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RESUMO

A Neoplasias Mielodisplasica (SMD) é o cancer de medula 6ssea mais comum em idosos acima
de 65 anos, caracterizada por citopenias, displasias, hematopoese ineficaz e risco de progressao
para leucemia mieloide aguda. Alteracdes citogenéticas estdo presentes em 40-60% dos casos
e 94% dos pacientes apresentam pelo menos uma mutagdo oncogénica. Acredita-se que estas
alteracdes sejam decorrentes de lesdes no DNA ocasionados por processos oxidativos
enddgenos ou por exposi¢do ambiental. A tolerancia a danos no DNA ndo passiveis de reparo
é realizada por DNA polimerases de sintese translesdo (TLS), que transpassam ou corrigem as
lesBes, porém, podem gerar mutacdes pontuais, sendo importante seu estudo nas doencas
oncologicas. O objetivo deste estudo foi realizar um screening genético para identificar, e
classificar variantes em genes de DNA polimerases com atividade TLS (REV3L, POLQ, REV1,
POLI, POLH, POLK, POLL e POLN) em pacientes portadores de SMD, relacionando 0s
achados com alteragdes cromossomicas e subtipos da doenca de menor e maior risco de
evolucdo para LMA. Foram sequenciadas, por NGS-1llumina, amostras de medula 6ssea de 50
pacientes diagnosticados com SMD, 17 classificados como SMD com excesso de blastos
(SMD-EB) e 13 pacientes classificados como SMD com sideroblastos em anel (SMD-SA). O
estudo citogenético foi realizado para caracterizagdo prognostica dos pacientes. Para analise
das variantes, foram utilizadas cinco ferramentas de predicdo de patogenicidade in silico
(Ensembl VEP, Mutation Taster, Sift, Mutpred e Provean) e, para analise de oncogenicidade,
foram utilizados padrdes para classificacdo de oncogenicidade de variantes somaticas (SOP),
recomendados pelo Clinical Genome Resource (ClinGen), Cancer Genomics Consortium
(CGC) e Variant Interpretation for Cancer Consortium (VICC). Foram selecionadas para
classificacdo de oncogenicidade neste estudo, variantes com perda de fungédo (LOF) e variantes
registradas no COSMIC Database. Para o gene POLQ, foram identificadas 194 variantes, 85
variantes missense, 38 variantes sindnimas e 17 variantes do tipo perda de fungdo (Lof -
frameshift, inframe, stop gained, stop loss, splice donor e splice aceptor). Das variantes
analisadas, 10 foram classificadas como VUS e 1 como Provavelmente Benigna. Para o gene
REV3L, foram identificadas 284 variantes (85 missense, 38 sindnimas e 17 com perda de
fungéo). Das variantes analisadas, 18 foram classificadas como Potencialmente Oncogénicas,
7 VUS e 3 Benignas. Para o gene POLI foram identificadas 58 variantes (22 missense, 7
sinbnimas e 17 com perda de funcdo. Das variantes analisadas, 3 foram classificadas como
Potencialmente Oncogénicas, 1 VUS e 2 como Benignas ou Provavelmente Benignas. Para o
gene REV1 foram identificadas 108 variantes (39 missense, 12 sindbnimas e 8 com perda de
funcdo. Das variantes analisadas, 2 foram classificadas como Potencialmente Oncogénicas e 4
como VUS. Para o gene POLH foram identificadas 22 variantes (18 missense e 4 sindnimas).
N&o identificamos variantes oncogénicas no gene POLH. Pacientes do subtipo SMD-EB
tiveram alta incidéncia de variantes LoF nos genes POLQ e REV3L, comparado a pacientes do
subtipo SMD-SA, representando perda do mecanismo de sintese translesdo nestes pacientes.
Pacientes do subtipo SMD-SA com cariotipo normal apresentaram menor frequéncia de
variantes LoF e maior frequéncia de variantes missense para os genes REV1 e POLI, bem como
altas taxas de variantes ndo-LoF, o que pode representar um biomarcador de instabilidade
gendmica na SMD. Um paciente com cariotipo complexo apresentou acimulo de mutacdes LoF
nos genes POLQ e REV3L, o que sugere que a grande instabilidade genética observada nos
pacientes com multiplas alteracdes cromossémicas possa estar presente devido a auséncia do
mecanismo TLS. Estes resultados reforcam o impacto de mutac6es no processo fisiopatoldgico
da SMD, em especial acometendo genes ndo incluidos em escores de risco prognostico.

Palavras-chave: Sindromes Mielodisplasicas. Sequenciamento de Nucleotideos em Larga
Escala. DNA Polimerase. Mutacao.



ABSTRACT

Myelodysplastic Neoplasms (MDS) is the most common bone marrow cancer in the elderly
over 65 years, characterized by cytopenias, cell dysplasias, ineffective hematopoiesis, and risk
of progression to acute myeloid leukemia. Cytogenetic alterations are present in 40-60% of
cases and 94% of patients have at least one oncogenic mutation. These changes are believed to
be due to DNA damage caused by endogenous oxidative processes or environmental exposure.
Tolerance to non-repairable DNA damage is performed by translesion synthesis DNA
polymerases (TLS), which pierce or correct the lesions; however, they can generate point
mutations, and their study is important in oncological diseases. The aim of this study was to
carry out a genetic screening to identify, characterize and classify variants in DNA polymerase
genes with TLS activity (REV3L, POLQ, REV1, POLI, POLH, POLK, POLL, and POLN) in
patients with MDS, relating the findings with chromosomal alterations and disease subtypes of
lower and higher risk of progression to AML. Bone marrow samples from 50 patients diagnosed
with MDS were sequenced by NGS-Illumina, with 17 classified as MDS with excess blasts
(SMD-EB) and 13 classified as MDS with ring sideroblasts (SMD-SA). The cytogenetic study
was performed for the prognostic characterization of the patients. For the analysis of the
variants obtained, five in silico pathogenicity prediction tools were used (Ensembl VEP,
Mutation Taster, Sift, Mutpred, and Provean) and, for the oncogenicity analysis of these
variants, standards for classification of oncogenicity of somatic variants (SOP), recommended
by the Clinical Genome Resource (ClinGen), Cancer Genomics Consortium (CGC) and Variant
Interpretation for Cancer Consortium (VICC). This study selected Loss-of-function (LoF)
variants registered in the COSMIC Database for oncogenicity classification. For the POLQ
gene, 194 variants, 85 missense variants, 38 synonymous variants, and 17 loss-of-function
variants (Lof - frameshift, inframe, stop gained, stop loss, splice donor, and splice acceptor)
were identified. Of the analyzed variants, 10 were classified as VUS and 1 as Probably Benign.
For the REV3L gene, 284 variants were identified (85 missense, 38 synonyms, and 17 with loss
of function). Of the analyzed variants, 18 were classified as Potentially Oncogenic, 7 as VUS,
and 3 as Benign. For the POLI gene, 58 variants were identified (22 missense, 7 synonyms, and
17 with loss of function. Of the analyzed variants, 3 were classified as Potentially Oncogenic,
1 as VVUS, and 2 as Benign or Probably Benign. For the REV1 gene, 108 variants were identified
(39 missense, 12 synonyms, and 8 with loss of function. Of the analyzed variants, 2 were
classified as Potentially Oncogenic and 4 as VUS. For the POLH gene, 22 variants were
identified (18 missense and 4 synonyms). We did not identify oncogenic variants in the gene
POLH. Patients of the SMD-EB subtype had a high incidence of LoF variants in the POLQ and
REV3L genes, compared to patients of the SMD-SA subtype, representing loss of the translesion
synthesis mechanism in these patients. Patients of the SMD-SA subtype with normal karyotype
had less frequency of LoF variants and higher frequency of missense variants for the REV1 and
POLI genes, as well as high rates of non-LoF variants, which may represent a biomarker of
genomic instability in MDS. A patient with a complex karyotype showed an accumulation of
LoF mutations in the POLQ and REV3L genes, which suggests that the great genetic instability
observed in patients with multiple chromosomal alterations may be present due to the absence
of the TLS mechanism. These results reinforce the impact of genetic mutations on the
pathophysiological process of MDS, especially affecting genes not included in current
prognostic risk scores.

Keywords: Myelodysplastic Syndrome. NGS. DNA Polymerase. Mutation
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1. INTRODUCAO
1.1. Neoplasia Mielodispléasica

1.1.1. Aspectos gerais e epidemiologia

A Neoplasia Mielodisplasica (SMD) é um cancer da medula dssea caracterizado
por distarbios de diferenciacdo e maturacdo celular que tem como consequéncia displasias em
uma ou mais linhagens celulares, citopenia(s) no sangue periférico, medula dssea (MO)
hipercelular e risco de evolugédo para Leucemia Mieloide Aguda (LMA) em 30% a 40% dos
casos (ARBER et al., 2016; HASSERJIAN, 2019).

A fisiopatologia da doenca compreende multiplos estagios e pode acometer
diversas vias de sinalizacdo, sendo a grande heterogeneidade da SMD o que a torna uma das
doencas mais desafiadoras da oncohematologia. Seu curso clinico pode ser dividido em duas
fases distintas, alto risco e baixo risco de progressdo para LMA, tendo como principais critérios
o numero de linhagens celulares displasicas, a porcentagem de blastos na medula dssea, que
aumenta conforme a evolucdo da doencga, e a presenca de alteracdes moleculares especificas
(VARDIMAN et al, 2008; BEJAR, 2014; ALAGGIO et al, 2022).

A SMD ¢ reconhecida como “a doenga do idoso” por acometer, prioritariamente,
individuos com idade superior a 70 anos, sendo mais comum em individuos do sexo masculino.
Em 2016, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) publicou a epidemiologia da SMD: em
individuos acima de 70 anos, a incidéncia é de 20 casos por 100.000 de habitantes, porém foi
estimado que a real incidéncia nessa faixa de idade seja de 75 casos por 100.000 habitantes,
devido a baixa notificacdo de casos de cancer em geral. Apesar da fisiopatologia desta neoplasia
ainda ndo estar completamente elucidada, sabe-se que agentes citotdxicos que causam danos a
medula 6ssea, como o0 benzeno, cigarro e venenos agricolas, sdo possiveis agentes etioldgicos
da SMD (CHAMSEDDINE et al., 2016; COSTA et al., 2021; SWERDLOW et al., 2017)

1.1.2. Etiologia

Estudos epidemioldgicos demonstram diversos fatores de risco associados ao
desenvolvimento da SMD, como a exposicéo prolongada ao benzeno, tabaco, formol e venenos
quimicos agricolas (pesticidas, herbicidas e fertilizantes) bem como a radiacdo ionizante
(SEKERES, 2010; CHAMSEDDINE et al, 2016; BOWEN et al, 2013; ADES et al, 2014).

Algumas doencas congénitas, como a anemia de Fanconi, podem, ocasionalmente, levar ao
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desenvolvimento da doenca (ALTER et al, 2014). No entanto, no que tange a alteracGes
congénitas, embora existam casos raros descritos na literatura de SMD com componente
familiar, ndo foram encontradas correlagdes significativas da doenca como condicdo hereditaria
ou congénita, apesar de conhecermos mutacdes germinativas associadas a SMD com

componente familiar (LIEW et al, 2011)

Os fatores etioldgicos da SMD se tornaram uma importante linha de pesquisa de
nosso grupo, com alguns trabalhos ja publicados e outros em andamento. Recentemente,
relatamos importantes associacdes entre a exposicao cronica a agrotdxicos e a desregulacdo na
expressdo de genes relacionados ao sistema de reparo do DNA, bem como alteracGes em
marcadores epigenéticos associadas aos mecanismos de sintese translesdo e identificacdo de
alteracdes cromossdmicas na medula 0ssea de trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos,
demonstrando o impacto da exposicdo a venenos agricolas nas células da medula 6ssea
(COSTA et al, 2021; CAVALCANTE et al, 2022)

1.1.3. Mecanismos de Patogénese da Neoplasia Mielodisplasica

O modelo proposto mais aceito para fisiopatologia da SMD é o modelo de mdltiplos
passos que engloba alteracfes funcionais nas células tronco hematopoéticas (CTH) que podem
ser causadas pelo envelhecimento e a senescéncia celular (por exemplo, devido ao
encurtamento dos teldmeros), pela exposicdo a agentes genotoxicos, como 0S venenos
agricolas, ou por alguma condicdo inflamatéria no microambiente medular. Essas alteracGes
funcionais sdo decorrentes de modificagdes moleculares, genéticas e epigenéticas e, como
consequéncia, ocasionam imunidade inata desregulada, hematopoese ineficaz e alteracfes no
processo de apoptose, mecanismos de reparo do DNA e maquinaria do ciclo celular, sendo tais
fendmenos gerados de modo independente ou inter-relacionados (Figura 1) (GARCIA-
MANERO et al, 2016; ADES et al, 2014; CHAMSEDDINE et al, 2016).

No modelo de maltiplos passos para a patogénese da SMD, inicialmente, vé-se que
condic@es inflamatorias do microambiente medular decorrente da senescéncia provocariam
alteracdes no estroma, citocinas e sistema imune (NAEIM; RAO; GRODY, 2008). Associados
a essas alteracBes, agentes genotdxicos causariam lesdo ao DNA das células tronco
hematopoiéticas (CTH) levando ao aparecimento de um clone anormal precursor de células
hematopoéticas disfuncionais e morfologicamente displéasicas (NAEIM; RAO; GRODY,

2008). O acimulo dessas lesdes em mecanismos de controle do ciclo celular, transcrigdo de
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genes supressores tumorais, reparo do DNA ou mecanismos epigenéticos podem levar a
dominéncia das CTH anormais mutadas (Figura 1).

A aquisicdo de uma ou multiplas mutagdes genéticas nas CTH podem causar falhas
na diferenciacdo, enquanto defeitos subsequentes, possivelmente em oncogenes, causam 0
blogueio da diferenciacdo, estimulam a proliferacdo e afetam a susceptibilidade a apoptose de
progenitores eritrdides e mieloides, causando a expansdo do clone anormal. Esse quadro
configura a hematopoese ineficaz e o fendtipo clinico caracteristico da doenca, que leva a
citopenias no sangue periférico apesar da medula 6ssea hipercelular (OLNEY; LE BEAU,
2002). Quando a SMD evolui para um estagio avancado ocorre a diminuicdo da apoptose,
promovida por falhas nos mecanismos de reparo, pelo bloqueio da diferenciacdo e o acimulo
de mutacBes genéticas subclonais que garantem vantagem proliferativa significativa a
populacdo mutante sobre o tipo selvagem, o que pode levar a evolugdo da doenca para LMA
(Figura 1).

Na presenca de um mecanismo de reparo totalmente operante que responda e
conserte as lesdes ao DNA causadas por agentes genotoxicos ou por processos enddgenos, sao
poucas as chances de que as mutacdes que resultam em diferenciacdo anormal ou levam ao
aumento da proliferacdo, ocorram dentro da mesma ceélula. No entanto, essa probabilidade e,
portanto, o risco de desenvolver SMD ou LMA, pode aumentar drasticamente quando a
maquinaria de reparo € deficiente. Alternativamente, o uso inadequado de um mecanismo de
reparo de DNA ou a presenca de um mecanismo de tolerancia a danos de baixa fidelidade, pior
ainda, a total auséncia dos dois mecanismos de resposta a danos, também pode aumentar o risco
de acumular multiplas mutagdes no DNA na mesma célula (ZHOU et al, 2015), levando ao
fendtipo da SMD.
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Figura 1: Representacdo esquematica da patogénese e evolucdo da Neoplasia Mielodisplésica

SMD INICIAL SMD AVANCADA
Falha nos mecanismos
de reparo
Mutagoes Resisténcia
adicionais a apoptose

AlteragGes

no estroma
AlteragGes no Alteragdes
Sistema Imune nas Citocinas

VANTAGEM
PROLIFERATIVA DE
CLONES ABERRANTES

AUMENTO DE APOPTOSE E
HEMATOPOIESE INEFICAZ

CITOPENIAS SEVERAS
RISCO DE

CITOPENIAS PERIFERICAS

TRANSFORMACAO

Blastos <5% Blastos <20%

Legenda: Danos no DNA e alteracfes epigenéticas sdo causados pela exposi¢do prolongada a condicfes inflamatorias, a agentes genotdxicos e/ou disfuncdo dos telémeros,
causada pelo envelhecimento e senescéncia celular. Tais lesbes e alteracdes tem como consequéncia mudangas funcionais nas células tronco hematopoéticas (CTH), o que pode
levar ao desenvolvimento de SMD. Na SMD inicial, ha um aumento da apoptose e hematopoese ineficaz, causadas por alteragdes no microambiente medular, na secrecao de
citocinas e no sistema imune inato. Essas mudangas desencadeiam a supressao das células saudaveis, levando a presenca de citopenias periféricas. Na SMD avancgada, ocorrem
falhas nos mecanismos de reparo, mutagoes adicionais na CTH e, além disso, o clone displéasico adquire resisténcia a apoptose e vantagem proliferativa, 0 que traz risco
aumentado de transformacao para LMA. Abreviages: CPH: Célula progenitora Hematopoiética; CPL: célula precursora linfoide; CPM: célula precursora mieloide; CPEM:
Célula Precursora de Eritrocitos e Megacariocitos; CPGM: Célula Precursora de Granuldcitos e Mondcitos. Fonte: Adaptado de Elias et al (2013) e Chamseddine et al (2016).
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1.1.4. O papel das alteracGes cromossoémicas na patogénese da SMD

A citogenética é a mais importante variavel na determinacdo do progndstico da
SMD (BERNASCONI et al., 2013). Aproximadamente 40-60% dos pacientes com SMD de
novo e até 80% dos pacientes com SMD secundaria, em que o desenvolvimento da doenca
ocorre ap0s um periodo prévio de exposi¢cdo a radio e/ou quimioterdpicos, apresentam
alteracdes cromossémicas o (CHAMSEDDINE et al., 2016; GREENBERG et al., 1997, 2012;
SWERDLOW et al., 2016)

Ao contrario de outras neoplasias hematologicas caracterizadas por alteracdes
cromossémicas equilibradas, tais como translocacdes reciprocas e inverses ocorridas em
LMA, as quais resultam em mutagdes dominantes e ativacdo de oncogenes, a SMD esta
geralmente associada a alteragdes cromossdmicas ndo equilibradas (FEARON et al., 2002).
Muitas das alteragdes cromossdmicas recorrentes na SMD levam a perda de material genético
e consequente inativacdo de genes supressores tumorais (FEARON et al., 2002), sendo as
alteracdes cromossdmicas mais frequentes, a delecdo dos cromossomos 5 e 7, a trissomia do
cromossomo 8 e a nulissomia do cromossomo Y. (OLNEY; LE BEAU, 2002).

A maioria dessas anormalidades cromossdmicas representam eventos genéticos
secundarios resultantes da instabilidade gendémica intrinseca a doenca ao invés de serem parte
da patogénese primaria, com excecdo da del(5q), a qual apresenta relacdo direta com a base
fisiopatolégica de um subgrupo, a SMD com del(5q) isolada. A fisiopatologia do fenétipo da
SMD com del(5q) isolada € associada a haploinsuficiéncia dos genes RPS14 e CSNK1AL,
localizados na regido deletada do cromossomo 5, provavelmente causada pela acdo da proteina
p53. Os pacientes com del(5q) isolada possuem uma média de sobrevida alta com menor risco
de evolucdo para LMA, além de responderem ao tratamento com lenalidomida, o qual diminui
o clone aberrante, porém, a presenca de mutacdes no gene TP53 aumenta a resisténcia ao
tratamento (JAN; SPERLING; EBERT, 2021; SHAHRABI et al., 2016; SWERDLOW et al.,
2017h).

1.1.5 O papel das mutacGes na patogénese da SMD

No final dos anos 80, Hirai e colaboboradores (1988) publicaram o primeiro relato de
uma mutacdo somatica em pacientes com Neoplasia Mielodisplasica. Foi identificada uma
mutacao pontual no codon 13 responsavel pela ativacdo do oncogene NRAS em trés pacientes
com SMD. Partindo da observacao de que os trés pacientes evoluiram para LMA apds um ano

de seguimento, 0s pesquisadores sugeriram a participacdo do gene NRAS na progresséo e
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evolucdo da doenca. Dai em diante, diversos estudos passaram a realizar pesquisas envolvendo
mutacdes nos oncogenes da familia RAS em pacientes com Sindrome SMD. Estas pesquisas
deram o pontapé inicial nos estudos envolvendo muta¢6es nesta doenca a como fator primordial
na sua patogénese. A descoberta de mutagdes nos genes da familia RAS foram seguidas, nos 10
anos subsequentes, por evidéncias de mutaces nos genes FMS e TP53 e associagdes dessas
mutacdes com a sobrevida dos pacientes. tniciavam-se, assim, as associagdes entre mutacoes
no DNA de pacientes com SMD com sua etilogia, patogénese, diagndstico e progndstico
(HIRAL, 1988)

O advento do Sequenciamento de Nova Geragdo (do inglés, Next Generation
Sequencing - NGS) revolucionou o manejo dos pacientes com SMD e proporcionou novos
conhecimentos acerca das bases genéticas e moleculares de sua patogénese, permitindo a
descoberta das principais mutacdes que estariam envolvidas com o desenvolvimento e
progressao da doenca. No inicio dos anos 2000, trés estudos foram marcantes nas pesquisas
com alteragdes moleculares na SMD, com a identificacdo de mais de 40 mutagdes ocorrendo
em genes de diferentes vias de sinalizacao identificadas de forma recorrente na SMD. Bejar e
colaboradores (2011) avaliaram um painel de 111 genes em 439 pacientes e teve como resultado
a detecgdo de mutagdes em 18 genes, com 51% dos pacientes apresentando pelo menos uma
mutacdo pontual. No ano de 2013, Papaemmanuil e colaboradores avaliaram um painel também
de 111 genes em 738 pacientes, identificando 2260 SNVs (variante de nucleotideo Unico, do
inglés - single nucleotide variant) em 43 genes. Um ano apds a avaliacdo feita por
Papaemmanuil (2013), Haferlach e colaboradores (2014) desenvolveram um painel com 104
genes, avaliado em 944 pacientes e identificaram 2764 variantes, dentre SNV’s e indels
(insercOes e delecBes) em 96 dos 104 genes. Estas pesquisas de screening genético permitiram
as primeiras identificacdes de mutacBGes que sdo, hoje, biomarcadores na doenca, e possuem
grande relevancia clinica, impactando diretamente o progndstico e a sobrevida dos pacientes
(BEJAR et al, 2011; PAPAEMMANUIL et al, 2013; HAFERLACH et al, 2014).

Mais de 20 anos apds os primeiros estudos com muta¢des em SMD, nosso grupo de
pesquisa teve o prazer de participar da construcdo de um sistema de progndstico que soma as
mutacBes oncogénicas a estratificagdo de risco dos pacientes. Elsa e colaboradores (2022)
publicaram o International Prognostic Scoring System-Molecular (IPSS-M), um método
prognostico validado que incorpora mutages somaticas aos dados clinicos e citogenéticos para
melhorar a estratificacdo de risco dos pacientes com SMD, com o desenvolvimento, inclusive,
de uma calculadora de acesso aberto para uso na préatica clinica. Até entdo, a estratificacdo de

risco e a tomada de decisdo terapéutica na SMD eram baseadas no International Prognostic
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Scoring System —Revised (IPSS-R), que considera pardmetros hematoldgicos e alteracGes
citogenéticas (ELSA et al, 2022)

Resumidamente, o IPSS-M incorpora as seguintes informacGes moleculares a
patogénese e estratificacdo de risco da SMD:

e Em 94% dos casos ha, pelo menos, uma mutacdo oncogénica;

e Cada paciente apresenta, em média, a presenca de quatro mutagdes oncogeénicas;

e 121 genes se encontram recorrentemente mutados;

e Existem 9.254 mutac¢Bes oncogénicas na SMD;

e A severidade da SMD se relaciona proporcionalmente com o nimero de
mutacdes oncogénicas;

e A perda de heterozigose é um fendmeno frequente no genoma de pacientes com
SMD;

e Pacientes com duas ou mais mutacGes no TP53 (fendmeno multi-hit) tem um
prognostico sombrio, com menor sobrevida comparado aos pacientes com
apenas uma mutacao.

e Comparado com o IPSS-R, o IPSS-M melhorou a discriminacdo prognostica em

todos os desfechos clinicos e reestratificou 46% dos pacientes;

O IPSS-M se torna hoje ferramenta fundamental para diagnostico, progndstico,
desenvolvimento e validacdo de estratégias de tratamento para pacientes com SMD. Um estudo
de validacdo do IPSS-M publicado por Sauta e colaboradores (2023) demonstrou que houve
mudanca no grupo de risco em 46% dos pacientes avaliados, comparado com a estratificagéo
baseada apenas no IPSS-R (SAUTA et al, 2023). Dessa forma, os dados moleculares mostram
o grande beneficio de direcionar a pesquisa de mutacdes usando NGS para progndéstico e

estratificacdo de risco do paciente com SMD.

1.1.5. Classificagdo Clinica da Neoplasia Mielodisplésica

O termo “Sindrome Mielodisplésica” foi formalmente introduzido em 1982 em uma
revisao da classificacdo Franco-Americano-Britanica (FAB) publicada em 1976 (BENNET et
al., 1976). Desde entdo, diversos sistemas de classificacdo tém sido propostos com o intuito de
auxiliar no manejo do paciente, decisdo terapéutica, estimar sua sobrevida e risco de

transformacéo para LMA.
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No intuito de incluir informacdes emergentes e aperfeigcoar o valor progndéstico da
doenga, em 2001, 2008, 2016 e 2022 a OMS vem aperfeicoando a classificacdo inicial da
doenca, sempre introduzindo caracteristicas bioldgicas e geneticas para definir o significado
clinico de cada entidade patoldgica que compde a SMD: clinica, morfologia, citogenética e
alteracdes moleculares (VARDIMAN et al, 2008, SWERDLOW et al, 2016; KHOURY et al,
2022).

No ano de 2016, foi dado o primeiro passo na nova era de classificacdo da doenca:
a era molecular. A OMS revisou novamente sua classificacdo e encorajou a pesquisa de
mutacdo no gene SF3B1, por apresentar forte relagdo com a porcentagem de sideroblastos em
anel na MO, definindo a categoria SMD-SA. Esta foi a inica mutagéo adicionada a classificacdo
da OMS de 2016, a qual é definida pela presenca de citopenias ao diagnostico, quantidade de
linhagens mieloides atingidas por displasias, porcentagem de blastos na MO e/ou no sangue
periférico e presenca de sideroblastos em anel. Apenas uma alteragdo citogenética e definidora
de subtipo, a SMD com del(5q) isolada (ARBER et al, 2016).

O risco de evolugdo para LMA varia de acordo com a classificacdo do paciente,
com subtipos apresentando baixo risco de evolucdo, um curso clinico que esta associado a maior
sobrevida, enquanto outros subtipos tem caracteristicas clinicas mais graves, como 0 aumento
de blastos e apresentam maior risco de evolugdo, com menor sobrevida. Baseado nos dados de
sobrevida e evolucdo para LMA, os subgrupos da SMD classificados pela OMS 2016 podem
ser divididos em baixo risco (SMD com sideroblastos em anel) e alto risco de evolucgéo para
LMA (SMD com excesso de blastos) (ARBER et al., 2016).

