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RESUMO

As Sindromes Mielodispldsicas (SMD) constituem um grupo de doengas clonais que
acometem as células precursoras hematopoiéticas e resultam em processo hematopoiético
ineficiente e ocorréncias clinicas distintas, como citopenias periféricas, displasias de uma ou
mais linhagens celulares e progressdo para leucemia mieloide aguda. O diagndstico ocorre
mais comumente em idosos acima de 60 anos, com incidéncia de até 50 casos para 100 mil
habitantes/ano. Acredita-se que as alteracdes cromossOmicas e mutagdes génicas envolvidas
na patogénese da SMD, presentes em até 80% dos casos, sejam consequéncias de lesdes no
DNA ocasionadas apds a exposicdo a agentes genotdxicos, quimioterdpicos e a toxinas
ambientais, além de fatores de risco como tabagismo e obesidade, suscitando assim na
instabilidade gendmica. Os mecanismos de reparo do DNA atuam nas lesdes de fita simples e
dupla, contudo, quando estas ndo sao reparadas, o mecanismo de tolerancia ao dano € ativado
para evitar a paralisacdo do processo replicativo. Ao empregar DNA polimerases especificas,
o mecanismo de Sintese Translesdo (TLS) representa uma via importante que permite a
passagem através e além de lesdes mais robustas no DNA, todavia, 0 mecanismo € propenso
a erros e possui potencial mutagénico. O objetivo do presente estudo foi analisar, através de
ferramentas in silico, o perfil gendmico e a patogenicidade de variantes genéticas
identificadas nos genes REVI e POLI, codificadores das DNA polimerases TLS, em
pacientes portadores de Sindrome Mielodisplasica, buscando potenciais biomarcadores para a
SMD. Foram incluidos no estudo 14 pacientes com SMD diagnosticados em hospital tercidrio
de referéncia. A andlise citogenética foi realizada por Banda-G e as variantes genéticas foram
obtidas por sequenciamento-alvo (NGS Target Sequencing), em seguida, diferentes bancos de
dados foram utilizados para anotacao e classificacao das variantes e no total 5 ferramentas de
bioinformatica distintas foram empregadas para andlise de patogenicidade in silico. Para o
gene REVI, foi possivel identificar 48 variantes, destas, 17 foram classificadas como
patogénicas, além disso, as variantes p.Glu571Asp e p.Glul184*, que obtiveram méxima
previsdo de patogenicidade, foram detectadas em todos os 14 pacientes. Em relacdo a REVI,
Os pacientes de alto risco diagnosticados com SMD - EB 1 e SMD - EB 2 e cariétipos com
aneuploidias e del (7q) apresentaram maior frequéncia de mutacdes com alto potencial
patogénico, em comparagdo a pacientes de baixo risco com SMD SA-DU e SMD SA-DM e
cariotipos normais, os quais apresentaram baixa frequéncia de mutagdes com baixo potencial
patogénico. Ja para o gene POLI, foi possivel identificar 28 variantes, dentre elas, 9 foram
classificadas como patogénicas e a variante p. Glul22Asp, classificada como deletéria por
todos os algoritmos empregados, foi detectada em 9 pacientes. No que concerne esse gene,
pacientes de alto risco diagnosticados em estagio avangcado (SMD EB-1 e SMD-EB 2) com
caridtipos incluindo aneuploidias e del(7q) apresentaram maior frequéncia de mutagdes,
totalizando um escore preditivo de patogenicidade muito alto, enquanto os pacientes de baixo
risco portadores de SMD em estdgio inicial apresentaram baixa frequéncia de mutagdes
porém com alto potencial patogénico. O presente estudo permitiu tragar associagdes
importantes entre o acimulo das variantes encontradas nos genes REVI e POLI e o
agravamento dos quadros clinicos em SMD, apontando assim para uma possivel conexdo
entre a falha dos mecanismos TLS, causada por mutacdes deletérias, e a patogénese e
evolugdo dessa doenca.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica; Tolerancia a danos no DNA; Sintese Translesao;
Sequenciamento de Nova Geragao.



ABSTRACT

Myelodysplastic Syndromes (MDS) comprise a group of clonal diseases that affect
hematopoietic precursor cells and result in an inefficient hematopoietic process with distinct
clinical occurrences, such as peripheral cytopenias, dysplasias of one or more cell lines and
progression to acute myeloid leukemia. The diagnosis occurs more commonly in elderly
individuals over the age of 60 years, with an incidence of up to 50 cases per 100,000
inhabitants/year. It is believed that the chromosomal alterations and gene mutations involved
in the pathogenesis of MDS, present in up to 80% of cases, are consequences of DNA
damage caused after exposure to genotoxic agents, chemotherapeutics and environmental
toxins, in addition to risk factors such as smoking and obesity, thus giving rise to genomic
instability. DNA repair mechanisms act on single- and double-stranded lesions, however,
when these can not be repaired, the damage tolerance mechanism is activated to avoid
stalling of the replicative process. By employing specific DNA polymerases, the Translesion
Synthesis (TLS) mechanism represents an important pathway that allows passage through
and beyond bulky DNA lesions, however, this mechanism is error-prone and has mutagenic
potential. The aim of the present study was to analyze, using in silico tools, the genomic
profile and pathogenicity of genetic variants identified in the genes REVI and POLI, which
encode TLS DNA polymerases, in patients with Myelodysplastic Syndrome, in order to seek
potential biomarkers for MDS. 14 patients diagnosed with MDS in a tertiary referral hospital
were included in the study. Cytogenetic analysis was performed by G-Banding and the
genetic variants were obtained by target sequencing (NGS Target Sequencing), different
databases were used for annotation and classification of variants, and in total 5 different
bioinformatics tools were used for in silico analysis of pathogenic potential. For the REVI
gene, we identified 48 variants, of which 17 were classified as pathogenic, in addition,
p-Glu571Asp and p.Glul184* variants, which obtained maximum pathogenicity prediction,
were detected in all 14 patients. Regarding REVI, high-risk patients diagnosed with MDS -
EB 1 and MDS - EB 2 that showed karyotypes with aneuploidies and del(7q) had a higher
frequency of mutations, with high pathogenic potential, compared to low-risk patients with
MDS RS-SLD and MDS-MLD showing normal karyotypes, which had a low frequency of
mutations, with low pathogenic potential. As for the POLI gene, it was possible to identify 28
variants, among them, 9 were classified as pathogenic and the p.Glul22Asp, classified as
deleterious by all algorithms, was detected in 9 patients. Regarding this gene, high-risk
patients diagnosed at an advanced stage (SMD EB-1 and MDS-EB 2) that showed karyotypes
including aneuploidies and del(7q) had a higher frequency of mutations, totalizing a very
high predictive pathogenicity score, on the other hand, low-risk patients with early-stage
disease had a low frequency of mutations, but with high pathogenic potential. The present
study allowed us to trace important associations between the accumulation of variants found
in REVI and POLI genes and the progression of clinical conditions in MDS, thus pointing to
a possible connection between the failure of the TLS mechanisms, caused by deleterious
mutations, and the pathogenesis and evolution of this disease.

Keywords: Myelodysplastic Syndrome; DNA damage tolerance; Translesion Synthesis; Next
Generation Sequencing.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Sindrome Mielodisplasica

A Sindrome Mielodispldsica (SMD) representa um grupo heterogéneo de
disfun¢des clonais em células-tronco hematopoiéticas (CTH), cuja consequéncia € um
processo hematopoiético ineficiente, caracterizado por diferentes disturbios de
diferenciagdo e maturacio celular, apresentando sinais clinicos distintos como medula
Ossea hipercelular, citopenias periféricas e niveis variados de displasia em uma ou mais
linhagens celulares na medula 6ssea. Atualmente, o curso de progressao dessa doenga é
heterogéneo, podendo variar a partir um fendétipo indolente e silencioso ao longo dos
anos, que se traduz em sintomas minimos e citopenias leves, até uma transicdo mais
rapida e de alto risco para Leucemia Mieloide Aguda (LMA), que é observada em 30 a
40% dos casos. Uma caracteristica importante dessa doenca € sua predominancia em
idosos, 0 que salienta a relevancia de um diagndstico efetivo e precoce nesse contexto
de curto tempo hébil para tratamento (ROBIN; DE WITTE, 2019).

Ao afetar multiplas vias de sinalizagdo, expressdo e reparo do DNA, a
compreensdo da fisiopatologia em SMD ainda persiste como um grande desafio no
campo da onco-hematologia, e os pacientes acometidos dividem-se em duas fases
distintas: o grupo de baixo-risco, cujo objetivo do tratamento € promover uma melhora
do processo hematopoético ineficiente, e o grupo de alto risco, cujo tratamento €
implementado a fim de estender o tempo de sobrevida e prevenir a progressdo da
doenca para um quadro leucémico (MAEDA, 2021).

Tendo em vista esse espectro varidvel das caracteristicas clinico-bioldgicas
de neoplasias hematoldgicas, em 2016 a Organizagdo Mundial da Saiude (OMS)
realizou uma revisdo da sua classificacdo para tumores de tecidos hematopoéticos e
linféides, introduzindo refinamentos na avaliagdo de citopenias e na interpretacdo de
achados morfoldgicos, clinicos e citogenéticos para SMD, com o objetivo de incluir a
crescente e rdpida acumulacio de informagdes genéticas no diagndstico e classificagdo

dessa doenca (ARBER et al., 2016).

1.2 Etiologia
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Considerada como um disturbio clonal em células-tronco mieloides, a
Sindrome Mielodisplasica pode ocorrer de forma primdria (de novo) ou secunddria,
devido a danos causados as células da medula dssea. Diversos fatores etiologicos
ambientais, ocupacionais e relacionados ao estilo de vida ja foram associados a SMD, a
exemplo da exposicdo a quimioterdpicos, em especial a agentes alquilantes, bem como
exposi¢ao ocupacional a radiagdo e a toxinas ambientais, como o benzeno, e fatores de
risco como tabagismo e obesidade. Destaca-se ainda o papel de fatores genotdéxicos
como pesticidas e solventes concentrados no excesso de casos reportados em
trabalhadores rurais e industriais. A SMD familiar j4 foi reportada previamente, porém
€ um acontecimento raro (DOTSON; LEBOWICZ, 2021; COSTA et al., 2021).

Os fatores origindrios da SMD primdria, isto €, a forma da doenca que nao
apresenta causa aparente, ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas assume-se que ela
ocorra devido a um processo de oncogénese resultante do acimulo de mutagdes
somaticas. Destaca-se, nesse contexto, a influéncia do envelhecimento do sistema
hematopoiético em pacientes idosos. J& a SMD relacionada ao uso de agentes
quimioterdpicos, também conhecida como ftreatment-related MDS (t-MDS), ¢é
associada a um pior progndstico em comparagdo a SMD primadria: ocorre de 5 a 7 anos
ap6s o uso desses agentes, apresenta achados citogenéticos complexos e comumente
progride para Leucemia Mieloide Aguda (LMA). Em um estudo com 112 pacientes
portadores de t-MDS, 55% progrediram para LMA, enquanto pacientes com SMD
primdria apresentaram taxa de progressdao para LMA de 30%. A média geral de
sobrevivéncia (median overall survival) para SMD secunddria ou associada a
tratamentos é de apenas 30 semanas (MAGALHAES, et al., 2018; RAZA:; IVERSON,
2014) .

1.3 Epidemiologia

A SMD ¢ majoritariamente diagnosticada em pacientes idosos, com média
de diagnoéstico entre 71-79 anos de idade e incidéncia anual de 4,9 casos a cada 100.000
habitantes, de acordo com dados do programa SEER (Surveillance, Epidemiology and
End Results), principal autoridade responsavel por dados de incidéncia de cancer e
sobrevivéncia nos Estados Unidos. Contudo, o nimero de individuos acometidos pela
doenca aumenta de 20 a 50 casos para 100.000 habitantes anualmente ap6s os 60 anos.

Além disso, apresenta-se mais comumente em homens do que em mulheres (razdo
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sexual 3-4:2), uma razido que também se eleva com o aumento da idade (ROBIN; DE
WITTE, 2019; BUCKSTEIN, 2020).

Quanto as manifestacdes clinicas, a doenca normalmente apresenta-se de
forma assintomdtica ou sintomdtica compreendendo citopenias em uma ou mais
linhagens celulares, sendo os sintomas mais comuns fadiga (55% dos casos), febre e
infeccdo (15%) e sangramentos (8%). A classificacdo em SMD depende
fundamentalmente de caracteristicas clinicas varidveis como morfologia celular,
porcentagem de blastos no sangue periférico e na medula dssea, significancia e nimero
de citopenias, necessidade transfusional e perfil citogenético, dentre outras. Dessa
forma, devido ao seu potencial heterogéneo desafiador no contexto diagndstico, infere-
se que os dados epidemioldgicos disponiveis no mundo sejam resultantes de uma sub-
representacio da sua verdadeira incidéncia (DOTSON; LEBOWICZ, 2021).

No Brasil, em um estudo epidemioldgico realizado a partir de dados
extraidos do Sistema Unificado de Saude (SUS), foram reportadas 4.557 mortes devido
a Sindrome Mielodisplasica entre 2014 e 2018. Observou-se que pacientes com idade
acima de 80 anos foram os mais afetados (41.2% das mortes), e foi possivel identificar
maior prevaléncia de morte em mulheres (51.09% das mortes acima de 80 anos). A
taxa de mortalidade também demonstrou-se elevada no grupo entre 70-79 anos,
totalizando 28.3% mortes. A menor taxa de mortalidade foi encontrada para o grupo
entre 10-14 anos (0,3% das mortes totais) (MARTINS et al., 2021).

Recentemente, uma andlise multicéntrica de 1.080 casos de SMD primaria,
conduzida com habitantes do Brasil (345), Chile (100) e Argentina (635), constituiu o
primeiro estudo sul-americano a tentar descrever caracteristicas clinicas, demogréficas
e progndsticas em Sindrome Mielodispldsica. Observou-se prevaléncia dos casos em
mulheres na populacdo chilena, cuja média de idade foi menor (64). A populacio
brasileira apresentou marcadores clinicos e epidemioldgicos similares a populacio
argentina (média de idade 68 e 69 anos, respectivamente), com uma maior taxa de
casos para individuos do sexo masculino e predominancia do subtipo SMD-DM, de
acordo com a revisao da OMS de 2016. A populacio chilena apresentou progndstico de
maior risco (IPSS e IPSS-R), compativel com as taxas menores de sobrevivéncia
observadas, em comparacdo as demais populagdes estudadas (BELLI; PINHEIRO,
2015).
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1.4 Patogénese

A Sindrome Mielodisplasica compreende um conjunto de distirbios clonais
originados a partir de células-tronco hematopoéticas portadoras de vdrias mutagdes
genéticas. Em decorréncia da vantagem seletiva conferida por tais mutag¢des, ao longo
do tempo as células anormais sofrem um processo de expansao clonal na medula dssea,
tornando-se mais populosas. As células hematopoéticas resultantes desses clones, por
sua vez, possuem mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo defeituosos, e muitas
destas acabam sofrendo apoptose durante a diferenciacdo. Aliada a diferenciacdo
prejudicada, a hematopoese ineficaz se estabelece como o mecanismo-chave por tras
das citopenias periféricas e da desregulacdo imunoldgica notavelmente encontradas em
pacientes com SMD, ocasionando disfun¢@o dos mecanismos de reparo do DNA, erros
na maquinaria do ciclo celular e alteragdo no processo de apoptose (NAKAJIMA,
2021).

