1922del23 e ASXL1 ¢.1934 1935insG, uma vez que estas estdo
localizadas em regibes ricas em GC e em longos homopolimeros, respectivamente. A
deteccdo acurada de variantes em regides ricas em GC e homopolimeros ainda sdo um desafio
para a metodologia de NGS. Esta limitacdo também foi constatada pela menor profundidade

de cobertura de algumas regides do gene CEBPA.

Foram sequenciadas 34 amostras de DNA e RNA de pacientes com diagndstico de NM. Em
85,2% das amostras sequenciadas foi detectada pelo menos uma variante, sendo 33 SNVs, 24
indels e seis fusdes génicas. Os genes TET2, IDH2, FLT3 e ASXL1 destacaram-se pela maior
frequéncia de variantes. Foi observada diferenca na sobrevida na coorte de NM quanto a
presenca de variantes nos genes FLT3 e TP53, e quanto ao numero de variantes detectadas por
amostra, principalmente quando comparados 0s grupos sem variante e aqueles > 3 variantes.
Este estudo mostrou a contribuicdo das alterages moleculares para o diagnostico e
estratificacdo das NMs, principalmente na LMA e SMD. Foi observado que algumas variantes
em genes como o TP53, FLT3-ITD e CEBPA detectadas isoladamente tém impacto definido
no prognoéstico da doencga, mas a concomitancia de variantes com outros genes, pode alterar o
prognostico. Embora a investigagdo do perfil molecular das NMs por NGS tenham ganhado
relevancia para a préatica clinica nos Gltimos anos, sua utilizagdo nos servigos publicos e
privados de satde de Brasil ainda é muito limitada. Isto se deve ao alto custo dos paineis de

NGS, mas sobretudo da estrutura de equipamentos, insumos e expertise técnica demandada.
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8 ANEXOS
Anexo A — Relacéo das amostras e anormalidades genéticas detectadas no estudo
N° | Sexo | ldade Doenca Caridtipo Gene Tipo Variante VAF (%)

1 F 68 SMD 45,X[4]/146,XY[6] TET2 indel | c.4861_4862delCT, p.Leul621PhefsTer39 8,4

2 F 81 SMD 46,XX,der(6;7)(q10;910)[20] nd
SF3B1 SNV .1873C>T, p.Arg625Cys 10,3

3 F 62 SMD 46,XX[10

KXX[10] TET?2 indel €.4013_4014insA, p.Lys1339GlufsTer5 7,2

4 M 83 SMD 46,XY[30] nd
DNMT3A | SNV €.2644C>T, p.Arg882Cys 39,8
TET2 indel | ¢.3750_3751delGA, p.Glul250AspfsTerl7 38,7
5 M 70 SMD 46,X,Yqh-[13] RUNX1 SNV c.497G>A, p.Argl66GIn 38,8
U2AF1 SNV c.101C>T, p.Ser34Phe 39,9
BCOR SNV €.466C>T, p.GIn156Ter 62,7

45,XY,add(5)(g13),-17,-18,add(20)(q13.2),

6 M 80 SMD add(21)(g22),+mar[2]/46,XY[18] TP33 SNV C.796G>T, p.Gly266Ter 39,2
DNMT3A | SNV €.2206C>T, p.Arg736Cys 40,7
7 M 74 SMD 46,XY[29] SF3B1 SNV €.2098A>G, p.Lys700Glu 41,3
JAK?2 SNV €.1849G>T, p.Val617Phe 4,2
ASXL1 SNV €.1972G>T, p.Gly658Ter 45,2
8 M 58 SMD 46,XY,del(9)(q13922)[20] U2AF1 SNV €.101C>T, p.Ser34Phe 48,1
STAG2 indel €.1418delT, p.Leud73TyrfsTer20 87,5