A classificacdo mais atual da OMS, publicada em 2022, deu énfase as alteracdes
genéticas e trouxe grandes avangos incorporando mutacfes oncogénicas na estratificacdo de
subtipos da doenca. Resumidamente, esta nova classificacdo dividiu a SMD em dois grandes
grupos principais: SMD com anormalidades genéticas definidoras e SMD definida pela
morfologia, em que os critérios morfologicos foram padronizados e 0 nimero de subtipos
reduzido (KHOURY et al, 2022).

Dentro do grupo de SMD com anormalidades genéticas definidoras, destacamos o
subtipo com inativagdo bialélica de TP53, definido pela presenca de mutacdes multi-hit neste
gene. Adicionalmente, a presenca de uma mutacdo no gene SF3B1 e baixa porcentagem de
blastos na MO substitui a entidade anterior de SMD com sideroblastos em anel (MDS-SA) e é
incorporado como um novo subtipo, SMD-SF3B.1.

No entanto, a incorporacdo das pesquisas moleculares & préatica cientifica ou a

préatica clinica ainda é uma realidade distante para paises da America Latina, como o Brasil,
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dificultando o uso da classificagédo da OMS de 2022 nestes pacientes. Dessa forma, no estudo

em questdo, utilizamos a classificagdo da OMS de 2016 por nédo ser factivel a realizagdo de

testes genéticos adicionais nestes pacientes. Os critérios de classificacdo da OMS de 2016

podem ser consultados aa tabela abaixo:

Tabela 1: Classificacdo clinica da SMD segundo os critérios da OMS 2016

SUBTIPO DE SMD SANGUE PERIFERICO

(SMD-DU) <1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

Citopenia em 1 ou mais linhagens; <1%

(SMD-DM) de blastos

SMD COM SIDEROBLASTOS EM ANEL (SMD-SA)

(SMD-SA-DU) <1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

Citopenia em 1 ou mais linhagens; <1%

(SMD-SA-DM) de blastos

SMD com Excesso de Blastos (SMD-EB)

Citopenia em 1 ou mais linhagens; 2 a

(SMD-EB1) 4% de blastos

Citopenia em 1 ou mais linhagens; 5 a
(SMD-EB2) 19% de blastos

SMD inclassificvel (SMD-i)

SMD-i com1% de blastos . . -
Citopenia em 1 ou mais linhagens;

<1%" de blastos

SMD-i com displasia em
Unica linhagem e
pancitopenia

Citopenia em 3 linhagens; <1% de
blastos

SMD-i baseada em
alteraces citogenéticas

Citopenia em 1 ou mais linhagens; <1%
de blastos

SMD com del(5q) isolada  <1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

MEDULA OSSEA

Displasia em 1 linhagem; 5%* de
Sideroblastos em anel; <5% de blastos

Displasia em 2 ou 3 linhagens; 5% de
Sideroblastos em anel*; <5% de blastos

Displasia em 1 linhagem; >15% ou >5%* de
Sideroblastos em anel; <5% de blastos

Displasia em 2 ou 3 linhagens; >15% ou
>5%%* de Sideroblastos em anel; <5% de
blastos

Displasia em 0,1, 2 ou 3 linhagens; 5 a 9%
de blastos

Displasia em 0,1, 2 ou 3 linhagens; 10 a 19%
de blastos

Displasia em 1 ou mais linhagens; <5% de
blastos

Displasia em 1 linhagem; <5% de blastos

Auséncia de displasias; <15% de
Sideroblastos em anel; <5% de blastos

Displasia em 1 ou mais linhagens; <5% de
blastos; del(5q) isolada ou com 1 alteracéo
adicional, exceto del(7q)/-7

Legenda: SMD-DU (SMD com displasia unilinhagem), SMD-DM (SMD com displasia multilinhagem), SMD-
AS (SMD com sideroblastos em anel), SMD-SA-DU (SMD com sideroblastos em anel e displasia unilinhagem),
SMD-SA-DM (SMD com sideroblastos em anel e displasia multilinhagem), SMD-EB (SMD com excesso de

blastos).
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1.1.6. Estratificaco Progndstica da Neoplasia Mielodisplasica

Por ser uma neoplasia de natureza extremamente heterogénea, se tornou necessario o
desenvolvimento de ferramentas que possibilitem uma avaliacdo prognéstica mais acurada com
relacdo a sobrevida e evolucdo para LMA, a fim de auxiliar nas decisdes clinicas e terapéuticas.
Em 1997, Greenberg e colaboradores criaram o Indice Internacional de Escore Progndstico
(IPSS) para SMD, um tipo de estratificacdo progndstica que permite predizer o risco de
transformacédo leucémica assim como a mediana de sobrevida esperada para cada paciente
(GREENBERG et al., 1997). Este sistema de predicdo de progndstico teve a colaboracao da
Prof. Dra. Silvia Magalhaes, coordenadora do nosso grupo de pesquisa. Em 2012 foi publicada
a revisdo do IPSS (IPSS-R), fazendo um refinamento nos parametros, sendo ainda hoje o
principal sistema prognostico utilizado na SMD. As variaveis utilizadas no IPSS-R so:
alteracdes citogenéticas, porcentagem de blastos na medula dssea, valores de hemoglobina,
plaquetas e contagem absoluta de neutréfilos (ANC) e ap6s analise multivariada com tempo de
sobrevida e transformacdo para LMA, foram criadas 5 categorias de risco: muito baixo, baixo,
intermediéario, alto e muito alto risco (Figura 2) (GREENBERG et al., 2012). A figura 2
representa os grupos de risco definidos pelo IPSS-R.

Figura 2: Categorias de risco e escores prognoésticos segundo o IPSS-R

GRUPO DE RISCO CITOGENETICO

Muito Favoravel del(11q), -Y

Favoravel Normal, del(5q), del(12p), del(20q), duas alteragdes incluindo del(5q).

Desfavoravel

o
1
Intermediario 2 del(7q), +8, +19, i(17q), +19, qualquer outra alteragdo.
3 del(3q), -7, duas alteracdes incluindo 7, del(7q), presenca de cariétipo complexo (3 alteracdes)
a

Muito desfavoravel Presenca de caridtipo complexo: > 3 alteracbes

% DE BLASTOS MO

CATEGORIA DE RISCO SOBREVIDA EVOLUGAO LMA

HEMOGLOBINA (g/dL)
>10 Muito Baixo 8,8(7.8-9,9)

Baixo 5,3 (5,1-5,7) 10.8
8a<10

Intermediario 3,0(2,7-3,3) 3.2

<8

Alto 1,6(1,5-1,7} 14

PLAQUETAS (mil cél/mm?)
2100 0
50 a <100 0.5
<50

ANC (mm?)
2800

<800

Fonte: Adaptado de Bejar (2014).
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1.2.Les6es ao DNA e Mecanismos de resposta aos danos

Estima-se que mais de 10.000 lesGes de fita simples no DNA sejam produzidas
diariamente (HOEIJMAKERS, 2009). Essas lesGes podem ser causadas por moléculas reativas
endogenamente produzidas ou por agentes ambientais, como luz ultravioleta, radiacédo
ionizante, metais pesados, quimioterdpicos, formol e venenos agricolas (LINDAHL, 1993;
HWA YUN, 2018). Quando ndo reparadas, essas lesdes podem levar a muta¢des pontuais ou
alteracdes cromossdmicas em larga escala que ameacam a viabilidade celular. Por exemplo, a
luz UV e o Raio-X induzem dimeros de pirimidina e quebras de fita simples e dupla na hélice
do DNA, causando alteracbes na replicacdo e transcricdo de genes, falhas reprodutivas,
mutacdes e morte celular (OZTURK e DEMIR, 2011). Os efeitos a longo prazo resultantes
dessas falhas e mutacdes contribuem para o envelhecimento celular, para doencas relacionas a
senescéncia e neurodegeneracao e para a carcinogénese (I'YAMA e WILSON, 2013; LANGIE
et al., 2015).

Os estudos no campo de respostas a danos no DNA se iniciaram de forma indireta
na primeira metade do século XX, nos Estados Unidos da América (EUA) (FRIEDBERG,
2008). O aumento das pesquisas para confeccdo de armas atbmicas trouxe uma maior atencao
da comunidade cientifica para os efeitos da radiagdo em organismos biol6gicos. No comeco da
década de 1940 ja se tornava evidente que agentes que levam a alteracfes mutagénicas (tais
como radiacdo ionizante e ultravioleta) sdo capazes de interagir e causar danos no material
genético das células. Em adicdo a isso, emergiam evidéncias que sugeriam que organismos
vivos eram capazes de se recuperar dos efeitos letais destes agentes (HOLLAENDER &
CURTIS, 1935).

Com o passar dos anos, diversos mecanismos de vigilancia, reparo e tolerancia aos
danos no DNA evoluiram com o intuito de impedir suas consequéncias deletérias, detectando
e sinalizando a presenca de lesdes e promovendo seu reparo. Existem situa¢fes em que as lesdes
no DNA nédo podem ser totalmente reparadas e as células séo forcadas a tolerar esses danos.
Assim, a resposta aos danos no DNA pode resultar em reparo ou em tolerancia aos danos e
podem diferir quanto as varias classes de lesdes, mas todas tem 0 mesmo objetivo: manutengdo
da estabilidade genémica (Figura 5) (LINDAHL et al, 1999).

1.3. Mecanismos de Reparo do DNA

Para neutralizar lesbes no DNA, a célula coloca em funcionamento uma rede

coordenada de cascata de sinalizacdo denominada DNA Damage Response (DDR). A DDR
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detecta a lesdo no DNA e transmite um sinal para ativar o controle do ponto de verificagcdo do
ciclo celular a fim de retardar a progressao do ciclo celular e permitir que o dano seja reparado
pelo recrutamento de mecanismos de reparo especificos para cada tipo de dano (GHOSAL,
2013).

Existem cinco vias principais de reparo de danos que operam em mamiferos, com
varia¢fes em cada uma delas, dependendo do tipo de lesdo: reparo por excisao de nucleotideos
(NER), reparo por excisdao de bases (BER), o reparo de erros de emparelhamento de bases
(MMR), que sdo mecanismos de reparo de fita simples e a recombinacdo homdloga (HR) e
juncdo por extremidades ndo-homologas (NHEJ) que figuram entre os mecanismos de reparo
de fita dupla de DNA (Figura 3) (IYAMA e WILSON, 2013).

Os mecanismos atuantes no reparo de fita simples por excisdo consistem na
remocao de uma regido danificada por nucleases especializadas e, em seguida, para preencher
a lacuna, a sintese de DNA é realizada por uma DNA polimerase que utiliza a fita ndo-
danificada como molde. Estes mecanismos reparam os dimeros timina-timina, o tipo mais
comum de dano causado pela luz UV, que interferem tanto na replicacdo quanto na transcricédo
do DNA. O reparo por excisdo também pode corrigir regides de DNA contendo bases alteradas
pela insercdo de grandes grupos quimicos, por exemplo, carcinégenos como benzo-pireno. A
NER lida com a ampla classe de lesdes exdgenas que distorcem a hélice, interferem no
pareamento de bases e geralmente obstruem a transcrigéo e a replicagdo normal. Por sua vez,
pequenas alteracdes quimicas de bases, que podem ou ndo impedir a transcricao e a replicacao,
sdo alvos de BER. As lesbes reparadas por BER estdo principalmente, mas ndo exclusivamente,
relacionadas a danos de origem enddgena (KAO et al., 2005; IYAMA e WILSON, 2013). Jao
mecanismo MMR atua principalmente no reconhecimento e reparacdo de erros nas insercoes
de bases e presenca de dele¢des incorporadas no DNA que podem surgir durante a replicacdo e
na recombinacdo do DNA (IYAMA e WILSON, 2013).

As leses de fita dupla sdo as mais deletérias formas de dano ao DNA, uma vez que
as ambas as fitas da molécula sdo afetadas e podem contribuir para a formacdo de
anormalidades cromossémicas, morte celular e transformacdo neoplasica (BOHGAKI,
HAKEM, 2010; IYAMA e WILSON, 2013). Surgem pela acéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou induzidos por fontes exdgenas como terapia antineoplasica, radiacdo ionizante e
produtos quimicos genotdxicos (I'YAMA e WILSON, 2013).

A via HR requer uma cromaétide-irmd homaéloga para sua execugdo, ao passo que a
via NHEJ pode ocorrer em células que estejam ou ndo em divisdo, ndo necessitando de uma

sequéncia homéloga de controle, o que faz dela uma via com maiores chances de erro
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(OZTURK e DEMIR, 2011). Diversas doencas humanas derivam-se de deficiéncias em HR e
NHEJ e exibem defeitos no desenvolvimento, imunolégicos e neuroldgicos, assim como
sensibilidade a radiacdo, fenotipos de envelhecimento precoce e predisposi¢cdo ao cancer
(IYAMA e WILSON, 2013).

No estudo de Ribeiro e colaboradores (2013), o qual compde 0 nosso grupo de
pesquisa, foi demonstrado que varia¢des polimérficas do gene ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutada — gene com importante atividade de sinalizacdo de lesdo no DNA) sdo associadas ao
desenvolvimento de SMD de baixo risco e que polimorfismos dos genes de reparo do DNA séo
associados a patogénese da Neoplasia Mielodisplasica (RIBEIRO, 2013).

Uma vez reparado o dano, a célula volta a entrar no ciclo celular, o genoma €
duplicado de uma maneira livre de erros por DNA polimerases de alta fidelidade e transmitido
para as células filhas. Durante a fase S, quando o DNA esta sendo replicado, se as DNA
polimerases de alta fidelidade encontram lesGes volumosas ou distorgfes na estrutura
secundaria da molécula de DNA elas param a replicagdo, uma vez que seus sitios ativos sao
incapazes de acomodar esse tipo de lesdo. Isso resulta na imobilizacdo da forquilha de
replicacdo e desacoplamento das polimerases replicativas. Essa prolongada estagnacdo pode
levar ao colapso da forquilha de replicacdo e, em ultima analise, a instabilidade do genoma.
Diversas enzimas atuam nesse ponto a fim de reestabilizar a forquilha e reiniciar a replicacéo.
Assim, uma segunda resposta ao DNA danificado, denominado DNA Damage Tolerance
(DDT) atua para promover a replicacdo através e além de um modelo alterado, deixando que o
dano seja reparado em um momento posterior, reduzindo assim o risco geral de colapso da
forquilha de replicagéo e instabilidade do genoma (figura 3) (POWERS, 2018; GHOSAL, 2013;
ANDERSEN, 2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica dos Mecanismos de Reparo e Toleréncia a danos no

DNA

gz;;ﬂ

REPARO DO DNA & [ TOLERANCIA AOS DANOS ]

PCNA
DNA POLIMERASES TLS

e

FAMILIAY

Legenda: NER: Reparo por excisdo de nucleotideos; BER: Reparo por excisdo de bases; NHEJ: juncdo por
extremidades ndo-homdlogas; HR: Recombina¢do Homdloga; PCNA: Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular;
TLS: Translesdo; POLQ: DNA Polimerase theta; POLN: DNA Polimerase nu; POLL: DNA Polimerase lambda;
POLI: DNA Polimerase iota; POLH: DNA Polimerase eta; POLK: DNA Polimerase kappa; REV3L: DNA
Directed Polymerase Zeta Catalytic Subunit; REV1: DNA Directed Polymerase.

Fonte: Elaborada pelo autor

1.4. Mecanismos de tolerancia a danos no DNA: Sintese Translesdo

As DNA polimerases replicativas sdo particularmente especificas para pares de
bases de DNA normais, mas seu sitio ativo ndo é capaz de acomodar bases alteradas ou com
presenca de lesdes volumosas. Para resolver este impasse, as células dispdem de um importante
mecanismo para promover a passagem através destes danos: a sintese Translesdo (Figura 2).
Este mecanismo envolve a atividade de DNA polimerases especializadas capazes de sintetizar
o DNA através da lesdo (LIVNEH, 2010; POWERS e WASHINGTON, 2018). Essas
polimerases ndo replicativas com atividade translesdo (TLS) sdo uma classe de polimerases
com baixa processabilidade e baixa fidelidade, mas que possuem grande flexibilidade
conformacional, com um sitio catalitico maior que as permitem moldar-se sobre distor¢des no
DNA. Essas enzimas replicam o DNA danificado de uma maneira livre de erros (quando fazem

0 pareamento correto de bases), de uma maneira propensa a erros (quando fazem o pareamento
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incorreto de bases) ou transpassam a lesdo sem remové-la e continuam a replicar um curto
trecho do DNA evitando o colapso da forquilha de replicacdo e a geracdo de instabilidade
cromossomica (Figura 4). (CHANG, 2009; FRIEDBERG, 2002; LIVNEH, 2010)

A ativacdo e regulacdo do mecanismo TLS é mediada em 3 fases: (1) Acesso ao
DNA. Como as polimerases TLS s&o mutagénicas, seu acesso ao DNA deve ser restrito ao
local da leséo. (2) A selecdo de uma DNA polimerase especifica para sua lesdo cognata e (3)
Troca ou ndo da Polimerase TLS por outra no momento da extensdo da fita. Essas regulacfes
sdo intermediadas por modificagdes do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)
(DAIGAKU, 2010; ZHOU, 2017), que, apos a parada na forquilha de replicacdo, € mono ou
poliubiquitinada pelo complexo RAD6-RAD18 na lisina 164 (Figura 4). (DAIGAKU, 2010;
KANNOUCHE, 2004; BIENKO, 2005; ANDERSEN, 2008; FOX, 2011; MCINTYRE, 2015;
KANADO, 2017) (Figuras 4 e 5).

O modelo atual para o processo TLS envolve pelo menos dois eventos de troca de
polimerase. Na primeira troca, a DNA polimerase replicativa bloqueada é substituida por uma
polimerase TLS capaz de replicar sobre a lesdo do DNA. O segmento de fita adjacente a lesdo
é entdo estendido pela mesma ou outra polimerase TLS. A etapa de extensdo permite que a
lesdo escape da deteccdo da atividade de revisdo exonucleasica 3 'a 5' da DNA polimerase
replicativa. Isto é seguido pelo segundo interruptor, que restaura a DNA polimerase replicativa
de alta fidelidade ao molde de DNA para retomar a replicacdo do DNA (ANDERSEN, 2008;
ZHAO, 2017) (Figuras 4 e 5).

Uma vez que existe uma grande diversidade quimica de lesdes ao DNA, cada uma
dessas polimerases possui uma ou mais lesdes que podem contornar com precisao e eficiéncia.
Essas lesdes sdo conhecidas como lesbes cognatas das polimerases ndo replicativas ou
polimerases TLS. A precisdo e a eficiéncia do mecanismo TLS depende de qual das polimerases
TLS disponiveis é escolhida para contornar o dano ao DNA. Se o dano for uma lesdo cognata
para a polimerase escolhida, a preciséo e a eficiéncia da TLS serdo relativamente altas. Se o
dano ndo for uma lesdo cognata da polimerase, a precisédo e a eficiéncia serdo muito menores
(POWERS e WASHINGTON, 2018).

Dessa forma, além dos mecanismos de reparo do DNA, maquinaria celular dispe
dessas polimerases especializadas em corrigir ou transpassar as lesdes, porém, por serem de
baixa fidelidade, elas possuem maior tendéncia a incorporar erros, isto é, tem grande potencial
mutagénico, potencial este que depende de alteragcBes na sua ativacdo, proporcionadas por
mudangas de expressdo ou presenca de mutacdes (ANDERSEN et al, 2008; BERTOLIN,
MANSILLA, GOTTIFREDI, 2015)
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Figura 4: Representacdo esquematica da Ativacdo do Mecanismo Translesao

—

Presenca de adutos no DNA:
Parada da Forquilha de
replicacdo
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Legenda: Ao se deparar com lesGes no DNA que causam o bloqueio da forquilha de replicacdo, a DNA Polimerase
replicativa ndo consegue dar continuidade a replicacdo por ndo conseguir acomodar lesdes volumosas em seu sitio
ativo. Dessa forma, ocorre a ativacdo dos mecanismos de sintese translesdo. A ubiquitinacdo da proteina PCNA
pelo complexo RAD18-RADG na lisina 164 proporciona a troca da Polimerase replicativa pela DNA Polimerase
TLS cognata da lesdo presente na fita de DNA. A POL TLS realiza a sintese translesdo por meio de um mecanismo
que pode ser livre de erros (error-free) ou propenso a erros (error-prone).

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 5: Representacdo esquematica do Mecanismo de tolerancia a danos no DNA através da sintese translesdo e sua implicagdo na carcinogénese
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Legenda: A presenca de lesdes no DNA bloqueia as forquilhas de replicagdo e impede o seguimento da replicacdo. A. Apds a parada da forquilha de replicacdo, uma polimerase
TLS ¢é recrutada para o ponto da les@o. No entanto, a POL TLS pode incorporar uma base errada a fim de continuar a replicagdo. Na proxima replicacéo, esse nucleotideo que
foi incorporado erroneamente dard origem a uma mutacao pontual. Essa mutacdo pontual pode contribuir para o desenvolvimento de neoplasias ou, em células neoplasicas,
garantir resisténcia a agentes terapéuticos. B) No mecanismo TLS livre de erros, a POL TLS incorpora uma base pareada de forma correta e uma mudanca para uma segunda
DNA polimerase especializada pode ocorrer para estender parte da fita. Ap0s isso, ocorre a troca para uma POL Replicativa, dando continuidade a replicagdo. C) Na auséncia
completa de uma polimerase TLS, ndo ocorre desvio translesdo, o que acarreta o colapso da forquilha de replicagdo, levando a quebras na dupla fita e instabilidade cromossdmica,

que podem contribuir para a carcinogénese.
Fonte: Adaptado de Lange et al (2010)
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1.4.1. A baixa fidelidade do mecanismo TLS: quando o relacionamento com o DNA pode
falhar

As paradas na forquilha de replicacéo sao resolvidas com maior frequéncia usando
0 mecanismo livre de erros da translesdo citado anteriormente. No entanto, a replicacdo pode
prosseguir em um processo propenso falhas. As células arriscam induzir mutacdes pela
incorporacdo incorreta de bases causadas pelo processo TLS a fim de desbloquear a forquilha
de replicacdo causada pelos adutos de DNA e evitar, assim, a instabilidade cromossdémica por
quebras de fita dupla e a morte celular. Assim, a solucéo de tolerancia a danos geralmente vem
as custas de uma maior taxa de erros de incorporacdo, uma vez que as DNA polimerases TLS
séo de baixa fidelidade e isso faz com que sejam propensas a cometer erros. Diante disso, esse
processo acaba sendo responsavel pela maioria das mutaces pontuais induzidas por danos e,
portanto, é particularmente relevante para a carcinogénese (CHANG, 2009. FRIEDBERG,
2015), tendo um papel etiolégico na maioria dos canceres induzidos por fatores ambientais
(ADAR, 2009; SABINE, 2011; JANSEN, 2015).

1.4.2. Familias de DNA Polimerases

A partir dos dados de andlise filogenética e caracterizacdo bioquimica publicados,
existem, pelo menos, oito enzimas atuantes no mecanismo de sintese TLS em mamiferos,
estando agrupadas em quatro familias: familia Y, que inclui Pol n (POLH), Pol 1 (POLI), Pol
(POLK) e REV1. Familia B, que inclui Pol { (POLZ), cuja subunidade catalitica ¢ REV3L.
Familia A, que inclui Pol 6 (POLQ) e Pol v (POLN) e familia X, a qual inclui Pol A (POLL)
(Figura 5). Cada uma das polimerases TLS tem diferentes especificidades de substrato para
diferentes tipos de danos no DNA (POWERS, 2018; LANGE, 2011; MAKRIDAKIS, 2012;
GHOSAL, 2013).

1.4.2.1. Familia A: DNA Polimerases TLS 6 (POLQ) e v (POLN)

Descrita pela primeira vez em 1999 por Sharief e colaboradores, POLQ esta
localizado no brago longo do cromossomo 3 (SHARIEF, 1999; MAGA, 2002; SEKI, 2003;
SEKI, 2004) e codifica um polipeptidio de 2.592 amino&cidos com uma estrutura bioquimica
composta pela fusdo génica de um dominio polimerase na regido C-terminal, um dominio
helicase do tipo Hel218 na regido N-terminal e um terceiro dominio central com fun¢édo ainda

indeterminada. Embora a fusdo génica do tipo helicase-polimerase seja Gnica para 0s eucariotos
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superiores, as proteinas do tipo polimerase-helicase sdo multifuncionais, j& foram previamente
identificadas em bactérias e virus e normalmente atuam no inicio da replicacdo, bem como no
reparo do DNA e no mecanismo de tolerancia a danos. O dominio polimerase permite a atuacao
de POLQ na sintese transleséo, enquanto o dominio helicase aparenta possibilitar sua atuacao
nos mecanismos de reparo do DNA. Dentro da Familia A, essa multifuncionalidade é exclusiva
da enzima POLQ (BEAGAN, 2016; MALABY, 2017).

POLQ realiza a sintese translesdo através de sitios apurinicos e apirimidinicos (AP),
lesGes causadas por espécies reativas de oxigénio, como sitios de timina glicol (Tg) e tem a
capacidade de catalisar tanto a insercdo de nucleotideos opostos as lesdes quanto as etapas de
extensdo (SEKI, 2004). Por outro lado, POLQ n&o consegue incorporar bases em sitios opostos
a lesBes causadas por radiacdo UV, sendo necessaria a coparticipacdo de POLI para realizar a
extensdo (SEKI e WOOD, 2008). Dentre as polimerases da familia A, a fidelidade durante a
incorporag¢dao de dNTP’s de POLQ ¢ a mais baixa (YOUSEFZADEH, WOOD, 2013).

Camundongos com a mutacdo missense do tipo chaosl (fenétipo atribuido a
transicdo de T>C que causa uma alteracdo de aminoacidos de serina para prolina no residuo
1932 de POLQ) se desenvolvem normalmente, mas demonstram frequéncias elevadas de
micronucleos espontaneos e microndcleos induzidos por radiacdo, indicando algum papel desta
enzima na manutencdo da instabilidade genémica nos eritroblastos (SHIMA, 2003). No
entanto, a viabilidade de camundongos com defeitos em POLQ € severamente comprometida
com a ocorréncia de uma mutacdo adicional no gene ATM, demonstrando que estas enzimas
tem relacdes de semiletalidade sintética, mas operam de formas distintas na embriogénese de
mamiferos (SHIMA, 2004).

Adicionalmente, Goff e colaboradores (2009) realizaram experimentos com cultura
de célula da medula 6ssea de camundongos do tipo chaos 1. Células Polq (-/-) apresentaram um
fenotipo mais sensivel a radiacdo gama do que as células Polq (+/+). Adicionalmente, células
Polq (-/-) apresentaram moderada sensibilidade a bleomicina em comparagdo com células Polq
(+/+) e ndo demonstraram hipersensibilidade ao paraquat ou ao perdxido de hidrogénio.
Camundongos Polq (-/-) apresentaram mais reticuldcitos micronucleados espontaneos e
induzidos por radiacdo do que os camundongos Polq (+/+) e (+/-). A sensibilidade a radiacdo
ionizante e bleomicina de células do estroma da medula 6ssea defeituosas para POLQ e o
aumento de micronucleos nas hemacias demonstram o papel dessa DNA polimerase na
tolerancia a danos no DNA que podem levar a quebras na dupla fita (GOFF, 2009).