Aproximadamente metade dos pacientes em SMD apresentam anomalias
cromossOmicas, grande parte afetando o nimero de cdpias gendmicas, como delecdes,
monossomias ou trissomias, ou ainda alteracdes estruturais como translocagdes
desbalanceadas. Contudo, os demais 50% de pacientes diagnosticados apresentam
cariétipo normal, o que aponta para o papel fundamental que mutacdes somdticas
exercem na patogénese da doenca. Embora muitas dessas alteracdes sejam passageiras,
isto é, sem consequéncias diretas para a hematopoese, outras lesdes genéticas somaticas
denominadas mutacdes condutoras (driver mutations) sdo as responsaveis por conferir
a vantagem seletiva clonal mencionada anteriormente, mecanismo propiciador do
aumento da proliferacdo e resisténcia a apoptose que viabiliza a expansdo clonal de
células-tronco hematopoéticas defeituosas, explorando suas propriedades de auto-
renovacdo. O crescimento e disseminacdo desse clone, por sua vez, tem por fim os
mecanismos fisiopatoldgicos que levam a SMD (BEJAR et al., 2011).

Dessa forma, um modelo de multiplos passos foi estabelecido para explicar
tais mecanismos, o qual afirma que as alteracdes cromossOmicas estruturais € mutacdes
somaticas encontradas nas células tronco hematopoéticas ocorrem primeiramente em
um clone anormal e geneticamente instavel, que surge em meio a um ambiente medular
altamente pré-inflamatério e favordvel a tumorigénese, acarretando em distirbios das

ordens genética, citogenética e epigenética. Por conseguinte, genes de vias distintas sdo
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afetados, como codificadores de fatores de splicing de RNA, reguladores epigenéticos
envolvidos na metilacdo de DNA ou modificacdo de histonas, fatores de transcricdo,
moléculas de sinalizac¢do, genes do complexo coesina e vias responsdveis pela resposta
ao dano e reparo de DNA. Dentre esses, encontra-se maior frequéncia de mutagdo em
fatores de splicing de RNA e reguladores epigenéticos (GARCIA-MANERO, 2015;
CHAMSEDDINE et al., 2016).

Do ponto de vista terapéutico, os clones andomalos iniciadores da doenca
representam um potencial reservatorio refratdrio ao tratamento, capazes de persistir em
expansao mesmo apds uma resposta clinica inicial a terapia, de forma que a quantidade
de anomalias genéticas geralmente aumenta a medida que a doenca progride. O
aumento da carga desses clones, portanto, estd associado a quadros de evolugdo para
Leucemia Mieloide Aguda e maior incidéncia de recidivas (AWADA et al., 2020).

Apesar do panorama mutacional em SMD ainda ndo ter sido
completamente elucidado, € compreendido que o acumulo de vérias mutagdes
condutoras, pertencentes a diferentes vias celulares, potencialmente induzem o fenétipo
da doenca, de modo que uma grande parcela dos pacientes apresenta uma combinacao
complexa de diferentes mutagdes génicas, responsdveis pela heterogeneidade clinica
observada. Com o advento de técnicas de sequenciamento completo do exoma, foi
possivel descobrir que até 90% dos pacientes carregam uma mutagdo somdtica em pelo
menos um gene, enquanto a maioria dos individuos diagnosticados € portadora de 2 a 4
mutacOes (CHIEREGHIN et al., 2021).

Tal diversidade de mutagdes somdticas em SMD constitui, por si s6, um
desafio para extrair interpretacdes corretas a partir de implicacdes clinicas
significativas. Para além disso, algumas das mutacdes observadas na SMD sobrepdem-
se ao padrdo encontrado em individuos com hematopoiese clonal que ndo apresentam
citopenias, displasias ou malignidades hematolégicas, fenomeno referido como CHIP,
assim como em individuos com citopenia idiopatica de significado indeterminado
(ICUS) e individuos com citopenia clonal de significado indeterminado (CCUS).
Portanto, € extremamente importante distinguir esses fendmenos em individuos idosos
saudaveis para diferencid-los da SMD e entender sua relevancia clinica para

monitoramento posterior (AWADA et al., 2020; BEJAR; GREENBERG, 2017).

1.5 Citogenética e alteracoes moleculares na SMD
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Dentre os diversos testes adicionais necessdrios para completar a avaliacdo
laboratorial de um paciente portador de SMD, um dos mais fundamentais é a andlise
citogenética de medula dssea através do exame de caridtipo convencional (bandas-G).
Pacientes com SMD primdria chegam a apresentar anormalidades citogenéticas em
aproximadamente 50% dos casos, e essa taxa pode chegar a 80% dos casos para
pacientes com SMD secunddria. Tendo em vista a heterogeneidade dos padrdes de
alteracdes citogenéticas em SMD, a importincia dessa técnica reflete-se tanto no
célculo do progndstico quanto na decisdo da abordagem terapéutica mais efetiva para
alguns casos especificos da doenca (GARCIA-MANERO, 2020).

A mais recente classificagdo de risco para SMD ¢ representada por 5
diferentes subgrupos, incluindo alteragdes citogenéticas distintas, sdo elas: -7/7q-, 59-,
+8, +19, +21, -Y, -X, i(17q), t(17p), -13/13q-, del(11q), del/t(12p), del(9q), t(11;16),
t(3;21), t(1;3), t(2;11), inv/t(3) e t(6 ;9) (Figura 1).

Figura 1 — Principais alteracdes citogenéticas encontradas em SMD e suas respectivas

categorias de progndstico de acordo com o IPSS-R.
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Fonte: Adaptado de SCHANZ et al., 2012.
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Além disso, uma parcela significativa dos pacientes ja diagnosticados
adquire mudangas citogenéticas adicionais ao longo do curso da doencga, estando este
fendmeno associado ao risco aumentado de progressao para Leucemia Mieloide Aguda
e a piores indices de sobrevivéncia, reafirmando, portanto, a importancia do
acompanhamento periddico realizado através de exames de caridtipo para identificar
alteracdes cromossdmicas potencialmente prejudiciais nesses casos (PERAZZIO;
CHAUFFAILLE, 2019) .

Outras técnicas podem ser utilizadas para auxiliar no diagndstico de SMD
em amostras com <20 metdfases, como a citometria de fluxo, hibridizacio in situ por
fluorescéncia (FISH) e sequenciamento genético. A citometria de fluxo pode ajudar na
identificacdo de padrdes fenotipicos anormais em casos com displasia minima,
contudo, esses casos representam uma baixa porcentagem dos pacientes. Quanto a
citogenética molecular, em um estudo realizado por Pinheiro e colaboradores em 2009
foi possivel verificar que o uso de FISH acarretou um incremento de apenas 10% de
beneficio em relacdo ao caridtipo por bandas-G, revelando assim o baixo custo-
beneficio dessa técnica e tornando o uso da citogenética convencional o procedimento
padrao (PINHEIRO et al., 2019).

Considerando-se o avango das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS), tem se ganhado maior conhecimento sobre as mutacdes comumente
associadas a Sindrome Mielodisplasica: alteracdes em mais de 40 genes foram
encontradas nesse contexto, cujas sequéncias codantes incluem componentes do
spliceossomo, fatores de remodelamento da cromatina, moduladores de padrdes
epigenéticos e distintos fatores de transcri¢ao. Atualmente, pesquisadores sdo capazes
de identificar uma ou mais mutagdes condutoras em até 80 a 90% dos pacientes, sendo
as mais comuns encontradas nos genes SF3BI, TET2, SRSF2, ASXLI, DNMT3A,
RUNXI, U2AF1, TP53 e EZH?2 (Tabela 1) (BEJAR et al., 2011).

Tabela 1 - Frequéncia relatada de lesdes genéticas em SMD.

Gene %0 Localizaciao Funcgao
SF3B1 28 2q33 Fator de splicing
TET?2 21 4q24 Controle da hidroximetilacio de citosina

ASXLI 14 20q11 Regulador epigenético



SRSF2

RUNX1

TP53

U2AF1

EZH2?

NRAS

JAK2

ETV6

CBL

IDH?2

NPM1

IDH1

KRAS

GNAS

PTPNI1

BRAF

PTEN

CDKN2A

12

<1

<1

<1

<1

<1

<1

17925
21q22
17p13
21q22
7q36
1p13
9p24
12p13
11923
15926
5q35

2433

12p12
20q13
12q24
7q34

10923

9q121

24

Fator de splicing

Fator de transcricao

Fator de transcri¢do

Fator de splicing

Proteina do grupo Polycomb
Transdugao de sinal
Tirosina quinase

Fator de transcricao
Transducdo de sinal
Metabolismo celular, regulagdo epigenética
Fosfoproteina

Atua como IDH1 (descarboxilagdo oxidativa do

isocitrato)
Transdugdo de sinal
Proteina-G
Fosfatase proteica
RAF-quinase
Fosfatase

Controle do ciclo celular

Fonte: Adaptado de BEJAR et al., 2011.

Essas mutacdes tém sido correlacionadas com diferentes caracteristicas

clinicas, como severidade de citopenias, porcentagem de blastos, achados citogenéticos

e sobrevida global. Ressalta-se que mutacdes genéticas ainda ndo estdo inclusas no

sistema de score progndstico para SMD, todavia, j4 marcam suas influéncias na

classificacdo e fisiopatologia da doenca: mutacdes nos genes RUNXI, ASXLI, EZH?2 e
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SRSF2 por exemplo, sdo fatores disruptivos da eficiéncia hematopoetica, ja o gene
TP53 € um supressor tumoral cuja mutacao confere pior progndstico em comparacao as
demais mutacdes, e mutagdes no gene SF3BI identificam um subtipo distinto de SMD
caracterizado pela presenca de sideroblastos em anel (SMD-RS), que estd
independentemente associado a um progndstico favordvel, com pacientes alcangando
expectativas de vida de mais de 10 anos (BERNARD et al., 2020; CAZZOLA et al.,
2013; GREENBERG et al., 2017).

O nimero de mutagdes somadticas, bem como a frequéncia alélica de
mutacdes individuais (VAF) tendem a aumentar a medida que a doencga progride de
baixo risco para alto risco. Ademais, uma pequena porcentagem (10%) dos casos de
SMD estdo associados com mutagdes de linhagens germinativas em vérios genes (por
exemplo, GATA2, RUNXI, DDX41), denotando assim implicacdes significativas para a
triagem e selecdo de doadores em candidatos a transplante de células hematopoéticas
(HCT) (KENNEDY; SHIMAMURA, 2019).

No futuro, o uso dessas informagdes ird certamente redefinir sistemas de
escore progndstico com base em perfis mutacionais Unicos e individuais que trardo
efeitos contundentes no diagndstico da doenga, uma vez que, nos dias atuais, apesar das
consequéncias funcionais da grande parte dessas mutacOes ainda ndo estarem
totalmente elucidadas, algumas delas ja representam alvos a serem explorados na
expansdo da compreensdo acerca dos mecanismos genéticos por trds da doenca (Figura
2), no aperfeicoamento da classificacdo prognodstica e na descoberta de novos farmacos
que proporcionem terapias mais efetivas e personalizadas (SAYGIN; CARRAWAY,
2021).

Figura 2 — Frequéncia dos genes cujas mutacOes possuem maior evidéncia em SMD,

bem como as respectivas funcdes e vias de expressao implicadas.
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Fonte: Adaptado de SAYGIN; CARRAWAY, 2021.

1.6 Classificacao clinica da SMD

A heterogeneidade de manifestagdes clinicas previamente mencionada tem
sido reconhecida e debatida por profissionais do campo onco-hematolégico hd muito
tempo, e com algumas décadas de esforco os diversos disturbios clonais que constituem
a Sindrome Mielodisplasica foram classificados em diferentes subtipos, com base em
caracteristicas que abrangem achados clinicos, microscépicos e citogenéticos. Em razio
da constante atualizacdo de informacdes acerca dessa doenca, os critérios para
diagnéstico e classificacdo da SMD sofreram algumas alteragdes ao longo dos anos.

Na década de 80, um sistema de classificagdo houvera sido proposto pelo
grupo Franco-Americano Britanico (FAB), no qual uma das principais caracteristicas
distintivas era a propor¢do de células bldsticas no sangue periférico e/ou na medula
Ossea, sendo portanto um sistema que levava em consideracdo aspectos puramente
morfolégicos (BENNETT et al., 1982).

Em 2001, a Organizacdo Mundial da Sadde propds uma revisdo mais robusta a
classificacdo da FAB, com o objetivo de anexar informagdes atualizadas sobre
diferentes manifestacdes clinicas da doencga, achados citogenéticos e aspectos de
morfologia celular, citoquimica e imunofenotipagem (VARDIMAN et al., 2002). Tal

classificacdo ainda passaria por uma revisdao em 2008, até chegar na versdo atual,
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proposta em 2016 e vigente até os dias atuais, que adicionou perfis moleculares ao

diagnéstico da doenga e cujos dados estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2 — Classificagdo clinica da SMD de acordo com os critérios estabelecidos mais

recentemente pela Organizacdo Mundial da Saide em 2016.