Continuacao




127

N° | Sexo | Idade Doenca Cari6tipo Gene Tipo Variante VAF (%)
46~50,XY,inv(1)?(p22942),add(5)(q31),del(5)
(913933),del(9)(g12),add(11)(p15),-13,-17,-
9 M 73 SMD 20,add(21)(p11.2),+marl,+mar2,+mar3,+mar4, TP53 SNV €.818G>A, p.Arg273His 65,5
+mar5[cpl10]/ 46,XY[10]
10! M a4 SMD 46,XY[12] ASXL1 !ndel €.1914 1951del37, p.Thr639ArgfsTer6 46,0
BCOR indel €.2254delA, p.Arg752GlufsTer34 14,3
IDH2 SNV c.419G>A, p.Arg140GIn 39,7
11| M 81 SMD 46,XY[22] . C.440_450delTGGAAAATGGT,
ZRSR2 indel p.Leuld7TyrfsTer21 74,0
12| M 45 SMD 46,XY [30] nd
44~45,XY ,add(7)(q11.2),del(7)(q11.2),del(12)(q13),
-13,-14,add(15)(p11.2),?del(16)(q22),-17,-19,-
13| M 75 SMD 20,add(21)(p11.2),der(?) TP53 SNV €.659A>G, p.Tyr220Cys 42,3
t(?;14)(?;911.2),+marl,+mar2,+mar3[cp7]/46,XY[13]
CSF3R indel €.2427 2428insC, p.Ser810GInfsTer6 6,5
14 | F 24 LMA 46,XX [30] KMT2A::MLLT3 | fusdo
KRAS SNV €.35G>A, p.Gly12Asp 18,4
CSF3R SNV .1853C>T, p.Thr618lle 52,9
IDH1 SNV €.394C>T, p.Argl32Cys 10,0
151 M 74 LMA 47 XY +14[18]/46, XY [2] IDH2 SNV c.419G>A, p.Arg140GIn 11,2
RUNX1 SNV €.592G>A, p.Aspl98Asn 43,1
U2AF1 SNV €.251A>C, p.GIn84Pro 47,7
PHF6 indel €.977_978delGT, p.Cys326Ter 35,4
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N° | Sexo | Idade Doenca Caridtipo Gene Tipo Variante VAF (%)
16 M 21 LMA No realizado NRAS SNV €.181C>A, p.GIn61Lys 5,4
RUNX1::RUNX1T1 | fusédo

NPM1 indel €.864_865delGCinsTCATAA, p.Trp288CysfsTerl2 45,2
17| M 23 LMA NHC . €.1775_1775delTinsTTGATTTCAGAGAATATGAATA,
FLT3-ITD indel 0.Phe594. Asp600dup 41,3
WT1 SNV €.1399C>T, p.Arg467Trp 39,3
18 F 18 LMA NHC WT1 indel €.1156_1159dup, p.Ala387ValfsTer4 53
FLT3-ITD indel €.1796_1797ins51, p.Gly583_Tyr599dup 35,4
WT1 indel €.1147 1148delCT, p.Leu383CysfsTer6 40,7
19| M 27 LMA 46,XY ,1(3;5)(g21;931)[11 . . )
(3:9)(q2L:q3)[11] FLT3-ITD indel ¢.1788_1789ins66, p.GIu596_Tyr597ins 343
20 20 LMA NHC PICALM::MLLT10 | fuséo
21 38 LMA Niio realizado KIT indel €.1255_1257delGAC, p.Asp419del 43,5
RUNX1::RUNX1T1 | fuséo
FLT3-ITD indel €.1783_1803dup, p.Arg595_Leu601dup 79,9
22 M 72 LMA 45,X,-Y[20] NF1 indel €.1020delT, p.Val341SerfsTer35 44,0
RUNX1 indel | ¢.256_257insCGGGCGAGCTGGTG, p.Thr92AlafsTer35 22,9
IDH2 SNV c.419G>A, p.Argl40Gin 33,4
23 F 76 LMA 45,XX,-7[13]/45,X,-X[2] . ¢.578 590del ACCCGCACCCGCC,
CEBPA indel p.His193ArgfsTer121 50,4
24 = 59 LMA 46,XX[20] NPM1 indel €.863_864insTCTG, p.Trp288CysfsTerl2 37,7
IDH2 SNV €.419G>A, p.Argl140GIn 33,0
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N° | Sexo | Idade | Doenca Cari6tipo Gene Tipo Variante VAF (%)
TET? indel €.3129 3130insT, 304
45~47 XY ,add(5)(q31),add(6)(q21),del(10)(q22q24),del (11)(q21G23),- p.Lys1044Ter ’
25 | M 68 LMA 12,- 13,add(13)(q34),add(14)(p12),del(16)(g22),ins(17;?) (q21;?), TET? indel | C-5058_5061delCCAG, 301
add(20)(q11.2),+mar1,+mar2,+mar3[cp4]/46,X Y[16] p.Ser1686ArgfsTer8 ’
EZH2 SNV | ¢.2051G>A, p.Arg684His | 32,2
26| F 64 NMP 46,XX[14] TANK::MKL1 | fusio
.3202C>T
ASXL1 SNV ; 42,4
27 | M 38 NMP 46,XY,1(5;99;22)(q31;034;q11.2)[20] p.Arg1068Ter ’
BCR::ABL1 fusio
TET2 SNV | ¢.2428C>T, p.GIn810Ter | 46,9
28| F 76 NMP 46,XX[20
XX[20] JAK2 SNV | c.1849G>T, p.Val617Phe | 45,3
29| M 41 NMP 46,XY [20] MPL SNV | ¢.1544G>T, p.Trp515Leu | 11,2
30 F 81 NMP Nao realizado nd
31| M 68 | SMD/NMP 46,XY[20] SF3B1 SNV | ¢c.2098A>G, p.Lys700Glu | 45,9
. c.2573delA
TET2 indel ! 50,2
32| F 80 | SMD/NMP 46,XX,der(6;7)(q10;q10)[20] p.Lys858ArgfsTerl5
TET2 SNV | ¢.2671C>T, p.GIn891Ter | 45,38
33| M SMD/NMP Nao realizado nd
34 F o4 LAEM NHC IDH1 SNV | ¢.394C>T, p.Argl32Cys 6,1
IDH2 SNV | c.419G>A, p.Argl40Gin 5,6