Ainda sobre alteraces em POLQ que promovem hipersensibilidade a agentes

genotoxicos, um estudo com siRNA (RNA de interferéncia) identificou que o knockdown de
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POLQ resulta na radiossensibilizacao de linhagens celulares tumorais, tendo pouco ou nenhum
efeito nas linhagens celulares de tecidos normais. Esses achados levantam a possibilidade de
que a inibicdo de POLQ possa ser usada clinicamente para causar radiossensibilizacdo de
células neoplésicas (HIGGINS, 2010).

A literatura mostra alteragcdes de expressédo do gene POLQ em cancer de pulméo,
mama, estdbmago, colorretal e carcinoma de células escamosas bucal e associagdes dessas
alteracdes com a diminuicao da sobrevida nesses pacientes. O estudo de Lemée e colaboradores
(2010) relatou niveis de expressao mais elevados em pacientes com tumores de cancer de mama
do tipo triplo-negativo, um subtipo mais agressivo da doenga, bem como outros pesquisadores
demonstraram que altos niveis de expressdo de POLQ levam ao atraso na progressdo da
forquilha de replicacdo e aumentam a quantidade de alteragcdes cromossdmicas e de mutacdes
somaticas pontuais em cancer de mama (HIGGINS, 2010; LEMEE, 2010; KAWAMURA,
2004; ALLERA-MOREAU, 2012; LESSA, 2013; CECCALDI ET AL., 2015). No entanto, sdo
escassos na literatura os relatos de alteragdes neste gene, sejam de expressao ou de mutacdes,
em neoplasias mieloides, ndo existindo, até 0 momento, nenhum estudo de sua funcionalidade
na Neoplasia Mielodispléasica.

POLN esté localizado na regido cromossémica 4p16.2, codificando uma proteina
de 900 residuos de aminoécidos com uma massa molecular de 100 kDa. Diferente da enzima
POLQ, POLN possui apenas o dominio DNA polimerase. Estudos in vitro demostraram que a
polimerase v ¢ uma enzima altamente propensa a erros, no entanto passa eficientemente sitios
de Tg. Geralmente sua atividade enzimatica favorece a incorporagdo de Timina (T) quase tao
frequentemente quanto Citosina (C) para o nucleotideo Guanina (G), resultando em frequentes
transicfes de GC para AT (ARANA, 2007). Quase 50% dos carcinomas de mama exibem
mutacdes no gene POLN e sua baixa expressao tem sido correlacionada com a menor eficiéncia
do mecanismo de recombinacdo homdloga (HR), demonstrando que deve existir correlacédo

entre sua atividade transleséo e esse mecanismo (MOLDOVAN et al, 2010).

1.4.2.2. Familia B: DNA Polimerase TLS { (POLZ) — REV3L

POLZ ¢é uma holoenzima tetramérica, a qual possui uma subunidade catalitica
REV3L e uma subunidade estrutural REV7, assim como duas subunidades acessorias,
POLD2/p50 e POLD3/p66, sendo a primeira enzima com atividade TLS identificada
(BARANOVSKIY, 2012). E importante salientar que POLZ ndo possui atividade

exonucleasica de revisdo, 3’-5’. Sua subunidade catalitica REV3L localiza-se na regido
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cromossémica 6p21, sendo essa a posicdo do sitio fragil FRAGF, que se encontra deletada em
diversos tipos de leucemias e tumores sélidos (MORELLI et al, 2002). Ademais de ser a
polimerase mais propensa a causar erros devido a sua alta atividade de ultrapassar as lesdes,
POLZ e sua subunidade catalitica REV3L séo de extrema importancia na defesa contra agentes
genotdxicos (MAKAROVA, 2015; SUZUKIA, 2016).

Em modelos murinos, camundongos deficientes de REV3L morrem ainda na
embriogénese, que ¢ acompanhada por apoptose de células dentro do embrido, demonstrando
que a presenca de mutacGes nessa polimerase, ainda no periodo embrionario, é letal para
camundongos (O-WANG et al, 2002). Além disso, estudos demonstram aumento da expressao
de REV3L ap6s inducdo de danos no DNA de um modo dependente da proteina p53 e ap0s
tratamento das células com cisplatina (KRIEG, ET AL 2006; WU ET AL, 2004). Foi
demonstrado que o knockout de REV3L concomitantemente com a deficiéncia de TP53 em
fibroblastos leva ao aumento da instabilidade cromossomica (WITTSCHIEBEN ET AL, 2010).

No tecido hematopoiético, camundongos com supressdo do gene REV3L
desenvolveram linfoma de células T, assim como também houve o aparecimento de tumores
mamarios. Foram identificadas também alteracdes pré-neoplasicas em tecidos glandulares
adjacentes aos tumores mamarios em camundongos com silenciamento do gene REV3L, o que
sugere que sua delecdo pode ocasionar a tumorigénese (WITTSCHIEBEN ET AL, 2010). Em
humanos, a baixa fidelidade da POLZ tem como consequéncia a instabilidade cromossémica
(LANGE ET AL., 2011; WITTSCHIEBEN ET AL., 2010).

1.4.2.3. Familia Y: DNA Polimerases TLS n (POLH), k (POLK), 1 (POLI) e REV1

As DNA polimerases da familia Y sdo extremamente conservados e apresentam
particularidades, as quais podem estar presentes em apenas uma delas ou que pode ser
compartilhada por mais de uma. A enzima REV1, por exemplo, possui uma extenséo na por¢ao
N-terminal na qual se encontra o dominio BRCT. Este dominio é importante para a regulagéo
da sintese translesdo, ja que ele se liga a proteinas fosforiladas por ATR e ATM, essenciais para
a resposta a estresse durante a replicacdo celular (MANKE ET AL., 2003). Outras duas regioes
conservadas de grande importancia sdo os dominios de ligacdo ao PCNA e 0s motivos
estruturais dedos de zinco, conhecidos por terem participacdo no acoplamento de uma proteina
ao DNA.
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REV1 é composta por 1251 aminoacidos, seu gene codificador esta localizado no
cromossomo 2 (2911.2) e a proteina tem um peso molecular de 138kDa. Ela possui dois
dominios de ligacdo a Ubiquitina, UBM1 e UBM2, um dominio C-terminal de ~100
aminoacidos e um dominio BRCT. Como a levedura Revl, o REV1 humano possui uma
atividade de dCMP transferase que, preferencialmente, insere uma Citosina oposta a uma
Guanina. No entanto, 0 REV1 humano pode inserir uma citosina oposta a um sitio AP ou a uma
uracila. (LIN, 1999). Apesar da atividade catalitica de REV1, tem sido demonstrando que sua
funcdo mais importante na sintese transleséo é a reguladora e ndo a catalitica (LAWRENCE,
2004; SASATANI, 2017). Sua funcgdo reguladora é demonstrada em um modelo onde REV1
tem a funcdo principal de alocar as polimerases TLS em regides com danos no DNA e modular
a mudanca da polimerase no local da lesdo. Assim, pensa-se que REV1 possa desempenhar um
papel de recrutadora e reguladora, assim como PCNA (GUO, 2003).

Estudo demonstram que a diminui¢do dos niveis de expressao de REV1 em modelos
in vitro resulta em uma menor taxa de inducdo de mutacées, indicando o potencial dessa via
como alvo terapéutico para abrandar mutagdes genéticas (BOUDSOCQ et al., 2002). Mutacdes
pontuais identificadas no gene REV1 foram associadas a um risco aumentado de cancer cervical
(HE et al., 2008), 0 que denota a necessidade de realizar mais investigacdes acerca do papel de
REV1 na etiologia e na progressdo do cancer.

A proteina POLH é composta por 713 residuos de aminoacidos e seu gene esta
localizado no cromossomo 6. Estruturalmente, ela consiste em uma regido de interacdo com
REV1 (RIR), um dominio de ligacdo a ubiquitina (UBZ), um dominio de localizacdo nuclear e
regides peptidicas de interacdo com PCNA (PIP) (KNOBEL E MARTI, 2011; UCHIYAMA,
TERUNUMA, HANAOKA, 2015).

Até o momento, POLH é a Gnica polimerase descrita cuja deficiéncia esta associada
a uma doenca humana, o Xeroderma Pigmentosum Variante (XP-V). Em 1999, apés a
clonagem do cDNA do gene XPV/POLH, identificou-se seu produto génico como sendo
POLH. Esses pacientes representam aproximadamente 20% dos pacientes diagnosticados com
XP e exibem um fenétipo clinico mais favoravel do que os pacientes com XP classico. Além
disso, pacientes que apresentam mutagdes no gene POLH/XPV exibem maior incidéncia de
tumores de pele (CORDONNIER, 1999; JOHNSON, 1999a; MASUTANI, 1999a).

Essa associacdo e evidenciada, também, pelo fato de que POLH ¢é especializada na
sintese translesdo de danos causados pela luz UV, adicionando, na maioria dos casos, A-A
(adeninas) opostas a fotoprodutos de dimeros de pirimidina de ciclobutano (CPDs) formados

por T-T. Na auséncia de POLH, outra polimerase TLS pode ser recrutada para fazer o bypass
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(sintese translesdo), dos CPDs mas de forma menos eficiente e menos precisa. 1sso resulta no
aumento da taxa de mutagénese induzida por UV e carcinogénese em celulas XP-V.
(BIERTUMPFEL, 2010; MASUTANI, 2000).

Além da sintese translesdo de CPDs, POLH também esta envolvida no bypass dos
6,4 PPs (do inglés, 6-4 photoproducts). A diferenga é que enquanto o primeiro mecanismo
necessita apenas de uma polimerase, o segundo necessita da participacdo de mais de duas
polimerases TLS e tem maior potencial mutagénico: POLH ou POLI incorporam o nucleotideo
oposto a lesdo e POLZ (REV3L) realiza a extensdo da fita. Sua participacdo também é
evidenciada em outras lesdes ndo relacionadas a fotolesdo, como 8-0xoG, O%MeG, timina
glicol (TQg), adutos de cisplatina e sitios AP (CHAI, 2010; HARACKSA, 2000a; HARACKSA
2000b; KUSUMOTO, 2002)

A proteina POLK é composta por 870 residuos de aminoacidos e seu gene esta
localizado na regido cromossémica 5g13. POLK se distribui uniformemente pelo ndcleo de
células ndo danificadas, porém, pode se concentrar em focos de replicacdo quando essas células
sofrem algum dano genotoxico (BERGOGLIO ET AL., 2002), caracteristica essa
compartilhada pelas demais DNA polimerases que realizam sintese translesdo. A enzima POLK
participa ativamente da etapa de extenséo da fita apos o pareamento de bases. Seu diferencial
das outras DNA polimerases da familia Y é a especificidade de incorporagdo, sendo a enzima
mais fiel dentre as DNA polimerases, ela incorpora nucleotideos erroneamente com uma
frequéncia de aproximadamente 10 a 10 (JOHNSON ET AL., 2000), frequéncia esta menor
que a da Poln, Poli, Revl. Entretanto, a DNA polimerase kappa tem uma alta capacidade de
estender extremidades 3’OH que estdo pareadas incorretamente (mismatches), fazendo isso a
uma frequéncia de 10 a 102 (WASHINGTON ET AL., 2002).

Uma das caracteristicas mais marcantes de POLK € a sua tendéncia a gerar erros de
mudanca de fase de leitura, as chamadas mutacdes frameshifts, principalmente por delecédo de
um nucleotideo. Essas frameshifts sdo geradas quando POLK desloca — para fora da hélice do
DNA — o nucleotideo da fita molde que esta pareado errado, fazendo com que o nucleotideo do
iniciador fique corretamente pareado com a proxima base da fita molde (WOLFLE, ET AL.,
2003). Uma vez que cada cédon determina um aminoécido, a ocorréncia de delecdes,
duplicacdes ou inser¢fes pode acarretar modificagdes no tripleto de bases que forma cada
codon, tendo como consequéncia mudancas na codificacdo dos aminoacidos e havendo ainda a
possibilidade de se formar um cédon de parada prematuro.

Estudos in vitro, avaliando os tipos de lesdes nas quais a DNA polimerase kappa

consegue realizar a sintese translesdo, demonstraram que esta enzima é capaz de replicar DNA
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contendo residuos de 8-oxoguanina (8-0xoG) induzidos por benzopireno, mas € ineficiente na
sintese através de dimeros de timina e TT (6-4) fotoprodutos (ZHANG ET AL., 2000; OGl,
2002).

Alguns pesquisadores propuseram que POLK poderia estar envolvida na replicacdo
de DNA contendo adutos de benzo[a]pireno-dihidrodiol epoxido (BPDE). Esse composto
possui grande semelhancga quimica com a molécula de colesterol (da qual ele é um derivado), e
a sua ligacdo a guanina provoca uma distorcdo espacial na dupla hélice do DNA, impedindo
sua replicacdo normal. O BPDE € um dos compostos quimicos presentes nos cigarros, e alguns
estudos apontam uma forte associagéo entre o cancer de pulmao e o aumento da expresséo de
POLK, inclusive induzindo a danos no DNA e correlacionando-a com presenca de aneuplodias
(O-WANG et al., 2009; BAVOUX ET AL, 2005).

Ha relatos da alta frequéncia de muta¢6es no gene POLK em pacientes com cancer
de préstata (YADAV et al, 2015). Ensaios in vivo mostram que camundongos knockout Polk -
/- apresentam um fendtipo mutante ligado ao envelhecimento e acimulo de lesdes endégenas.
Em adicdo a isto, ensaios in vitro mostraram que POLK possui a capacidade de replicar DNA
contendo residuos de timina glicol (Tg), um tipo bem conhecido de lesdo oxidativa (PAULA L
FISCHHABER ET AL., 2002).

A proteina POLI é composta por 715 residuos de aminoacidos e seu gene esta
localizado no cromossomo 18. Um estudo com fibroblastos humanos revelou que células com
baixa expressdo de POLI exibiam hipersensibilidade a danos no DNA induzidos por perdxido
de hidrogénio ou menadiona. Adicionalmente linhagens celulares com baixa expressdo de POLI
demonstraram reducdo da atividade do reparo por excisdo de bases (BER). Estes estudos
revelam o importante papel de POLI na protecdo de danos contra o estresse oxidativo
(BAVOUX ET AL, 2005; SALE, J. E..; LEHMAN, A. R.; WOODGATE, R., 2012)

POLI apresenta baixa fidelidade de incorporacdo de nucleotideos, e devido a esse
padrdo incorreto de incorporagdo observado in vitro, sugeriu-se que Pol 1 seria uma boa
candidata a participar do processo de hipermutacdo somatica das imunoglobulinas in vivo. De
fato, mais recentemente, foi descoberto o seu papel fundamental em eventos de hipermutagéo
somatica em genes de imunoglobulinas, onde Pol 1 e Pol { sdo responsaveis pela geracdo de
mutagdes em tandem (VAISMAN; WOODGATE, 2020; MAUL et al., 2016).

A fungdo celular de POLI ainda ndo foi totalmente explicada, contudo, estudos
demonstram que esté relacionada & protecdo contra danos oxidativos, de modo que variantes
identificadas na sua subunidade catalitica causaram reducdo em sua atividade e foram capazes

de aumentar a susceptibilidade individual de pacientes expostos a agentes genotdxicos. Além
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disso, mutagGes pontuais no gene POLI foram associadas ao aumento do risco de
adenocarcinoma pulmonar e carcinoma de células escamosas, relevando seu papel na
carcinogénese (YEOM et al., 2020; SAKIYAMA et al., 2005).

Né&o existem relatos na literatura do estudo do mecanismo TLS em pacientes com
Neoplasia Mielodispléasica, sendo esta a primeira pesquisa que se propde a identificar mutagdes
pontuais nas DNA Polimerases com atividade Translesdo que possam contribuir com a

fisiopatologia da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar o rastreamento, caracterizagdo e anotacédo de variantes genéticas presentes nas enzimas
DNA Polimerases com atividade translesdo, REV3L, POLQ, POLH, REV1, POLI, POLL,
POLM, POLN e POLK em pacientes com Neoplasia Mielodisplésica.

2.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar os pacientes diagnosticados com Neoplasia Mielodisplasica de acordo com
alteracdes citogenéticas, subtipo da doenca e classificacdo de risco;

2. Pesquisar variantes nas regides codificadoras (CDS) dos genes de DNA Polimerases
com atividade translesdo por sequenciamento de Gltima geracdo (NGS);

3. Caracterizar e realizar a anotacdo genética das variantes identificadas;

4. Realizar a predicdo in silico de patogenicidade das variantes identificadas;

5. Realizar a classificagéo de oncogenicidade das variantes identificadas;
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3. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS
3.1. Aspectos éticos da Pesquisa

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal do Ceard/PROPESQ-UFC (nimero de processo:
96542518.8.0000.5054) através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se de Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentados na sessdo apéndice. A equipe
executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as diretrizes e normas reguladoras
descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude que
aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. A
representacdo esquematica do delineamento experimental deste estudo encontra-se

representado na figura 7.
3.2. Obtencao das amostras de células de medula 6ssea

Foram coletados, em tubos contendo heparinae EDTA, 3ml de medula éssea de 50
pacientes diagnosticados com SMD para os procedimentos de Citogenética Classica e 5mL para
o0s procedimentos de extracdo de DNA a fim de realizar o sequenciamento por NGS. Foram
sequenciados 9 genes em 50 amostras de pool celular de medula déssea de pacientes
diagnosticados com SMD, dos subtipos SMD com Sideroblastos em anel (SMD-AS) e SMD
com Excesso de blastos (SMD-EB), subtipos de baixo de alto risco de evolucdo para LMA.
(SWERDLOW et al, 2008), atendidos em um hospital terciario de referéncia de 2010 a 2018.
Para a separacdo das células do pool celular da medula 6ssea, realizou-se a transferéncia da
amostra para um tubo do tipo Falcon de 50mL onde foi lavada com solucdo de lise (25mL de
solucdo de cloreto de amdnio 0,144M e bicarbonato de aménio 0,01 M). O contetdo foi agitado
lentamente por 3 minutos e centrifugado a 13200 rpm por 10 minutos a 4° C. Em seguida foi
desprezada a fase aquosa e acrescentado 250uL de PBS, dependendo do volume do material
obtido. Posteriormente foi acrescentado 750uL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA) para
cada 250uL de volume de PBS aplicado no pool medular. O material foi homogeneizando com
pipeta até dissolucdo completa. Apds este procedimento, o material foi armazenado no freezer

a—80°C e, posteriormente, utilizado para os procedimentos de extragcdo de DNA.
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3.3. Cariotipo por bandeamento-G

A Citogenética foi realizada de acordo com os protocolos ja estabelecidos pelo
Laboratorio de Citogendmica do Cancer da Universidade Federal do Ceard, segundo a técnica
descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO et al, 2009). A medula éssea foi
colhida em heparina e de forma estéril e foi dividida em dois frascos contendo 7mL de meio
RPMI 1640 (pH 7,0), 3mL de soro fetal bovino e¢ 100ul de L-glutamina. Este material foi
cultivado por 24 horas em estufa a 37°C. Uma hora antes do término da cultura foram
adicionados 50uL de colchicina (Colcemid®) por 30 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado e ressuspenso em solucéo hipoténica de KCI 0,075M e fixado em solucédo de acido
acetico e metanol (proporcdo 3:1), por 4 vezes. Para confec¢do das laminas, o material foi
gotejado em laminas de microscopia dptica e em seguida foram aquecidas por 3 minutos em
micro-ondas na poténcia alta. O bandeamento foi realizado pela técnica de tripsina e as bandas
coradas com o Kit Panético® e Giemsa. Foram analisadas pelo menos 20 metafases de cada
paciente, sendo capturadas em sistema computadorizado com software para cariotipagem:
CytoVision® (Figura 6). Os resultados das analises citogenéticas de medula 6ssea foram
estabelecidos de acordo com os critérios do Sistema Internacional de Nomenclatura
Citogenética Humana (ISCN) (SIMONS et al., 2013).

Figura 6: Representacdo esquematica da Metodologia de Citogenética por Bandeamento-G
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3.4. Sequenciamento-alvo dos genes REV3L, POLQ, POLH, REV1, POLI, POLL, POLM,
POLN, POLK

3.4.1. Extragdo de DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido previamente a partir das amostras de medula dssea
dos pacientes utilizando o Kit de Extracdo de DNA genémico PureLink™ Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen) e seguindo as instrucdes do fabricante. Em seguida foi realizada a avaliacéo da
qualidade e concentracdo das amostras de DNA gendmico provenientes dos 50 pacientes
diagnosticados com Neoplasia Mielodisplésica incluidos neste estudo.

3.4.2. Customizacdo do Painel Genético

O painel genético customizado foi desenhado utilizando a ferramenta online Desing
Studio (lllumina). As regides-alvo compreenderam todas as regides CDS de 9 genes
codificadores de DNA Polimerases com atividade TLS (REV3L, POLQ, POLH, REV1, POLI,
POLL, POLM, POLN, POLK), com uma cobertura total de 98%. Abaixo sdo apresentadas as

regides que foram avaliadas e o nimero de CDS de cada gene (Tabela 2).

Tabela 2: Regides sequenciadas dos genes REV3L, POLQ, POLH, REV1, POLI, POLL, POLM,
POLN e POLK e o nimero de CDS de cada gene

GENE | CROMOSSOMO | INICIO | FIM NUMERO DE CDS’s
POLH chré 43,543,878 43,588,250 10/10 CDS
REV3L chré 111,620,234 111,804,414 32/32 CDS
POLQ chr3 121,150,273 121,264,853 30/30 CDS
POLI chr18 51,795,849 51,824,604 10/10 CDS
REV1 chr2 100,016,938 100,106,480 23/23CDS
POLL chr10 103,338,639 103,348,027 07/07 CDS
POLM chr7 44,111,847 44,122,129 05/05 CDS
POLN chr4 2,073,645 2,230,958 24/24 CDS

3.4.3. Preparo da Biblioteca

O preparo das bibliotecas de DNA foi realizado de acordo com o procedimento
padrdo recomendado pelo fabricante, utilizando dois kits apropriados (TruSeq Custom
Amplicon Assay Kit e AmpliSeq Custom).

A guantidade de DNA necessaria (DNA input) para cada corrida foi de 10ng com
uma relacdo A260/280 de 1,8-2,0. O tamanho do amplicon foi, em média, de 175 e 275bp. O

processo experimental iniciou com o preparo da biblioteca, seguiu com a amplificacdo dos
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amplicons adicionados de adaptadores de amostras em um processo de PCR. Logo apés,
ocorreu a avaliacdo da qualidade da corrida, alinhamento com genoma de referéncia (anélise
priméaria), chamada de variantes (andlise secundaria) e caracterizacdo e predi¢do in silico
(analise terciaria).

De uma maneira sucinta, durante o preparo das bibliotecas e sequenciamento, foram

realizadas:

1. Hibridizacédo do Pool de Oligos. Os oligos especificos para cada regido alvo
de interesse de cada DNA polimerase foi hibridizado ao DNA gendmico do
paciente (10ng) em reacBes com TSO/OHS2/ACD1 em termociclador pré-
aquecido a 95°C com gradual reducdo da temperatura para 40°C em 80 minutos
conforme orientacdes do fabricante (TruSeq Custom Amplicon Assay Kit -
[llumina).

2. Remocédo dos Oligos nédo hibridizados. Os oligos nédo hibridizados foram
removidos por processo de filtragem apds adicdo dos reagentes
ELM4/SW1/UBL. O processo seguiu com extensdo-ligacdo mediante adicao de
45uL de ELMA41. Foram adicionados adaptadores de amostras (index) para
posterior amplificacdo por PCR. Para esta fase, foram adicionados NaOH,
PMM2 e TDPI. Apds amplificacdo por PCR, foi realizada a limpeza do produto
(PCR clean UP) com o uso de AMPure XP beads apds centrifugacéo e repouso
em placa magnética.

3. Normalizacdo da Biblioteca. O processo seguiu com a normalizacdo da
biblioteca mediante adicdo dos tampdes/reagentes LNAL/LNB1/LNW1/LNS2.
Para gerar os clusters e sequenciar, volumes iguais da biblioteca normalizada
foram combinados, diluidos e hibridizados em tamp&o (PAL 6uL+ HT1 594ul),
aquecidos e desnaturados para posterior carregamento no MiSeq.

4. Sistema Miseq. O sistema MiSeq integra a clusterizagdo, o sequenciamento
propriamente dito e o alinhamento com o genoma de referéncia para geracao
dos arquivos BAM, BAI e VCF. Foi utilizado o kit de reagentes do MiSeq
composto de lamina de fluxo (Flow cell), frasco PR2 e cartucho do tipo V3 —
600 ciclos. Assim, foram executados, em média, 300 ciclos do tipo pair-end (2x
301=602 ciclos). Foram adicionados 600uL da biblioteca em pogo especificado
no cartucho de reagentes e a flow cell foi higienizada para posterior

carregamento. Apds inicio do procedimento, foram acompanhados o Escore
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Q30 de todos os ciclos. Ap6s o término da execucdo, a analise inicial de
qualidade e alinhamento foi realizada no sistema Miseq reporter.

3.4.4. Analise das variantes obtidas nos genes POLQ, REV3L, POLH, REV1, POLI, POLL,
POLM, POLN, POLK

3.4.4.1.Anélise Primaria: Qualidade da corrida, filtragem e alinhamento com genoma de

referéncia

Para o sequenciamento das 30 amostras incialmente incluidos neste estudo, utilizamos
o kit Truseq custom amplicon (illumina), com posterior analise primaria e secundéria realizada
pela ferramenta Truseq Amplicon, fornecida na plataforma Basespace da empresa. No entanto,
para 0 segundo grupo de amostras sequenciadas (20), ndo foi possivel a utilizacdo do mesmo
kit, o qual havia sido descontinuado, e optamos pelo uso do novo kit de sequenciamento para
paineis customizados, AmpliSeq (illumina). Ap6s o sequenciamento das amostras, a analise de
dados secundaria forneceu uma chamada de variantes incompleta, os quais nao consideramos
nesta analise por ndo condizerem com o perfil apresentado pelas amostras iniciais. Como
exemplo, a chamada de variante dos pacientes, individualmente, identificou uma quantidade de
variantes bem menor do que o que foi apresentado no primeiro grupo de amostras (ex. 111, 146
variantes nos pacientes do primeiro grupo X 36, 42, 21 variantes em pacientes do segundo
grupo). Fato que se repetiu para a maioria das amostras sequenciadas neste Gltimo grupo. Dessa
forma, optamos por seguir com a analise terciria apenas para as amostras do primeiro grupo

(30), das quais temos certeza acerca da chamada de variantes.