Nome Citopenias e % Sideroblastos % Blastos Displasias
% Blastos no SP em anel MO
(SMD-DU) Uni ou 5% de <5% de Displasia em 1 linhagem
Bicitopenia; Sideroblastos blastos

<1% de Blastos em anel*
(SMD-DM) Citopenia em 1 5% de <5% de Displasia em 2 ou 3
ou mais Sideroblastos blastos linhagens

linhagens; <1% em anel*

de blastos

SMD COM SIDEROBLASTOS EM ANEL (SMD-SA)

(SMD-SA-DU)  Uni ou >15% ou >5% <5% de Displasia em 1 linhagem
Bicitopenia; de Sideroblastos  blastos

<1% de Blastos em anel*
(SMD-SA-DM) Citopenia em 1 >15% ou >5% <5% de Displasia em 2 ou 3
ou mais de Sideroblastos  blastos linhagens

linhagens; <1% em anel*

de blastos

SMD com Excesso de Blastos (SMD-EB)

(SMD-EB1) Citopenia em 1 5a9% de Displasiaem 0, 1, 2 ou 3
ou mais blastos linhagens

linhagens; 2 a

4% de blastos
(SMD-EB2) Citopenia em 1 10 a 19%
ou mais de blastos

linhagens; 5 a

19% de blastos
SMD INCLASSIFICAVEL (SMD-i)
SMD-icoml%  Citopenia em 1 <5% de Displasia em 1 ou mais
de blastos ou mais blastos linhagens

linhagens; <1%'
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de blastos
SMD-i com Citopenia em 3 <5% Displasia em 1 linhagem
displasia em linhagens; <1% de blastos
unica de blastos
linhagem e
pancitopenia
SMD-i baseada  Citopenia em 1 <15% de <5% de Auséncia de displasias
em alteragcdes ou mais Sideroblastos blastos
Citogenéticas linhagens; <1% em anel

de blastos
SMD COM Uni ou <5% de Displasia em 1 ou mais
DEL(5q) Bicitopenia; blastos linhagens, Del(5q)
ISOLADA <1% de Blastos isolada ou com 1

alteracdo adicional,

exceto del(7q)/-7

*Condi¢do na presenga da mutagdo do gene SF3BI; '1% de blastos deve ser encontrado em

pelo menos duas situagées isoladas. SMD-DU: SMD com displasia unilinhagem, SMD-DM:

SMD com displasia multilinhagem, SMD-SA-DU: SMD com sideroblastos em anel e displasia

unilinhagem, SMD-SA-DM: SMD com sideroblastos em anel e displasia multilinhagem,
SMD-EB 1 e 2 (SMD com excesso de blastos 1 e 2).
Fonte: Adaptado de ARBER et al. (2016)

1.7 Estratificacao prognéstica da SMD

O vocabuldrio desenvolvido para auxiliar na classificacdo dos diferentes
subtipos de SMD inclui classes de anemias refratdrias, anemias com sideroblastos em
anel e com excesso de blastos, no entanto, essas denominagdes por si SO ndo sao
suficientes para estabelecer decisdes quanto ao prognostico e intervencdes terapéuticas
adequadas. Tendo em vista que o indice de sobrevida dos pacientes € varidvel, partindo
de apenas alguns meses até anos, uma classificagdo progndstica de boa acurdcia com
base escores especificos fez-se necessdria para SMD, por conseguinte, diferentes
sistemas de estratificacdo prognéstica tém sido utilizados (ROBIN; DE WITTE, 2019)

Uma das ferramentas mais adotadas nesse contexto, o IPSS, foi introduzido
por Greenberg e colaboradores em 1997 (GREENBERG et al.,1997). Sua versdo
revisada, denominada IPSS-R e proposta em 2012 (GREENBERG et al. 2012), tem
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sido utilizada como ferramenta padrdo para estratificacdo progndstica em SMD desde
entdo (Tabela 3). Dividindo-se em 5 categorias de risco: muito baixo, baixo,
intermedidrio, alto e muito alto risco, o sistema atualmente se baseia na propor¢ao de
blastos na medula 6ssea e no nimero e grau de citopenias, leva em consideracdo a
idade do paciente e incorpora novos escores para achados citogenéticos, objetivando
fornecer uma previsao mais proxima da sobrevida esperada para cada paciente € o risco

de progressao da doenca para LMA (Tabela 4).

Tabela 3 — Varidveis e pontuacdes para valores de progndstico segundo o IPSS-R.

IPSS-R: Valores de escore prognostico

Variaveis 0 0.5 1 1.5 2 3 4
Prognésticas
Citogenética Muito Favoravel Intermedia  Desfavora Muito
favorével rio vel desfavorével
%  Blastos <2 >2a<5 5al0 > 10

na medula

ossea

Hb (g/dL) > 10 8a<10 <8
Neutrofilos > 800 <800

(mm?)

Plaquetas >100 50 a <50

(mm*) <100

Fonte: Adaptado de GREENBERG et al, 2012.

Tabela 4 — Categorias de risco e escores prognosticos de acordo com o IPSS-R.

IPSS-R: Categorias de risco prognéstico

Categoria de Escore de risco Sobrevida Evolug¢ao para LMA (Anos)
risco
Muito baixo <15 8,8(7.8-9,9) -
Baixo >1,5-3 53(65-57) 10,8
Intermediario >3-45 3,0(2,7-3,3) 3,2
Alto >45-6 1,6 (1,5-1,7) 1.4
Muito alto >6 0,8 (0,7-0,8) 0,73

Fonte: Adaptado de GREENBERG et al, 2012.
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Apesar do IPSS-R atualmente cumprir papel fundamental na avaliacdo de
risco para SMD, espera-se que um novo sistema de estratificacdo progndstica que
incorpore dados gendmicos seja desenvolvido, dada a confirmagdo através de recentes
estudos dos beneficios de adicionar dados referentes as mutagdes genéticas no processo
de estratificacdo de risco em comparacdo aos modelos progndsticos vigentes (BEJAR

et a., 2012; KANTARIJAN et al., 2008).

1.8 Sequenciamento-alvo e a sua importancia no diagnéstico de SMD

Tais dados gendmicos individualizados, os quais tem influenciado
diretamente na rotina de manejo clinico e direcionamento de tratamentos na drea da
oncologia, podem ser obtidos através de diversas técnicas, dentre elas, o
sequenciamento de nova geracdo (NGS) ganha destaque pela sua capacidade de
processar uma maior robustez de dados genéticos, o que permite o sequenciamento
massivo paralelo de centenas, milhares de genes, ou até mesmo de genomas completos,
dentro de um periodo de tempo relativamente curto, oferecendo assim multiplas novas
oportunidades no campo da medicina personalizada, de modo que as variantes e
mutacoes genéticas detectadas através dessa tecnologia tem sido extensivamente
utilizadas no diagndstico de doengas, bem como no progndstico, decisdes terapéuticas e
acompanhamento de pacientes (QIN et al., 2019)

O uso da tecnologia de sequenciamento-alvo (Targeted Next Generation
Sequencing) € uma das estratégias mais utilizadas para identificar polimorfismos de
nucleotideo tnico (SNPs) comuns e variantes genéticas raras de interesse clinico, que
podem representar fatores de risco para diversos tipos de cancer, além de influenciar na
resposta terapéutica a quimioterdpicos ou implicar no surgimento de complicacdes
patolégicas. Nessa abordagem, sequencia-se um subconjunto de genes especificos
associados a patogénese da doenga e cuja relevancia clinica ja se encontra estabelecida,
para garantir resultados que sejam implementdveis na rotina diagndstica em oncologia,
de maneira rdapida e custo-eficiente (GULILAT et al., 2019).

Para atingir a etapa final de interpretacdo acerca das mutagdes detectadas
em determinado paciente, empregam-se andlises e pipelines de bioinformdtica para
anotacdo, classificacdo e caracterizagdo das variantes identificadas a partir do

sequenciamento-alvo, que se dividem entre mutacdes pontuais e indels, distribuidos
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entre as regides codificadoras (exOnicas), cujas consequéncias podem ser praticamente
nulas (mutacdes sinOnimas), ou mais graves, como alteracdo da sequéncia nucleotidica
(variantes missense); parada prematura da traducdo (variantes stop gained); mudanca
no quadro de leitura (frameshift), variantes que comumente resultam em proteinas
truncadas, ou encontram-se ainda em regides nao-codificadoras (intronicas), cujas
consequéncias também podem ser prejudiciais no caso de substitui¢des e delecdes que
afetam elementos funcionais regulatérios, como acentuadores (enhancers) e

silenciadores (silencers), diretamente envolvidos na regulacdo do processo de splicing

(Tabela 5).

Tabela 5 — Variantes genéticas e suas consequéncias para a proteina resultante.

Consequéncia

Missense

Sin6nima

Stop gained

Frameshift

Consequéncia

Variante intrOnica

Deep intronic variant

Variante de sitio de splice

Localizadas em regioes codificantes
Definicao

A substituicdo de um par de bases de DNA altera o cédon para
outro que codifica aminoacido diferente do aminoacido usual da
posicdo, alterando a sequéncia primdria da proteina.
A substituicdo de um par de bases de DNA altera o cédon para
outro que codifica o0 mesmo aminodcido e ndo altera a sequéncia
priméria da proteina.
A substituicdo de um par de bases de DNA resulta num cddon de
parada prematura, sinalizando o final precoce da traducao.
A adicdo ou a remog¢do de bases de DNA altera drasticamente o

quadro de leitura de um gene.

Localizadas em regioes nao-codificantes

Definicao

Variantes localizadas na regido ndo codificadora do genoma que
ainda ndo foram classificadas e cujo efeito da alteracdo genética
provocada na fungdo da proteina resultante ainda nio é conhecido,
ou aparentemente nulo.

Variantes localizadas na regido nio codificadora do genoma cujo
efeito da alteragdo genética provocada pode comprometer regides
regulatérias e genes de RNA nao-codificante.

Variantes que ocorrem na extremidade éxon-intron (sitio
aceptor/doador de splice), cujo efeito da alteracdo genética pode

comprometer a maquinaria de splicing e resultar na inclusdo de
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introns ou na exclusdo de éxons.

Adaptado de VAZ-DRAGQO et al., 2017.

Tendo em vista a natureza especificamente heterogénea das Sindromes
Mielodisplésicas, as quais se distribuem em diferentes subtipos e apresentam
manifestacdes clinicas distintas, que interagem entre si de maneira complexa resultando
em categorias de risco e prognésticos varidveis, a investigacio da presenca de variantes
genéticas deletérias que alteram significativamente a funcdo e estrutura da proteina
originada, revela-se como uma importante ferramenta de andlise. Nesse sentido, a
caracterizacdo de mutagcdes somadticas recorrentes via sequenciamento-alvo em SMD
auxilia na identificacdo de variantes patogénicas, sendo particularmente relevante na
pratica clinica. Inimeros estudos sugerem que a determinacao do status mutacional de
multiplos alvos genéticos resulta em alto poder preditivo prognéstico em SMD,
indicando que o uso dessa técnica constitui uma sélida ferramenta de linha de frente
para obter um diagndstico com custo-beneficio satisfatério (XU et al., 2017).

O caso mais notdrio de aplicacdo de técnicas de sequenciamento-alvo no
auxilio do manejo clinico em SMD € o gene TP53 — um supressor tumoral de destaque
que se encontra mais frequentemente mutado em diversos tipo de cancer — cujas
consequéncias das mutagdes deletérias para pacientes com SMD se traduzem em
quadros de alto risco, com rdpida progressdo para LMA, além da resisténcia as terapias
convencionais e graves desfechos clinicos. Em um estudo realizado por Berbard e
colaboradores (2020), onde se buscou determinar as implicagdes clinicas de mutagdes
no gene TP53 em 3.324 pacientes com SMD, foi possivel correlacionar mutacdes
bialélicas (multi-hit biallelic targeting) com fenétipos de cariétipo complexo, quadros
de alto risco e desfechos graves, de modo que esse padrdo de mutacdes atualmente se
constitui como um fator preditivo independente do IPSS-R para risco de morte e
progressdo a Leucemia Mieloide Aguda, salientando, portanto, a importancia da
investigacdo do status mutacional em 7P53 para a precisdo diagndstica e progndstica

em SMD, bem como na resposta ao tratamento (BERNARD et al., 2020)

1.9 Desafio da Integracio Genémica e a Medicina Personalizada aplicada a SMD
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Apesar dos esforcos recentes, a integracio de dados moleculares a uma
rotina clinica ja bem estabelecida, que utiliza sistemas como o IPSS-R para determinar
intervengdes terapéuticas em SMD, ainda representa um desafio. Contudo, essas
informacdes adicionais provenientes de testes genéticos claramente influenciam
decisdes importantes no curso de tratamento da doenca, a exemplo da elegibilidade de
pacientes para testes clinicos de novas terapias-alvo de acordo com mutagdes
especificas encontradas, reforcando seu cardter essencial na constru¢do de um futuro
para a abordagem molecular e personalizada da Sindrome Mielodispldsica
(STEENSMA, 2017).

A maioria dos pacientes com SMD (aproximadamente 70%) sado
diagnosticados com a forma de baixo-risco, relacionada a um curso relativamente
favoravel da doenca, e recebem intervengdes terapéuticas menos agressivas, incluindo
fatores de crescimento hematopoiéticos como a eritropoetina, suporte transfusional ou
simples observacdo. Todavia, uma parcela desse grupo de baixo-risco acaba
desenvolvendo uma forma mais agressiva da doenga, com menores indices de
sobrevida global. A habilidade de reconhecer pacientes em tal subgrupo especifico com
piores prognoésticos pode ter implicagdes fundamentais para o aperfeicoamento e
modelagem de terapias apropriadas a determinados riscos (SPAULDING et al., 2020).

Diante de tal conjuntura, um modelo de baixo risco (LR-PSS) que leva em
consideragdo dados moleculares individuais foi validado numa coorte independente de
288 pacientes por Bejar e colaboradores em 2012 (BEJAR et al.,, 2012), onde se
demonstrou pela primeira vez como o status de mutagdes somdticas nos genes
DNMT3A, SF3BI1, SRSF2, e U2AF1, alteragOes associadas a trombocitopenia, tiveram
considerdvel influéncia na classificacdo progndstica de pacientes que poderiam se
beneficiar de uma intervencao terapéutica precoce, modulada a partir de modificacdes
genéticas especificas encontradas, reiterando assim a relevincia e urgéncia de
abordagens que abranjam a Medicina Preventiva e a Medicina da Precis@do no
tratamento da SMD.

Nesse contexto, o0 mesmo grupo de pesquisadores apresentou resultados
preliminares de 439 pacientes com SMD que haviam tido suas amostras sequenciadas
para mutagdes especificas em 18 genes diferentes, e encontrou-se que 5 genes (TP53,
ETV6, ASXLI, EZH2 e RUNXI), quando mutados, forneciam valor progndstico

independente do IPSS, sendo todos marcadores adversos cujas mutacdes somdticas
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efetivamente aumentavam o escore de risco do paciente portador em uma categoria
(BEJAR et al., 2011). Desde entdo, diversos estudos progndsticos t€ém sido reportados e
um grande empenho internacional tem ocorrido sob a tutela do Comité Internacional
para Prognéstico Molecular de SMD (MDS IGW-PM) para avaliar o real valor dos
testes genéticos na estratificacao de risco da doengca (SPAULDING et al., 2020).

Representando esses esfor¢os recentes, um estudo com base em
abordagens computacionais foi capaz de definir com sucesso correlacdes gendtipo-
fenétipo de 2,043 pacientes de SMD. Com o objetivo de combinar anélises moleculares
a variaveis clinicas relevantes, a plataforma de inteligéncia artificial escolhida forneceu
um modelo estatistico robusto e inovativo, traduzido numa interface da web disponivel
para profissionais da saide que utiliza redes bayesianas para gerar predi¢des de
sobrevida personalizadas, aliando fatores de risco ja compreendidos no sistema [PSS-R
a informagdes obtidas a partir do mapeamento genético individualizado de mutagdes
somadticas em mais de 40 genes. A inclusdo do perfil genético dos pacientes permitiu
uma estratificacio de risco de maior acurdcia, abrangendo diversas varidveis
morfoldgicas e gendmicas em um modelo preditivo complexo, com enorme potencial
de aplicagdo prética de cardter translacional (BERSANELLI et al., 2021).