LMA, leucemia mieloide aguda; SMD, neoplasia mielodisplasica; NMP, neoplasia mieloproliferativa; SMD/NMP, neoplasia mielodisplasica/ mieloproliferativa; LAFM, leucemia
aguda de fen6tipo misto; SNV, variante de nucleotideo Unico; VAF, frequéncia do alelo variante; nd, ndo detectado; NHC, ndo houve crescimento celular.
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da linha de pesguisa do pesguisador responsdvel: Oncologia. Vale ressaltar que se para objetives futuros
houwer necassidade de coleta do TCLE, este serd colstado de acordo com as normas vigentes. Diante do
exposto acima, do uso de amostras de descare, solicito dispensa do TCLE. Desde |4 agradego a atenglio e
aguards retomo. Conforme carta resposta em anexo, as sugesties foram acatadas e o TCLE serd obtide
dos pacientas.”

Sobre o estudo: O cincer pode ser definido cormo uma doenga na gual as células anormals se dividem sem
controle & 880 capazes de invadir outros tecidos. As células cancerosas podemn & espalhar para ouiras

Canlinisces 80 Panecer: SOTFLE05

partes do corpo por melo dos sistemas sanguinecs e linfaticos. Varlas alteragbes genéticas podem ser
necessanas para a transformagio de um célula saudavel para um clncer. Portanto, a avaliagio de
alteragbes cromossbmicas & utilizada para estabelecer o risco de caAncer e trlagem da doenca. A
proliferagao de cdlulas normnats & regulada por oncogenes promabores o cresciments contrabalancados por
inibidores do crescimento & genes supressores de temores. O desanvolvimenio do cAncer pode envolver 8
auvacho ou expressdo allerada de oncogenes elou parda ou inativacio de wm gene supressor de tumor. A
deteccho precoce do cincer aoferace a melhor chance de cura quands o iemor & peguend o suficlents pars
ser completaments removido cilurgicamente, mas & malora dos mores n&o produzem sintomas abé saram
demasiadamente grandes ou até gue as células cancerosas tenham se espalhado para owtros tecidos,
processo conhecido como metidstase. & malora dos oncogenes produz proteings gue funcionam em algums
fase da ativagdo de células para a prodiferagdo e & sua ativacdo leva & divis8o celular. Muitos oncogenes
estfo assoclados a malignidades hematoldgicas. Alguns oncogenes importantes s30 RAS, HER2 &
BCRYABL. A oncogenicidade dos genes supressores de tumores & derivada de perda do gene am vez de
sua ativagio. BRCA1 & BRCAZ a830 exemplos de genes supressores de tumores. As leucemias s80
neoplasias gue surgem & partir do tecido hematopolético. 580 proliferagbes clonais, originadas de células
que sofreram mutagtes na sequéncia de bases do DNA, ou rearranjos cromoss&micos com eXpressso
inadequada de ocncogenes efou Inibigls de mecanismos de controde proliferative. Embora as causas para o
desenvalvimento de leucamia ainda ndo sajam bem conhecidas, existem evidéncias para alguns fatores de
riaco. como a predisposicio genédtica, & exposiclo A radiagfo lonizante, medicamentos utilizados am
quimicterapla e exposicio ocupacional a0 benzeno. Os principals sintomas da leucernia decorrem do
acimulo das céllas hematopoléticas na medula dases. prejudicando ou impedindo & producdo des giébulos
vermelhos (causando anemia). dos glébulos brancos (causando infecgdes) e das plaguetas (cavsando
hemomaglas). Depols de Instalada, dependendo