Apbs o sequenciamento, seguindo a etapa de pré-processamento, as reads geradas
foram entdo processadas para remocdo de adaptadores e bases de baixa qualidade (Phred
quality score <Q30). Para andlise de qualidade da corrida foi considerado o indice de score de
qualidade Q30, que foi de 93,60% e 60%, nas duas corridas realizadas. Os arquivos obtidos
apos processamento de qualidade foram exportados no formato FASTQ utilizando a plataforma
Basespace (Illumina) e os fragmentos de DNA paired-end emparelhados (175 e 275bp) foram

demultiplexados em arquivos BAM e BAI individuais, alinhados ao genoma referéncia (Homo
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sapiens UCSC GRCh37/hg19) atraves do software integrado Illumina Miseq Reporter Software
2.4 (Figura 7)

3.4.4.2.Andlise Secundaria: Chamada de variantes

Para a chamada de variantes (variant calling) foram utilizados os softwares IGV

(https://software.broadinstitute.org/.) e NextGENe (https://softgenetics.com/NextGENe.php),

utilizando pardmetros especificos para garantir a exclusdo de variantes erréneas, de modo que
somente as variagdes de nucleotideo tinico (SNVs) e indels com >2% de frequéncia do alelo
variante (VAF) e mais de 400 reads de profundidade foram consideradas significativas. Apds a
andlise de chamada de variantes foram obtidos os arquivos VCF e extraidos para planilha de
Excel, onde as variantes foram organizadas e filtradas para levantamento dos dados. A
representacdo ilustrativa do processo metodologico de analise de variantes esta apresentada na

Figura 7.
3.4.4.3.Andlise terciaria: Classificacdo de Patogenicidade e Oncogenicidade

Anotacdo, caracterizagdo e predicdo in silico para classificacdo das variantes identificadas
nos genes REV3L, POLQ, POLH, REV1 e POLI

Foram considerados para avaliacdo e andlise terciaria neste estudo somente 0s genes
REV3L, POLQ, POLH, REV1 e POLI. Os genes POLL, POLM, POLN e POLK serdo analisados
em um estudo posterior. Para a caracterizacdo e classificacdo das variantes obtidas ja
conhecidas como polimorfismos (dbSNP) ou com potencial oncogénico, a partir das amostras
de pacientes com Neoplasia Mielodisplasica presentes no estudo, foram utilizados o banco de
dados dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) e a plataforma COSMIC Database

(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer - https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). A buscativa

nas plataformas permitiu a coleta dos nimeros de identificacdo (ID - dbSNP e ID - COSMIC)
das variantes j& conhecidas e caracterizacdo das mesmas a partir de informagdes atualmente
disponiveis nas duas principais bases de dados sobre SNPs e mutacbes somaticas
potencialmente  oncogénicas j&  catalogadas, para  posterior  predicdo  de

patogenicidade/oncogenicidade.


https://software.broadinstitute.org/
https://softgenetics.com/NextGENe.php
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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Predizendo o impacto da variante na proteina codificada — Uso do Ensembl VEP (Variant
Effect Predictor)

A analise in silico teve inicio com a predicdo da consequéncia que a variante teria
para o transcrito ou a proteina codificada. Para classificacdo das variantes de acordo com a
mudanca de aminoacido, consequéncia e tamanho do efeito gerado no transcrito ou na proteina,
foi utilizada a base de dados Ensembl VEP (Variant Effect Predictor -
https://www.ensembl.org/Multi/Tools/VEP). A abordagem de célculo do Ensembl VEP pode

ser aplicada tanto a variantes germinativas como a variantes somaticas. O efeito das variantes
pode ser divido em: Alto Impacto (High Impact), Moderado Impacto (Moderate Impact),
Baixo Impacto (Low Impact) e Modificador (Modifier Impact). Variantes do tipo Alto Impacto
sdo aquelas que causam um grande impacto na proteina, causando, provavelmente, o
truncamento da mesma ou perda de sua funcdo, conhecidas como LoF (do inglés, loss of
function). Variantes do tipo Moderado Impacto séo aquelas que ndo conseguem causar perda
total de funcdo, mas podem diminuir a efetividade da proteina. Variantes de Baixo Impacto séo
aquelas consideradas inofensivas a proteina ou improvaveis de alterar o seu comportamento.
Variantes classificadas como Modificadoras sdo aquelas em que ndo se tem evidéncia do
impacto para a proteina. Acontecem geralmente em regides ndo codificadoras de genes.

A classificagcdo completa de consequéncias das variantes para transcrito ou para a
proteina podem ser acessadas no seguinte link: Variant Effect Predictor -

https://www.ensembl.org/Multi/Tools/VEP. A tabela abaixo ilustra os principais termos de

classificagdo obtidos nas variantes estudadas:


https://www.ensembl.org/Multi/Tools/VEP
https://www.ensembl.org/Multi/Tools/VEP

Tabela 3: Principais classificag0es de variantes de acordo com o Ensembl VEP
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CONSEQUENCIA DESCRICAO IMPACTO
splice_acceptor_variant  Altera a regido de até duas bases na extremidade 3’ do intron Alto
splice_donor_variant Altera a regiao de até duas bases na extremidade 5° do intron Alto
Pelo menos uma base de um codon é alterada, resultando em
stop_gained um codon de parada prematuro, levando a um transcrito Alto
encurtado
Causa uma interrupcéo do quadro de leitura traducional
frameshift_variant porque o ndmero de nucleotideos inseridos ou excluidos ndo Alto
é um multiplo de trés
stop lost Pelo menos uma base do cédon de término (stop) é alterada, Alto
P resultando em um transcrito alongado
. . . Uma variante ndo sindnima do quadro que insere bases na
inframe_insertion P e Alto
- sequéncia de codificagao
. . Uma variante inframe ndo sindnima que exclui bases da
inframe_deletion - e Moderado
- sequéncia de codificacéo
Uma variante que muda uma ou mais bases, resultando em
missense_variant uma sequéncia de aminoécidos diferente, mas com Moderado
preservacao do comprimento da cadeia polipetidica
Uma variante que causa mudanca dentro da regido do sitio de
splice_region_variant splicing, seja dentro de 1-3 bases do éxon ou de 3-8 bases do Baixo
intron
SVNonvmous variant Uma variante em que ndo hé alteragcdo no aminoécido Baixo
ynony - codificado
5_prime UTR_variant Uma variante que ocorre na regido 5’UTR, que esta e

diretamente upstream ao cddon de iniciacéo.

3_prime_UTR_variant

Uma variante que ocorre na regido 3’UTR, que esta
diretamente downstream ao cédon de iniciacdo. Esta regido
geralmente esta envolvida em processos regulatérios como

estabilidade do RNA, traducéo e localizagdo do mRNA.

Modificadora

intron_variant

Uma variante de transcri¢do que ocorre dentro de um intron
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Descobrindo o potencial patogénico das variantes: Analise funcional in silico de predicéo

Uma anélise funcional integrada in silico das variantes dos genes REV3L, POLQ,
POLH, REV1 E POLI foi conduzida para avaliacdo da patogenicidade de variantes que ja
possuiam identificacdo nas bases de dados dbSNP ou COSMIC Database. As variantes
classificadas como LoF - perda de funcdo pelo Ensembl VEP foram consideradas como
claramente patogénicas e seguiram diretamente para analise de oncogenicidade (SOP-
ACMG/AMP). Por se tratar de um estudo de screening, variantes desconhecidas e identificadas
fora desse contexto ndo tiveram a analise funcional realizada por esta pesquisa e serdo
analisadas em um estudo posterior.

A avaliacdo acerca da patogenicidade das substituicdes de aminoacidos provocadas
pelas variantes anotadas nas regides codificadores dos genes em questdo, foi realizada
utilizando trés diferentes algoritmos abertos: SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant -
http://sift.bii.a-star.edu.sg/), o qual prevé se uma substituicdo de aminodacido afeta a funcéo da
proteina com base na homologia de sequéncia e nas propriedades fisicas dos aminoacidos,
caracterizando-a como “Prejudicial” ou “Tolerada”; PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyzer - http://provean.jcvi.org/index.php), software que prevé se uma substituicdo de
aminoacido ou indel tem impacto na fungdo bioldgica de uma proteina utilizando abordagem
de computacdo répida para obter scores de alinhamento de pares de sequéncias provenientes do
genoma anotado na plataforma Ensembl, resulta em variante “Deléteria” ou “Neutra”, MutPred
(http://mutpred.mutdb.org/), método baseado em Machine Learning que integra dados
genéticos e moleculares disponiveis nas bases de dados Human Gene Mutation Database
(HGMD), SwissVar e dbSNP, desenvolvido para classificar as substituicbes de aminoacidos
como ‘“Patogénicas” ou “Benignas” em humanos, prevendo seu impacto em mais de 50
propriedades  diferentes de proteinas e a ferramenta  Mutation  Taster
(http://www.mutationtaster.org/), que emprega um classificador de Bayes, alimentado
constantemente com dados de polimorfismos do projeto 1000 Genomas (AUTON et al, 2015)
na previsao do potencial patogénico de alteracdes geneticas atraves do calculo de probabilidade
da mutagdo ser “Causadora de Doenga” ou apenas um “Polimorfismo” sem impacto na doenca.

As variantes selecionadas para analise neste estudo foram classificadas como
patogénicas se dois ou mais softwares fornecessem previsdes semelhantes entre si, adotando-
se um score de 0 a 4 de acordo com os resultados obtidos para cada SNV nas ferramentas
utilizadas, sendo 4 o valor mais alto e deletério para a previsdo de patogenicidade das variantes,

de acordo com método descrito por Pousada e colaboradores (POUSADA et al., 2016). Como
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apontado anteriormente, as variantes identificadas que levam a perda de funcéo da proteina
(LoF — loss os function), do tipo mudanca de quadro de leitura (frameshift), inframe, introdugdo
de codon de parada prematuro, (stop gained), stop lost, splice acceptor e splice donor, foram
consideradas como claramente patogénicas, devido as consequéncias de alto potencial deletério
atreladas, as quais comumente comprometem processos transcricionais e traducionais, gerando

proteinas truncadas ou ndo funcionais (POUSADA et al)

Descobrindo o potencial oncogénico das variantes: classificagdo utilizando o
SOP(ACMG/AMP/VICC)

Apos predicdo in silico de patogenicidade, as variantes selecionadas registradas no
COSMIC Database ou fortes candidatas a uma associagdo causal com o fendtipo da doenga
(variantes do tipo LoF - perda de funcdo), foram classificadas quanto ao seu grau de
oncogenicidade de acordo com o procedimento operacional padrdo (SOP) do Clinical Genome
Resource (ClinGen), Cancer Genomics Consortium (CGC), and Variant Interpretation for
Cancer Consortium (VICC) (HORAK et al, 2022).

O SOP - Standard Operating Procedure, foi um consenso de classificacdo para
variantes oncogeénicas publicado em 2022, apds esforcos de um grupo de trabalho composto
por membros do ClinGen Somatic Clinical Domain Working Group, ClinGen
Germline/Somatic Variant Subcommittee, Cancer Genomics Consortium (CGC) e Variant
Interpretation for Cancer Consortium (VICC). O grupo adaptou as diretrizes de patogenicidade
para linhagem germinativa padronizadas pelo American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) e Association for Molecular Pathology (AMP) para categorizar de forma
sistematica e abrangente as evidéncias de oncogenicidade para variantes somaticas. As
diretrizes do SOP(ACMG/AMP/VICC), como é denominado, definem oncogenicidade como
significando a patogenicidade da variante no contexto de uma doenca neoplasica.
Categorizando especificamente variantes somaticas por seu potencial de conferir vantagens de
crescimento e sobrevivéncia em células tumorais (HORAK et al, 2022; RICHARDS et al,
2015).

O Procedimento Operacional Padréo (SOP) adaptado e desenvolvido para variantes
somaticas é constituido por um conjunto de critérios envolvendo trés campos principais de
avaliacdo: dados populacionais; dados computacionais e preditivos e dados funcionais. Para

cada variante, em cada um destes critérios, atribuiu-se um cddigo com peso de evidéncia e
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pontuacOes definidas. Ap6s o somatdrio de todas as pontuacBes de evidéncia, variantes
somaticas de nucleotideo Unico (SNVs) e pequenas insercdes/delecdes podem ser atribuidas a
uma das cinco categorias: Oncogénica (contribui diretamente para o desenvolvimento da
doenca), Provavelmente Oncogénica (ha uma alta probabilidade - mais de 90% - de que esta
variante seja causadora de doenca), Variante de Significado Incerto (ndo ha evidéncias
cientificas suficientes para apoiar uma classificacdo mais definitiva desta variante),
Provavelmente Benigna (a atual evidéncia cientifica € insuficiente para provar de forma
conclusiva que esta variante seja benigna) e Benigna (esta variante ndo causa doenca),
auxiliando sua interpretacdo clinica (anexo A). Variantes que ndo alcangam a pontuacdo para
nenhuma dessas categorias ou possuem classificacdes conflitantes entre elas e que ndo ha
evidéncia cientifica suficiente para assim classifica-las, sdo categorizadas como variantes de
significado clinico desconhecido ou incerto, comumente conhecidas como VUS (HORAK et
al, 2022). A relacéo de critérios com suas devidas pontuagdes e evidéncias sugeridas encontra-
se no anexo A deste trabalho (anexo A). As ferramentas de andlise utilizadas neste estudo estdo
descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Ferramentas de analise utilizadas neste estudo

FERRAMENTA DESCRICAO FUNCAO

- Utilizado para classificacdo das variantes
Banco de dados genético-molecular e

Ensembl VEP e o .. uanto a consequéncia para a proteina
andlise in silico de patogenicidade a a - P P
codificada
" Utilizado para buscativa de variantes ja
Banco de dados genético-molecular . ,
dbSNP . L conhecidas e coleta de nimero de
de variantes polimérficas . e
identificacdo
Banco de dados genético-molecular Utilizado para buscativa de variantes ja
COSMIC Database de variantes com potencial conhecidas e coleta de nimero de
oncogénico identificacdo
. Avaliacéo in silico do impacto Utilizado para analise de predicéo de
Mutation Taster . ¢ . p P .. predic
funcional de variantes alélicas patogenicidade
Avaliacdo in silico do impacto - - -
. ¢ . p Utilizado para anélise de predicdo de
SIFT funcional de variantes alélicas .
. patogenicidade
NONSynonmous e missense
Avaliacdo in silico do impacto Utilizado para anélise de predicdo de
Provean . . AT .
funcional de variantes alélicas patogenicidade
Avaliacdo in silico do impacto Utilizado para analise de predicdo de
MutPred . . . .
funcional de variantes alélicas patogenicidade
Avaliacéo de oncogenicidade
SOP baseada em dados populacionais, Utilizado para classificagdo de
(ACMG/AMP/VICC) dados computacionais e preditivos e oncogenicidade

dados funcionais

Legenda: Ensembl VEP: Variant Effect Predictor; dbSNP: Database Single-nucleotide polymorphism; COSMIC: Catalogue
of somatic mutations in cancer; SIFT: Sorting intolerant from tolerant; Provean: Protein Variation Effect Analyzer; MutPred:
mutation prediction; SOP(ACMG/AMP/VICC: standards operation procedure
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Figura 7: Delineamento experimental do estudo
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Figura 8: Esquematizacdo da metodologia utilizada para andlise de variantes realizada neste

estudo
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizagdo dos pacientes

Realizamos o sequenciamento-alvo e analise por abordagem de bioinformatica dos
genes de DNA Polimerase com atividade TLS em 30 pacientes diagnosticados com Neoplasia
Mielodisplasica (Tabela 5). A média de idade dos pacientes incluidos neste estudo foi de 72
anos. Quanto as variaveis sociodemograficas, frente a varidvel género, foram incluidos 13
individuos do sexo feminino (43,33%) e 17 do sexo masculino (56,67%) (Tabela 5).

Em relacdo a classificacdo clinica baseada nos critérios da OMS de 2016, 17
(56.67%) pacientes foram classificados como SMD com excesso de blastos e 13 (43.33%) como
SMD com sideroblastos em anel (ARBER et al., 2016).

Com relacdo a frequéncia das alteracBes citogenéticas nos pacientes incluidos no
estudo, identificou-se que 12 (40%) individuos possuiam cariétipo normal, em contraste a 18
(60%) dos pacientes que possuia cariotipo alterado. Quanto ao grupo de risco determinado
através IPSS-R, 10 pacientes pertencem ao grupo de risco muito baixo e baixo (33.33%),
enquanto 11 pacientes pertencem ao grupo de muito alto e alto risco 36.67% e 4 (13.33%)
pacientes tiveram o grupo de risco classificado como intermediario. Em 5 pacientes (16.67%)
ndo foi possivel a estratificacdo prognostica por auséncia de resultado citogenético (tabela 5).
A figura 9 exemplifica os resultados da andlise citogenética encontrados nesse estudo

Quanto a exposicdo a produtos toxicos ao longo da vida, 14 pacientes (46.67%)
relataram exposicdo cronica a produtos toxicos e 16 (53.33%) pacientes ndo relataram
exposicdo, sendo o agrotoxico o produto tdxico mais relatado por estes pacientes. A
caracterizacdo do perfil clinico-laboratorial dos pacientes incluidos neste estudo, encontra-se
na tabela a seguir:



Tabela 5: Descricdo clinica dos pacientes com Neoplasia Mielodisplasica incluidos no estudo
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Paciente Sexo  ldade Caridtipo - ISCN 2016 OMS 2016 IPSS-R EXxposicdo a toxicos
1 M 73 46,XY[20] SMD-EB1 Baixo Né&o
2 F 84 Ausencia de Metafase SMD-SA - Né&o
3 M 63 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32)[3]/46,XY[2] SMD-EB2 Alto Agrotdxicos
4 M 73 Auséncia de metafase SMD-EB2 - Oleo diesel
5 F 27 46,XX[20] SMD-SA Baixo Agrotoxicos
6 F 72 46,XX[20] SMD-AS Baixo Inseticidas
7 M 91 46,X-Y[4]/46,XY[16] SMD-SA Muito Baixo Né&o
45,XY,del(3)(p22),del(4)(g21),-5,-6,- : x
8 M 69 7 +add(16)(p13),add(20)(p13),+mar[20] SMD-SA-DM Muito Alto Né&o
37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18, - . .
9 M 63 Y[8]/46, XY, del(5)(q15G33)[5]/46, X Y[6] SMD-EB1 Muito Alto Solventes, tintas
10 M 80 45,X,-Y[18]/46,XY[7] SMD-SA Muito Baixo Solventes, tintas
11 F 70 Auséncia de Metafases SMD-SA - Né&o
12 F 87 Auséncia de metafase SMD-SA - Né&o
13 F 81 46,XX[5] SMD-SA Muito Baixo Né&o
14 F 56 46, XX [11] SMD-SA Muito Baixo Querosene
46,XY,del(7)(931)]3]/45,XY ,-
5,del(7)(g31)[5]/46,XY ,del(5)(g15),del(7)(q31[8]46,XY del( . .
15 M S 7)(q31),add(11)(q24)[4]/46,XY .del(5)(q15).del(7)(q31),add(  SMP-EBL Muito Alto Agrotoxicos
11)(g24)/46,XY]5]
16 F 72 Auséncia de metafase SMD-EB1 - Né&o
17 M 73 47 XY ,+8[3]/48,XY,+8,+12,dup(1)(q21q44)[5]/46,X Y[12] SMD-EB2 Alto Nao
18 F 77 46,XX[20] SMD-SA-DM Baixo Nao
19 M 55 45,XY,-7[15]/46,XY,-7,+mar[5] SMD-EB2 Muito Alto Sinteco, Verniz, Baygon
20 M 92 46,XY,del(5)(q32)[13]/46,XY[17] SMD-SA-DM Baixo Agrotoxicos
21 M 58 46,XY[20] SMD-EB1 Intermediario Verniz
22 M 79 46,XY[20] SMD-EB1 Intermediario Néo
23 M 64 46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY[12] SMDA-EB1 Intermedidrio Colagem de fabrica
24 M 84 46,XY[20] SMD-EB1 Alto Né&o
25 F 84 46,XX[20] SMD-EB1 Alto Risco Né&o
26 F 81 46,XX[20] SMD-EB1 Alto Risco Né&o
27 F 82 47,XX,+8[9]/47,XX,+8,del(20)(q12)[5]/46,XX[6] SMD-SA-DM Intemediério Lampido de Gas e Querosene
28 F 71 46,XX[20] SMD-EB-I Baixo risco Né&o
29 M 76 46,XY,del(5)(q31)[2]/46,XY ,del(5)(q31),-7,+8[16] SMD-EB?2 Alto Risco Tiner Paulista
30 M 55 45,X,-Y[15]/45,X,-Y,del(5)(q32)[3]/46,XY[2] SMD-EB2 Muito Alto Né&o
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Figura 9: Representacdo dos resultados citogenéticos encontrados nos pacientes com SMD incluidos no estudo
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A. 1D03, sexo masculino, apresentando cariétipo alterado: 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32)[3]/47,XY,del(7)(q32),+8[7]/46,XY[2]. B. ID15, sexo masculino, apresentando caridtipo alterado:
46,XY,del(7)(q31)]3]/45,XY,-5,del(7)(q31)[5]/46,XY ,del(5)(q15),del(7) (q31[8]46,XY ,del(7)(q31),add(11)(q24)[4]/46,XY ,del (5)(q15),del (7)(q31),add(11) (q24)/46,XY[5], 46,X-
Y[4]/46,XY[16]. C. D29, sexo masculino, apresentando cari6tipo alterado: 46,XY ,del(5)(q32)[13]/46,XY[17]. D. ID21, sexo masculino, apresentando cariotipo normal 46,XY[10]
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4.2. Classificacéo e caracterizagdo das variantes

Para este estudo, optamos por realizar, primeiramente, a andlise e
classificacdo das variantes caracterizadas como perda de funcdo — LoF pelo Ensembl
Variant Effect Predictor. Sdo elas: frameshift, inframe, stop gained, splice acceptor
variant, splice donor variant. Posteriormente, realizamos a predi¢éo e classificacdo das
variantes depositadas na base de dados COSMIC Database e caracterizamos as variantes
polimorficas ja depositadas nas bases de dados doSNP. As variantes desconhecidas nao
classificadas como perda de funcdo (LoF - do inglés loss of function) (missense e
synonymous) bem como variantes identificadas em regides ndo-codificadoras (introns),
serdo analisadas em um estudo posterior.

O banco de dados completo, incluindo todas as variantes identificadas e
anotadas, mesmo as que ndo foram alvo de analise neste estudo, contendo informacdes
acerca da localizacdo, consequéncia resultante para a proteina, nimero de amostras nas
quais as variantes foram detectadas, VAF e pontuacdes para classificagdo SOP, esta
disponivel para consulta.

Com relacdo a classificacdo de oncogenicidade SOP (ACMG/AMP/VICC), a
auséncia de recorréncia das variantes em outros estudos foi o fator que mais contribuiu
para a evidéncia incerta (classificagcdes VUS) de oncogenicidade atribuida a algumas

variantes.

4.2.1. Caracterizacdo, analise in silico da patogenicidade e classificacdo de

oncogenicidade de variantes identificadas no gene POLQ

Foram identificadas 194 variantes no gene POLQ, das quais 140 foram
exonicas, classificadas pelo Ensembl VEP de acordo com sua consequéncia para a
proteina: 85 variantes missense, 38 variantes synonymous, 10 variantes frameshift, 3
variantes do tipo stop gained e 4 variantes do tipo Splice Acceptor Variant e Splice Donor
Variant.

Dentre as variantes identificadas, ap6s busca em bases de dados,
identificamos 36 variantes registradas no banco de dados Single Nucleotide
Polymorphism (dbSNP) e 03 registradas pelo banco de dados COSMIC Database. Sendo
assim, nesta coorte, classificamos e analisamos a patogenicidade e oncogenicidade de

variantes com alto impacto na proteina (10 variantes frameshift, 3 variantes do tipo stop
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gained e 4 variantes do tipo Splice Acceptor Variant e Splice Donor Variant) (tabelas 6 e

7) e variantes registrada no COSMIC que seriam potencialmente oncogénicas (tabela 6).

4.2.1.1.Variantes com Potencial Perda de Func¢édo (LoF)

Durante a avaliacdo de patogenicidade, foram detectadas variantes cujas
consequéncias sdo seriamente prejudiciais para a proteina resultante (variantes
potencialmente loss of function, perda de fungédo). Sao elas: 10 variantes frameshift, 3
variantes do tipo stop gained e 4 variantes do tipo Splice Acceptor Variant e Splice Donor
Variant (tabela 6). Todas essas variantes sdo consideradas como Claramente
Patogénicas pelos softwares de predicdo devido as consequéncias de alto potencial
deletério, as quais comumente comprometem processos transcricionais e traducionais,
gerando proteinas truncadas ou nao funcionais.

A primeira variante de consequéncia frameshift (p.Glu1678AspfsTer24), é
caracterizada pela delecao de uma timina na posicéo (ch3)121206743, e foi detectada em
08 dos 30 pacientes avaliados (IDs: 15,17,20,23,26,27,28,30). A frequéncia da variante
n&o foi encontrada no gnomAD e, por este motivo, para a classificacdo de oncogenicidade
utilizando os critérios SOP-ACMG/AMP, recebeu a pontuacdo OP4 — oncogénica de
suporte e foi classificada como VUS (variante de significado incerto). Dos 08 pacientes
nos quais a variante foi identificada, 06 foram diagnosticados com SMD-EB 1 ou 2 e 04
relataram alta exposicao a produtos toxicos ao longo da vida (agrotéxicos, querosene e
verniz) (tabela 6).

A segunda variante de consequéncia frameshift (c.5031 5031delA), €
caracterizada pela delecdo também de uma timina na posicdo (ch3)121206746, e foi
detectada em 04 dos 30 pacientes avaliados (IDs: 15,17,23,24). A frequéncia alélica da
variante ndo foi encontrada no gnomAD e, por este motivo, para a classificagdo de
oncogenicidade utilizando os critérios SOP-ACMG/AMP, recebeu a pontuacdo OP4 —
oncogénica de suporte e foi classificada como VUS (variante de significado incerto). Os
04 pacientes nos quais a variante foi identificada foram diagnosticados com SMD-EB 1
ou 2 (tabela 6).

A terceira variante frameshift, POLQ(NM_199420.4):c.5016del
(p.Asnl1672LysfsTer4), localizada na regido (ch3)121206761, teve como consequéncia a
substituicdo do aminodcido asparagina por um coédon de terminacdo (Ter)
(p.Asn1672LysfsTer). A frequéncia da variante ndo foi encontrada no gnomAD e, por

este motivo, para a classificagdo de oncogenicidade utilizando os critérios ACMG/AMP,
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recebeu a pontuagcdo OP4 — oncogénica de suporte e foi classificada como VUS (variante
de significado incerto). A variante foi identificada em 11 dos 30 pacientes (IDs
15,17,18,19,20,21,22,23,24,25,27,28,30) avaliados (tabela 6).

Para a quarta variante, POLQ(chr3)121206771ATTC>TTT, identificada na
regido (chr3)121206771, ndo foi possivel realizar a classificacdo e predicdo de
patogenicidade e oncogenicidade, pois o software ndo foi capaz de identificar a regido da
variante (tabela 6).

A quinta variante, POLQ(chr3)121190925CA>C, localizada na regiéo
(chr3)121190925, foi identificada em apenas uma amostra analisada (ID 17), no entanto,
ndo foram realizadas analises devido a baixa qualidade da chamada de variante na amostra
analisada (phred=30) (tabela 6).