Isso posto, levanta-se o questionamento: os testes genéticos moleculares
irdo substituir as ferramentas tradicionais de estratificacio de risco e interpretacdo
clinico-patolégica em SMD, como o IPSS e o IPSS-R? E provivel que ndo. O cenario
atual j4 aponta para um futuro mais exequivel, que preza pelo principio da soma e nao
da exclusdo mutual, no qual serd possivel aumentar o valor preditivo de ferramentas
progndsticas com a incorporacdo de resultados moleculares individualizados a rotina
clinica, promovendo a utilizagdo de tecnologias recentes, como painéis genéticos €
pipelines de bioinformdtica, na andlise de mutagdes pontuais em genes relacionados a
Sindrome Mielodisplésica para melhor direcionar terapias que priorizem a longevidade

e a qualidade de vida dos pacientes acometidos (LINDBERG et al., 2020).
1.10 Lesoes no DNA
A manuten¢do da estabilidade gendmica é um processo continuo e crucial

para a sobrevivéncia do individuo e sua espécie. Acidos desoxirribonucleicos sdo

quimicamente instaveis em condi¢des fisioldgicas, de modo que danos ao DNA podem
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surgir a partir de fontes endégenas, como o ambiente intracelular aquoso e rico em
espécies reativas de oxigénio. Ademais, o estresse genotoxico também advém de
fatores ambientais, a exemplo da luz ultravioleta, radiacdo ionizante, metais pesados,
poluentes do ar e quimioterdpicos (LINDAHL, 1993). Estima-se que a frequéncia de
danos espontaneos causados ao DNA seja da ordem de 10.000 — 100.000 eventos por
célula por dia (LINDAHL, 1993; DE BONT; VAN LAREBEKE, 2004).

Em contraste com a maioria das macromoléculas biolégicas que, quando
danificadas, simplesmente sdo degradadas e substituidas, o genoma nuclear — o modelo
finamente projetado para todas as funcdes celulares — possui mecanismos de reparo
energeticamente dispendiosos para corrigir rapidamente os danos causados ao DNA.
Tal dedicacdo sugere que essas lesdes representam um tipo de dano particularmente
critico e prejudicial a homeostase celular (YOUSEFZADEH et al., 2021). Quando ndo
reparadas em tempo habil, as lesdes acarretam em mutacdes genéticas ou anomalias
cromossOmicas que comprometem a viabilidade e metabolismo celular, levando a
destinos prejudiciais a longo prazo como senescéncia, neurodegeneracdo e
carcinogénese (LANGIE et al., 2015).

Em eucariotos, muitos mecanismos evoluiram com o objetivo de prevenir
esses efeitos deletérios e manter a integridade da informacdo genética. As alteracdes em
bases dos 4cidos nucleicos, por exemplo, sdo normalmente removidas por vias de
reparo por excisdo, que atuam combatendo a instabilidade gendmica proveniente de
lesdes no DNA. Contudo, em células humanas, além de nem todas essas vias serem
livres de erros, hd situagdes em que o dano em si ndo € reparado, mas sim contornado
por meio de mecanismos de tolerdncia ou bypass (passagem), executados por DNA
polimerases especializadas. Dessa forma, as respostas a tais lesdes podem se traduzir

em duas maneiras: reparo ou tolerancia aos danos (LINDAHL et al., 1999).

1.11 Mecanismos de Reparo do DNA

Para reparar adequadamente os danos ao DNA que continuamente
ameacam a integridade genética e promover uma manutenc¢do fiel dos processos
celulares essenciais para o crescimento, a sobrevivéncia e a hereditariedade bioldgica,
como a replicagdo do DNA e a divisdo celular, as células desenvolveram multiplos

mecanismos, coletivamente referidos como DNA Damage Response (DDR) (Figura 3).
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Resultantes de uma cascata de sinalizacdo, essa rede € responsdvel pela deteccdo,
sinalizacdo e reparo dos danos no DNA, de modo que defeitos em genes constituintes
da DDR comumente estdo associados a carcinogénese e crescimento tumoral.
(CHABANON et al., 2021)

No intuito de assegurar que tais obstru¢des ndo resultem na instabilidade
gendmica, a célula exerce mecanismos que, por vezes, sobrepdem-se agindo no reparo
e na tolerdncia a estresses genotdxicos, sendo eles a via de reparo por excisdo de
nucleotideos (NER), reparo por excisdo de bases (BER) e o reparo de erros de
emparelhamento de bases (MMR), dedicados ao reparo de DNA fita simples; e a
recombinacdo homdloga (HR) e juncdo por extremidades ndo homdlogas (NHEJ), que
atuam no reparo de fita dupla de DNA (IYAMA; WILSON, 2013; ASHOUR et al.,
2021).

O reparo de fita simples por excisdo consiste basicamente na acdo de
enzimas nucleases especializadas que irdo remover a regido ou base alterada para, em
seguida, DNA polimerases atuarem na sintese de DNA que preencherd a lacuna
deixada utilizando a fita ndo-danificada como molde. A lesdo mais comum envolvida
nessa via de reparo sdao os dimeros timina-timina, originados pela acdo
comprometedora da luz ultravioleta nos processos de replicacdo e transcricio do DNA
(IYAMA; WILSON, 2013). A via NER lida principalmente com lesdes provocadas por
agentes enddgenos, cujas modificagdes resultam no colapso da forquilha de replicacao,
atraso na transcricdo e distorcdo da estrutura em hélice do DNA. Dentre os danos
reparados pela via BER, encontram-se particularmente os de natureza frequente
ocasionados por agentes enddgenos, como oxidacdo, desaminagcdo e hidrélise
espontanea. Ja o sistema MMR age seletivamente em fitas recém-sintetizadas de DNA
contendo nucleotideos mal-pareados, no reconhecimento e reparo dos mismatches e de
loops inser¢do-delecdo que surgem durante a replicagdo ou recombina¢do homologa
(ASHOUR et al., 2021).

As lesdes em DNA de fita dupla (DSBs) sdo as formas mais deletérias de
dano genotéxico, uma vez que, quando ndo reparadas, ativam respostas ligadas a morte
celular e promovem aberracdes cromossOmicas como translocagdes, cujas
consequéncias estdo implicadas em defeitos neurolégicos e imunoldgicos, além de
fenotipos de envelhecimento prematuro e predisposicdo ao cancer (DIDERICH et al.,

2011). Sa@o causadas pela acdo enddgena, através de espécies reativas de oxigénio
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(ROS) e eventos que geram diversidade genética, como a meiose € recombinacdo em
anticorpos, ou pela acdo exdgena com o uso de quimioterdpicos. Suas duas maiores
vias de reparo compreendem a recombinagdo homodloga (HR), a qual demanda uma
cromédtide-irma para ser executada, e a juncdo por extremidades ndo-homoélogas
(NHEJ), que opera de forma independente do momento do ciclo celular (células em
divisdo ou ndo) (WILSON et al., 2007).

Em 2013, em um estudo abrangendo a genotipagem de 60 pacientes de
SMD quanto a genes de reparo do DNA, foi demonstrado pela primeira vez que
polimorfismos do gene ATM, o qual atua na sinalizagdo e reconhecimento de lesdes de
DNA de dupla fita (DSBs), estdo associados a patogénese da doenca e ao
desenvolvimento de SMD de baixo risco (RIBEIRO et al., 2013). Posteriormente, o
mesmo grupo de pesquisadores conseguiu associar outros polimorfismos nos genes
RADS51, XRCC5 e XRCC6, que estao envolvidos nas vias de reparo NHEJ e HR, a
patogénese da SMD, ressaltando a relevancia desses mecanismos para a manuten¢do da

estabilidade cromossdmica em pacientes idosos (RIBEIRO et al., 2015)

1.12 Mecanismos de tolerancia a danos no DNA: Sintese Translesao

Ap0s os mecanismos de resposta ao dano do DNA (DDR) serem ativados
com o objetivo de reparar as lesdes identificadas, as células prosseguem no ciclo
celular e seu material genético sofre replicac@o e posterior transmissdo as células-filhas,
de forma livre de erros com auxilio das DNA polimerases de alta fidelidade. No
entanto, caso essas polimerases cldssicas encontrem lesdes volumosas na fita molde
durante o processo replicativo, a sintese de DNA € interrompida e as forquilhas de
replicacdo sdo paralisadas. Em decorréncia desses eventos, a estagnacdo prolongada
causada € capaz de provocar o colapso das forquilhas de replicacdo, e, em ultima
instancia, ocasionar instabilidade genomica (GHOSAL; CHEN, 2013). Para contornar
tal fendmeno e prevenir efeitos deletérios para a célula, mecanismos de tolerancia aos
danos do DNA (DNA Damage Tolerance ou DDT) evoluiram para permitir a
replicagdo genética através e além das lesdes encontradas ao longo desse processo,
sendo a Sintese Translesdo (TLS) uma das suas principais vias de passagem através

destes danos em eucariotos (CHANG, 2009). O resumo das principais vias de resposta
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ao dano do DNA mencionadas, incluindo os mecanismos DDR e DDT, esta disposto na

figura 3.

Figura 3 — Principais vias de resposta ao dano do DNA e a via de Tolerincia ao Dano

(DDT), onde o mecanismo operante para lesdes volumosas € representado pela Sintese

Translesdo (TLS).

Fonte: Adaptado de BLASIAK et al, 2013.

No mecanismo TLS, uma ou mais DNA polimerases nao-cldssicas sdao
responsaveis pela substituicdo transiente das polimerases replicativas que estdo
momentaneamente paralisadas, viabilizando assim a catélise da sintese de DNA através
da lesdo encontrada. Em geral, essas enzimas possuem maiores sitios cataliticos, que as
permitem acomodar lesdes volumosas, porém, ndo possuem dominios de atividade
exonucleasica 3' — 5. Portanto, a via de tolerancia ao dano é executada ao custo de
uma reducdo na acurdcia replicativa, e, por conseguinte, esse mecanismo de passagem €
um fendmeno sujeito a erros e potencialmente mutagénico (SHARMA et al., 2013).

Células de mamiferos possuem pelo menos 7 polimerases TLS de baixa
fidelidade: 4 pertencentes a familia-Y, Pol 1 (POLH), Pol 1 (POLI), Pol « (POLK) e
REV1, 1 pertencente a familia-B, Pol {, cuja subunidade catalitica é representada por

REV3L, e 2 pertencentes a familia-A, Pol 6 (POLQ) e Pol v (POLN) (MAKRIDAKIS
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et al., 2012). Cada uma das polimerases TLS possui diferentes especificidades de
substrato, atuando em diferentes tipos de danos causados ao DNA. A enzima POLK,
por exemplo, mostrou ser eficaz no contorno de lesdes mais extensas, como adutos de
guanina induzidas por benzopireno, enquanto Pol { € responsdvel por transpassar pares
de bases distorcidos, como mismatches resultantes de inser¢cdes erroneas. Dessa forma,
a depender da polimerase que sera recrutada, as lesdes podem ser transpassadas de
forma livre de erros, utilizando por exemplo POLH, ou de forma sujeita a erros, como
no caso da atividade que envolvem Pol { e REV1 (QUINET et al., 2018).

Contudo, como a célula “escolhe” qual polimerase sera ativada e em quais
momentos especificos ainda é um processo ndo elucidado totalmente. E sabido que tais
enzimas interagem entre si e com diversas outras proteinas associadas a replicacdo
celular (Figura 4), reforcando uma hipdtese que as polimerases nao-cldssicas
funcionam como um grande complexo multi-proteico, formado apds a paralisacdo da
forquilha de replicacdo, o qual Powers e colaboradores denominaram como complexo

de “mutassoma” (replissoma mutagénico) (POWERS et al., 2018).

Figura 4 — Rede de associacdo entre as principais enzimas envolvidas no mecanismo
TLS, obtida através da ferramenta computacional de predicdo funcional de redes de

proteinas STRING.

Legenda: O cluster acima exprime uma rede de associacdo funcional proteina-proteina
composta pelas enzimas PCNA, POLN, POLK, POLL, POLH, POLI, POLQ e sua subunidade
catalitica REV3L. Os nés da rede sdo proteinas. As arestas representam as associacdes
funcionais previstas, onde as cores e densidade das linhas indicam diferentes tipos de

evidéncias usadas para prever as associag¢des.
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Fonte: Elaborada pela autora, disponivel em https://string-db.org/.

A monoubiquitina¢do do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)
parece ser um evento importante na regulacdo do recrutamento das polimerases TLS
pela via de tolerancia ao dano. O referente antigeno envolve o DNA de fita dupla e age
como uma pinca deslizante, interagindo com grande variedade de proteinas envolvidas
na replicacdo e reparo do DNA. Estudos sugerem que a monoubiquitinacio de PCNA
promove o contorno direto de lesdes pelo recrutamento das polimerases TLS em
direcdo as forquilhas de replicacdo paralisadas, enquanto a poliubiquitinagdo do
antigeno atua no processo de prevencao ao dano de maneira pouco clara (DAIGAKU et
al., 2010; BOEHM et al., 2016).

Apesar da atividade dessas enzimas ser inerentemente sujeita a erros, elas
podem mediar reparos livre de erros para lesdes especificas, a exemplo de POLH, que
consegue ultrapassar lesdes induzidas por radiagdo ultravioleta, de modo que mutagdes
genéticas identificadas no seu gene correspondente resultam em predisposicao genética
ao cancer de pele (MASUTANI et al., 1999). De forma similar, a enzima POLQ tem
um papel preventivo contra o cancer de pele, atuando na progressdo da forquilha de
replicacdo em resposta a lesdes causadas por luz UV, com atividade sujeita a erros,
impedindo a formacdo de quebras de dupla fita e rearranjos cromossdmicos deletérios.
Isso posto, infere-se que ambos tipos de polimerases presentes na sintese translesio
(sujeita a erros e livre de erros) representam mecanismos preventivos contra a

instabilidade gendmica (POWERS et al., 2018).

1.12.1 O potencial mutagénico do mecanismo TLS

Como citado anteriormente, o custo da execucao das vias de tolerancia ao
dano no DNA por vezes se dd através de uma reducdo na fidelidade replicativa das
enzimas utilizadas, as quais podem agir de maneira propensas a erros. A célula, nesse
contexto, arrisca-se a tolerar a incorporacio erronea de bases no processo replicativo,
objetivando evitar a paralisacdo da forquilha de replicacdo para assim prevenir a
instabilidade cromossdmica gerada pelas quebras de fita dupla. Essa solucdo, porém,
pode ocasionar no surgimento de mutagdes pontuais induzidas por danos ao DNA,

sendo o mecanismo TLS especificamente relevante para a oncogénese, um processo
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que demanda duas condi¢des profundamente atreladas a atividade da sintese translesao:
o acimulo de mutagdes somdticas e replicacdo eficiente do DNA (MAKRIDAKIS et
al., 2012).

A ativacdo exacerbada das vias TLS gera um aumento da mutagénese,
podendo levar uma célula normal a se tornar cancerigena ou ainda tornar células
cancerigenas resistentes a agentes quimioterdpicos. Em contrapartida, a reducdo na
atividade TLS implica numa maior frequéncia de paralisagdo das forquilhas de
replicagdo, estabelecendo um risco critico para a formacdo de aberragdes
cromossOmicas e, por conseguinte, para o desenvolvimento do cancer. Tendo isso em
vista, Ghosal e colaboradores postularam que o mecanismo de sintese translesdo na
verdade representa uma “faca de dois gumos”, devido ao seu papel conflitante tanto na
prevencdo quanto na propiciacdo da instabilidade gendmica (GHOSAL; CHEN, 2013).

Ademais, mutacdes encontradas nos genes correspondentes as polimerases
especializadas TLS, bem como alteracdes nos seus niveis de expressdo sao eventos
notavelmente associados a doencas genéticas raras e predisposi¢cdo ao cancer, a
exemplo das variantes Xeroderma pigmentosum (XPV), desordem que causa alta
incidéncia de céancer de pele, tumores ovarianos, adenocarcinomas pulmonares e
adenocarcinomas renais (VAZIRI et al., 2021; BROUGHTON et al., 2002), denotando,
assim, a importancia da realizacdo de estudos mais aprofundados relativos ao
mecanismo TLS e suas implicacdes diretas e indiretas para individuos acometidos pelo

cancer.