Endareqo: Av. Fresiderts Antonio Carkos, BEZT ¢ 27 Andar ¢ Sala 2005 ; Campus Pammpualha

Balrro:  Unidade Sdminisiratia Il CEP: 31.270-501
UF: WG Municipio:  EELC HORIZONTE
Talefone: (3134054557 Esmall: coepifiprpgufmg.br

Pagna 0G da 10



132
UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS wﬂn

do subtipo, & doenca progride rapidamente, exdgindo com B0 gue o tratamento seja iniclado logo apds o
diagndstico & a classificag®o da leucernia. Segundo o Instiuto de CAncer Jos& Alencar Gormes da Siva
(INCA), mo Brasd, no ano de 2014, estimou-se um fsco de 530 casos novos de leucamla para cada 100 mi
homens & 4 24 para cada 100 mil mulheres |2). As Incid&ncias desses casos disgnosticados e estimados
dermonstraram a necessidade de uma boa articulagho da clinica médica com a pesquisa laboratorial e os
procedimentos terapéuticos comretes. Aldm de evitar & oneragio 4o Sistema de Sadde, wma conduta bem
fundamentada aumentaria & sobrevida dos pacientes acometidos. A classificacho comeata do tipo e subtips
de leucermiatumor sdlids & imprescindivel para o melhor tratarments de cada caso. No entanto, akém das
caracteristicas imunofenctipicas que |4 estio estabelecidas para orentago na clinica médica, muitas outras
rmutagtes & fatores progndsticos distintes tém sido comelacionados & tém sido investigados.

Canlini i & Panecer SO0 E05

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Prirmsrio:

Irvestigar do ponio de wista calular, molecular e plasmética, blomarcadores de diagndstico, progndstico
avaliac®o in vitro de potencial terapfutico de biomobéculas sintélicas em amosiras de pacientes com
neocplasias mieloldes, linfoldes & mielodisplasiattumores sdlidos.

Objetivo Secumdanio:

Andlise Cehdar & Molecular - Avallagio de ciclo celular - Avaliagao da apoptose - Avallagio de vias de
sinalizagdo molecular (genes, mRMa, MiIrRNAS) - Andlise de perfil de proteinas -Andlise de perfil
rmetaboldmico Blomarcadores plasmaticos - Busca por nowes blomancadores pldamaticos de diagndstico e
progndstico nas leucemias linfdides, mieloides & mislodisplastaTumores sdlidos;

- Cuantificar microparticulas circulantes de diferentes onigens celulares;

- Avaliar & capacidade de cada fipo de microparticula em carrear um determinade custer de miRMAs
selecionado. servinds como ponte entre a célula de origam & o alva;

- Testes in vitro- Conduzir teste in witre de atividade antitumoral com moléculas sintéticas em amostra de
paclentes & linhagens de leucemias linfdldes, mieldides & miskedisplasiatbemoras sdlidos;

- Correlacionar o= parSmetros avaliados com os dados clinkco-laboratorials dos pacientes.