A sexta variante do tipo frameshift (p.Leu672PhefsTer9) foi identificada em
03 pacientes (IDs 17,20,28), dois diagnosticados com SMD-EB e um com SMD-SA, é
caracterizada pela delecdo de uma timina na regido (chr3)121217460. A frequéncia da
variante também nao foi encontrada no gnomAD e, por este motivo, para a classificacdo
de oncogenicidade utilizando os critérios ACMG/AMP, recebeu a pontuacdo OP4 —
oncogénica de suporte e foi classificada como VUS (tabela 6).

A sétima variante do tipo frameshift, POLQ(NM_199420.4):c.6411del
(p.Leu2137PhefsTerb), foi identificada em 06 pacientes (IDs 18,20,21,26,28,30) e é
caracterizada pela delecdo de uma timina na regido (chr3)121192328. Nao ha frequéncia
da variante no gnomAD e, por este motivo, para a classificacdo de oncogenicidade
utilizando os critérios ACMG/AMP, recebeu a pontuacdo OP4 — oncogénica de suporte
e foi classificada como VUS (tabela 6).

A oitava variante do tipo frameshift (p.Asn1669LysfsTer7) foi identificada
em 08 pacientes (IDs 18,19,20,21,24,25,26,28) e é caracterizada pela delecdo de uma
timina na regido (chr3)121206770. Ndo ha frequéncia da variante no gnomAD e, por este
motivo, para a classificacdo de oncogenicidade utilizando os critérios ACMG/AMP,
recebeu a pontuacdo para a classificacdo de oncogenicidade utilizando os critérios
ACMG/AMP, recebeu a pontuagdo OP4 — oncogénica de suporte e foi classificada como
VUS (tabela 6).

A nona e 102 variantes frameshift, localizadas nas regides (chr3)121208472
e (chr3)121190921, respectivamente, foram identificadas em apenas uma amostra

analisada (ID 27 e 28), no entanto, ndo foram realizadas anélises devido a baixa qualidade
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e baixa cobertura da chamada de variante na amostra analisada (phred=30 e 32/depth=52
e 65) (tabela 6).

Foram  detectadas 03 variantes do tipo stop gained -
POLQ(NM_199420.4):¢c.6241C>T (p.GIn2081Ter), POLQ(NM_199420.4):c.1498G>T
(p.Glu500Ter), POLQ(NM_199420.4):c.6643C>T (p.GIn2215Ter) - todas classificadas
como VUS apoés realizagdo de pontuacdo seguindo os critérios de oncogenicidade
ACMG/AMP. Duas das variantes, localizadas nas regides (chr3)121195551 e
(chr3)121230847, respectivamente, foram identificadas no mesmo paciente, classificado
como subtipo SMD-AS (ID12), porém sem avaliacdo citogenética. Recebe destaque a
variante POLQ(NM _199420.4):¢c.6643C>T (p.GIn2215Ter), relatada no COSMIC como
potencialmente oncogénica. Esta variante foi classificada como VUS seguindo os
critérios de oncogenicidade deste trabalho (tabela 6).

As variantes do tipo Splicing Donor Variant e Splicing Acceptor Variant séo
consideradas de alto impacto na funcdo da proteina por acontecerem em regides de
splicing e, por este motivo, também sdo classificadas como variantes de perda de funcéo.

A variante do tipo Splicing Donor Variant, localizada na regido
(ch3)121260194, teve como consequéncia a substituicdo de uma adenina por citosina, em
uma regido que altera as duas bases na extremidade 3' do intron, importante para
processos de splicing. Apesar deste tipo de variante demonstrar ter alto impacto na
proteina, provavelmente gerando uma proteina truncada, a variante ndo foi analisada ou
teve sua predicdo realizada por apresentar baixissima cobertura (21) e baixa qualidade de
leitura (42/100) (tabela 6).

Dentre as trés variantes do tipo Splicing Acceptor Variant, destacamos a
variante POLQ(NM_199420.4):c.5774-1G>A, descrita como o0 polimorfismo
rs761787398. Ademais de ter apresentado baixa cobertura nas amostras detectadas, o
polimorfismo foi detectado em cinco pacientes (IDs 17,21,22,25,26), sua frequéncia
alélica ndo foi encontrada no banco de dados gnomAD e, utilizando os critérios SOP-
ACMG/AMP, recebeu a pontuagdo OP4 — oncogénica de suporte e foi classificada como
VUS (tabela 6)



Tabela 6: Andlise in silico de predicao de patogenicidade e classificacdo de oncogenicidade das variantes selecionadas para o gene POLQ

15(6,0%),17(2,9%),20(4,

POLQ(NM_199420):¢.5034_5034del  7¢4) 735 696),23(3,9%), VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.Glu1678AspfsTer24) é;(§,6%),28(5,3%,30(4, Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
0
. 15(4,7%),17(2,9%),23(6, Claramente Claramente Claramente Claramente
POLQ(NM_199420):¢.5031_5031delA 1%),24(4,8%) VUS Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
15(5,1%),17(3,8%),18(3, Claramente Claramente Claramente Claramente
9%),19(5,5%),20(3,7%), Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
POLQ(NM_199420.4):c.5016del  21(4,5%),22(4,8%),23(5, VUS
(p.Asnl672LysfsTer4) 6%),24(4,8%),25(4,2%),
27(15,1%),28(4,9%),30(
8,7%)
15(9,0%),17(10%),22(11 -
POLQ(chr3)121206771ATTC>TTT ,1%),23(13,3%),27(6,1% - - - -
)
POLQ(chr3)121190925CA>C 17(6,8%) i Claranje_nte Claran)e_nte Claranje_nte Claran)e_nte
Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
POLQ(NM_199420.4):c.2016del  17(10%),20(17,4%),28(3 VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
(p-Leu672PhefsTer9) 1,8%) Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
. 18(13,8%),20(10,4%),21 Claramente Claramente Claramente Claramente
POL(g(I\II_ILALJ_Z1193£)74P2r?é?3+%r§;11deI (15,4%),26(9,3%),28(8,1 VUS Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
- %),30(13%)
POLQ(NM_199420.4):c.5007del 18(9,8%),19(6,8%),20(7, VUS Claramente Claramente Claramente Claramente

(p.Asn1669LysfsTer7) 4%),21(14,1%),24(7,8%) Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica



25(8,8%),26(9,6%),28(7
4%)
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POLQ(chr3)121208472AG>A  27(9,6%)

POLQ(chr3)121190921AG>A 28(7,7%)

POLQ(chr)121260194A>C 17(19%) - - - - -
17(22,2%),21(13,5%),22 Claramente Claramente Claramente Claramente
POLQ(NM_199420.4):c.5774-1G>A (11,4%),25(12,5%),26(1 VUS Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
2,1%)
POLQ(NM_199420.4):c.6241C>T 12(6,5%) VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.GIn2081Ter) 70 Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
POLQ(NM_199420.4):c.1498G>T 12(6,6%) VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.Glu500Ter) : Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
POLQ(NM_199420.4):c.6643C>T 18(10%) VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.GIn2215Ter) Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
POLQ(NM_199420.4):c.7271A>T
(p.Asn24241le) 25(10,8%) Provavelmente Polimorfismo Tolerada Deletéria Deletéria

COSM1693249

Benigna

Legenda. Variante: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia
do alelo variante; VUS: variante de significado incerto; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional padrdo de classificacdo de oncogenicidade;
PROVEAN/SIFT/MutationTaster/MutPred: resultado da analise de patogenicidade in silico das variantes de acordo com cada ferramenta. Escore total: nimero total de
ferramentas que concordaram entre si acerca do potencial patogénico da variante. PublicagBes: nimero de referéncias encontradas para determinada variante na literatura.

Células contendo “-* referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados ou andlises que ndo foram passiveis de realizacdo. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.1.2 Variantes Potencialmente Oncogénicas (COSMIC Database) e polimérficas
(dbSNP)

Seguindo os critérios de andlise sugeridos por este trabalho, analisamos as
trés variantes detectadas neste estudo que ja haviam sido registradas na base de dados
COSMIC (c.6643C>T - COSM4825906; ¢.7271A>T - COSM1693249; ch3-121202429).
Estdo localizadas nas regifes (ch3)121190912, (ch3)121158957 e (ch3)121202429,
respectivamente (tabela 7).

Duas das variantes ja foram descritas anteriormente neste trabalho e
classificadas como claramente patogénicas por se tratar de variantes com perda de funcéo
(stop gained e splice aceptor variant) (tabela 7).

A variante POLQ(NM_199420.4):c.7271A>T (p.Asn2424lle), relatada pelo
COSM1693249, teve sua predicdo de patogenicidade indicada como deletéria em duas
das quatro ferramentas utilizadas, garantindo a esta variante a pontuacdo OP1 (Oncogenic
Supporting-1). Apesar de ser considerada deletéria pelas ferramentas de predicdo, as
bases de dados indicam que 100% das variantes missense relatadas na literatura para
POLQ sdo variantes benignas, o que confere a pontuacdo SBS2 (Somatic Benign Strong-
2). Apb6s somatdria das pontuacBes adquiridas, a variante foi classificada como
Provavelmente Benigna (tabela 7).

As variantes do tipo SNPs que ja haviam sido depositadas em bancos de dados
gendmicos foram detectadas em um namero relevante dentre os pacientes incluidos no
estudo, contudo, o escore total obtido para esses polimorfismos revelou um baixo
potencial deletério, apesar dos relatos existentes na literatura demonstrando suas
associacOes a outros tipos de cancer. A caracterizacdo e classificagcdo de oncogenicidade
dessas variantes polimorficas identificadas no gene POLQ estdo descritas na tabela

abaixo (tabela 7).
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Tabela 7. Caracterizacéo e classificacdo de oncogenicidade das variantes polimorficas detectadas no gene POLQ

POLIMORFISMOS (SNPs) NO GENE POLQ IDENTIFICADOS NAS AMOSTRAS ANALISADAS

VARIANTE
POLIMORFISMO ALTERACAO NO
AMINOACIDO

CONSEQUENCIA  N° DE PACIENTES SOP
DA VARIANTE COM A VARIANTE (ACMG/AMP/VICC)

PACIENTE ID/VAF SIGNIFICADO CLINICO

1(100,0%),2(100,0%),3(100,0%
c1437C>T ),4(100,0%),5(100,0%),6(99,8%

p‘ Gly479= Sinbnima 14 Benigna ),7(100,0%),8(100,0%),9(100,0 Ependimoma, Céncer Colorretal
) 9%),10(100,0%),11(100,096),12(
99,9%),13(99,9%),14(100,0%)

rs702018

1(100,0%),2(100,0%),3(100,0%
c197G>T _ _ ),4(99,9%),5(100,0%),6(100,0% . .
0.Arg661le Missense 14 Benigna ),7(100,0%),8(100,0%),9(99,9% Ependimoma, Cancer Colorretal
),10(99,9%),11(100,0%),12(99,
9%),13(100,0%),14(99,9%)

rs702017

16(33,0%),17(32,2%), 18(25,9%
),19(30,0%),21(31,7%),22(34,7
Cgif@;(f Sinonima 13 - 9%),23(31,1%), 24(29,0%),25(28, NR
P = 69%),26(33,0%),27(31,5%),28(2

5,19),30(28,0%)

rs757793630

17(14.4%) 18(14,1%).19(13,3%
_ ).20(14,00%),21(7.6%) 22(7,6%)
¢.6719-227>C Intronica 13 - 23(21,6%),24(13,7%),25(9,3%) NR
p-? '26(9,0%),27(10,0%), 28(16,3%)
30(12,0%)

rs768860607

17(34,4%),18(30,5%),19(32,3%
C5653AST ),20(48,8%),21(50,6%),22(46,2
rs367591282 0 11e1885Phe Codificante 13 - %),23(36,9%),24(40,0%),25(46, NR
' 29),26(47,1%),27(44,3%),28(3
5,2%),30(25,9%)



€.7538A>G

1(100,0%),2(99,9%),3(73,8%),4
(99,9%),5(51,6%),7(99,8%),8(9

66

Leucemia Linfoblastica B,

rs1381057 0.GIN2513Arg Missense 1 Benigna 9,99%),9(65,0%), 12(100,0%) 13( ';ﬁgf;rgr':aMéZ'ﬁégféﬂg?fetal
99,8%),4(48,6%) P '
1(99,9%),2(47,0%),3(72,9%),4(
€.7390-76G>A - ] 99,9%),5(57,5%),7(99,9%)8(99,
rs2030531 0.2 Intrénica 11 9%),9(21,5%),12(99,9%),13(99. NR
9%),14(45,3%)
1(97,9%),2(70,2%),3(77,9%),4(
€.1109-62G>C - . 100,0%),5(42,8%),7(99,7%),8(1  Cancer Colorretal, Cancer de
513059229 p.? Intronica 1 Benigna 00,0%),9(47,2%),12(100,0%),1 cabeca e pescoco
3(99,5%),14(48,5%)
1(100,0%),2(28,3%),3(89,6%),4
€.6846-56T>C - ) (100,0%),5(51,5%),7(100,0%),8
rs1381058 0.2 Intrénica 10 (100.0%),12(100,0%).13(99,5% NR
),14(43,2%)
1(99,9%),2(59,5%),3(81,4%),4( . .
rs3218649 €.2945C>G Missense 10 Benigna 100,0%),5(47,1%),7(100,0%).8( Il::ttf;mifl\l;lligfggz:zszczfé
p.Throg2Arg g 99,9%),12(100,0%),13(99,8%), . ° guda,
Ependimoma, Céancer Colorretal
14(42,8%)
€.3602A>G . . 3(36,0%),4(50,3%),8(99,9%),12  Cancer Colorretal, Cancer de
r$3218651 0.His1201Arg Missense 5 Benigna (99,3%).13(53,5%) esdfago, Cancer de Pulméo
c.5774-1G>A . . 17(22,2%),21(13,5%),22(11,4%
rs761787398 0.2 Regido de Splicing 5 VUS ).25(12,5%),26(12,1%) NR
.2884A>G . i 3(24,8%),4(58,8%),8(99,8%),12
rs3218636 0.5e1962Gly Missense 4 (100,0%) NR
rs41544013 c.1959+8C>G Regido de 2 , 2(46,4%),4(27,5%) NR

p.?

Splicing;Intrénica



€.7612C>G

67

Cancer de Pulméo de Pequenas

. . 0 0
rs3218634 0.Leu2538Val Missense Benigna 6(45,7%),10(45,1%) Células
C.6911C>T Cancer de Pulméo de Pequenas
rs532411 . Missense Benigna 6(45,7%),10(53,8%) Células, Adenocarcinoma de
p.Ala2304Val n o
Colon, Cancer de Tireoide
c.1742C>T : . o 0 Cancer de Pulmé@o de Pequenas
5487848 p.Ala581Val Missense Benigna 6(51,1%).10(50,1%) Células, Cancer Colorretal
C.7248C>T s A Provavelmente o . A
rs377717694 0.Phe2416= Sindnima Benigna 1(52,2%) Doencas Genéticas Congénitas
53218647 °'64°%'%6C>T Intronica i 2(53,2%),22(15,0%) NR
c.4141C>A . 0
rs3218642 0.Pro1381Thr Missense - 2(56,8%) NR
€.1323G>A s .
rs35766343 0.Alad41= Sinénima - 2(47,8%) NR
.543C>T Céncer de Pulmdo de Pequenas
rs36065146 ' _ Sindnima Benigna 2(55,4%) Células, Linfoma Linfoblastico de
p.Phel81= .
Células T
€.1598G>A . Provavelmente 0 Céancer Colorretal, Cancer de
r$375451342 p.Arg533GIn Missense Benigna 3(5.8%) Endométrio
C.7390G>A Missense;Regido de i o
$41540016 p.Ala2464Thr Splicing 5(42,3%) NR
rs3218650 0'7153;11C>T Intrnica NR 5(43,4%) NR
1561734794 ¢.5350G>T Codificante : 17(20,0%) NR

p.Aspl784Tyr
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C.4685A>T . 9
rs751970101 0.Asp1562Val Missense 1 - 17(12,5%) NR
rs761966065 0'640?)'25T>C Intronica 1 - 26(9,8%) NR

€.5408G>A . .
rs192758267 0.Ser1803Asn Missense 1 - 30(20,0%) NR

Legenda. RS: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; Variante/alteracdo no aminoacido: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios
do HGVS; ID: nimero de identificagdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional padrdo
de classificacdo de oncogenicidade; NR: variante ndo relatada nos bancos de dados; Células contendo “-* referem-se a informacdes que ndo constam nos bancos de dados ou analises

que ndo foram passiveis de realizacdo. Fonte: Elaborada pela autora
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4.2.2. Caracterizagdo, andlise in silico da patogenicidade e classificacdo de
oncogenicidade de variantes identificadas no gene REV3L

Ao analisarmos o gene REV3L, identificamos 284 variantes, das quais 221
foram exénicas e 63 intronicas. Ao classificarmos as variantes de acordo com a
consequéncia no transcrito ou na proteina, obtivemos o seguinte resultado: 145 variantes
missense, 50 variantes synonymous, 17 variantes frameshift, 1 variante inframe, 8

variantes stop gained e 1 variante do tipo Splice Donor Variant.

4.2.2.1.Variantes com Potencial Perda de Func¢édo (LoF)

Durante a avaliacdo de patogenicidade, foram detectadas variantes cujas
consequéncias sdo seriamente prejudiciais para a proteina resultante (variantes
potencialmente loss of function, perda de fungdo). Sao elas: 17 variantes frameshift, 1
variante inframe, 8 variantes do tipo stop gained, e 1 Splice Donor Variant (tabela 9).
Todas essas variantes sdo consideradas como Claramente Patogénicas devido as
consequéncias de alto potencial deletério, as quais comumente comprometem processos

transcricionais e traducionais, gerando proteinas truncadas ou ndo funcionais (tabela 8)

A maioria das variantes identificadas no gene REV3L demonstraram-se
Provavelmente Oncogénicas pela classificagdo SOP. Isso se da, provavelmente, porque
ja sdo descritas na literatura trés variantes LoF, patogénicas, que causam perda de funcédo
neste gene, e que sdo causadoras de NMD (do inglés, nonsense-mediated decay),
fendmeno celular que causa a degradacdo de mMRNA em genes que contém codons de
parada prematuros. A traducao desses mMRNAs aberrantes poderia, em alguns casos, levar
a ganhos de funcdes deletérias ou atividade dominante negativa das proteinas resultantes.
Essa caracteristica de mutacGes com perda de fungdo causadoras de NMD no gene REV3L
garante a pontuacdo de oncogenicidade atribuida a esta variante.

Dentre as variantes identificadas, cinco variantes de consequéncia frameshift
foram detectadas em multiplos pacientes e classificadas como Provavelmente
Oncogénicas pelos critérios SOP. A frequéncia dessas variantes ndo foi encontrada no
banco de dados populacional gnomAD (critério OP4) e todos as ferramentas
computacionais suportam a patogenicidade desta variante (OP1), além disso, séo
variantes causadoras de NDM e este foi o principal critério para a classificacdo destas
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variantes como Provavelmente Oncogénicas. A maioria dos pacientes com estas
variantes foram diagnosticados com SMD com excesso de blastos 1 ou 2 (tabela 8).

O gene REV3L apresentou sete variantes com perda de funcdo que foram
classificadas como variantes de significado incerto — VUS seguindo os critérios SOP.
Quatro das seis variantes foram detectadas em um pequeno nimero de pacientes,
enquanto as variantes REV3L(NM_002912.4):c.7485del (p.Phe2496LeufsTer36) e
REV3L(NM _001372078.1):c.7804G>T (p.Glu2602Ter), foram identificadas em
maltiplos pacientes. A frequéncia destas variantes ndo foi encontrada no gnomAD
(critério OP4), e, apesar de ser uma variante nonsense, que causa perda de funcdo e
garantiria a pontuacdo (OP1), a alteracdo ndo ocorreu em uma regido possivelmente
causadora de NMD e por este motivo, classificamos estas variantes como de significado
incerto (tabela 8)

Foram identificadas, em pacientes individuais deste estudo, 12 mutacgdes
distintas classificadas como Provavelmente Oncogénicas pelos critérios SOP, que
apresentavam valores de VAF menores (de 2,7 a 16%) do que os valores apresentados
por outras variantes no gene REV3L. Valores menores de VAF sdo geralmente atribuidos
a mutacOes passageiras subclonais que contribuem com a instabilidade genémica da

célula (tabela 8).



Tabela 8. Anélise in silico de predicao de patogenicidade e classificacdo de oncogenicidade das variantes selecionadas para o gene REV3L
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REV3L(NM_002912.4):c.784del 2(6,0%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.GIn262ArgfsTer20) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
15(6%),17(8,5%),18(9,6%),19( Provavelmente Claramente Claramente Claramente Claramente
REV3L(NM_002912.4):c.3078del  8,4%),20(4,9%),21(12,7%),22(7 Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
(p.Val1027PhefsTer14) ,3%),24(9,2%),25(9,6%),27(9,3
%),28(6,4%),30(8,7%)
15(7,6%),17(4%),18(12,7%),19 Provavelmente Claramente Claramente Claramente Claramente
REV3L(NM_002912.4):¢.3070del (4,%%),20(12,2%),21(8,%%),22( Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
(0. Trp1024GlyfsTer17) 3,2%),23(11,8%),24(4,1%),25(6
,9%),26(10,7%),27(9%),30(4,8
%),30(9,2%)
REV3L(NM_002912.4):c.3081del 17(2,7%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.Aspl1029ThrfsTer12) ’ Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.3074del Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.Pro1025GInfsTer16) 17(2,7%),22(4,2%),24(4,1%) Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
) 17(3,6%),18(8,1%),21(6,7%),24 Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
REV3Lé:\l(“;[%%ézlzéﬁ'f(;'.?:rgl)l—mgw (2(3/80;’/0),26(5,7%),27(5,6%),30(4 Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_001286432.1):c.2259del 17(10,3%) Provavelmente Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.Lys753AsnfsTer2) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.2166dup 17(12,9%) Provavelmente Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.Gly723ArgfsTer3) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.441del 17(10,5%) Provavelmente Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.Asn147LysfsTer26) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.7485del ~ 18(20,6%),22(8,5%),26(12,9%), VUS Claramente  Claramente  Claramente  Claramente
(p.Phe2496L eufsTer36) 28(13,2%) Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.6491del Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.l1e2164LysfsTerl7) 18(9,3%),26(9,1%) VUS Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.3641del 19(13,2%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente ~ Claramente
(p.Thr1214LysfsTer18) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
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REV3L(NM_002912.4):c.8818del 22(11,4%) VUS Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.Arg2940AlafsTer27) ' Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.1927del 30(7,5%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente ~ Claramente
(p.Glu643ArgfsTer70) ‘ Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.2489del 15(5,6%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.LeuB830Ter) ‘ Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_001372078.1):¢c.1926_19 Polimorfismo ~ Tolerada Neutra Tolerada
31del (pLys642 Glugasdel) ' (+3:6%) Vus
REV3L:g.103735G>A 9(11,6%) i Claranjepte Claranjepte Clararpe_nte CIararpe_nte
Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_001372078.1):¢c.4279C> 9(11,1%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
T (p.GIn1427Ter) ’ Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
15(38%),16(35%),17(36,4%)18 Claramente Claramente Claramente Claramente
REV3L(NM_001372078.1):c.3114T> (29,%%),19(50,2(3)%)20(302/0),21( Provavelmente Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
A (p.Tyrl038Ter) 38,3%),22(35,2%),23(35%),24( Oncogénica
35,3%),25(38,5%),26(39,3%),2
7(35,5%),28(27,9%),30(21,7%)
. 15(11,9%),18(10,7%),21(14,6% Claramente Claramente Claramente Claramente
REV3L(NM_001372078.1).c.2781T> ),24(9,4%),25(10,3%),28(15,3% ProvaveIAm_e nte Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
G (p.Tyr927Ter) ).30(18,5%) Oncogénica
REV3L(NM_002912.4):c.3105T>A 17(5%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
(p.Tyr1035Ter) Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_001372078.1):¢c.3468T> 28(7,9%) Provavelmente Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
A (p.Tyrl156Ter) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
1(18%),2(15,2%),3(15,5%),4(1 Claramente ~ Claramente  Claramente  Claramente
. 6,5%),5(15,8%),6(15,4%),7(15, Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(Ny(sgﬁigéggig)'0'78O4G> 206),8(15,4%),9(17,7%),10(17 VUS
' %),11(16,8%),12(14%),13(15,4
%),14(16,3%)
REV3L(NM_001372078.1):c.8659A> 4(5,3%) VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
T (p.Lys2887Ter) ' Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_001372078.1):c.676G>T 11(16,8%) Provavelmente Claramente  Claramente  Claramente  Claramente
(p.Glu226Ter) ' Oncogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV3L(NM_002912.4):c.9253-6T>C 3(16%) VUS intron intron intron intron

COSM5424379/5424380
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15(48,1%),17(51,1%),18(56,5% Causadorade  Prejudicial Neutra Tolerada
REV3L(NM_001372078.1):c.2482T> ),19(56,7%),20(45,8%),21(46,3 Provavelmente doenca
C (p.Ser828Pro) %),22(50,6%),23(47,6%),24(46, Benigna 2
COSM5011659,COSM5011660 4%),25(46,2%),26(48,3%),27(5
2,1%),28(52,2%),30(50,7%)
REV3L(NM_001372078.1):c.2787T> Provavelmente Causadora de Neutra Neutra Tolerada
C(p.Thr929=) 21(34,8%),26(30%),28(11,9%) Benigna doenca 1
COSM3381403,COSM3381404
REV3L(NM_001372078.1):c.1954G> Provavelmente Polimorfismo  Prejudicial Neutra Tolerada
A (p.Val652lle) 21(7,1%) 1

COSM3619574,COSM3619575

Benigna

Variante: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo

variante; VUS: variante de significado incerto; SOP(ACMG/AMP):

resultado do procedimento operacional

padrdo de classificacdo de oncogenicidade;

PROVEAN/SIFT/MutationTaster/MutPred: resultado da analise de patogenicidade in silico das variantes de acordo com cada ferramenta. Escore total: nimero total de
ferramentas que concordaram entre si acerca do potencial patogénico da variante. PublicagBes: nimero de referéncias encontradas para determinada variante na literatura.
Células contendo “-* referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados ou andlises que ndo foram passiveis de realizacdo. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.2.2 Variantes Potencialmente Oncogénicas (COSMIC Database) e polimérficas
(dbSNP)

Seguindo os critérios idealizados neste estudo, realizamos o levantamento nos
bancos de dados dbSNP e COSMIC. Dentre as variantes identificadas, 28 foram
registradas no banco de dados dbSNP e classificadas como variantes polimorficas e duas
foram registradas no COSMIC e classificadas como variantes com potencial oncogénico.

A primeira variante com potencial oncogeénico,
REV3L(NM_002912.4):¢c.9253-6 T>C (COSM5424379/5424380), é um SNV intronico
que ocorreu em uma regido de splicing e se caracteriza por uma troca de A por G. Ndo
foi possivel realizar a analise de predicdo de patogenicidade, pois a variante ocorre em
uma regido de intron, no entanto, ndo encontramos sua frequéncia na base de dados
gnomAD e a literatura reportou a variante como Benigna Moderada (algoritmo de
predicdo DANN), recebendo a classificacdo de oncogenicidade como VUS (tabela 8).