1.13 A familia-Y: DNA Polimerases TLS n (POLH), k (POLK), 1 (POLI) e REV1

As enzimas constituintes da familia-Y de polimerases TLS compartilham
cinco motivos de sequéncias conservadas, formando uma arquitetura estrutural comum
semelhante a silhueta de uma mao. A estrutura resultante ¢ composta por dominios do
tipo fingers, palm e thumb, implicados diretamente na atividade enzimdtica de
polimerase. O seu dominio N-terminal possui simetria a direita similar as estruturas das
polimerases replicativas cldssicas, porém com algumas diferencas elementares: ndo ha
dominio com atividade exonucledsica 3’-5’ e seu sitio ativo é mais solvente e exposto,
propriedades que conjuntamente sujeitam sua atuagdo a uma maior propensao a erros, €

em contrapartida conferem a sua habilidade de acomodar e transpassar diversas lesoes
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no DNA (ZHOU ET AL., 2001). Ja a regido C-terminal € mais varidvel e inclui regides
peptidicas de interacdo-PCNA (PIP boxes), responsdveis por mediar ligacdes
relativamente fracas a PCNA em comparacdo as polimerases cldssicas. Essas enzimas
também sdo constituidas por dominios de ligacdo a ubiquitina (UBMs) ou dedos de
zinco de ligacdo a ubiquitina (UBZs), os quais se ligam a PCNA monoubiquitinado na
posicdo lisina 164 através do complexo conjugador de ubiquitina Rad6/Rad18 E2/E3.
A combinag¢do das regides PIP e UBDs/UBZs é o fator central que promove
especificidade de interagc@o entre as polimerases TLS e o antigeno PCNA na forquilha
de replicagao (TONZI; HUANG, 2019).

E interessante notar que essa familia de enzimas estd presente em todos os
reinos da vida e que a maioria dos seus componentes sdo altamente conservados em
eucariotos, de modo que todas as enzimas envolvidas na sintese translesio em
leveduras possuem evidentes ort6logos em mamiferos, ainda que estes possuam
pardlogos adicionais a algumas das polimerases provenientes de leveduras (BOITEUX
et al., 2013). Tais indicios evolutivos apontam a essencialidade da sua funcdo para o

metabolismo celular e sobrevivéncia bioldgica.

1.13.1 Pol1 (POLI) e REVI

A proteina Pol 1 € uma polimerase especializada de baixa fidelidade, composta
por 715 residuos de aminodcidos, e seu gene codificador (POLI) esta localizado no
cromossomo 18 (posi¢cdo 18g21). A enzima correspondente é capaz de transpassar
diversas lesdes no DNA, como dimeros de pirimidina, dano oxidativo e adutos PAH,
contudo, ela ndo € capaz de estender a replicacdo apds a incorporagdo inicial, sendo
necessario para tal passo a utilizacdo de uma polimerase de extensdo como Pol
pertencente a familia-B (WANG et al., 2007; FRANK et al., 2002).

Uma propriedade intrigante desta enzima, que a distingue das demais
polimerases € a sua fidelidade, a qual tende a ser baixa em DNA ndo danificado, porém
muito varidvel com acurdcia dependente da sequéncia molde. As frequéncias de erro
variam desde 10 a 107 para template oposto A e 10" a 10 para templates opostos G e
C. Em templates T, seu mecanismo de ac¢do curiosamente dd preferéncia a incorporagao
de uma base que ndo segue o modelo de pareamento Watson-Crick (adicionando G ao

invés de A), um padrao de mutacdo pontual altamente mutagénico (MAKRIDAKIS et
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al., 2012). Devido a esse padrdo incorreto de incorporacdo observado in vitro,
inicialmente sugeriu-se que Pol 1 seria uma boa candidata a uma hipermutase somética,
participando da hipermutacdo de genes varivaveis de imunoglobulinas in vivo. De fato,
mais recentemente, foi descoberto o seu papel fundamental em eventos de
hipermutacdo somdtica em genes de imunoglobulinas, onde Pol 1 e Pol ( sdo
responsdveis pela geracdo de mutacdes em tandem (VAISMAN; WOODGATE, 2020;
MAUL et al., 2016).

Desde a descoberta, ha mais de 20 anos, a sua real fungdo celular ainda nao
foi totalmente explicada, contudo, estudos demonstram que Pol 1 estd relacionada a
protecdo contra danos oxidativos, de modo que variantes identificadas com reducio na
sua atividade foram capazes de aumentar a susceptibilidade individual de pacientes
submetidos a estresse oxidativo via agentes genotéxicos. Além disso, mutacdes
pontuais no gene POLI ji foram associadas ao aumento do risco de ambos
adenocarcinoma pulmonar e carcinoma de células escamosas, relevando um potencial
foco de estudo em oncogénese (YEOM et al., 2020; SAKIYAMA et al., 2005).

Considerada como o membro mais extremo da familia-Y, a proteina REV1
€ uma polimerase ndo classica monomérica composta por 1251 residuos de
aminodcidos, e seu gene codificador estd localizado no cromossomo 2 (2q11.2). Essa
enzima possul um dominio polimerase (residuos 305-738) e duas regides
intrinsicamente desordenadas, uma na por¢cao N-terminal (residuos 1-304) e outra na
porcao C-terminal (residuos 739-985), além de um dominio BRCT, responsavel pela
ligacdo a PCNA, em um sitio que se sobrepde ao motivo de ligacdo PIP. Sua atividade
polimerase incorpora com precisdo e eficiéncia nucleotideos opostos ao sulco menor,
além de adutos de guanina exociclicos causados pela exposi¢cdo a varios produtos
quimicos, como agentes alquilantes, utilizando um mecanismo incomum de sintese de
DNA direcionada por modelo, onde um residuo de arginina do sitio ativo serve como
template para incorporacdo de nucleotideos. Como REV1 sé permite a incorporacio
eficiente dos nucleotideos opostos as guaninas danificadas e ndo danificadas, ela nao
pode estender a fita para além da lesao molde, assim, desempenha atividade de insercao
durante a TLS e requer a assisténcia de uma polimerase extensora, geralmente Pol {
(Figura 5) (TISSIER et al., 2004; POWERS et al., 2018).

Contudo, REV1 € mais notavelmente reconhecida pela sua atividade

regulatdria, em oposicdo a catalitica. Mais especificamente, essa polimerase atua como
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uma proteina de scaffold para as demais enzimas envolvidas na sintese translesdo,
tendo uma fungdo importante no agrupamento do complexo multi-proteico formado na
TLS, denominado mutassoma. Sua capacidade de interagir simultaneamente com
outros componentes do complexo que estdo diretamente envolvidos no processo de
transpassagem ao dano, como PCNA, Rev7 (constituinte da POLZ), Pol n e Pol «
sugere que ela possa facilitar ndo s6 o recrutamento, como também a regulacdo das
polimerases TLS, de forma similar a PCNA (TISSIER et al., 2004; JAIN et al., 2018;
GUO, 2003).

Ademais, demonstrou-se que a deplecdo dos niveis de expressdo de REV1
em modelos in vitro resulta numa menor taxa de indu¢cdo de mutagdes com exposicao a
luz UV, indicando o potencial dessa via como alvo terapéutico para abrandar mutagdes
genéticas (BOUDSOCQ et al., 2002). Outras mutagdes pontuais identificadas no gene
correspondente a REV1 foram associadas a uma pequena propor¢do de tumores € a um
risco aumentado de cancer cervical (HE et al., 2008), o que denota a necessidade de
realizar mais investigagdes acerca do papel de REV1 na etiologia e na progressao do

cancer.
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Figura 5 — Esquema representativo do mecanismo de Sintese Translesdo e seu potencial

mutageénico.
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Legenda: Sintese Translesdo do DNA. Quando polimerases replicativas classicas (Pol ) encontram
lesoes volumosas no DNA, o resultado frequente é o bloqueio da forquilha de replicagdo, desencadeando
uma cascata de sinalizacdo que culmina na monoubiquitinacGo de PCNA e no recrutamento de
polimerases TLS especializadas, formando assim um complexo de miiltiplas subunidades de polimerases
e proteinas regulatorias, como RPA. Uma das polimerases da familia-Y - iota (Pol 1), eta (Pol n), ou
kappa (Pol k) — incorpora nucleotideos em oposicdo ao sitio danificado, as vezes de maneira propensa a
erros, enquanto a polimerase zeta (Pol {) continua a sintese e extensdo da fita de DNA através e sobre a
lesdo. A principal funcdo de REVI é coordenar o recrutamento e alocacdo das polimerases TLS na
montagem do complexo multiproteico, interagindo com Pol {, polimerases da familia-Y e PCNA.

Fonte: Adaptado de Shilkin et al. (2020)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

* Investigar, através de ferramentas in silico, o perfil gendmico e a patogenicidade de
variantes genéticas obtidas a partir de sequenciamento-alvo dos genes REVI e POLI,
codificadores de DNA Polimerases especializadas da via de tolerancia ao dano no

DNA, em pacientes portadores de Sindrome Mielodisplésica.

2.2 Objetivos especificos

* Identificar, caracterizar e classificar as variantes genéticas obtidas por meio de

sequenciamento-alvo do gene REVI em pacientes com SMD;

» Executar andlise in silico de predicdo de patogenicidade das variantes genéticas de
REV1 encontradas nos pacientes com SMD e investigar sua associag@o a patogénese da

doenca.

* Identificar, caracterizar e classificar as variantes genéticas obtidas por meio de

sequenciamento-alvo do gene POLI em pacientes com SMD;

» Executar anélise in silico de predicdo de patogenicidade das variantes genéticas de
POLI encontradas nos pacientes com SMD e investigar sua associa¢io a patogénese da

doenca.
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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:
1.292.509) 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 Resolu¢do n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho
Nacional de Sadde que aprova as diretrizes € normas regulamentadoras de pesquisas

envolvendo seres humanos.

3.2 Obtencao das amostras de medula 6ssea e Cariétipo por Bandeamento-G

Os pacientes incluidos neste estudo foram diagnosticados com SMD de
acordo com os critérios da Organizacdo Mundial de Saude de 2016 (ARBER et al.,
2016), apos terem sido atendidos no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)
através do Ambulatério de Hematologia da Universidade Federal do Ceard durante o
periodo de 2008 a 2018. Inicialmente, um total de 8 ml de medula dssea foi coletado
dos 14 pacientes portadores de SMD em tubos de vidro Vacutainer® contendo EDTA,
cujo material foi destinado a extracdo de RNA e DNA apds eles assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Uma segunda amostra de medula déssea é
coletada em tubos estéreis contendo heparina, cujo material é destinado a andlise
citogenética. A cariotipagem dos pacientes foi performada a partir dos protocolos ja
estabelecidos pelo Laboratério de Citogenomica do Cancer da Universidade Federal do
Ceard, segundo a técnica descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO
et al., 2009). Apds a coleta, as amostras sao dispostas em dois frascos contendo 8mL de
meio RPMI 1640 (pH 7,0), 2 mL de soro fetal bovino e 100uL de antibidticos
(penicilina e estreptomicina). A cultura do material ocorre durante 24 horas em estufa a
37° C. Posteriormente, adiciona-se 40uL. de colchicina (Colcemid®) por 30 minutos e
depois o material é centrifugado e ressuspenso em solu¢do hipotonica de KCI 0,075M

por 20 minutos. Adiciona-se 0,5mL de Carnoy (solu¢do de metanol e acido acético na
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propor¢do 3:1) e homogeneiza-se a amostra, para centrifugd-la em seguida mais uma
vez. ApOs a centrifugacdo, lava-se o material 3 vezes com solucdo de Carnoy
(completando-se os volumes de forma seriada 10mL, 8mL e 6mL) sempre
centrifugando em seguida para retirar o sobrenadante. Apds lavagem, retira-se a
solucdo excedente de cada tubo até um limite proporcional a quantidade do pellet e
aplica-se homogeneizagdo para dissolvé-lo. Na etapa de feitio das laminas, o material
presente no tubo é gotejado em laminas utilizadas para microscopia 6ptica. Estas, por
sua vez, sdo secadas em placa aquecedora a 45° C até evaporagdo completa do
conteiido gotejado, depois aquecidas por 10 minutos em placa aquecedora a 85° C. O
bandeamento € feito através da técnica de tripsina e as laminas sdo coradas com corante
Wright. Para concluir a cariotipagem, sdo analisadas no minimo 20 metafases para cada
paciente via sistema de captura computadorizada com auxilio do software
CytoVision®. Todos os caridtipos medulares obtidos foram confirmados de acordo
com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN)
(MCGOWAN-JORDAN, 2016) e a esquematizacdo de todo o processo realizado esta

disposto na Figura 6.

Figura 6 — Ilustracdo do processo realizado para obten¢do dos cariétipos dos
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Fonte: Elaborado pela autora.
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3.3 Sequenciamento-alvo dos genes REVI e POLI

O DNA gendmico foi extraido previamente a partir das amostras de medula
Ossea dos pacientes utilizando-se Kit de Extracio de DNA genomico PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) e seguindo as instru¢des do fabricante.

Em seguida a avaliacdo da qualidade e concentracdo das amostras de DNA
gendmico provenientes dos 14 pacientes diagnosticados com Sindrome Mielodispldsica
incluidos neste estudo, o preparo das bibliotecas de DNA foi realizado de acordo com o
procedimento padrao recomendado pelo fabricante, [llumina Truseq Custom Amplicon
(TSCA), utilizando kit apropriado (TruSeq Custom Amplicon Assay Kit). Apds a
devida quantificagdo e normalizacdo das bibliotecas, o sequenciamento-alvo (Targeted-
Next Generation Sequencing) dos genes REVI e POLI foi conduzido no sequenciador
MiSeq versdo 2.2 (Illumina, San Diego, CA, EUA), procedimento conduzido
previamente por Oliveira et al. (2020). Foram sequenciadas as regides de 41 amplicons
do gene REVI, com 99% de cobertura, e 21 amplicons do gene POLI com 100% de

cobertura.