Avallagio dos Riscos & Beneficios:
[ acordo com o8 aUlores:

Ma Plataforma Brasil:
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Fiscos:

A coleta de amostras de sangue venoso inclul um pegueno risco de acidente de pungho, representado,
principalments por extravasaments sanguineo subcutines sern gravidade, que pode resultar em leve dor
localizada & formagdo de um pequena hematoma. Fara minimizar o risco de formagdo de hematomas, a
coleta de sangue serd realizada por um profissional farmacutico, com experéncia e capacidade téonica e
arn kecal com infra-estrutura adequada. Em caso de punglo de medula, este procedimentos serd realizado
pelo seu médico hematologista ou patologlsta.

Beneficos:

Espers-se obter resultados que possibilitem formecer explicagbes sobre as complexas alteragbes gendticas
em portadores de noeplasias hematoldéglcas/nde hematoldgicasLLC,. além de identificar possivels
marcadores de diagndstico, progndstico e tratarmento. Acredita-se gue os resultades ajudario a esclarecer a
relaglio dos eventos regulatdrics e o desenvolvimento das alteragBes neoplasicas hematoldglcasindo
hematoldgicas, bem comoe poderdo contribuir pars o desenvolvimento de uma altemativa terapdutica, para o
ratarmenio das mesmsas.

Mo TCLE:

Beneflcos:

Voo nBo serd remunerado por sua particlpagio e esta pesguisa poderd ndo poderd oferecer beneflclos
diratos & vocd, Se vood concordar com o uso 92 seas informacies efou do material do modo descrito acima,
& necessario esclarecer gue vocd ndo terd gualsquer beneficios ou direitos financeiros sobre eventuais
resuftados decomenbes deata pesquiza. O benefico principal da sua participacio & poasiblitar que no futuro,
com o8 resultados alcangados com esta pesguisa, o diagndstico & o tratamento pars esse tipoe de cAncer
beneficem outros paclentes.

Riscos:

Mao existern riscos fisicos adicionals a vood pela sua participagdo nesta pesguisa. Os materals utilizados
nessa pesqulsa serdo soments agueles conalderados excedentes dos coletades pars exames laboratonals
de rotina para o seu disgndatico. Os riscos flsicos & iInconvenienies ndo serfo diferentes dagueles previstos
durante oz procedimentos normals para a obtencBo de amosiras bloldgicas para o diagndstico da sus
doenga. O seu meédico ird Informé-la em detalhes sobre os
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riscos assoclados aos procedimentas adiclonals de bidpela e da coleta de sangue. wna vez que o nivel do
risco dependerd de onds ofs) tumon|es) estd(Bo) localizado{s) no seu corpo. De maneira geral, fazer uma
bldpsia cawsa dor, inchago, sangraments efou Infeccdo no local onde & sguiha da opsla pensetra na sus
pebe; se seu médico decidir wsar anestesia, pode ocomer reagio alérgica. Os provévels riscos e efelios
adversos (efeltos danosos) de se realzar uma bidpsia incluem: ssngramento & dor no kecal onde a agulha fod
inserida, um Inchago debaixo da pele gue contédm sangue (ematoma), sonoléncia, se vocd optar por

Clin Lis ciae S Parecer: SOTEE05

receber urm analgésico efou medicamento que faga voch relaxar. De maneira menos provavel, porém de
riacos sérios, os efeltos colaterals em se submeter a uma bidpsia incluem: infecglo, falta de ar, balxa
frequéncia cardiace & baixa pressao arterial, se vood optar por receber um analgésico efou medicamenio
que faga vood relaxar. Os riscos da coleta de sangue podem ncluir desmalo, dor efou hematoma (mancha
roxa na pele). Raramente pode haver um pegueno cosgulo sanguines ou infeccio no local da picada da
agulha.

Como os procedimentos de bidpsia, coleta de sangues, pungio na medula s&o realizados para fins de
ratarments (e ndo da pesquisa), os riscos & beneficos desses procedimentss ndo devem ser conalderados
CoMmo riscos da peaquisa.