A segunda variante, REV3L(NM_001372078.1):c.2482T>C(p.Ser828Pro)
(COSM5011659,COSM5011660), € uma troca de serina por prolina, do tipo missense.
Ao realizar a andlise de predicdo, a variante foi prevista como deletéria por 2 dos quatro
algoritmos utilizados, conseguindo a pontuacdo. No entanto, a variante ja foi descrita
como oncogénica em um paciente com Melanoma. A classificacdo de oncogenicidade
indicou a variante como Provavelmente Benigna e a mesma ja foi relatada em um
paciente com Carcinoma papilifero de células renais (tabela 8).

A terceira variante, REV3L(NM _001372078.1):c.2787T>C(p.Thr929=),
apesar de ser apontada pelo COSMIC como potencialmente oncogénica, é uma variante
sinbnima e ndo tem como consequéncia a troca de aminoacido. Ao realizarmos a analise
de predicdo, a variante foi prevista como ndo prejudicial por 3 dos quatro algoritmos
utilizados. Foi classificada como Provavelmente Benigna pelos critérios de
oncogenicidade (SOP-ACMG/AMP) e ja foi relatada em carcinoma ductal de pancreas
(tabela 8).

A quarta variante com potencial oncogénico,
REV3L(NM_001372078.1):¢c.1954G>A(p.Val6521le)(COSM3619574,COSM3619575),
é umatroca de C por T, do tipo missense. Tem como consequéncia a troca do aminoacido
Valina por Isoleucina (p.Val652lle). Ao realizar a analise de predicdo, a variante foi
prevista como deletéria por apenas um dos quatro algoritmos utilizados. A classificacao

de oncogenicidade indicou a variante como Provavelmente Benigna, seguindo,
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principalmente, o critério que garante benignidade de suporte a variantes missense
ocorrendo em um gene para o qual variantes nonsense sao conhecidas por causar doencas.
No entanto a mesma variante ja foi descrita como oncogénica em um paciente com
Melanoma (tabela 8).

A caracterizacao e classificagdo das variantes polimorficas identificadas no

gene REV3L nas amostras analisadas estdo descritas na tabela abaixo (tabela 9).
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Tabela 9. Caracterizacéo e classificacdo de oncogenicidade das variantes polimorficas detectadas no gene REV3L

POLIMORFISMOS (SNPs) NO GENE REV3L IDENTIFICADOS NAS AMOSTRAS ANALISADAS

1(25,8%),2(100,0%),3(100,0
%),4(50,6%),5(43,6%),6(99,

€.3301C>T - . 8%),7(99,9%),8(48,9%),9(9  Leucemia Mieloide Aguda; Cancer
rs461646 b.Leul101= Codificante 14 Benigna 8,7%),10(99,9%).11(51,4%)  Colorretal: Cancer de Pulméo
,12(100,0%),13(99,8%), 14(9
9,9%)
1(100,0%),2(100,0%),3(100,
0%),4(50,5%),5(50,5%),6(1
00,0%),7(99,9%),8(45,4%), o .
15462779 0337112(2:? Missense 14 Benigna 9(99,8%),10(100,0%),11(50, "eucm'aa{\géi'lﬂ'lgf 'Eg‘;gg'irﬁg;ﬁ;mma
P- 7%),12(100,0%),13(99,9%, 1 P =P
4(99,9%),18(31,4%),21(30,0
%),27(43,5%)
1(57,5%),2(100,0%),3(100,0
%),4(52,8%),5(45,3%),6(10
c.4485G>A . . 0,0%),7(99,9%),8(59,3%),9(  Leucemia Mieloide Aguda; Cancer
r$455645 0.Ser1495= Sinonima 14 Benigna 99,5%),10(99,9%),11(49,8% Colorretal
),12(100,0%),13(99,9%), 14(
100,0%)
1(16,9%),3(53,3%),4(49,5%
),5(48,2%),8(54,1%),9(99,4 o .
5458486 e Sinonima 11 Benigna %),10(96,3%) 11(473%),12 -V ?g?;gbéasékc(;gémgop'as'a
pBIyIbe= (99,9%),13(48,6%),14(100,0 ' EP
%)
c.4290G>A o _ 1(15,7%),3(52,0%),4(44,8% LeucemielLinfobIéstica B, Qéncer de
rs455732 0.Val1430= Sindnima 11 Benigna ),5(46,3%),8(54,2%),9(99,4 Pulm@o de Pequenas Células,

9),10(98,9%),11(49,0%),12 Ependimoma



(100,0%),13(54,7%),14(99,9
%)
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C.7538+57A>G

1(44,3%),3(46,9%),4(57,1%
),5(57,0%),8(47,5%),9(99,7

Leucemia Mieloide Aguda, Cancer de

rs1623806 S Missense 11 Benigna 9%),10(99,2%),11(48,7%),12 Pulmio de Pequenas Células
p-s (100,0%),13(43,7%),14(100, g
0%)
€.9219G>C s . 1(52,2%),2(59,5%),6(56,0% . .
rs3204954 0.Arg3073= Sindnima 4 Benigna ).7(56,6%) Adenocarcinoma Esofagico
€.3429A>T s . 1(15,7%),2(45,2%),6(31,1% . .
rs3218591 0.Alal143= Sindnima 4 Benigna .7(99,9%) Adenocarcinoma Esofégico
€.9190G>A . 1(8,7%),2(59,6%),6(55,9%), . .
rs3204953 0.Val3064l Missense 4 NR 7(56,7%) Adenocarcinoma Esofagico
- i3 0, 0,
1578491998 C.6754-4A>T .R.eglao dﬂe _ 3 i 17(9,8%),20(12,2%),27(14,3 NR
p.? Splicing, Intrénica %)
- 0, 0,
rs770452846 C'675L:) ,1,4G>T Intrdnica 3 Benigna 17(8.6 A)),22(01/02),2 %).30(11,1 Cancer de Es6fago
c.4701T>A . i 17(6,5%),20(8,0%),24(8,0%
rs769634899 0.His1567GIn Missense 3 ) NR
- 0, 0,
(5761329594 °'1°92 3201 Intrénica 3 i 18(16,7 /")'2%8’8 %),24(22,7 NR
€.8352-30A>T . i 17(20,0%),18(23,5%),22(20,
rs748063363 0.2 Intronica 2 89%),24(25,0%) 28(32,3%) NR
1572989019 0'139;26>A Intronica/Upstream 1 , 2(55,9%) NR
rs458017 ¢.3467A>G Missense 1 Benigna 2(48,5%) Cancer de Esbfago

p.Tyrl1156Cys
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rs3218574 0'663;)7,9 A>G Intronica 1 Benigna 3(13,6%) NR
rs3218606 pc,frzci%?glﬁ\is Missense 1 NR 3(9,3%) Cancer Colorretal
€.2191G>A . .
rs41289890 0.Ala731Thr Missense 1 - 6(6,4%) NR
€.3559G>A . .
rs141702431 0.Val1187lle Missense 1 - 6(54,9%) NR
rs535670392 C'7073F')1,,17T>C Intronica 1 - 8(62,3%) NR
rs770402288 c.180C>'_|' Sindnima 1 - 9(5,6%) NR
p.Tyr60=
15192998811 0'948;)1,?”6 Intronica 1 i 11(47,9%) NR
rs747822274 c.logg:)lgdel Intrénica 1 NR 12(54,5%) Cancer de Prostata, Cancer Colorretal
rs3218587 5523352;1 Sindnima 1 Benigna 6(73,7%) Neoplasia Linfoide - Micose Fungoide
€.6338A>G . 0
rs139348785 p.Tyr2113Cy Missense 1 - 6(32,9%) NR
rs779047506 €.1452G>A Sindnima 1 - 17(30,0%) NR
C.4698G>A S .
rs773259666 0.Glu1566= Sinbnima 1 - 30(7,8%) NR

Legenda. RS: nimero de referéncia da variante no banco de dados doSNP do NCBI; Variante/alteracdo no aminodcido: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios
do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional
padrdo de classificagcdo de oncogenicidade; NR: variante ndo relatada nos bancos de dados; Células contendo “- referem-se a informac@es que ndo constam nos bancos de dados

ou andlises que ndo foram passiveis de realizacdo. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.3. Caracterizagdo, andlise in silico da patogenicidade e classificacdo de
oncogenicidade de variantes identificadas no gene POLH

O sequenciamento completo do gene POLH apresentou baixa cobertura nas
amostras analisadas, tendo como consequéncia a auséncia de leitura de 09 amostras (IDs
15,16,19,20,21,23,24,26,27,) e baixa leitura nas demais amostras.

Nas amostras em que foi possivel a completa ou parcial leitura, foram
identificadas 22 variantes, das quais 16 localizadas em éxons e 6 em introns. Ao
classificarmos as variantes de acordo com a consequéncia da mesma para o transcrito ou
na proteina, obtivemos o seguinte resultado: 11 variantes missense, 4 variantes
synonymous, 0 variantes frameshift, 0 variante inframe, 0 variantes stop gained e 1
variante do tipo 3_prime_UTR_variant. Esta tltima variante ocorre na regido 3’UTR do
RNA mensageiro (mMRNA), a qual é seguida pelo cddon de terminacéo da traducéo. A
regido 3'-UTR geralmente contém regides de regulacao da expressao génica. Por ocorrer
em uma regido ndo codificante, seu impacto para o transcrito ou a proteina é de dificil

predicao.
4.2.3.1.Variantes com Potencial Perda de Fungédo (LoF)

O gene POLH néo apresentou variantes do tipo LoF, claramente patogénicas,
com potencial perda de funcdo para a proteina, possivelmente devido a baixa cobertura

de sequenciamento deste gene.

4.2.3.2.Variantes Potencialmente Oncogénicas (COSMIC Database) e polimérficas
(dbSNP)

Dentre as variantes identificadas, 06 foram anotadas no banco de dados
dbSNP e classificadas como variantes polimorficas. Nao houve variantes anotadas no
COSMIC Database.

As variantes do tipo SNPs que j& haviam sido depositadas em bancos de dados
gendmicos obtiveram um escore total de baixo potencial deletério, apesar dos relatos
existentes na literatura demonstrando suas associa¢des a outros tipos de cancer, que estdo
demonstrados na tabela e seréo discutidos posteriormente.

Destacamos duas variantes polimorficas identificadas no mesmo paciente
(ID19), que ja foram relatadas na literatura em Leucemia Mieloide Aguda. A primeira
variante, POLH(NM_006502.3):c.1434G>A (p.Thr478=), é uma troca de G por A,
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anotada como uma variante polimofica (rs3734690) e ocorre na regido (ch6)43581586.
Sendo uma variante do tipo Sindnima, ndo ha substituicdo do aminoacido e, por
consequéncia, ndo ha perda da funcdo da proteina. A segunda variante,
POLH(NM_006502.3):c.1939A>T (p.Met647Leu), caracterizada pela troca de uma base
A por T, é uma variante do tipo missense, que leva a subatituicdo do aminoacido
metionina (Met) por leucina (Leu) (tabela 10)

As duas variantes possuem registro no banco de dados Clinvar
(VCV000259987.12; VCV000259989.13) e, ao realizarmos a anélise de predicdo
utilizando os quatro algoritmos propostos, ambas foram classificadas como Polimorfismo
pelo Mutation Taster e Neutras pelos outros trés algoritmos propostos. A pontuacédo de
oncogenicidade permitiu classifica-las como benignas (tabela 10)

A terceira variante com destaque neste estudo,
POLH(NM_006502.3):c.698A>G (p.Asn233Ser), ocorre na regido (chr6)43568762. E
uma variante polimorfica (rs61756403), do tipo missense, caracterizada pela troca de A
por G. Essa substituicdo de base Unica na regido indicada do gene POLH leva a
modificacdo do aminoacido Asparagina (Asn) pelo aminoécido Serina (Ser) na posi¢do
233 da cadeia polipeptidica e foi classificada como causadora de doenca pelo algoritmo
Mutation Taster, deletéria pelos algoritmos Sift e Provean e tolerada pelo algoritmo
Mutpred. Apesar da predicdo ter demonstrado patogenicidade da variante, apds avaliacao
dos critérios de oncogenicidade, a variante foi classificada como benigna (tabela 10)

A caracterizacdo e classificagdo de oncogenicidade dessas variantes

polimorficas identificadas no gene POLH estdo descritas na tabela abaixo (tabela 10)
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Tabela 10. Caracterizacdo e classificacdo de oncogenicidade das variantes polimdrficas detectadas no gene POLH

POLIMORFISMOS (SNPs) NO GENE POLH IDENTIFICADOS NAS AMOSTRAS ANALISADAS

VARIANTE

~ CONSEQUENCIA DA  N° DE PACIENTES SOP <
POLIMORFISMO ALTERACAO NO VARIANTE COM A VARIANTE (ACMG/AMPVICC) PACIENTE ID/VAF SIGNIFICADO CLINICO
AMINOACIDO
5142864589 C.1473G>A Sinonima 2 Provavelmente 4 g1 404y 30(26,9%) Xeroderma Pigmentoso
p.GIn491= Benigna
c.*50A>G
rs1064260 Variante 3-UTR PrO\B/angmente 3(24,9%) Xeroderma Pigmentoso
p.? enigna
rs2307465 - Intrénica - 3(5,4%) NR
Leucemia Mieloide Aguda,
rs3734690 C'1434G>f‘ Sinbénima 1 Benigna 5(52,2%) Adenocarcinoma de Colon,
p.Thr478= .
Xeroderma Pigmentoso
¢.1939A>T . . 0 Leucemia Mieloide Aguda, Cancer
$6941583 p.Met647Leu Missense ! Benigna 5(57.6%) Colorretal, Cancer de Pulméo
c.698A>G . . 0 .
rs61756403 0.Asn233Ser Missense 1 Benigna 8(49,1%) Xeroderma Pigmentoso
€.1144C>T . .
rs552285614 0.Arg382Cys Missense 1 - 9(5,9%) NR

Legenda. RS: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; Variante/alteragdo no aminoacido: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios
do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional
padrdo de classificagdo de oncogenicidade; NR: variante ndo relatada nos bancos de dados; Células contendo “-* referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados
ou analises que ndo foram passiveis de realizagdo. Fonte: Elaborada pela autora
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4.2.4. Caracterizagdo, andlise in silico da patogenicidade e classificacdo de
oncogenicidade de variantes identificadas no gene POLI

Foram identificadas, no total, 58 variantes no gene POLI. Das quais, 35 foram
localizadas em éxons e 23 em regides intronicas. A classificacdo das variantes quanto a
consequéncia para o transcrito ou proteina, levou ao seguinte resultado: 22 variantes
missense, 7 variantes Synonymous, 3 variantes frameshift, 1 variante inframe, 1 variantes
stop gained e 3 variantes Splice Acceptor Variant e 1 Splice Donor Variant. Variantes em
regides doadoras ou receptoras de splice podem causar truncamento da proteina ou perda
de funcdo, por este motivo séo classificadas como de alto impacto pela classificacdo de

severidade do Ensembl Database.

4.2.4.1.Variantes com Potencial Perda de Fungédo (LoF)

A maioria das variantes LoF identificadas no gene POLI demonstraram-se
Provavelmente Oncogénicas pela classificagio SOP. Diferentemente de REV3L, as
variantes nesta regido de POLI, mesmo classificadas como perda de funcéo, ndo séo
conhecidas como causadoras de NMD, fenbmeno celular que causa a degradagédo de
MRNA em genes que contém cddons de parada prematuros. No entanto, as variantes
destacadas podem afetar o dominio funcional da proteina. Essa caracteristica das
mutacdes em POLI com perda de funcdo aqui destacadas garante a pontuacdo de
oncogenicidade atribuida a estas variantes.

A primeira variante do tipo frameshift,
POLI(NM_007195.3):c.349del(p.Val117TyrfsTer2), identificada em apenas um
paciente, é caracterizada pela substituicdo do aminoéacido valina por um cédon de parada,
o0 que afeta o dominio funcional da proteina, garantindo a pontuacdo OVS1 (Oncogenic
Very Strong-1) e ndo foi identificada no banco de dados gnomAD (OP4 - Oncogenic
Supporting), o que, apos o0 somatorio das pontuagdes, a classifica como Provavelmente
Oncogeénica pelos critérios de oncogenicidade (SOP-ACMG/AMP) (tabela 11).

A segunda variante do tipo frameshift,
POLI(NM _007195.3):c.965 966insT(p.Pro323ThrfsTer6), detectada em apenas um
paciente, é caraterizada pela substituicdo de uma prolina por um cédon de terminagéo,
como consequéncia da insercdo de uma timina na posic¢do (chrl8)51818206. A Unica

pontuagdo que conseguimos atribuir a esta variante foi a (OP4 - Oncogenic Supporting),
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por estar ausente no banco de dados gnomAD. Apo6s o0 somatdrio das pontuacgdes, a
variante foi classifica como VUS pelos critérios de oncogenicidade (tabela 11)

A terceira variante do tipo frameshift, POLI(NM_007195.3):c.1185del
(p.Lys396AsnfsTer2), detectada em apenas um paciente, é caraterizada pela substituicdo
de uma lisina por um cd6don de terminacdo, como consequéncia de uma delecdo na
posicdo (chrl8)51818206. Esta variante afeta diretamente o dominio funcional da
proteina, garantindo a pontuacdo OVS1 (Oncogenic Very Strong-1), e ndo foi identificada
no banco de dados gnomAD (OP4 - Oncogenic Supporting), o que, apos o0 somatorio das
pontuacdes, a classifica como Provavelmente Oncogénica pelos critérios de
oncogenicidade (SOP-ACMG/AMP) (tabela 11).

A quarta variante do tipo LoF identificada no gene POLI,
POLI(NM_007195.3):c.51_53del (p.Aspl7del) tem como consequéncia uma delecdo do
tipo inframe, foi identificada em 10 dos 30 pacientes e esta registrada na base de dados
dbSNP como polimorfismo. A andlise de predicdo classificou a variante como néo
prejudicial nos quatro algoritmos utilizados, garantindo a pontuacdo SBP1 (SBP1:
Somatic Benign Supporting-1), além disso a variante foi reportada no gnomAD com uma
frequéncia alélica de 70,5%, o que confere a pontuacdo SBVS1 (Somatic Benign Very
Strong-1). O somatorio das pontuacdes permitiu classificar esta variante como benigna
pelos critérios de oncogenicidade (SOP-ACMG/AMP). A variante ja foi relatada em
cancer de prdéstata, cancer de mama, cancer colorretal carcinoma adrenocortical e
carcinoma de celulas escamosas (tabela 11).

A variante do tipo stop gained, POLI(NM _007195.3):c.1618C>T
(p.GIn540Ter), identificada no gene POLI em apenas um paciente (ID14), tem como
consequéncia a substituicdo de uma glicina por um c6don de terminacdo. Esta variante
afeta diretamente o dominio funcional da proteina, garantindo a pontuagdo OVS1
(Oncogenic Very Strong-1), e ndo foi identificada no banco de dados gnomAD (OP4 -
Oncogenic Supporting), o que, apés 0 somatdrio das pontuagdes, a classifica como
Provavelmente Oncogénica pelos critérios de oncogenicidade (SOP-ACMG/AMP)
(tabela 11).

As demais variantes do tipo LoF foram identificadas em um numero
consideravel de pacientes, no entanto, por estarem localizadas em regides intronicas ndo
foram realizadas avaliacbes de predicdo da patogenicidade e classificacdo de

oncogenicidade das variantes (tabela 11).



Tabela 11. Analise in silico de predicdo de patogenicidade e classificacdo de oncogenicidade das variantes selecionadas para o gene POLI

POLI(NM_007195.3):c.349del

12(7,3%) Provavelmente Claramente Claramente  Claramente Claramente
(p.Vall17TyrfsTer2) ' Oncogénica Patogénica Patogénica  Patogénica Patogénica
POLI(NM_007195.3):¢c.965_966ins 18(5,4%) VUS Claramente Claramente  Claramente Claramente
T (p.Pro323ThrfsTer6) 70 Patogénica Patogénica  Patogénica Patogénica
POLI(NM_007195.3):c.1185del 22(9,5%) Provavelmente Claramente Claramente  Claramente Claramente
(p.Lys396AsnfsTer2) ' Oncogénica Patogénica Patogénica  Patogénica Patogénica
POLI(NM(_F?()Z\Y’SﬁF;.ngi;:.Sl_S?)deI 1,2,3,4,6,7,8,10,12,14* Benigna Polimorfismo Tolerada Neutra Tolerada
POLI(NM_007195.3):¢c.1618C>T
(p.GIn540Ter) 14(6,4%) Provavelmente Claramente Claramente  Claramente Claramente
' Oncogénica Patogénica Patogénica  Patogénica Patogénica
COSM4275745, COSM4275746
17(10,5%),18(11,3%),19(7,4%),20(
) 515,9%),21(13,5%),22(12,4%),24( i . . . .
POLI:g.22428 22428delA 179%),25(14,9%),26(17.7%),27(17, intron intron intron intron
3%),28(17,1%),30(12,7%)
15(47,5%),16(46%),17(36,3%),17(
5,7%),18(31,1%),19(48,2%),20(43,
POLI:g.22428A>G,A>T 6%),21(50%),22(47%),23(58,6%),2 - intron intron intron intron
4(40,3%),25(37,3%),26(43,3%),27(
48,2%),28(39,1%),30(43,9%)
POLI(chr18):51818197ATTTA>T 17(4,7%),19(10%),21(5,4%),28(4,7 . . . .
TTT, ATTTASTTTTG %) - intron intron intron intron
POLI(chr18)51818198ATTA>TTT 18(4,7%) - intron intron intron intron
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16(23%),19(17,9%),20(12,3%),22(

) 13,3%),23(10,3%),24(25%),25(17, i . . . . )
POLI:g.142039T>C 59%),26(11,1%),27(28,6%),30(12,3 intron intron intron intron
%)
POLI(NM_007195.3):¢c.1185G>A
Provavelmente Causadora de
= 0
(p.GIn395=) 28(12,5%) Benigna doenca Tolerada Neutra Neutra 1

COSM4072584,COSM4072585

Legenda. Variante: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia
do alelo variante; VUS: variante de significado incerto; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional padrdo de classificacdo de oncogenicidade;
PROVEAN/SIFT/MutationTaster/MutPred: resultado da analise de patogenicidade in silico das variantes de acordo com cada ferramenta. Escore total: nimero total de
ferramentas que concordaram entre si acerca do potencial patogénico da variante. Publicaces: nimero de referéncias encontradas para determinada variante na literatura.
Células contendo “-* referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados ou analises que ndo foram passiveis de realizacdo. Células contendo “*“ referem-se a

amostras nas quais ndo foi possivel determinar o VAF. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.4.2 Variantes Potencialmente Oncogénicas (COSMIC Database) e polimorficas
(dbSNP)

Dentre as variantes identificadas, 13 foram anotadas no banco de dados
dbSNP e classificadas como variantes polimdrficas e 02 sdo variantes anotadas no
COSMIC.

Destacamos a variante potencialmente oncogénica, anotada no banco de
dados COSMIC (COSM4275745, COSM4275746), uma variante LoF, claramente
patogénica, que foi descrita na sessao anterior (tabela 11)

A segunda variante, POLI(NM_007195.3):c.1185G>A (p.GIn395=)
(COSM4072584, COSM4072585), caracterizada pela substituicdo de uma base G por A,
¢ uma variante do tipo synonymous, que ndo acarreta alteracdo no aminoéacido e, por
consequéncia, na funcdo da proteina (indicada pelo simbolo =). A analise de predicao da
variante a classificou como causadora de doenca por apenas um dos quatro algoritmos
utilizados. Ao realizamos a classificacdo de oncogenicidade, a variante foi classificada
como Provavelmente Benigna e ja foi descrita em cancer esofagico (tabela 11).

A classificacdo das variantes polimdrficas no gene POLI identificadas nas
amostras analisadas estdo descritas na tabela abaixo (tabela 12)
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Tabela 12. Caracterizacdo e classificacdo de oncogenicidade das variantes polimdrficas detectadas no gene POLI

POLIMORFISMOS (SNPs) NO GENE POLH IDENTIFICADOS NAS AMOSTRAS ANALISADAS

VARIANTE -
~ CONSEQUENCIA DA N° DE PACIENTES SOP "
POLIMORFISMO ALTERAQAO NO VARIANTE COM A VARIANTE (ACMG/AMP/VICC) PACIENTE ID/VAF SIGNIFICADO CLINICO
AMINOACIDO
€.2191G>A
8305 Missense o5 : 10(60,806) 14(53.6%) NR
(p.Ala731Thr) (99,8%),14(53,6%)
1(11,6%),2(54,1%),7
rs660793 ¢.1405-30G>C Intrénica 06 - (45,49%),9(47,4%),12 NR
(45,2%),14(49,7%)
1(52,9%),2(53,6%),7 o
5610281 ¢.550+34C>T Intrénica Benigna (53,3%),9(30,7%),12 Leg‘;ﬁ;‘::]aoﬁn";eé‘;'giﬁ%‘éda
(52,8%),14(54,1%)
0, 0,
53730688 C.241+93A5G Intronica 04 : 1(19%).2(49,3%),14( NR
40,1%)

Cancer de Prostata, Cancer de
rs10584411; .51 53del Mama, Céncer Colorretal,
rs3729509; ( ' ASp17 del) Inframe 08 Benigna 1,2,3,4,6,7,8,10 Carcinoma Adrenocortical,
rs763063557 P-ASP Carcinoma de endométrio,

Astrocitoma
c.74C>G
rs202045769 Missense 01 - 4(100%) NR
(p.Ala25Gly)
c.87G>A
rs3730669 Sindnima 01 Benigna 6(37,2%) Melanoma, Carcinoma de Intestino
(p.Ala29=)
rs3730809 ~ C1404+12_1404+13 Intronica 02 i 7(41,29%),12(51,4%) NR

del
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€.1404+41_1404+42

rs34362008 del Intronica 02 - 7(43%),12(51,4%) NR
€.149C>T
rs770802279 Missense 01 - 9(10,9%0) NR
(p.Alab0Val)
rs3730727 €.559+92A>G Intrénica 01 - 9(30,8%0) NR
rs3730689 €.241+96G>A Intrénica 01 14(59,8%)
16(61%),17(63,6%),
20(56,7%),22(43,8%
rs771168096 ( C'éfﬂggiAs) Missense 08 i ),24(60%).25(59,3% NR
p. y ),26(57,1%0),28(76,9
%)

Legenda. RS: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; Variante/alteracdo no aminoacido: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios
do HGVS; ID: namero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional
padrdo de classificagdo de oncogenicidade; NR: variante ndo relatada nos bancos de dados; Células contendo “- referem-se a informac@es que ndo constam nos bancos de dados
ou analises que ndo foram passiveis de realizacdo. Fonte: Elaborada pela autora
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4.2.5. Caracterizagdo, andlise in silico da patogenicidade e classificacdo de
oncogenicidade de variantes identificadas no gene REV1

Foram identificadas 108 variantes no gene REV1, das quais 62 foram em
éxons e 46 em introns. Dentre aquelas, detectadas 39 variantes missense, 12 variantes
synonymous, 05 variantes frameshift, 01 variante do tipo stop gained e 02 variantes do
tipo Splice Donor Variant. Variantes em regides doadoras ou receptoras de splice podem
causar truncamento da proteina ou perda de funcédo, por este motivo sdo classificadas

como de alto impacto pela classificacdo de severidade do Ensembl Database
4.2.5.1.Variantes com Potencial Perda de Fungédo (LoF)

Durante a avaliacdo de patogenicidade, foram detectadas variantes cujas
consequéncias sdo seriamente prejudiciais para a proteina resultante (variantes
potencialmente loss of function, perda de funcéo). Sao elas: 05 variantes frameshift, 01
variante do tipo stop gained e 02 variantes do tipo Splice Donor Variant. Para a anélise
de predicdo in silico, todas essas variantes sdo consideradas como Claramente
Patogénicas devido as consequéncias de alto potencial deletério, as quais comumente
comprometem processos transcricionais e traducionais, gerando proteinas truncadas ou
ndo funcionais (tabela 13).