3.4 Alinhamento com genoma de referéncia, filtragem e deteccao das variantes

Seguindo a etapa de pré-processamento, as reads foram entdo processadas
para remoc¢ao de bases de baixa qualidade (Phred quality score <Q30), e o score de
qualidade Q30 obtido das bases foi de 93,60%. Os arquivos obtidos no formato FASTQ
foram exportados e os fragmentos de DNA paired-end emparelhados (175 bp) foram
demultiplexados em arquivos BAM e BAI individuais, alinhados ao genoma referéncia
(Homo sapiens UCSC GRCh37/hg19) através do software integrado Illumina Miseq
Reporter Software 2.4, utilizando também o software TruSeq Amplicon. Com o auxilio

do software NextGENe (https://softgenetics.com/NextGENe.php), a etapa de chamada

das variantes (variant calling) foi realizado, utilizando parametros especificos para
excluir variantes erroneas, de modo que somente as variacdes de nucleotideo tnico
(SNVs) e indels com >2% de frequéncia do alelo variante (VAF) e mais de 400 reads
de profundidade foram consideradas significativas. A representagcdo ilustrativa do
processo metodologico utilizado nos itens 3.3 e 3.4 da referente secdo esta disposta na

Figura 7.
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Figura 7 — Representacao ilustrativa da metodologia utilizada nos itens 3.3 e 3.4.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Anotacao, classificacio e caracterizacao das variantes identificadas em REVI e

POLI

A fim de comparar as variantes obtidas a partir das amostras de pacientes
com SMD presentes no presente estudo com as informagdes atualmente disponiveis em
bases de dados contendo dados sobre SNPs de relevancia clinica em oncologia, bem
como mutacdes somadticas e variantes ja catalogadas no geral, foram utilizados o banco

de dados dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) e a plataforma COSMIC

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

anotacdo e coleta dos nimeros de identificagdo (ID - dbSNP e ID - COSMIC) das

variantes ja conhecidas.

As consequéncias das variantes de nucleotideo unico (sindnima —
substituicdo de base sem alteracdo de aminodcido; ndo-sindnima — substitui¢do de base
com alteragdo de aminodcido, dos tipos missense — mudanga de aminodcido ou
nonsense — introducdo de cddon de parada prematuro), bem como indels (frameshift —
mudancga de quadro de leitura ou in frame deletion - sem mudanca no quadro de
leitura), foram determinadas a partir do software NextGENe, com auxilio de dados
presentes nas plataformas dbSNP e Ensembl VEP (Variant Effect Predictor -
https://www.ensembl.org/Multi/Tools/VEP)
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A determinacio da posicdo das variantes em relacdo a sequéncia de éxons e
introns de cada gene foi performada utilizando a plataforma NCBI Variation Viewer

(www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view).

3.6 Analise funcional in silico das variantes identificadas em REV] e POLI

Uma andlise funcional integrada in silico foi conduzida para avaliacdo da
patogenicidade das variantes de nucleotideo tnico (Single Nucleotide Variation, SNV)
classificadas como ndo-sindnimas, além das demais variacdes encontradas como
delecdes, obtidas através do sequenciamento dos genes POLI ¢ REV 1.

A avaliacdo acerca da patogenicidade das substituiches de aminodcidos
provocadas pelas variantes do tipo missense, anotadas nas regides codificadores dos
genes em questdo, foi realizada utilizando cinco diferentes algoritmos abertos: SIFT

(Sorting Intolerant from Tolerant - http://sift.bii.a-star.edu.sg/), o qual prevé se uma

substituicdo de aminodcido afeta a funcdo da proteina com base na homologia de
sequéncia e nas propriedades fisicas dos aminodcidos, caracterizando-a como
“Prejudicial” ou “Tolerada”; PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer -

http://provean.jcvi.org/index.php), software que prevé se uma substituicio de

aminodcido ou indel tem impacto na funcido bioldgica de uma proteina utilizando
abordagem de computacdo rdpida para obter scores de alinhamento de pares de
sequéncias provenientes do genoma anotado na plataforma Emsembl, resulta em

variante “Deléteria” ou “Neutra”; Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/),

que emprega um classificador de Bayes, alimentado constantemente com dados de
polimorfismos do 71000 Genomes Project, na previsio do potencial patogé€nico de
alteracOes genéticas através do calculo de probabilidade da mutagdo ser “Causadora de
Doenga” ou apenas um “Polimorfismo” mofensivo; 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 substitui¢des
de aminodcidos como “Patogénicas” ou “Benignas” em humanos, prevendo seu
impacto em mais de 50 propriedades diferentes de proteinas.

A partir dessas analises, as mutacOes do tipo missense foram classificadas

como patogénicas se dois ou mais softwares fornecessem previsdes semelhantes entre


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view
http://sift.bii.a-star.edu.sg/
http://provean.jcvi.org/index.php
http://www.mutationtaster.org/
http://mutpred.mutdb.org/
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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)

As variantes do tipo mudanca de quadro de leitura, frameshift e introducao
de cédon de parada prematuro, stop gained, identificadas nas regides codificantes dos
referentes genes foram consideradas como claramente patogénicas, devido as
consequéncias de alto potencial deletério atreladas a essas variantes, as quais
comumente comprometem processos transcricionais e traducionais, gerando proteinas
truncadas ou nio funcionais.

Quanto as variantes de nucleotideo tnico e demais alteracdes encontradas,
como delecdes, identificadas nas regides intronicas dos genes REVI e POLI, utilizou-se

o software baseado em Machine Learning RegulomeDB (http://www.regulomedb.org)

com o objetivo de interpretar o potencial impacto dessas mutacdes em fungdes
regulatorias. Tal ferramenta emprega conjuntos de dados publicos curados do GEO
(Gene Expression Omnibus), do projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements),
bem como estratégias de mineracdo de dados a partir de literatura ja publicada e utiliza
a anotacdo de SNPs em elementos regulatérios conhecidos e previstos, em regides
intergénicas do genoma humano que incluem regides de hipersensibilidade a DNAse,
sitios de ligacdo de fatores de transcricio e regides promotoras que foram
bioquimicamente caracterizadas na regulacdo da transcrigdo.

Nesse sentido, RegulomeDB prevé o potencial regulatério de variantes
funcionais localizadas em regides intronicas estabelecendo um sistema de scores que
varia de 1 a 6. Variantes com scores de la a 1f indicam probabilidade muito alta de
impacto na ligacdo e expressdo de um alvo genético, enquanto scores de 2a a 2c
indicam alta probabilidade de afetar a ligacdo, 3a e 3b indicam média a razodvel
probabilidade de afetar a ligacdo e por fim pontuacdes de 4, 5, 6 indicam evidéncias
minimas de ligacdo e 7 nenhum dado disponivel. Portanto, para esta andlise, quanto
mais baixa for a pontuagdo obtida, maiores sdo as evidéncias que a variante de estudo
estd localizada em uma regido funcional, trazendo consequéncias deletérias para
regulacdo da expressdo génica.

Como ponto de corte para esta andlise, foram consideradas como

patogénicas as variantes intronicas identificadas em REVI e POLI que obtiveram score


http://www.regulomedb.org/
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a partir de 3a (evidéncia média de probabilidade de afetar ligacdo ou regulacdo génica)
na ferramenta RegulomeDB.
A representacdo esquemidtica do processo metodoldgico utilizado nos itens

3.5 e 3.6 desta secdo estd disposta na figura 8 a seguir.

Figura 8 — Representacio esquemadtica da metodologia utilizada nos itens 3.5 e 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.7 Variaveis clinicas e sociodemograficas analisadas para os pacientes no estudo

A partir das previsdes resultantes no que concerne o potencial patogénico
das variantes detectadas, os dados obtidos foram entdo comparados com as varidveis
clinicas de cada paciente incluido no estudo descritas abaixo, as quais foram retiradas
previamente do banco de pacientes do Laboratério Citogendmica do Cancer, contendo
informacdes sobre seus respectivos prontudrios e exames clinicos, buscando investigar
a possivel relag@o entre a presenca de SNVs e indels com alto potencial patogénico € o
risco de progressdo dos quadros clinicos consequente agravamento da doenca, no

intuito de identificar potenciais biomarcadores prognoésticos para a SMD.

v Sexo: Feminino e Masculino;
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v Idade: <60 anos e >60 anos;

v Origem: Urbana e Rural;

v Histérico de exposi¢do a téxicos: Com exposi¢do a toxicos, Sem exposi¢do a
toxicos;

v Idade categorizada de acordo com IPSS-R: <60 anos, >60 - <70 anos, >70 anos -
<80 anos e >80 anos (GREENBERG et al., 2012);

v Classificagdo do numero de citopenias no sangue periférico: 0 citopenias, 1
citopenia, 2 citopenias e 3 citopenias;

v Classifica¢do dos valores de hemoglobina (Hb) (IPSS-R): >10g/dL, 8- 15%;

v Classificac@o dos valores de neutr6filos (ANC) (IPSS-R): >800 por mm3 e <800
por mm3;

v Classificac¢do dos valores de plaquetas (IPSS-R): >100.000 por mm?3, 50.000 -
<100.000 por mm? e <50.000 por mm?;

v Celularidade: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;

v Classificagdo do nimero de displasias na medula 6ssea: 1 displasia, 2 displasias e
3 displasias;

v Diseritropoiese: Auséncia e Presenga;

v Disgranulopoiese: Auséncia e Presenga;

v Dismegacariopoiese: Auséncia e Presenga;

v Faixas de porcentagem de blastos na medula (IPSS-R): < 2%, >2 a < 5%, > 5% -
<10% e > 10%;

v Faixa de porcentagem de blastos na medula categorizada em 5%: < 5% e > 5%

v Cari6tipo: Normal e Alterado;

v Cari6tipo (Aneuploidia): Alterado com aneuploidia e alterado sem aneuploidia;

v Caridtipo (Alteragdo no cromossomo 7): Alterado com del(7q) e alterado sem
del(7q);

v Caridtipo (Alteragdo no cromossomo 5): Alterado com del(5q) e alterado sem
del(5q);

v Classificagdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R: Risco muito baixo,

baixo risco, intermediario, alto risco e risco muito alto;
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v Quanto a classificagio da OMS (2016): SMD-SA-DU (SMD com Sideroblastos
em Anel e Displasia de Unica linhagem), SMD-SA-DM (SMD com Sideroblastos
em Anel e Displasia de Multipla Linhagem), SMD-EB 1 (SMD com Excesso de
Blastos 2) e SMD-EB 2 (SMD com Excesso de Blastos 2);

v Formas da doenca: Iniciais (SMD-SA-DU e SMD-SA-DM) e Avangadas (SMD-
EB 1 E SMD-EB 2);

v Dependéncia Transfusional: Auséncia e Presenca [utilizando-se o critério de 1
transfusdo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses (MALCOVATI et al.,
2005)];

v Evolugdo para LMA: Auséncia e Presenca.

v Obito: Sim e Nio.

A caracterizagdo dos 14 pacientes incluidos no presente estudo em relacdo as
varidveis clinicas e sociodemograficas apresentadas encontra-se disposta de forma

mais detalhada no Apéndice B.
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4 RESULTADOS

4.1 Variantes obtidas para o gene REV1

4.1.1 Classificagdo e caracterizacdo das variantes

Ap6s o sequenciamento alvo e andlises iniciais de filtragem e caracterizacdo dos
dados gendmicos extraidos a partir das amostras dos pacientes no presente estudo, foi
possivel identificar 31 variantes exOnicas, € 17 variantes intronicas para o gene REVI,
totalizando 48 variantes para esse gene. A distribuicdo da localizacdo das variantes entre os
23 éxons presentes na sequéncia codificadora de REVI demonstrou uma maior concentracao
de mutacdes na regido upstream do gene, estando a maior frequéncia de variantes localizada
no éxon 6. Enquanto isso, para as variantes intrOnicas houve maior concentracao de variantes
para localizagdes proximas a regido dowstream do referido gene, cujas variantes foram
detectadas mais frequentemente nos introns 13 e 18 (Figura 9).

Dentre as variantes exonicas, identificaram-se 29 SNVs, classificados de acordo
com sua consequéncia para a proteina: 21 variantes pontuais missense € 7 variantes pontuais
sindbnimas; além de 1 variante pontual stop gained (LoF); e 2 dele¢des do tipo frameshift
(mudanca no quadro de leitura — LoF). De acordo com a anota¢do das referidas variantes no
banco de dados dbSNP, 9 variantes exonicas identificadas nos pacientes com SMD ja haviam
sido registradas previamente como polimorfismos de nucleotideo tnico — SNPs;:
rs370682495, rs1032393262, rs3087399, rs3087386, rs3087403 e rs3087401 do tipo
missense; e 15756401282, rs1367690549 e rs2305354, do tipo sin6nimas. Em meio as
variantes ja registradas, 4 delas também ja haviam sido reportadas na plataforma COSMIC
(COSM4001088, COSM5114887, COSM4001089 e COSM3757517), indicando mutacdes
que possivelmente viraram polimorfismos. Para as demais variantes exonicas encontradas,
ainda nao havia dados disponiveis nas plataformas mencionadas (Tabela 6).

Quanto as variantes identificadas em regides ndo-codificadoras do gene, estas foram
classificadas majoritariamente (13) como SNVs do tipo variante intronica simples, além de 1
variante localizada em sitio doador de splice (variante doador de splice). Ademais,
identificaram-se outras 3 variantes do tipo indel, configurando delecdes de uma ou mais
bases. Dez variantes intronicas ja haviam sido registradas previamente como polimorfismos
de nucleotideo unico — SNPs no banco de dados dbSNP, sendo elas rs717454, rs28369944,
rs28369943, rs13394927, rs13409359, rs10175852, rs1677058100, rs138292917,
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rs1015664521 e rs201548583. Além disso, 3 das variantes intrOnicas ja constavam na
plataforma COSMIC (COSN15304847, COSN6670344, COSN8867434). As informacgdes
acerca da classificagdo, localizagdo, tipo, consequéncia resultante para a proteina, registros
encontrados nos bancos de dados e nimero de amostras nas quais as variantes mencionadas

foram detectadas estao dispostas mais detalhadamente na Tabela 6.
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Tabela 6 — Caracterizagdo das variantes identificadas no gene REV referentes as amostras dos pacientes diagnosticados com SMD.