Comentarios & Conslderagbes sobre a Pesquisa:

Pesguizsa refevante para a Oncologla. Témmino previsio para 01/08/2024. Os peaquisedores esclarecem guse
a0 hd previsdo de interrupcdo da pesquisa, salve algums siluagio especial que ndo & posaivel prever no
momento. - Nao haverd custos para a instituigio envolvida na pesquisa. O estudo serd custeado por
inatituigtes de fornento 4 pesquisa.®

Trata-se de uma emenda com a seguinte justificativa: “Atualmente pelas caracteristicas das andlises em
andamento, n&o estd havendo necessidede de recrutamento de wolhmntérios, recoleta de materials bloldglcos
& nem intereengdo por parte 48 pesgquiss em guaksquer condutas na intemsacdo e assisténca dos pacentes
assistidos no HE-UFMG. As andlises |aboratoriais do presente trabalho estdo sendo conduzidas em
amostras sanguineas (4 colhidas e processadas na roting assistencial dos pacientes do HC-UFMG, cujos
resufiados (& foram liberados aos médicos solicitanies. Tals amosiras s8o selecionadas pelos pesquisadores
no momento do descarte, que ooome uMma vez por Semana no ssetor de hematologiaoquimica. As
pesquisas de novos blomarcedores nessas amostras que seriam descartadas nBo terBo impactos As
condutas clinicas dos respectives pacientes, pols trata-se de pesquisa bésica visando a descoberta de
potencials novos biomarcedores & alvos terapéuticos nestas amostras descartadas. Os dedos serbo
awvalisdos no colebivo, sem gualquer dentificacdo dos pacientes assistidos no sendgo. O projeto se configura

Enmdarepn: Av. Presidente Antonio Carkos, BE2T ¢ 2°. Andar ¢ Sala 2008 ;| Campus Pammgadha

Bairro:  Unédade Sdmindstrativa ll CEP: 31 _270-801
WF: WG Municipio: BELDO HORIZODNTE
Tolofone: (3134064597 E-mall: coepipreg.ufmg.br

Pagna 02 da 10

134



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS w@

e um projets amplo, elxo principal da linha de pesquisa do pesguissdor responadvel: Oncologla. Vale
ressaltar que =& para objetivos futuros howver necessidede de coleta do TCLE, este serd coletado de acondo
com as normas vigentes. Diante do exposto acima, do use de amostras de descarte, solicito dispensa do
TCLE. Desde (4 agradego a atengdo e aguardo retorno. Conforme carta resposta em anexo, as sugesities
foram acatadas & o TCLE serd obtido dos pacientes.”

O= autores esclareceram gue a coleta de sangue venoso & de sangue de medula, s8o realizadas
rafineiramente, como parte da rotina assistencial aos pacientes pela Clinica Médica e parte deste material
coletado serd utlizedos na pesquisa. Os niscos da pesguisa foram reformulados no TCLE, porém, ainda
fazem referéncla sos procedimentos de blopsia e coleta de sangue, gue ndo s&o procedimentos da
pesguisa.

Fol adequedaments anexado Termo de constituicio de biomaepositdrio.

Em relagdc & solicitacio de dispensa de TCLE: o material a ser utlizado na pesquisa trate-se de amostra
blodbgica dos participantes, gue tdm o direlto de saberern que parte de seu material (como amosiras de
sangue) estdo sendo ulilizados para fins de pesquisa também. Assim, deverd ser solicitada autorizacho aos
participanies para o uso de swess amostras bioldgicas para fins de pesquiza. Os autores concordaram com
este posiclonamento & nas Informagdes Basicas da Pesguisa anexadas na Flataforma Brasil ndo solicitaram
a dispensa.

Ermn relagio ao TCLE:

- caso haja participante menor, deve ser inchuldo um TALE & um TCLE para o responssvel;

- MEMErar as paginas & inserir campo para nubrica do participante e do pesguisador responagvel nes paginas
que nBo conbém assinabra;

- em relagio aos beneficios da pesquisa, relatar que ndo existem beneficies DIRETOS aos participanies,
que o= beneficles Indiretos 380 o= descritos em adguinr conhecimentos para futuros disgndsticos e
intervenches;

- & relscao S0 NEcos, SpNo remaoser a seguinte sentenca, [ que ndo s refere a nscos da pesquiza; “De
rmamneira geral, fazer uma bidpsia cawsa dor, inchago, sengraments e'ou infeccio no local onde a agulha da