A primeira variante de consequéncia frameshift,
REV1(NM_001321455.2):c.2423del(p.Leu808ArgfsTer50), é caracterizada pela delecdo
de uma timina na posicao (ch2)100024512, e foi detectada em apenas um paciente dos 30
pacientes avaliados (ID03). A frequéncia da variante ndo foi encontrada no gnomAD
(OP4 - Oncogenic Supporting), e, apés avaliacdo dos critérios de oncogenicidade (SOP-
ACMG/AMP), a variante pdde ser classificada como VUS (tabela 13).

A segunda variante de consequéncia frameshift,
REV1(NM _001321458.2):c.1648del (p.GIn550LysfsTer25), detectada em 01 paciente
dos 30 pacientes avaliados (ID11), é caracterizada pela delecdo de uma guanina que tem
como consequéncia a troca do aminoacido lisina por um cédon de terminacdo que afeta
o dominio funcional da proteina, garantindo a pontuacdo OVS1 (Oncogenic Very Strong-
1), e ndo foi identificada no banco de dados gnomAD (OP4 - Oncogenic Supporting), o
que, apds o somatdrio das pontuacdes, a classifica como Provavelmente Oncogénica
pelos critérios de oncogenicidade (SOP-ACMG/AMP) (tabela 13).
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A terceira variante frameshift, REV1(NM_001321454.2):c.2057del
(p.Pro686GInfsTer25), identificada no pacientes de ID 18 e 21, teve como consequéncia
a substituicdo do aminoacido prolina por um cdédon de terminacdo (Ter). A Unica
pontuacdo que conseguimos atribuir a esta variante foi a OP4 - Oncogenic Supporting,
por ndo ter sido identificada no gnomAD. Apds avaliagdo dos critérios de oncogenicidade
(SOP-ACMG/AMP), a variante pdde ser classificada como VUS (tabela 13).

A quarta variante com perda de funcdo, REV1(NM_016316.4):c.42_43del
(p.Trpl5GlyfsTer35), foi identificada em dois dos 30 pacientes avaliados (ID18 e 1D27)
e foi classificada como Variante de Significado Incerto (VUS) apds pontuagdo seguindo
os critérios SOP-ACMG/AMP (ndo encontrada no gnomAD) (tabela 13).

Para a quinta variante identificada na regido REV1(chr2)100027185CT>T,
ndo foi possivel realizar a classificacdo e predicdo de patogenicidade e oncogenicidade,
pois o software ndo foi capaz de identificar a regido da variante (tabela 13).

Para a variante do tipo Splice Donor néo foi possivel realizar a classificagdo
e predicdo de patogenicidade e oncogenicidade, pois a variante se encontra em uma regido
intrénica (tabela 13).

A variante do tipo Stop Gained, REV1(NM_001321454.2):c.3547G>T
(p.Aspl183Tyr), identificada em 14 dos 30 pacientes avaliados, ndo teve a frequéncia
alélica identificada no gnomAD, garantindo a pontuacdo OP4 (Oncogenic Supportin - 4)

a esta variante e classificando-a como VUS (tabela 13).



Tabela 13. Andlise in silico de predigdo de patogenicidade e classificacdo de oncogenicidade das variantes selecionadas para o gene REV1
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REV1(NM_001321455.2):c.2423del 3(5,7%) VUS Claramente Claramente Claramente Claramente
(p.Leu808ArgfsTer50) ‘ Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REV1(NM_001321458.2):c.1648del Provavelmente Claramente Claramente Claramente Claramente
11(5,5%) Oncoaénica Patogénica Patogénica  Patogénica Patogénica
(p.GIn550LysfsTer25) 9
REV1(NM_001321454.2):c.2057del Claramente Claramente Claramente Claramente
18(6,3%),21(10%) VUS Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
(p.Pro686GInfsTer25)
REV1(NM_016316.4):c.42_43del Claramente Claramente Claramente Claramente
18(11,1%),27(19%) VUS Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
(p-Trpl5GlyfsTer35)
REV1(chr2)100027185CT>T 25(14,3%),27(8,6%),28(10%) - error error error error
REV1:9.54203G>A 9(5,4%),17(13,3%) - intron intron intron intron
1(27,7%),2(25%),3(29,2%),4(28, Claramente Claramente Claramente Claramente
. 7%),5(27,6%),6(26,7%),7(28,3%) Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica
REVl(NMKO%nglllgzd'T'z)r')c'3547G>T ,8(26,4%),9(28,4%),10(27,6%),1 VUS
P-ASP y 1(26,4%),12(28,7%),13(28,1%),1
4(25,9%)
REV1(NM_016316.4):c.2023A>C 17(10%),18(11%),22(8,8%),24(9 Polimorfismo Deletéria Neutra Tolerada
3% 289;90/ ’ S ’ VUS
COSM4083698 0),28(9,9%)

Legenda. Variante: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante;
VUS: variante de significado incerto; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional padréo de classificacdo de oncogenicidade; PROVEAN/SIFT/MutationTaster/MutPred: resultado
da andlise de patogenicidade in silico das variantes de acordo com cada ferramenta. Escore total: nimero total de ferramentas que concordaram entre si acerca do potencial patogénico da variante.
Publicag¢des: numero de referéncias encontradas para determinada variante na literatura. Células contendo “- referem-se a informacdes que ndo constam nos bancos de dados ou andlises que néo

foram passiveis de realiza¢do. Células contendo “*“ referem-se a amostras nas quais nao foi possivel determinar o VAF. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.5.2.Variantes Potencialmente Oncogénicas (COSMIC Database) e polimorficas
(dbSNP)

Dentre as variantes identificadas, 15 foram registradas no banco de dados
Single Nucleotide Polymorphism (dbSNP) e 01 variante identificada no banco de dados
COSMIC Database.

A variante REV1(NM_016316.4):c.2023A>C (COSM4083698), anotada no
banco de dados COSMIC, foi identificada em 05 pacientes. E um SNV do tipo missense,
e se caracteriza pela substituicdo da base T por G, que tem como consequéncia a troca do
amino&cido treonina por prolina (p.T675P). Ao realizarmos a andlise de predicgdo, a
variante foi prevista como deletéria por apenas um dos 4 algoritmos utilizados e a
frequéncia alélica da variante ndo foi descrita no gnmAD, o que permitiu classicar esta
variante como VUS (tabela 13).

As variantes do tipo SNPs que ja haviam sido depositadas em bancos de dados
gendmicos foram detectadas em um numero relevante dentre os pacientes incluidos no
estudo e, em sua maioria, relatadas em neoplasias mieloides ou linfoides, além de tumores
solidos, contudo, o escore total obtido para esses polimorfismos revelou um baixo
potencial deletério. A caracterizacdo e classificacdo de oncogenicidade dessas variantes

polimorficas identificadas no gene POLQ estdo descritas na tabela abaixo (tabela 14).
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Tabela 14. Caracterizacdo e classificacdo de oncogenicidade das variantes polimdrficas detectadas no gene REV1

POLIMORFISMOS (SNPs) NO GENE POLH IDENTIFICADOS NAS AMOSTRAS ANALISADAS

VARIANTE

~ CONSEQUENCIA DA  N°DE PACIENTES SOP <
POLIMORFISMO ALTERACAO NO VARIANTE COM A VARIANTE (ACMG/AMPVICC) PACIENTE ID/VAF SIGNIFICADO CLINICO
AMINOACIDO
1(100%),2(39,6%),3(
49,4%),4(56,7%),7(4 L A
152305354 (C'gz‘s‘fggoi) Sinonima 10 Pro‘éae‘;?'rr’]‘ae”te 3,9%) 8(100%)9(100 Le”giﬂgm'efégﬁ Qg:‘gzo %"’:“’er
p.Cy g %),12(30,1%),13(64, ’
2%),14(37,2%)
1(100%),3(31,1%),4(
€.2614+15A>G 36,7%),7(41,9%),8(9 Leucemia Mieloide Aguda, Cancer
rs717454 Intrénica 9 Benigna 9,9%),9(14,2%),12(4 de mama, Cancer de pulméo,
p.? 6,8%),13(49,7%),14( Carcinoma de célon
39,3%)
0, 0,
512&3021(25(252;?)7(35( Leucemia Mieloide Aguda, Cancer
153087386 ¢.770T>C Missense 9 Benigna 0,3%),8(100%),12(55 . 4€ mama, Cancer de pulmao,
(p.Phe257Ser) 89%),13(55%),14(52 Carcinoma de esdfago, Carcinoma
0700, 1%)0 ' " de pancreas, Neoplasia de tireoide
Leucemia Mieloide Aguda
0, 0, ]
rs3087403 C.A12G5A Missense 3 Benigna 1511 A’)’7(046’2 %)8 Adenocarcinoma de Colon,
(p.Val138Met) (99,8%) Osteossarcoma
c.412G>A - i 1(54,8%),12(41,9%),
rs28369944 (p.Val138Met) Intronica 3 14(41,7%) NR
c.412G>A L 1(99,9%),2(48,1%),3
rs28369943 (p.Val138Met) Intronica 10 - (46,8%),4(54,5%),7( NR

47%),8(99,9%),9(100
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%)12(41,8%),13(51,1
%),14(41,6%)

2(55,3%),3(20,4%),9

rs13394927 €.2615-49C>T Intronica 3 - (43,1%) NR
rs13409359 C.1438+54T>G Intronica 2 - 2(58,6%),3(30,1%) NR
rs10175852 .1213+30G>T Intronica 2 - 2(46,5%),3(10,3%) NR
c.1118A>G Missense . o o .
rs3087399 (. Asn373Ser) 2 Benigna 2(56,5%0),3(16,2%0) Adenocarcinoma de Colon
c.3007G>A Missense
rs3087401 1 Benigna 8(50,7%) Linfoma Difuso de Células B
(p.Ala1003Thr)
rs201548583 C'18323'33;e—|1832' Intronica 2 - 9(74,9%),28(45,8%) NR
rs138292917 ¢.3046-14G>A Intergénica 1 - 11(47%) NR
€.216G>A Missense
rs370682495 - 13(51,4%) NR
(p-Met72lle)
rs779212144 ¢.504-38T>G Intronica 1 - 28(19%) NR

Legenda. RS: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; Variante/alteragdo no aminoacido: nomenclatura da variante identificada seguindo os critérios
do HGVS; ID: nimero de identificacdo do paciente; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; SOP(ACMG/AMP): resultado do procedimento operacional
padrao de classificacdo de oncogenicidade; NR: variante ndo relatada nos bancos de dados; Células contendo “-* referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados
ou anélises que ndo foram passiveis de realizacdo. Fonte: Elaborada pela autora
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5. DISCUSSAO

O advento do IPSS Molecular, publicado em 2022, demonstrou que até 94% dos
pacientes com Neoplasia Mielodisplasica apresentam pelo menos uma anormalidade molecular,
demonstrando um alto grau de instabilidade gendmica nesta doenca. A instabilidade gendmica,
por sua vez, pode gerar mutagdes aleatorias, indo de muta¢des pontuais no genoma, até grandes
rearranjos cromossdmicos, como translocacdes, delecbes e monossomias, caracteristicas
compartilhadas por 40-60% dos pacientes com SMD (BERNARD et al, 2022)

Diante disso, as evidéncias de que genes participantes das maquinarias de reparo do
DNA estdo, em sua maioria, alterados na Neoplasia Mielodisplasica, tem sido crescentes. No
mesmo paciente, 0 nimero de alteracdes no DNA (muta¢des ou anormalidades cromossémicas)
geralmente aumenta a medida que a doenca progride, potencializando o risco de evolugao para
Leucemia Mieloide Aguda. Isso demonstra que a célula da SMD pode se tornar incapaz de lidar

com a grande quantidade de lesdes conforme a doenca progride (ZHOU et al, 2015)

Alguns dos processos que proporcionam a integridade do genoma sdo 0s mecanismos
de resposta a danos no DNA que as células desenvolveram para remover a maioria das lesdes.
Apesar da protecdo proporcionada pelos mecanismos de reparo, eles podem nédo funcionar da
forma correta, devido a alteragfes funcionais em suas proteinas. Isso pode ocasionar o blogueio
da forquilha de replicagdo do DNA e gerar alteragfes cromossomicas. Como uma segunda
opcéo para lidar com o dano ao DNA no caso de falha dos mecanismos de reparo, as células
desenvolveram mecanismos adicionais para sintetizar através das lesées ou corrigir lesdes
passadas, 0s mecanismos de sintese translesao, os quais nos dedicamos a analisar neste estudo
(RIBEZZO, 2016; VAISMAN, 2017; POWERS, 2018).

No entanto, devido a falta de acurécia das polimerases TLS, sua atuacao precisa ser
cuidadosamente regulada, pois alteragdes que causem aumento ou diminuicdo de Sseus
processos de sintese translesdo ou que induzam o fendtipo TLS propenso a erros, como
alteracdes de expressdo ou mutacdes, podem levar a indugcdo de mutagdes no genoma e acelerar
0 processo de carcinogénese. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que até dois tercos das
mutacdes no cancer sdo causadas por erros durante a replicacdo do DNA e que muitas das
mutacdes pontuais encontradas no genoma de celulas saudaveis e, em maior nimero, nas
neoplésicas, sejam em virtude do mecanismo TLS, reforcando a importancia da sintese
transleséo e do sistema de reparo do DNA. (BIELAS, 2006; WATERS, 2009; TOMASETTI et
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al, 2017). A SMD se torna um modelo interessante de estudos das polimerases TLS devido ao
alto nimero de mutagdes presentes nos pacientes diagnosticados.

Reportamos e discutimos aqui os resultados do primeiro estudo cientifico que avaliou a
presenca de variantes nos genes REV3L, POLQ, POLH, REV1 E POLI, DNA Polimerases com
atividade TLS, em pacientes com Neoplasia Mielodisplasica.

Alta incidéncia de variantes LoF nos genes POLQ e REV3L representam perda do
mecanismo de Sintese Translesdo na Neoplasia Mielodispléasica

Neste estudo, identificamos um alto indice de variantes do tipo LoF (perda de funcéo)
nos genes POLQ e REV3L. Foram 15 variantes para o gene POLQ e 25 variantes para o gene
REV3L, todas consideradas como Claramente Patogénicas devido as consequéncias de alto
potencial deletério, as quais comumente comprometem processos transcricionais e traducionais,

gerando proteinas truncadas ou ndo funcionais.

Datam de 2014 os primeiros estudos a demonstrarem que mutacfes que resultam em
perda de funcéo ou eficiéncia reduzida da proteina POLQ podem levar ao colapso de forquilhas
de replicacdo e controle anormal do tempo de replicacdo, levando a célula a instabilidade
cromossdémica (FERNANDEZ-VIDAL, 2014).

Sabendo que os subtipos mais avancados da SMD, com excesso de blastos, exibem
maior instabilidade gendmica e alto risco de progressdo para leucemia mieloide aguda,
comparamos a incidéncia dessas mutac¢des nos dois subtipos avaliados neste estudo, SMD-EB
e SMD-SA. Para os dois genes avaliados, dentre os pacientes incluidos neste estudo, tivemos
predominancia de mutacdes LoF em pacientes com subtipos de doenca avancada, SMD-EBL1 e
SMD-EB2 (POLQ=15; REV3L=24) comparados a pacientes com o subtipo de menor risco
(SMD com sideroblastos em anel / POLQ=10; REV3L=12).

Além disso, também tivemos predominéncia das demais variantes caracterizadas
(missense e synonymous). Em POLQ, 157 variantes foram identificadas em pacientes dos
subtipos SMD-EB e 116 variantes identificadas em pacientes dos subtipos SMD-AS. Para o
gene REV3L identificamos 246 variantes nos subtipos SMD-EB e 173 nos subtipos SMD-SA.

Sabemos que a polimerase theta (POLQ) é uma DNA polimerase de baixa fidelidade
que ndo possui funcdo exonucleasica 3'-5', estando envolvida tanto na via de sintese transleséo,
qguanto na via alternativa de juncGes por extremidades ndo-homologas, denominada theta-

mediated-enjoing ou alt-NHEJ, que é um mecanismo de backup do reparo de quebra de DNA



97

de fita dupla. As vias mediadas por POLQ predominam nas células cancerigenas quando outras
vias de reparo do DNA est&o ausentes ou ndo funcionam da maneira correta (CARACCIOLO,
2021; CECCALDI, 2015)

A perda de POLQ, o que supomos ser o caso deste estudo pelo alto indice de mutagdes
que conferem perda de funcéo, sensibiliza as células a radiagdo ionizante e estudos mostram
que camundongos com deficiéncia desta enzima exibem alteragdes cromossémicas que
aumentam a instabilidade do genoma, fato que sugere um papel importante para POLQ na
manutencdo da integridade da célula (YOUSEFZADEH et al., 2013). Seria esta enzima uma

possivel nova guardid do genoma?

N&o seria surpresa determinarmos que POLQ desempenha a funcdo de guardid do
genoma, pois os estudos demonstram que tanto 0 aumento da expressdo quanto a perda de
funcdo de POLQ aumentam as frequéncias de mutagdes. Além disso, POLQ atua ativamente
na sintese translesdo e no reparo do DNA, com suas subunidades estruturais interagindo com o
DNA e com demais enzimas de reparo, como RAD51 e BRCAL. Interessantemente, diversos
estudos tém demonstrado que POLQ forma um complexo com o PARP-1 em uma via de
letalidade sintética interagindo com BRCAL e RAD51, o que torna esta enzima importante alvo
terapéutico, com estudos clinicos ja em andamento (ZATREANU et al, 2021; DRZEWIECKA,
2022)

Recentemente, publicamos um artigo em que avaliamos a expressao de genes das vias
de reparo de quebra de fita simples (XPA, XPC, XPG/ERCC5, CSA/ERCC8 e CSB/ERCCS6) e
quebra de fita dupla (ATM, BRCAL, BRCA2, RAD51, XRCC5, XRCC6, LIG4) em 92 pacientes
com Neoplasia Mielodisplasica. Demonstramos a diminuicéo de expressdo do eixo BRCAL-
BRCA2-RADS51 em pacientes com SMD e corroboramos este achado com uma anélise in silico
no banco de dados GEPIA Database, onde demonstramos um padrdo de diminuicdo da
expressao desses genes em 30 tipos de cancer. Neste estudo sugerimos que a abordagem de
letalidade sintética pode ser testada com genes de reparo de DNA (além do status BRCA1/2)
para Neoplasia Mielodisplasica e encorajamos ensaios clinicos avaliando o uso de inibidores
de PARP1 na SMD (RIBEIRO-JUNIOR et al, 2019)

Diante dos resultados aqui apresentados, com perda de fungéo da proteina POLQ devido
a mutacdes LoF e diante de estudos que demonstram a atuacdo desta enzima em vias de
letalidade sintética, interagindo com BRCA1/2 e PARP-1, nos questionamos se essas mutacdes

que garantem perda de funcdo a POLQ criam a oportunidade de se empregar a abordagem de
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letalidade sintética nos pacientes com Neoplasia Mielodisplasica, assim como foi aplicada, e
ainda ¢ até hoje, com terapias aprovadas, em células cancerigenas que abrigam mutagdes em
BRCAL e BRCA2 usando inibidores de PARP1 (PARPi) (FARMER et al, 2005)

Encontramos relatos na literatura de alteragcbes na fungédo de POLQ, seja como
consequéncia de mutacbes ou expressdo génica e proteica em diversos tumores solidos, tais
como cancer de pulméo, estdmago e reto, sendo o aumento de expressdo associado a pior
sobrevida nestes pacientes (KAWAMURA et al, 2004; LEONCINI et al, 2014; LEMEE, 2010).
Esse aumento de expressdo € ainda mais caracteristico em neoplasias com deficiéncia dos
mecanismos de recombina¢do homologa. Para cancer de mama, por exemplo, é estimado que,
aproximadamente, 70% dos tumores sejam caracterizados pelo aumento da expressao de POLQ
(HIGGINS et al, 2010).

Nas neoplasias mieloides, no entanto, ha poucos estudos sendo conduzidos que
objetivam avaliar a funcdo desta enzima no processo de carcinogénese destas doencas. Nao
encontramos, na literatura, nenhum relato de mutacées no gene POLQ em pacientes com
Neoplasia Mielodisplasica, sendo este estudo o primeiro a relatar e caracterizar as variantes
presentes no gene em pacientes com SMD.

A proteina REV3L (subunidade catalitica de POLZ) €é reconhecida como a principal
polimerase de sintese translesdo, pois é capaz de contornar um amplo espectro de lesdes. No
entanto, ndo possui atividade exonucleasica de revisdo, o que pode contribuir para uma sintese
translesdo propensa a erros. POLZ/REV3L tem sido associado a carcinogénese em canceres de
mama, pulmdo, gliomas e estbmago e na modulacdo da sensibilidade a cisplatina
(MAKAROVA et al, 2015; VARADI et al, 2011). No que concerne a presenca de mutacoes,
em neoplasias mieloides, um estudo realizado em pacientes com leucemia promielocitica aguda
identificou mutacGes no gene REVL3 em dois de 41 pacientes avaliados (RIVA et al, 2013),

diferentes das mutacdes que identificamos no presente estudo.

O unico relato de mutagcdes neste gene identificada em paciente com Neoplasia
Mielodisplasica foi publicado pelo nosso grupo de pesquisa como um relato de caso para a
mutacdo REV3L(NM_002912.4):c.9253-6T>C, identificada no paciente ID03. O paciente
apresentava  hemoglobina  muito  baixa, numero aumentado de  blastos,
cariotipo:47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7] e sem resposta a terapia hipometilante
(decitabina). A variante teve VAF de 16% e foi considerada patogénica pela analise funcional

realizada a época da publicacdo (Analise Funcional através de Modelos ocultos de Markov —
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FATHMM). Ao realizarmos a classificacdo de oncogenicidade desta variante, por estar ausente
no gnomAD e ter sido classificada como patogénica pelos algoritmos utilizados, foi possivel
considerar as pontuacées OP1 (Oncogenic Supporting-1) e OP4 (Oncogenic Supporting-4) para
esta variante, classificando-a como variante de significado incerto (VUS). Para as demais
neoplasias mieloides, um estudo realizado em pacientes com leucemia promielocitica aguda
identificou mutagcdes no gene REVL3 em dois de 41 pacientes avaliados (OLIVEIRA et al,
2020)

Corroborando com nosso estudo, uma pesquisa conduzida por Huang e colaboradores,
em 2020, publicada na revista BMC Medical Genetics, realizou uma abordagem de
bioinformatica para identificar mutacGes em polimerases no banco de dados TCGA. A analise
feita pelos pesquisadores demonstrou uma maior frequéncia de mutacbes em POLQ e
REV3L/POLZ em comparagdo com outras polimerases. (HUANG et al, 2020). Um segundo
estudo publicado por Huang e demais pesquisadores, em 2016, sequenciou 0 exoma de
pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e identificou predominancia de
mutacdes do tipo perda de funcdo no gene REV3L, as quais conferiam aos pacientes

sensibilidade ao tratamento com a droga dacomitinib (HUANG et al, 2016).

No presente estudo, a alta incidéncia de mutacGes que conferem perda de funcéo as
proteinas POLQ e REV3L evidencia o importante papel destas enzimas na manutencdo da
estabilidade do genoma, uma vez que a instabilidade genémica € um passo importante para o
inicio, progressao e evolucdo da Neoplasia Mielodisplasica. Nos questionamos, no entanto,
sobre a possibilidade de os mecanismos de tolerancia ao dano estarem sendo afetados pela
instabilidade genémica intrinseca a doenca, 0 que representaria um grave problema, pois nessa
conjuntura, ambas as Vvias, reparo e tolerancia aos danos, que protegem as células de lesdes no
DNA, se encontrariam insuficientes em pacientes com SMD, predispondo as conhecidas

alteracdes cromossémicas, de grande impacto progndéstico para a SMD.

As analises realizadas neste estudo nos permitem hipotetizar e propor que POLQ e
REV3L podem cooperar na geracdo de instabilidade genémica nos pacientes com Neoplasia
Mielodisplasica por falha no mecanismo de sintese transleséo devido ao alto indice de mutacdes
que conferem perda de fungdo a estas proteinas. Mecanismo este 0 mais potencialmente
patogénico, dentre os diversos sistemas de reparo do DNA, e que, até entdo, ndo havia sido
descrito na Neoplasia Mielodisplasica.
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A alta taxa de variantes em REV1 e POLI pode representar um biomarcador da
instabilidade gendmica na SMD?

Os genes REV1 e POLI nédo apresentaram alta incidéncia de mutac6es do tipo perda de
fungéo, como os genes REV3L e POLQ. No entanto, a presenca de altas taxas mutacionais em
multiplos pacientes e, especificamente, de mutagdes do tipo missense (134 para o gene REV1 e
14 para o gene POLLI), as quais alteram o aminoacido codificado, pode representar um aumento
da instabilidade do genoma de pacientes com Neoplasia Mielodisplasica, refletindo, inclusive,
a falha dos mecanismos de reparo e a auséncia do mecanismo TLS mediado por REV3L e
POLQ. Além disso, uma vez ausente a sintese TLS de POLQ e REV3L, a célula recorreria a
outras polimerases que desempenhem a mesma atividade, como REV1 e POLLI, as quais podem
ter suas funcbes prejudicadas como consequéncia de mutacGes missense, ou, pior ainda,

poderiam estar atuando através do mecanismo de sintese translesdo propenso a erros.

Nossos achados demonstram que REV1 e POLI podem desempenhar um papel
fundamental na integridade do sistema hematopoiético. Alguns estudos na literatura mostram a
importancia desses genes para a manutencdo da integridade gendmica nessas células. Para
relatar a importancia de REV1 para a manutenc¢do do sistema hematopoiético, citamos aqui um
estudo colaborativo publicado por Martin-Pardillos e colaboradores (2017) que questionou se
as polimerases TLS, mais especificamente REV1, poderiam desempenhar um papel protetor no
sistema hematopoiético. Os pesquisadores realizaram um transplante de HSCs em
camundongos irradiados com knockout de REV1, para investigar como a deplecédo de Revl pode
prejudicar o sistema hematopoiético, limitando sua capacidade funcional e induzindo alteracfes
gendmicas que predispdem a neoplasias hematologicas. (MARTIN-PARDILLOS et al, 2017).
Os camundongos desenvolveram faléncia progressiva da medula e apresentaram citopenias
leves em todas as linhagens. Além disso, o0 nocaute combinado de REV1 e XPC, outra enzima
de reparo do DNA, resultou em deficiéncia do reparo do genoma global por excisdo de
nucleotideos (ggNER) com aplasia de medula 6ssea, aumento do estresse oxidativo e,
finalmente, levou os camundongos a anemia aplésica entre trés e quatro meses de idade
(MARTIN-PARDILLOS et al, 2017). Adicionalmente, outros estudos funcionais
demonstraram que linhagens knockout para genes da via da Anemia de Fanconi (FA) e genes
das vias de reparo, exibiram acentuados niveis de Pol 1 (enzima referente ao gene POLI) como

uma tatica de escape contra a instabilidade genética que poderia levar a célula a apoptose.