Gene Tipo de Posicao Al Al VAF Localizacao Consequéncia Mudanca de dbSNP ID COSMICID N
variante gendmica Ref. Alt. AA Amostras
(GRCh37/hg19) detectadas
REVI SNV 2:100038079 T G 6,80% Exon 11 Missense p-Glu571Asp - - 14
REVI SNV 2:100018801 C A 29,20% Exon 22 LoF - (Stop gained) p-Glul184* - - 14
REVI SNV 2:100055721 G T 20,70% Exon 6 Sindnima p-Gly185= - - 14
REVI SNP 2:100019496 A G 56,70% Exon 20 Sin6énima p-lle1080= rs2305354 COSM4001088 10
REVI SNP 2:100081323 C T 54,50% Intron 2 Variante intron p.? 1528369943 COSN8867434 10
REVI SNV 2:100027445 A C 5,80% Intron 13 Variante intron p.? - - 10
REVI SNP 2:100022772 T C 41,90% Intron 16 Variante intron p.? rs717454 COSN15304847 9
REVI SNP 2:100055506 A G 50,30% Exon 6 Missense p-Phe257Ser rs3087386 COSM4001089 9
REVI SNV 2:100081317 T C 41,90% Intron 2 Variante intron p.? 1s28369944 COSN6670344 3
REVI SNP 2:100022617 G A 20,40% Intron 16 Variante intron p.? rs13394927 - 3
REVI SNP 2:100058870 C T 46,20% Exon 5 Missense p.Vall38Met rs3087403 COSM3757517 3
REVI SNP 2:100055158 T C 16,20% Exon 6 Missense p-Asn373Ser rs3087399 - 2
REVI SNV 2:100022422 T G 5,10% Exon 17 Missense p-Ser921Arg - - 2
REVI SNP 2:100055033 C A 10,30% Intron 6 Variante intron p.? rs10175852 - 2
REVI SNP 2:100050740 A C 30,10% Intron 8 Variante intron p.? rs13409359 - 2
REVI SNV 2:100019220 C A 25% Exon 21 Missense p.Ser1143lle - - 2
REVI SNV 2:100037963 A T 5,20% Exon 11 Missense p-lle610Asn - - 1
REVI SNV 2:100029218 A T 9,70% Exon 13 Missense p-lle716Asn - - 1
REVI SNV 2:100017773 A T 30,20% Exon 23 Missense p-Phe1229Leu - - 1


http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=4001088
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=COSN15304847
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=4001089
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=370682495
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=5114887
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REVI SNP 2:100027444 C A 7,80% Intron 13 Variante intron p.? rs1677058100 1
REVI SNV 2:100052295 C T Intron 7 Variante doador de p.? - - 1
5,40% splice
REVI SNV 2:100050729 C T 5,50% Intron 8 Variante intron p.? - - 1
REV] SNP 2:100020292 C T 47% Intron 18 Variante intron p.? rs138292917 - 1
REVI SNP 2:100018858 A G 22,60%  Intron 21 Variante intron p.? rs1015664521 - 1
REVI Indel 2:100020297 TC T 7,40% Intron 18 Variante intron p.? - - 1
REVI Indel 2:100035441 TCA T 74,90% Intron 11 Variante intron p.? rs201548583 - 1
REVI Indel 2:100022353 TA T 16,30%  Intron 17 Variante intron p.? - - 1

Alelo Ref.: alelo referéncia; Alelo alt.: alelo alterado; VAF: Variant allele frequency, frequéncia do alelo variante; Consequéncia: consequéncia da variante para a proteina.
Mudanga de AA: mudanca de aminodcido resultante; dbSNP ID: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; COSMIC ID: nimero de referéncia da
variante na plataforma COSMIC. N Amostras detectadas: nimero de amostras nas quais a variante foi detectada no presente estudo. LoF: Loss of function, variantes de perda de

I3

fungdo. Células contendo “-* referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados em questéo.

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 9 - Caracterizacdo das variantes do gene REV detectadas nos pacientes com SMD.
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7A. Distribui¢ao do nimero de variantes detectadas para cada éxon referente a regido codificadora de REVI. 7D. Classificacao das
variantes detectadas na regido exdOnica de REVI: missense (troca de aminodcido); sindnima (sem troca de aminodcido); frameshift
(mudanca no quadro de leitura); stop gained (c6don de parada prematura). 7C. Distribuicdo do nimero de variantes detectadas em cada
intron referente a regido ndo codificadora de REV1. 7B. Classificacdo das variantes detectadas na regido intronica de REVI: variante
intron simples (sem consequéncia aparente); variante splice donor (situada em sitio doador de splice); delecao (remog¢do de uma ou
mais bases).
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4.1.2 Analise in silico da patogenicidade das variantes identificadas na regido exonica do

gene REV1

Em relagdo a andlise in silico das variantes de nucleotideo tnico do tipo missense
identificadas em REVI, 10 variantes foram consideradas como patogénicas, adotando o
critério de score minimo 2, ou seja, no minimo dois dos quatro algoritmos utilizados
(PROVEAN, SIFT, MutationTaster ¢ MutPred) concordaram entre si acerca do potencial
patogénico da mutacdo. Obteve-se 5 variantes de escore maximo (4) e dentre as variantes
patogénicas restantes, 4 obtiveram escore 3 e 1 obteve escore 2 (Tabela 7). Além disso,
nenhuma dessas variantes classificadas como patogénicas havia sido descrita anteriormente
na literatura, tampouco possuem registro vinculado a individuos com SMD, portanto, estdo
relatadas a seguir em mais detalhes acerca das variaveis clinicas dos pacientes em que foram
detectadas.

A variante de consequéncia missense p.Glu571Asp, localizada no éxon 11, foi
detectada em todos os 14 pacientes incluidos em nosso estudo e teve o seu efeito prejudicial
previsto por todos os algoritmos incluidos na andlise in silico, obtendo escore maximo (4),
representando assim um potencial marcador para SMD em ambos os estigios (inicial e
avangado).

A variante missense p.Phel229Leu, localizada proximo a regido final do gene
REV1, no éxon 23, obteve escore preditivo de patogenicidade 4, e foi detectada em 1 paciente
de baixo risco, diagnosticado com SMD-SA-DM, cujo caridtipo apresentou delecdo do
cromossomo Y, além de displasia em 2 linhagens medulares e 1 citopenia.

Ja a variante de consequéncia missense p.lle610Asn, também localizada no éxon
11, a qual obteve escore 4, foi detectada em 1 paciente de alto risco que veio a Obito,
diagnosticado com o subtipo SMD EB 2 (estdgio avancado), cuja andlise de caridtipo
permitiu identificar dupla alteracdo incluindo a delecdo 7q, fator determinante de um quadro
de prognéstico desfavoravel. O paciente apresentou ainda 2 displasias e 3 citopenias.

A variante missense p.Ile716Asn, localizada no éxon 13, atingiu escore preditivo
de patogenicidade 4, tendo sido detectada em 1 paciente com estdgio inicial da doenca
(SMD-SA-DU), o qual apresentou risco muito baixo e caridtipo com alteracdo indicativa de
prognostico favordvel (delecdo do cromossomo Y).

A variante missense p.Thr369Pro, localizada no éxon 6, a qual obteve escore

preditivo de patogenicidade 3, foi detectada em 1 paciente com estidgio avancado da doenca
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(SMD-EB 2) que veio a 6bito e apresentou 2 displasias e 3 citopenias, com caridtipo
indeterminado pela auséncia de metifases encontradas e consequentemente com classificacdao
de risco pelo IPSS-R indeterminada.

A variante missense p.Lys749Asn, localizada no éxon 14, foi avaliada como
patogénica por 3 algoritmos, tendo sido detectada em 1 paciente com histérico de progressao
da doenca, diagnosticado inicialmente como SMD com excesso de blastos I que evoluiu para
SMD - EB 2 , atingindo uma classificacdo de risco muito alto, cariétipo complexo com
multiplas alteragdes incluindo delecdo do cromossomo 5q, além de 3 displasias e 3
citopenias.

A variante missense p.Gln537Lys, localizada no éxon 10, atingiu escore preditivo
de patogenicidade minimo para esta andlise (2), e foi detectada em 1 paciente de alto risco
que veio a obito, tendo sido diagnosticado com SMD - EB 2 e apresentado cariftipo com
auséncia de metéfases, além de 3 citopenias e 2 displasias medulares.

A variante missense p.Arg92Thr, localizada no éxon 4, obteve escore maximo
(4), e foi detectada em 1 paciente com SMD em estagio inicial (SMD-SA-DM), que
apresentou 3 displasias e 2 citopenias, e cuja andlise de cariétipo ndo permitiu identificar
alteracOes cromossdmicas em detrimento da auséncia de metafases na amostra coletada.

A variante missense p.Met72lle, também localizada no éxon 4, teve potencial
patogénico previsto por 3 dos 4 algoritmos empregados, sendo detectada em apenas 1
paciente, o qual foi diagnosticado SMD-SA-DM (estagio inicial) e apresentou 2 displasias
medulares e 1 citopenia no sangue periférico, além de caridtipo sem alteragdes, indicando um
quadro de risco muito baixo.

A variante de consequéncia missense p.Asnl235Lys, localizada no éxon 23,
obteve escore 3, detectada em 1 paciente em estdgio inicial diagnosticada com SMD-SA-DU,
a qual apresentou cariétipo com auséncia de metafases, 1 displasia em linhagem celular e 1
citopenia no sangue periférico.

As variantes do tipo indel de consequécia frameshift p.Asn810lIlefs*5, detectada
em um paciente com SMD em estagio avancado (SMD-EB 2), e p.GIn551Lysfs*24,
detectada em um paciente com SMD em estagio inicial (SMD-SA-DM), assim como a
variante de consequéncia stop gained, p.Glul18%*, detectada em todos os 14 pacientes, todas
referentes ao gene REV] e classificadas como variantes LoF (loss of function) em potencial,

foram consideradas no presente estudo como claramente patogénicas devido a gravidade da
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consequéncia que trazem para a proteina, uma vez que estas implicam em mudancas drasticas

no quadro de leitura e parada prematura da traducdo, respectivamente.



Tabela 7 — Andlise in silico de predicao de patogenicidade das variantes do tipo missense referentes ao gene REV1.
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dbSNP ID N Amostras VAF Exon Mudanca PROVEAN SIFT MutationTaster MutPred Escore Publica
detectadas de AA total coes

- 14 6,8% Exon 11  p.Glu571Asp Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenca  Patogénica 4 0
- 1 5,2% Exon 11 p.Ile610Asn Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenca Patogénica 4 0
- 1 9,7% Exon 13 p-Ile716Asn Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenca  Patogénica 4 0
- 1 30,2% Exon23  p.Phel229Leu Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenca ~ Patogénica 4 0
- 1 5,4% Exon 4 p.-Arg92Thr Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenca Patogénica 4 0
r$370682495 1 51,4% Exon 4 p-Met72lle Deletéria Tolerada Causadora de Doenga ~ Patogénica 3 0
rs1032393262 1 50,9% Exon 6 p-Thr369Pro Neutra Prejudicial ~ Causadora de Doenca ~ Patogénica 3 0
- 1 9,9% Exon 14  p.Lys749Asn Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenca Benigna 3 0
- 1 23,9% Exon 23  p.Asnl1235Lys Neutra Prejudicial ~ Causadora de Doenca Benigna 3 0
- 1 14,4% Exon 10  p.GIn537Lys Neutra Tolerada Causadora de Doenga  Patogénica 2 0
rs3087399 2 16,2% Exon 6 p-Asn373Ser Deletéria Tolerada Polimorfismo Benigna 1 9
- 1 7,5% Exon 15  p.Gly797Arg Neutra Prejudicial Polimorfismo Benigna 1 0
rs3087386 9 50,3% Exon 6 p.Phe257Ser Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 6
rs3087403 3 46,2% Exon 5 p.Vall38Met Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 6
- 2 5,1% Exon 17  p.Ser921Arg Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
- 2 25% Exon 21 p-Ser1143lle Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
- 1 9,1% Exon 16 p-Phe8451le Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
- 1 8,9% Exon 15  p.Asn810Lys Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
- 1 8,5% Exon 17  p.Val922Met Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
rs3087401 1 50,7% Exon 18  p.Alal003Thr Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
- 1 9,9% Exon 17  p.Ser882Leu Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
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dbSNP ID: niimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; Mudanca de
AA: mudanca de aminodcido resultante; N Amostras detectadas: nimero de amostras nas quais a variante foi detectada no presente estudo;
PROVEANY/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. Publicagcdes: nimero de referéncias encontradas para
determinada variante na literatura. Células contendo “-“ referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados em questao.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Determinadas variantes exOnicas que ja haviam sido depositadas em bancos de
dados gendmicos e classificadas previamente como SNPs foram detectadas em um ndmero
relevante dentre os pacientes incluidos em nosso estudo, contudo, o escore total obtido para
esses polimorfismos revelou um baixo potencial deletério, apesar dos relatos existentes na
literatura demonstrando suas associacdes a outros tipos de cancer, que serdo discutidos
posteriormente. As informagdes acerca do quadro clinico dos pacientes nos quais esses SNPs
foram detectados em nosso estudo estdo descritos a seguir.

O SNP 153087386 (p.Phe257Ser), localizado no éxon 6, o qual obteve escore total
0 para previsdo de patogenicidade in silico, foi detectado em 9 pacientes, sendo estes
majoritariamente (5) individuos diagnosticados em estdgio inicial da SMD, que apresentaram
cariétipos normais, enquanto os demais eram pacientes em estidgio avancado, dos quais 3
vieram a 6bito, sendo estes portadores de caridtipos caracterizados por multiplas aneuploidias,
além disso, um deles possuia cariétipo contendo del(7q).

O SNP rs3087403 (p.Vall38Met), localizado no éxon 5, o qual ndo demonstrou
potencial patogénico de acordo com a andlise empregada (escore 0), foi detectado em 3
pacientes em nosso estudo, sendo 2 deles diagnosticados em estagio avancado (SMD EB 1 e
SMD EB 2), ambos de alto risco, e 1 paciente com SMD SA-DU com cariétipo alterado com
delecao do cromossomo Y isolada.

O SNP rs3087399 (p.Asn373Ser), localizado no éxon 6, no presente estudo nao
obteve o escore de patogenicidade minimo e foi detectado em 2 pacientes, sendo um deles
diagnosticados com SMD SA-DM de baixo risco. O outro paciente, diagnosticado em estigio
avancado (SMD- EB 1), apresentou cariétipo com aneuploidias adicionais a del(7q) e veio a

obito.

4.1.3 Anadlise in silico da patogenicidade de variantes identificadas na regido intronica do

gene REV1

Quanto as variantes intronicas, ao utilizar a ferramenta RegulomeDB para prever
os efeitos deletérios das referidas mutagdes encontradas nas regides nao-codificadoras do
gene REVI e adotando o escore minimo previsto a partir de “3a” na ferramenta empregada
para essa andlise, foi possivel identificar 4 variantes patogé€nicas em potencial, de modo que 3
variantes obtiveram alta probabilidade e 1 variante obteve média probabilidade de afetar a

ligacdo a um alvo genético em detrimento da sua localizacdo especifica, foram elas: uma
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delecio no intron 18 (c.3045_3045delG) com escore 2a e alta probabilidade de efeito
deletério, 1 SNP (c.3046-14G>A) e 1 SNV (c.3040A>T), localizados no intron 18 com
escores 2a e 2b de alta probabilidade, respectivamente, € um SNV no intron 13 (c.2170T>A)
com escore 3a e média probabilidade de afetar a ligacdo, todas sem registros prévios em

publicacdes (Tabela 8).
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Tabela 8 — Andlise in silico das variantes detectadas na regido intronica de REV 1.

dbSNP ID N VAF Intron cDNA Escore  Prob. efeito  Publi
Amostras Regulo deletério cacoes
detectadas meDB
- 1 5% Intron 18 c.3040A>T 2b Alta 0
rs138292917 1 47% Intron 18  ¢.3046-14G>A 2a Alta 0
- 1 Intron 18  ¢.3045_3045del 2a Alta 0
7,40% G
- 1 36% Intron 13 c.2170T>A 3a Média 0
rs1677058100 1 7,80% Intron 13 ¢.2173-115G>T 4 Muito baixa 0
- 10 5,80% Intron 13 c.2171T>G 4 Muito baixa 0
rs13394927 3 20,40% Intron 16  ¢.2615-49C>T 5 Muito baixa 0
rs13409359 2 30,10% Intron 8  ¢.1438+54T>G 5 Muito baixa 0
rs717454 9 41,90% Intron 16  ¢.2614+15A>G 5 Muito baixa 2
rs10175852 2 10,30% Intron6  c.1213+30G>T 5 Muito baixa 0
- 1 5,50% Intron 8 c.1438 G>A 5 Muito baixa 0
rs1015664521 1 22,60% Intron 21 ¢.3542-49T>C 5 Muito baixa 0
- 1 16,30% Intron 17 ¢.2811_2811del 5 Muito baixa 0
T
rs28369944 3 41,90% Intron 2 c.54+67A>G 6 Muito baixa 0
rs28369943 10 54,50% Intron 2 c.54+61G>A 6 Muito baixa 0
rs201548583 1 Intron 11 c.1832- 6 Muito baixa 0
74,90% 34_1832-33del
- 1 5,40% Intron 7 c.1319G>A 7 Muito baixa 0

dbSNP ID: numero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; VAF: Varint allele

frequency, frequéncia do alelo variante; cDNA: alteracdo de bases na fita complementar; N Amostras

detectadas: nimero de amostras nas quais a variante foi detectada no presente estudo; Escore RegulomeDB:

resultado da andlise do potencial de patogenicidade das variantes de acordo com a ferramenta; Prob. efeito

deletério: probabilidade de determinada variante afetar fungdes regulatérias de acordo com a ferramenta.