Canlinicie &0 Panecer: SO07TE05

bitpsia peneira na sua pele; s& seu médico decidir usar anestesia, pode ocorer reaglo alérgica. Os
provavels riscos e efelios adversos (efeitos danosos) de se realizar uma bidpsia inchesm: sangramento & dor

no local onde a agulha fol inserida, um inchago debaixo da pele que contém sangue [hematoma),

sonoléncia, se vood optar por recebsr um analgésico efou medicamento gue faga vood relaxar. De maneira

menos provével, porém de riscos sénos, os efeitos colaterals em se submeter a uma bidpsia incluam:

infecglo, falta de ar, baixa frequéncla cardiaca & balxa presso arterial, se voc& optar por recebser um
analgésico elou medicaments que
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faga vool relaxar. O necos da coleta de sangue poderm ncluir deamsaks, dor efou hematoma (manchsa roxa
na pele). Rarameante pode haver um pequeno codgulo sanguineo ou Infeccdo no kecal da picada da agulha.®
Para & pesquisa, considerar o risco de identificac8o dos participantes, e o gue sard felto para minimizar esse
fisco (anonimizagaa);

- Infarmar que caso algum risco relacionado 4 pesquisa se manifeste, o participante terd direito &
indenizaglo elou atendimento especializado.

Conslderagbes sobre o8 Termos de apresentacio obrigatdria:

Além dos decumnentos & anexados para o progeto original @ as emendas anterores, para esta Emenda

Canimuacie 50 Paneca. S077 805

foram anexados alnda os seguintes documentos:

- Infermacties Basicas do Projeto stualizadas na Plataforma Brasil;
- Carte-resposta a0 parecer 4.838 608;

- TCLE:

- TCLE alterado;

- Terma de conatituicao de blomepositnia;

- Carte-resposta 43 pendénclas documeantss.

Recomendacbes:

Recomenda-se:

Erm relacio a0 TCLE:

- caso haja participante menor, deve ser incluldo um TALE e um TCLE para o responsavel em praxima
emenda (este parecer somente estd aprovando participantes makores de 18 ancs, ndo curatelados):

- MEMErar a8 paginas @ Insefir campo para rubrica do participante & do pesguisador responsdvel nas pdginas
gue ndo contém assinabura;

- em relagho acs beneficios da pesguisa, analisar s n&o existem potencials beneficios DIRETOS aos
participantes, & informar no TCLE que o8 beneficios indireios 280 os descritos em adguinr conhecimentos
para futuros diagndsticos e intervengles;

- em relaglo oS riscos, sugino remover a seguinte sentenca, & gue ndo se refere & nscos da pesquisa (j&
que =& frata de pesquisa de material ja coletado em bldpsia) “De mansira geral, fazer wma bidpsia causa
dor, inchago, sangramento e'ou infecg8o no local onde & agulha da bidpsia penetra na sua pels; se seu
msdico decidir usar anestesia, pode otormer resgio alérgica. Os provaveds riscos e efeitos adversos (efeitos
danosos) de se realizar wma bldpsia incluem: sangramento & dor no local onde a agulha fol inserida, urm
inchago debalxs da pele que conbém
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sangue (hematoma), sonoléncia, se vocd optar por receber wm anslgésico elou medicamento que faga voob
relaxar. De maneirs menos provavel, porém de riscos sérioa, og efedos colaterals em se submeter a urmna

bidpsia mcluem: infeccio, falla de ar, baba frequéncia cardiacs e balxs pressdo arterial, se vood optar por
receber um analgésico efou medicaments gue faga vood relaxar. Os riscos da coleta de sangue podem

incluir desmalo, dor elou hematormnsa {mancha roce na pels). Raramente pode haver um pegueno codgubs
sanguineso ou infecgioe no kecal da plecada da agulha.®

Fara a pesquiza, considerar o risco de kdentificacio dos participantes, & o gue serd feito para mindmizer esse
rsco (anonimizaco);

- Informar que caso algum risco relaclonado & pesguisa se manlfeste. o participante terd direito &
indenizagio efou atendiments especlalizado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Ermenda aprovada, solicitando atengao 4s recomendagies descritas.