Nosso estudo ratifica a importancia dessas enzimas na estabilidade do genoma de

células da medula 6ssea. Diferentemente de REV3L e POLQ, ndo foi identificada
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predominancia de variantes em algum dos subtipos de SMD em detrimento do outro. Para
REV1, pacientes dos subtipos SMD-EB apresentaram 81 variantes e pacientes diagnosticados
com o subtipo SMD-SA apresentaram 73 variantes. Para o gene POLI, foram identificadas 46

variantes nos subtipos SMD-EB e 41 variantes nos subtipos SDM-SA.

Dentre os resultados obtidos, destaca-se a presenga da variante
REV1(NM_001321454.2):¢c.3547G>T (p.Aspl183Tyr), variante do tipo stop gained, que
confere perda de funcdo a proteina. Esta variante foi identificada em 14 pacientes de ambos 0s
subtipos incluidos em nosso estudo, com valores de VAF que variavam de 25-28,7% e, ap0s
andlise dos critérios de oncogenicidade, foi classificada como VUS — variante de significado
incerto. Considerando a auséncia de referéncias na literatura a respeito da variante encontrada,
seu elevado potencial patogénico previsto e uma variante de frequéncia alélica relativamente
alta em todos os pacientes nas quais foi identificada, acreditamos que esta variante pode ser

importante candidata para estudos adicionais na Neoplasia Mielodisplésica.

Atualmente, a polimerase TLS REV1 é mais notavelmente reconhecida pela sua
atividade regulatéria. Mais especificamente, essa polimerase atua como uma proteina de
scaffold para as demais enzimas envolvidas na sintese translesdo e possui capacidade de
interagir simultaneamente com outros componentes do complexo diretamente envolvidos no
processo de ultrapassagem do dano, como Rev7 (subunidade estrutural de POLZ), Pol n e Pol
K, tendo assim um papel indispensavel no agrupamento do complexo multi-proteico constituinte
do mecanismo TLS, denominado de mutassoma, Tais evidéncias sugerem que ela facilita ndo
sO o recrutamento, como também a regulacdo das polimerases TLS, de forma similar a PCNA
(RIZZO et al, 2019)

Acumulo de mutacbes LoF e auséncia de polimorfismos benignos nos genes POLQ e

REV3L em paciente com caridtipo complexo

Alteracdes cromossdmicas sd@o observadas em até 60% dos pacientes com Neoplasia
Mielodispléasica, sendo mais frequentes as alteracbes de perda ou ganho, como dele¢fes nos
cromossomos 5 e 7, trissomia do cromossomo 8 e nulissomia do cromossomo Y, em 0posi¢ao
as translocagdes balanceadas mais comuns as leucemias agudas. Pacientes com caridtipos
complexos, por exemplo, apresentam péssimo prognostico, com sobrevida inferior a 6 meses.
Se as polimerases com atividade translesdo sdo mediadoras de um mecanismo que se propde a

evitar alteragdes cromossémicas por paradas na forquilha de replicagdo, quais seriam as



102

associacOes destas alteracdes citogenéticas, tdo comuns & SMD, com as muta¢fes nas DNA

Polimerases TLS?

Identificamos neste estudo que o paciente 1D15, diagnosticado com SMD-EBI,
portador de cariotipo complexo, incluindo delecdo e monossomia dos cromossomos 7 e 5,
classificado como de muito alto risco pelo IPSS-R e exposto a agrotoxicos ha mais de 10 anos,
apresentou acimulo de mutacGes do tipo LoF nos genes POLQ (4 frameshifts) e REV3L (5
frameshifts). Trés das quatro mutagdes em POLQ foram classificadas como VUS e as cinco
mutacOes com perda de fungdo identificadas neste paciente foram classificadas como

Potencialmente Oncogénicas pelos critérios SOP.

Como explicitado anteriormente, mutacdes LoF sdo caracterizadas pelo alto potencial
patogénico, gerando proteinas truncadas e causando perda de sua funcéo. Os achados para este
paciente nos fazem hipotetizar que a funcéo protetora da via de tolerancia ao dano na prevencao
de eventos mutacionais mais graves, como aberracdes cromossdmicas desbalanceadas, delecdes
e rearranjos, mediada por POLQ ou REV3L estaria totalmente disfuncional neste paciente.
Nesse sentido, é possivel inferir que a alta frequéncia de variantes claramente patogénicas
identificadas em um paciente de alto risco e prognostico desfavoravel, representam fenémenos
gue possivelmente estariam comprometendo o mecanismo TLS como um todo e induzindo
eventos como o colapso da forquilha de replicacdo, que acentuaria a instabilidade genémica nas
células e permitiria a geracdo das alteragdes cromossdmicas observadas no cariétipo em estudo,
como a delecdo no cromossomo 7, monossomia do cromossomo 5 e presenca de material

adicional no cromossomo 11.

Interessantemente, ndo identificamos neste paciente nenhum SNP de classificacdo
oncogénica benigna, os quais estariam associados a uma funcdo protetora em Leucemia
Mieloide Aguda e Leucemia Linfoblastica do tipo B, bem como em diversos tumores solidos,
como Cancer Colorretal, Cancer de Pulméo, Carcinoma Hepatocelular, Cancer de Esbéfago e
Cancer de Prostata, conforme caracterizamos nas tabelas de numero 06 e 08. Acreditamos que
isso denote a perda do mecanismo de sintese translesdo neste paciente, tanto pela alta incidéncia
de mutagdes do tipo perda de fungdo, quanto pela auséncia de polimorfismos benignos que
teriam uma funcg&o protetora para a célula e estariam associados com neoplasias hematolégicas

e tumores solidos.

Os polimorfismos benignos séo variagdes genéticas que ndo causam danos ao individuo

e alguns estudos demonstram que certos polimorfismos benignos podem ter uma funcéo
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protetora contra o cancer. Por exemplo, Alharbi et al. (2021) reportaram que certas variantes
genéticas em TPCN2 e P2RX4 foram significativamente associadas a uma diminuigéo do risco
de desenvolver vérias neoplasias, como melanoma, cancer de préstata e de tecidos moles
(ALHARBI et al., 2021). Sobre este tema, nosso grupo tem empregado esforcos no estudo de
novas variantes polimérficas de genes de reparo do DNA com efeito protetor para a
instabilidade gendmica na SMD. Ribeiro et al. (2013), reportaram que 0 genotipo heterogigoto
AJG do polimorfimo rs3835, no gene XRCC5 esta associado com uma diminuicao de risco para
0 acometimento de SMD e, também, a variaveis de bom prognostico da doenca, denotando um
carter protetor destes polimorfismos na doenca (ex., baixo risco para o IPSS) (RIBEIRO et al.,
2013).

Pacientes dos subtipos de baixo risco com cariotipo normal apresentam menor frequéncia

de variantes LoF e maior frequéncia de variantes missense para os genes REV1 e POLI

Foi possivel identificar que os pacientes diagnosticados com subtipos de baixo risco
(SMD-AS, SMD-AS-DU e SMD-SA-DM) apresentando caridtipos sem alteracdes
cromossémicas possuiram menor incidéncia de mutacdes LoF, bem como maior frequéncia de
mutacdes do tipo missense, além do acimulo de mutagdes em regides intrénicas no gene REV1
e POLLI. Esses resultados evidenciam que o perfil molecular obtido estd em concordancia com
0 progndstico favoravel dos pacientes, uma vez gque seus quadros clinicos se configuram como
quadros de baixo risco, apresentando numero reduzido de citopenias, poucas displasias na

medula déssea, auséncia de blastos e auséncia de alteracdes cromossdmicas.

A presenca de maior quantidade de variantes em regies ndo codificadoras dos genes
REV1 e POLI e a maior incidéncia de variantes missense, assim como baixa incidéncia de
variantes LoF nestes pacientes pode demonstrar que a maquinaria responsavel pela via de
tolerancia ao dano ndo esta completamente comprometida nesses casos, de modo que, mesmo
as custas da possivel insercdo de mutacdes passageiras, as forquilhas de replicacdo ndo sofrem
colapso, permitindo que o processo replicativo seja retomado diante de lesdes volumosas e
protegendo a célula de grandes delecdes. Tal hipdtese € corroborada pela auséncia de alteracfes
genéticas nos cariotipos destes pacientes, como aneuploidias, dele¢Ges e translocagdes. Nesse
sentido, para os pacientes avaliados neste estudo, compreende-se que a instabilidade gendmica
mediada pelos mecanismos de sintese transleséo néo é suficientemente acentuada em casos de
SMD com cari6tipo normal cujo progndstico é favoravel. Possivelmente, estes pacientes
possuem falhas nos mecanismos de reparo, no entanto, com atuacao dos mecanismos de sintese

translesao.
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Patogenicidade x Oncogenicidade: qual seria o melhor critério de classificacdo?

Este estudo de screening genético nos permitiu obter conhecimento acerca da predicdo
de patogenicidade de variantes, bem como iniciarmos estudos de classificacdo da

oncogenicidade dessas mesmas variantes.

Sempre foi um grande desafio prever as consequéncias funcionais ou impactos clinicos
de variantes genéticas no cancer. Desde a popularizacdo do NGS, um numero crescente de
variantes genéticas somaticas foi descoberto e documentado em bancos de dados publicos,
como o COSMIC, no entanto, a grande maioria destas variantes ndo possui anotacoes
funcionais ou clinicas, fato que foi impulsionador para realizamos a classificacdo de
oncogenicidade nestas variantes. Exceto por mutacdes em hotspots ou mutacdes recorrentes ja
incluidas em painéis genéticos, a interpretagdo clinica de variantes recentemente descobertas

continua sendo um desafio.

Existem mais de 10 milhGes de variantes com curadoria no banco de dados COSMIC.
No entanto, observamos apenas a anotacao da variante, 0 que ndo nos garante o conhecimento
se ela é ou ndo oncogénica. Por outro lado, alguns bancos de dados, como o CIViC contém
variantes rotuladas manualmente como oncogénicas, mas esses bancos de dados tendem a ser
relativamente pequenos, porque a curadoria manual é cara e ndo tdo eficaz quanto os softwares
de predicdo (TATE et al, 2019; GRIFFITH et al, 2017).

A literatura nos apresenta numerosas ferramentas para prever patogenicidade ou
oncogenicidade de variantes, no entanto, normalmente elas ndo incorporam evidéncias clinicas
ou estudos funcionais como recursos preditivos, mas apenas previsdes computacionais sobre 0s
efeitos da mutacao na sequéncia, estrutura e conservacao da proteina, sendo sua previsdo mais
focada em priorizar mutacdes funcionalmente importantes, o que as tornaria patogénicas, em

vez de mutacdes com significado clinico oncogénico.

Com o intuito de minimizar a variabilidade de predicGes entre laboratorios e instituicdes
clinicas, os grupos de trabalho do Clinical Genome Resource (ClinGen), Cancer Genomics
Consortium (CGC) e Variant Interpretation for Cancer Consortium (VICC) se uniram no
intuito de criar um procedimento operacional padrdo (SOP) para classificacdo de
oncogenicidade de variantes inspirado nas diretrizes de patogenicidade da linhagem
germinativa do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (HORAK et al,
2022; RICHARDS et al, 2015)
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Como explanado na metodologia, com base neste procedimento operacional padrdo
(SOP), variantes somaticas de nucleotideo Unico (SNPs) e pequenas insercdes/delecdes, tanto
as ja bem estabelecidas quanto as desconhecidas, podem ser atribuidas as seguintes categorias:
oncogénica, provavelmente oncogénica, variante de significado incerto (VUS), provavelmente

benigna e benigna, auxiliando sua posterior interpretagdo clinica (HORAK et al, 2022)

O uso da classificacdo SOP, como chamamos neste estudo, ndo exclui a importancia da
predicao de patogenicidade das variantes somaticas. Os resultados das ferramentas de predicéo
in silico de patogenicidade sdo fundamentais para os critérios de classificagdo de
oncogenicidade do SOP, os quais incluem: dados populacionais, dados de anotacgdo de variantes
no cancer, dados de estudos funcionais e dados de predicdo de patogenicidade fornecidos por
tais ferramentas. No entanto, esclarecemos que predicdo de patogenicidade é diferente de
predi¢do da oncogenicidade, sendo a primeira relacionada a ferramentas de predigé&o in silico,
as quais se detém a prever o impacto da alteracdo na proteina e em sua conservagao, e a segunda,

relacionada ao impacto da variante na pratica clinica.

Alguns de nossos resultados demonstram a fragilidade de se utilizar apenas ferramentas
de predicdo para avaliar a oncogenicidade de variantes. O gene POLQ, por exemplo, apresentou
10 variantes classificadas como claramente patogénicas pelos algoritmos de predicédo, que, no
entanto, se apresentaram como Vvariantes de significado incerto apo6s classificacdo de
oncogenicidade pelo SOP. A variante REV3L(NM_001372078.1):¢.2482T>C (p.Ser828Pro),
anotada no (COSM5011659,COSM5011660), foi dita como causadora de doenga e prejudicial
por duas das quatro ferramentas de predicdo utilizadas, mas foi classificada como
provavelmente benigna apdés pontuacdo pelo SOP. Da mesma forma, a variante
POLQ(NM_199420.4):c.7271A>T (p.Asn2424lle), registrada no COSMIC (COSM1693249),
foi indicada como patogénica por dois dos quatro algoritmos utilizados, no entanto, foi

classificada como Potencialmente Oncogénica pelos critérios SOP.

Dessa forma, acreditamos que € de extrema importancia a incorporacéo da classificacdo
SOP, recentemente preconizada, na classificagdo de variantes de importancia clinica na
oncologia, pois demonstramos que variantes claramente patogénicas ndo sdo, necessariamente,

oncogeénicas.
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6. CONCLUSOES

1. A altaincidéncia de variantes LoF nos genes POLQ e REV3L em pacientes em estagio
avancado da SMD pode representar o aumento de instabilidade gendmica por auséncia
do mecanismo de Sintese Translesdo mediado por estas enzimas na Neoplasia
Mielodisplésica, fato que possivelmente contribuiu para a progresséo da doenca nestes
pacientes;

2. A alta taxa de variantes em REV1 e POLI, com poucas variantes com perda funcao,
pode representar um biomarcador da instabilidade gendémica na Neoplasia
Mielodisplasica;

3. Pacientes com cari6tipos apresentando multiplas alteracBes cromossdmicas (cariétipo
complexo), acumulam mutacbes de perda de funcdo (LoF) em genes de sintese
translesdo, o que pode explicar a grande instabilidade genética observada nestes
individuos.

4. As ferramentas de predicdo in silico ndo sdo suficientes para classificagdo de variantes
oncogeénicas, sendo cada vez mais necessaria a incorporacao da classificacdo SOP na
pratica clinica oncoldgica;

5. Estes resultados suportam a importancia do mecanismo de sintese translesdo na
estabilidade genémica das células tronco hematopoiéticas, provendo informacGes
importantes para o melhor entendimento da fisiopatologia e progressédo da Neoplasia

Mielodisplasica.
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6. LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Estamos cientes das limitagcdes advindas com este estudo, como a baixa cobertura
observada em algumas variantes e amostras analisadas ou a auséncia de analise estatistica de
associacdo ou correlacdo que permitisse tracar uma associacdo das variantes encontradas aos
diferentes fenotipos da SMD, em razdo do pequeno numero de amostras para as quais foi
possivel a realizacdo das andlises de bioinformatica. Ademais dessas limitacGes, estudos de
expressdo génica foram conduzidos por nosso grupo e utilizaremos os resultados aqui
apresentados para tracar uma analise de associacéo entre as variantes identificadas e a expressdo
dos genes de sintese translesdo nos pacientes com SMD. Esperamos inter-relacionar 0s
resultados obtidos a partir dessas duas metodologias para conseguir tragar um perfil da atuacéo
do mecanismo de sintese translesdo na Neoplasia Mielodisplasica e, possivelmente, partir para
estudos funcionais com linhagens celulares e/ou camundongos knockout.

Este € um estudo guarda-chuva, que se propds a implementar o Sequenciamento
Genético por NGS no Laboratério de Citogendmica do Céancer, bem como estabelecer linhas
de andlise de dados baseadas em uma analise de bioinfomatica criteriosa, com o estudo de
ferramentas de predicdo in silico e utilizando o mais novo critério de classificacdo de variantes
oncogénicas, 0 SOP-ACMG-AMP-VICC.

Somos o primeiro grupo de pesquisa que se propds a estudar o mecanismo de sintese
translesdo na SMD, e estudar um mecanismo complexo como o TLS néo foi fécil. Por conta da
sua natureza ambigua “livre de erros” ou “propensa a erros” muitas podem ser as possibilidades
de atuacdo dessas enzimas no processo de carcinogénese, atuando como genes supressores de
tumor ou como oncogenes. Estamos em um caminho longo e arduo e teremos muitas
dificuldades no percurso, especialmente pela natureza multifacetada das Polimerases TLS e
heterogénea da SMD, bem como pelas dificuldades e limitacdes do NGS. No entanto, nosso
anseio por biomarcadores prognosticos que possam auxiliar no manejo clinico e tratamento dos

pacientes com SMD torna essa jornada mais leve.
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Anexo A - Critérios de classificagdo de variantes de sométicas em cancer proposto pelos grupos de trabalho: Clinical Genome Resource (ClinGen),

Cancer Genomics Consortium (CGC), e Variant Interpretation for Cancer Consortium (VICC)

CRITERIOS PARA EVIDENCIA DE ONCOGENICIDADE

CATEGORIA EVIDENCIA CRITERIOS
Muito forte Variante que comprometa completamente a fungéo proteica (null) em um gene cuja a perda de funcdo (LOF) é um mecanismo de
8 pontos Ovs1 doenca conhecido - nonsense / frameshift / sitios de splicing + 1 ou 2 / codon inicial / delegdes de éxons
Mesma alteracdo de aminoacido que uma variante antes descrita como oncogénica, independentementeda troca de nucleotideos.
0s1 Exemplo: Val—Leu causada por ambos G>C or G>T no mesmo cédon
Forte o . - - -
4 pontos 0S2 Estudos funcionais (in vitro / in vivo) que demonstrem um efeito oncogénico da variante
Variante localizada em um hotspot no cancerhotspots.org com pelo menos 50 amostras com uma variante somatica na mesma
0s3 posicdo de aminoacidos e a mesma contagem de alteragdo de aminoacidos em pelo menos 10 amostras
OM1 Localizado em uma parte critica e bem estabelecida de um dominio funcional (por exemplo, sitio ativo de uma enzima)
Alteragdes no comprimento da proteina como resultado de delec6es/inser¢des em um oncogene ou gene supressor de tumor conhecido,
OoM2 ou variantes de stop-loss em um gene supressor de tumor conhecido.
Moderada Localizado em um dos hotspots em cancerhotspots.orgcom menos de 50 amostras com uma variante somatica na mesma posicéo de
2 pontos OM3 aminoacidos, e a mesma contagem de alteracéo de aminoacidos no cancerhotspots.org é de pelo menos 10.
Variante missense em um residuo de amino4cido onde uma variante missense diferente determinada como oncogénica (usando este
OM4 padrdo) foi documentada. A diferenga de aminoacido em relacdo ao aminodcido de referéncia deve ser maior ou pelo menos
aproximadamente a mesma para a alteragdo missense determinada como oncogénica.
Todas as linhas de evidéncia computacional utilizadas suportam um efeito oncogénico da variante (conservagdo/evolucéo, impacto de
OP1 splicing, etc.).
Variante soméatica em um gene em uma malignidade com uma Unica etiologia genética. Exemplo: o retinoblastoma é causado pela
Suporta OP2 inativacao bialélica de RB1.
1 ponto Localizado em um dos hotspots em cancerhotspots.orgcom menos de 50 amostras com uma variante somatica na mesma posicéao de
OP3 aminoacidos, e a mesma contagem de alteragcdo de aminoacidos no cancerhotspots.org é de pelo menos 10.
OP4 Ausente de controles (ou em uma frequéncia extremamente baixa) no banco de dados de agregacdo de genoma (gnomAD).

Legenda: OVS1: Oncogenic Very Strong-1, OS1: Oncogenic Strong-1, OS2: Oncogenic Strong-2, OS3: Oncogenic Strong-3, OM:1 Oncogenic Moderate-1, OM2: Oncogenic
Moderate-2, OM3: Oncogenic Moderate-3, OM4: Oncogenic Moderate-4, OP1: Oncogenic Supporting-1, OP2: Oncogenic Supporting-1, OP3: Oncogenic Supporting-3, OP4:
Oncogenic Supporting-4



https://www.cancerhotspots.org/
https://www.cancerhotspots.org/
https://www.cancerhotspots.org/

CRITERIOS PARA EVIDENCIA DE BENIGNIDADE
CATEGORIA | EVIDENCIA CRITERIOS
Muito forte Frequéncia alélica > 5% no banco de dados de agregacéo do genoma (gnomAD) em qualquer uma das 5 populag@es continentais
-8 pontos SBVS1 gerais: africana, leste da Asia, europeia (ndo finlandesa), latina e sul da Asia.
Eorte Frquéncia alélica > 1% no banco de dados de agregacdo do genoma (gnomAD) em qualquer uma das 5 populagdes continentais
-4 pontos SBS1 gerais: africana, leste da Asia, europeia (ndo finlandesa), latina e sul da Asia.
SBS2 Estudos funcionais bem estabelecidos in vitro ou in vivo ndo mostram efeitos oncogénicos.
Todas as linhas de evidéncia computacional utilizadas ndo sugerem impacto da variante (conservacdo/evolugdo, impacto de
SBP1 .
Suporta splicing, etc.).
-1 pontos Variante sinénima (silenciosa) para a qual os algoritmos de previsdo de splicing ndo prevéem nenhum impacto na sequéncia de
SBP2 consenso de splicing nem a criagdo de um novo local de splicing e o nucleotideo ndo é altamente conservado.

Legenda: SBVSL1: Somatic Benign Very Strong-1, SBS1: Somatic Benign Strong-1, SBS2: Somatic Benign Strong-2, SBP1: Somatic Benign Supporting-1, SBP2:
Somatic Benign Supporting-
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Legenda: Régua utilizada para avaliagdo de oncogenicidade apds somatorio das categorias de evidéncia




APENDICE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: RASTREAMENTO DE VARIANTES GENETICAS EM DNA POLIMERASES
COM ATIVIDADE TRANSLESAO NA NEOPLASIA MIELODISPLASICA

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacéo
é importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar.

O abaixo assinado, ,

anos, RG n° , declara que é de livre e espontanea vontade que

esta participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade do
pesquisador Roberta Taiane Germano de Oliveira/ Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro. O abaixo

assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é estudar o material genético de participantes portadores de
Neoplasia Mielodisplasica, gerando dados que favorecam a uma melhor compreensdo do

surgimento e evolucgéo clinica desta doenca.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula dssea
do participante. A medula d6ssea corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o

interior dos 0ss0s, sendo conhecida popularmente por 'tutano’. Na medula 6ssea sdo produzidos



0s componentes do sangue: as hem@cias (glébulos vermelhos), os leucdcitos (globulos brancos)
e as plaquetas.

A coleta da medula dssea sera realizada por médico hematologista experiente
com agulha de mielograma mediante puncéo esternal. O 0sso do esterno € um 0sso chato, plano
e impar localizado no centro do térax. O 0sso do esterno é um importante 0sso hematopoético,
ou seja, de producdo das células sanguineas.

Serdo coletadas somente 3mL de amostra de medula 6ssea com 0 uso de uma
agulha especifica para aspiracdo da medula 6ssea. Todo o procedimento de coleta da medula
Ossea é realizado mediante administracdo de anestésico local com duracdo méxima de 15
minutos. O procedimento de coleta esternal da medula 6ssea, pode, raramente, determinar uma
equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de onde foi retirado, desaparecendo em poucos
dias, e podera ocorrer dor discreta e de facil alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior
intensidade. Excepcionalmente, poderd ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer
infeccdo local. Para participantes com maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de
realizar o procedimento sob anestesia geral. A recoleta deste material € necessaria, em poucos
casos, pela amostra ser insuficiente ou inadequada para anélise.

Apo6s o procedimento, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade,
apresentacdo clinica e checagem dos exames laboratoriais indicados para esclarecimento
diagndstico, tais como: hemograma completo, citologia e histologia (analise microscopica das
células) da medula Gssea, avaliacdo para depdsitos de ferro medular, bem como outros exames
que sao feitos mesmo para os participantes que ndo participam de nenhuma pesquisa.

E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horarios informados e submeter-
se aos procedimentos de rotina do servigo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo é voluntéria, vocé ndo receberd nenhum ressarcimento monetario
por participar da pesquisa e tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo neste
estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar imediatamente sua decisdo
ao pesquisador responsavel ou a qualquer um membro de sua equipe, sem necessidade de
qualquer explicagéo e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta instituicéo.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participagdo no estudo
podera ser interrompida, em funcdo da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério medico,

prejudique a continuacdo de sua participagdo no estudo, do ndo cumprimento das normas



estabelecidas, de qualquer outro motivo que, a critério da pesquisadora, seja do interesse de seu
proprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensdo do estudo como um
todo.

O Laboratorio de Citogenémica do Cancer o mantera informado, em tempo
oportuno, sempre que houver alguma informacéo adicional que possa influenciar seu desejo de
continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento em rela¢do ao

progresso da pesquisa, conforme sua solicitacao.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo
ser que haja obrigacdo legal de divulgacdo. Vocé ndo sera identificado por ocasido da
publicacdo dos resultados obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) 6rgdos(s) regulamentar(es) envolvido(s)
terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados
durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacGes aplicaveis,
como o proposito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a
condicéo de que tais informacdes sdo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato solicitar
contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Roberta Taiane Germano de
Oliveira (99662327) ou com seu Orientador académico: Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro
(81881972) ou entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ -
Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo / Telefone: 3366-8344/46. (Horario:
08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢é a instancia da
Universidade Federal do Ceara responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos
éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos.

Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos os
esclarecimentos e informagGes para decidir conscientemente sobre a sua participagéo neste

estudo.



ASSINATURAS

Autorizo o acesso as minhas informacgdes de saude aos membros da equipe de
pesquisadores, nas condicOes estabelecidas descritas nos itens acima.
N&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.
N&o receberei nenhum ressarcimento monetario por participar da pesquisa.
Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que, apdés a assinatura, tive oportunidade de fazer
perguntas sobre o conteudo do mesmo e também sobre o referido estudo, recebendo explicacoes
que responderam por completo minhas duvidas e reafirmando estar livre e espontaneamente
decidido a participar do estudo, ficando munido de uma via do documento assinado pelo

pesquisador responsavel.

/ /

Data Assinatura do participante da pesquisa
/ /

Data Assinatura do pesquisador responsavel
/ /

Data Assinatura do responséavel pela aplicacdo do TCLE