Consideracbes Finals a critério do CEP:

Tendo ermn vista & legislagdo vigente [Resoluglo CHS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aocs
Pesguisadores: comunicar foda e qualkyuer alteracBo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasll, informar imediatamente qualguer evento adverso ccomido durente o desenvolimenio da

pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacio relatdrios parciais do
andamento do masmae & cada 06 (sels) meses & ao rming da pesquiss encaminhar a este Comité um
sumério dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

137

Tipo Documento Arquivo | Postagem Autar Situacso
Informacies Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS 152341 300942031 Aceito
do Frojeto 4 ES padf 12:43:40 _

Dwiros Carts_Resposia_an_parecer_d BBE 69| S0U%Z021 |Adnano oe Faula ACELD
B.pdi 12:40:33 | Sabino

TCLE / Termoa de | TCLE_ 302 _atuslizado_30 08 2 pdf 30092021 | Adrians de Paula Aceito

Azzentimeanto | 123720 | Sabino

Justificativa de

Ausdncia

TCLE / Terrmos de | TOLE_ 200 _pdf 22073021 | Adniano de Paula Acsito

Azsentimento |/ 12:28:58 | Sabino

Justificativa de

L Ausincia

Dedaracho de Bioregoaitoro. pdf 220070021 | Adniano de Paula Acsito

Manussio Material 12:25:08 | Sabino
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Biobdeguco | Bloregoaitono pedt 220720 |Adnano de Faula Aceito
Biorepositdria | 122508 | Sabing
%5 Carta_Resposta toct 220712021 |Adnanc de Paula ACetn
1207323 | Sabino
Cwtros Emeanda.docx Odi1 182020 | Adriano de Paula Acelto
13:58:16 | Sabino
[Cutros EMEMDA_Z010 paf 10042019 | Adnano de Paula Acetn
21232
Projeio Detalhado ! | PROJETO_2019.pdf 08/042019 | Adnano de Faula Aceiio
Brochura 222506 | Sabino
Inwestigadar
Folha de Rosto FOLHA DE_ROSTO 2049 pdf 09/0453019 | Adnano de Paula Acsito
21:50:07 | Sabino
[Cuiros 0217 761 20parecer pal D1ai2016 | Telma Garmpos Acetn
162940 | Medeiros Lorents
Cwiros 0217761 2aprovacan. pdf 010882016 | Telma Campos Acsito
18:29:12 | Medeiros Lorentz
[Projeto Detalhado | | Propeto. p 712016 |Adnanc de Paula ACein
Brochura 22:20:58 | Sabino
or
&ﬁs Emends &0 Frojeln 201 5.00¢ TO2015 ACetn
15:50:52
TCLE / Terrmoa de | TCLE madificado. doex 00352013 Acsito
Aasentimento | 12:39:30
Justificativa de
| ALESENCIA _
Custros Emenda a0 Progeto.doc OadaE013 Aceito
12:25:14
[Frojeto Detalhado | | Projelo de Pesquisa.doc 13 Aceio
Brochura 12:05:15
or
&ﬁs Dlvilgagan resulaios |pg DiG012 ACEin
102741
Custros Destino material jpg 01062012 Aceito
10:2730
[Ouiros Terma de compromisso 16/04/2012 Acelto
pesquisadores |pg 15:19:01
Custros Termo compromisso pesquisador Dd0453012 Acsito
responsdvel.|pg 10:57:54
Custros Terma compromisso instiecao. |pg OO 2012 Aceito
_ 10:57:26
COwitros Protocods DEPE_HC.UFMG. jpg 04042012 Acsito
10:57:01
Cwitros Aprovaces camaralll jpg Od/0452012 Acsito
10:56:38
[Cuiros AprovVacaEs Ccarnaran Jpg Daar2012 ACED
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Siuacio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONEP:

Mao

BELO HORIFOMTE, 28 de Ouiubro de 2021
Assinado por:
Crizsla Carem Palva Fontainha
(Coordenadorna))

Emdarapn: Av. Fresidente Anionio Carkos, BE2T ¢ 2°. Andar ¢ Sala 2005 ;, Campus Pampalha
Bairro:  Unicdade Adminisatia Il CEP: 31.270-801
UF: MG Municiplo:  EELD HORIZONTE
Taberfono:

(3134054507
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