Publicacdes: nimero de referéncias encontradas para determinada variante na literatura. Células contendo
referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados em questio.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A variante c.2170T>A, localizada no intron 13, a qual obteve escore 3a (média
probabilidade), sendo considerada como patogénica em potencial, foi detectada em 1
paciente com estdgio avancado da doenca (SMD — EB 1) que veio a 6bito, tendo apresentado
2 displasias e 3 citopenias, com andlise de caridtipo indeterminado em detrimento da
auséncia de metafases na amostra coletada.

A variante ¢.3040A>T, localizada no intron 18, a qual obteve escore 2b (alta
probabilidade), foi detectada em 1 paciente em estdgio inicial da doenca (SMD-SA-DU),
configurando quadro de risco muito baixo, tendo apresentado diseritropoiese e
dismegacariocitopoiese, além de 1 citopenia no sangue periférico.

O SNP 15138292917 (¢.3046-14G>A), localizado também no intron 18, o qual
obteve escore 2a (alta probabilidade) de acordo com a ferramenta utilizada, foi detectado na
amostra de 1 paciente em estdgio inicial da doenca (SMD-SA-DM), que apresentou 2
displasias em achados de bidpsia de medula 6ssea e 1 citopenia no sangue periférico, além de
uma andlise de cariétipo que ndo permitiu inferir classificacdo de risco do seu quadro em
razdo da auséncia de metéfases.

A delecdo ¢.3045_3045delG, localizada no intron 18, cujo escore preditivo de
patogenicidade alcancou 2a (alta probabilidade), foi detectada em 1 paciente de alto risco de
acordo com o IPSS-R, pertencente ao subtipo SMD-EB 2 (estdgio avancado) que veio a 6bito
e apresentou cariétipo anormal com presenca de delecdo do cromossomo 7q e trissomia do
cromossomo 8, indicativo de progndstico desfavoravel, bem como 2 displasias identificadas
em linhagens medulares e 3 citopenias no sangue periférico.

O SNP ¢.2614+15A>G (rs717454), localizado no intron 16, foi considerado como
ndo patogénico de acordo com nossa andlise e foi detectado em 9 pacientes, dentre eles,
observou-se majoritariamente em estdgios avancados da doenga, com progndsticos
desfavoraveis e classificagdo de alto risco, de modo que 3 vieram a 6bito. Tal polimorfismo
de nucleotideo unico ja havia sido reportado na literatura em dois estudos, ocorréncia que

serd discutida posteriormente.
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4.2 Variantes obtidas para o gene POLI

4.2.1 Classificagdo e caracterizacdo das variantes

Ap6s a conclusio do sequenciamento alvo e das andlises de processamento
iniciais dos dados gendmicos extraidos a partir das amostras dos pacientes no presente
estudo, foi possivel identificar 20 variantes exoOnicas e 8 variantes intrOnicas para o gene
POLI, totalizando 28 variantes para esse gene. A distribui¢do das variantes encontradas entre
os 10 éxons presentes na sequéncia codificadora de POLI revelou uma maior concentracdo de
mutacdes proxima a regido downstream do gene, sendo o éxon 10 aquele com a maior
frequéncia de mutacdes. Ja para na distribuicdo das variantes pertencentes a regido intronica
foi possivel observar uma maior frequéncia de mutag¢des no intron 9 (Figura 10).

Dentre as variantes exOnicas, identificaram-se 18 SNVs, classificados de acordo
com sua consequéncia para a proteina: 13 variantes pontuais missense e 4 variantes pontuais
sindnimas, além de 1 variante pontual stop gained (LoF). Ademais, outras 2 variantes do tipo
indel foram identificadas, sendo 1 delecdo de consequéncia frameshift (mudanca no quadro
de leitura) e 1 delecdo in frame. Oito das variantes exOnicas referentes ao gene POLI
identificadas nos pacientes com SMD no presente estudo ja haviam sido registradas como
polimorfismos de nucleotideo unico — SNPs, possuindo registros do banco de dados dbSNP:
rs770802279, rs8305, 1rs202045769, rs2088038575, do tipo missense; 1s1324576271,
r$s376396991, rs3730669, do tipo sindnimas; e rs10584411, uma delecao in frame. Por fim, 1
das variantes também j4 havia sido reportada na plataforma COSMIC (COSM3692146). As
demais variantes exOnicas encontradas no gene POLI ainda ndo possuem registros nas
plataformas mencionadas (Tabela 9).

As variantes identificadas em regides ndo-codificadoras do referido gene, em sua
grande maioria (6), foram classificadas como variantes intrOnicas pontuais simples, com
excecdo de 2 delas, as quais configuravam delecdo de uma ou mais bases. Além disso, 7 ja
haviam sido registradas como variantes comuns na populacdo de acordo com o banco de
dados dbSNP, constando os numeros de identificacdo sucedentes: rs660793, rs610281,
rs3730688, rs3730809, rs34362008, rs3730727 e rs3730689. Por fim, 3 das variantes
intronicas ja constavam na plataforma COSMIC (COSN15304847, COSN6670344,
COSNB8867434). As informagdes acerca da classificacdo, localizacdo, tipo, consequéncia

resultante para a proteina, registros encontrados nos bancos de dados e quantidade de
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amostras nas quais as variantes mencionadas foram detectadas estdo dispostas em mais

detalhes na Tabela 9.



Tabela 9 — Variantes identificadas no gene POLI referentes as amostras dos pacientes diagnosticados com SMD.
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Gene Tipo de Posicao Alelo  Alelo VAF  Localizacao Consequéncia Mudanca de dbSNP ID COSMICID N Amostras
variante gendmica Ref. Alt. AA detectadas
(GRCh37/hg19)
POLI SNV 18:51804193 T G 11,6% Exon 4 Missense p-Vall76Gly - - 14
POLI SNV 18:51820549 C A 19% Exon 10 Missense p-His645GIn - - 12
POLI Indel 18:51795957 GCG G 37,2% Exon 1 Delecao in frame p-Aspl7del rs10584411 COSM288348 10
A
POLI SNV 18:51800420 A C 5,6% Exon 3 Missense p.Glul22Asp - - 9
POLI SNP 18:51819989 G C 49% Intron 9 Variante intron p.? rs660793 COSM8866668 6
POLI SNP 18:51804259 C T 52,9% Intron 4 Variante intron p.? rs610281 COSM8866667 6
POLI SNV 18:51809327 T G 5.1% Exon 6 Missense p-1le306Ser - - 6
POLI SNP 18:51820805 G A 43% Exon 10 Missense p-Ala731Thr rs8305 - 5
POLI SNP 18:51797948 A G 51,1% Intron 2 Variante intron p.? rs3730688 - 3
POLI Indel 18:51818417 ACT A 41,2% Intron 9 Variante intron p.? rs3730809 - 2
POLI Indel 18:51818448 CTT C 43% Intron 9 Variante intron p.? rs34362008 - 2
POLI SNV 18:51820232 C T 6,4% Exon 10 LoF — (Stop gained) p-GIn540* - COSM4275745 1
POLI Indel 18:51800401 TG T 7,3% Exon 3 LoF — (Frameshift) p-Vall17Tyrfs - - 1
)

POLI SNV 18:51809321 A C 5.1% Exon 6 Missense p-GIn304Pro - - 1
POLI SNV 18:51820242 T C 7,20% Exon 10 Missense p-lle543Thr - - 1
POLI SNV 18:51820606 T A 5.1% Exon 10 Missense p-Ser664Arg - - 1
POLI SNV 18:51809295 A T 5.7% Exon 6 Missense p-Glu295Asp - - 1
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Alelo Ref.: alelo referéncia; Alelo alt.: alelo alterado; VAF: Variant allele frequency, frequéncia de alelo variante; Mudanca de AA: mudanca de

aminoécido correspondente a variante; dbSNP ID: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; COSMIC ID: ndmero de

referéncia da variante na plataforma COSMIC. LoF: Loss of function, variantes de perda de funcao. Células contendo

nao constam nos bancos de dados em questao.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10 — Caracterizacdo das variantes do gene POLI detectadas nos pacientes com SMD.
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8A. Distribui¢do do nimero de variantes detectadas para cada éxon referente a regido codificadora de POLI. 8D. Classificacdo das
variantes detectadas na regido exdnica de POLI: missense (troca de aminoécido); sindnima (sem troca de aminodacido); frameshift
(mudanga no quadro de leitura); delecdo in frame (remocao de uma ou mais bases sem alteracdo do quadro de leitura); stop gained
(c6don de parada prematura). 8C. Distribuicdo do nimero de variantes detectadas em cada intron referente a regido nao codificadora
de POLI. 8B. Classificacdo das variantes detectadas na regido intronica de POLI: variante intron simples (sem consequéncia
aparente); delecao (remog¢ao de uma ou mais bases).
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4.2.2 Analise in silico da patogenicidade das variantes identificadas na regido exonica de
POLI

Em relacdo a andlise in silico das variantes de nucleotideo tinico do tipo missense
referentes ao gene POLI, 6 variantes foram consideradas como patogénicas, adotando o
critério de score minimo 2, ou seja, no minimo dois dos quatro algoritmos utilizados
(PROVEAN, SIFT, MutationTaster ¢ MutPred) concordaram entre si acerca do potencial
patogénico da mutacdo. Obteve-se 3 variantes de escore mdximo (4), uma delas,
p-Glul22Asp localizada no éxon 3, foi detectada em 9 amostras dos pacientes com SMD e
teve o seu efeito prejudicial previsto por todos os algoritmos incluidos no estudo. Dentre as
variantes patogénicas restantes, 3 obtiveram escore 2, sendo detectadas cada uma em apenas
um paciente (Tabela 10). Nao foi possivel encontrar na literatura estudos destacando tais
variantes em associacdo a quaisquer doencas, sendo esta, portanto, a primeira descricao
relatando a sua presenga em individuos com SMD.

A variante missense p.Glul22Asp, localizada no éxon 3, a qual foi considerada
como patogénica por obter escore maximo preditivo no presente estudo, foi detectada em 9
pacientes, dentre eles, 5 eram pacientes em estdgio avancado (SMD - EB 1 e SMD - EB 2),
com quadros clinicos de alto risco de acordo com o IPSS-R, caracterizados por histérico de
progressao da doencga e eventualmente Obito, caritipos com alteragdes cromossOmicas de
prognostico desfavordvel (duplas aneuploidias, 7q- e trissomia do cromossomo 8), enquanto
os demais 4 pacientes estavam em estagio inicial da SMD (SMD-SA-DU e SMD-SA-DM).

Ja a variante missense p.lle306Ser, localizada no éxon 3, a qual obteve escore 4
de acordo com os algoritmos utilizados e, por conseguinte, foi considerada como patogénica,
foi detectada em 6 individuos em nosso estudo, os quais 2 eram pacientes em estagio
avancado de SMD, de alto risco e com progndsticos desfavordveis que vieram a ébito,
enquanto os demais estavam em estdgio inicial da doenca, com progndsticos favordveis e
quadros de baixo risco.

Em relagdo a variante do tipo missense p.GIn304Pro, também localizada no éxon
6, com escore preditivo de patogenicidade 4 obtido a partir das ferramentas de andlise in
silico, foi detectada em 1 paciente com SMD em estigio avancado (SMD - EB 1),
apresentando um quadro de alto risco segundo os critérios do IPSS-R e caridtipo sem
alteracdes cromossoOmicas, além de 3 citopenias no sangue periférico e amostra medular

caracterizada por 2 displasias (diseritropoiese e disgranulopoiese).
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Tabela 10 - Anélise in silico das variantes do tipo missense detectadas para o gene POLI.

dbSNP ID N Amostras VAF Exon Mudanca PROVEAN SIFT MutationTaster MutPred Escore  Publi
detectadas de AA total cacoes
- 6 5,1% Exon 6 p.Ile306Ser Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doengca  Patogé€nica 4 0
- 9 5,6% Exon 3 p-Glul22Asp Deletéria Prejudicial ~ Causadora de Doenga  Patogénica 4 0
- 1 5,1% Exon 6 p-GIn304Pro Deletéria Prejudicial  Causadora de Doenca  Patogénica 4 0
- 1 7,20% Exon 10 p.1le543Thr Neutra Prejudicial ~ Causadora de Doenca Benigna 2 0
- 1 5,1% Exon 10  p.Ser664Arg Neutra Prejudicial ~ Causadora de Doenca Benigna 2 0
- 1 5,7% Exon 6 p.Glu295Asp Neutra Prejudicial ~ Causadora de Doenca Benigna 2 0
rs770802279 1 10,9% Exon 2 p-Ala50Val Neutra Prejudicial Polimorfismo Benigna 1 0
- 1 9,2% Exon 10 p.His645Pro Neutra Prejudicial Polimorfismo Benigna 1 0
- 14 11,6% Exon 4 p-Vall76Gly Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
- 12 19% Exon 10  p.His645GIn Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
rs8305 5 43% Exon 10  p.Ala731Thr Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 10
1s202045769 1 100% Exon 1 p-Ala25Gly Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0
rs2088038575 1 5% Exon 9 p.Pro455Ser Neutra Tolerada Polimorfismo Benigna 0 0

dbSNP ID: nimero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; VAF: Variant allele frequency - frequéncia do alelo variante; Mudanca de AA:
mudanca de aminodcido resultante; N Amostras detectadas: nuimero de amostras nas quais a variante foi detectada no presente estudo;
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 patogé€nico da variante. Publicagdes: nimero de referéncias encontradas para determinada variante na

[I313

literatura. Células contendo “-“ referem-se a informagdes que ndo constam nos bancos de dados em questio.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A variante p.[le543Thr de consequéncia missense, localizada no éxon 10, cujo
escore preditivo de patogenicidade alcancou a pontuacdo minima (2) para ser considerada
patogénica no presente estudo, foi detectada em 1 paciente em estdgio avancado da doenca
(SMD EB - 1), com um quadro de alto risco, caracterizado pela progressdo ao O6bito e
cariétipo complexo de progndstico desfavordvel, 3 displasias medulares e 2 citopenias.

As variantes de consequéncia missense p.Ser664Arg e p.Glu295Asp, localizadas nos
éxons 10 e 6, ambas consideradas patogénicas de acordo com 2 algoritmos utilizados em
nossa andlise, foram detectadas no mesmo paciente, o qual foi classificado clinicamente
como subtipo SMD EB 2 (avancado) e veio a Obito, cuja andlise de cari6tipo permitiu
identificar alteragdes comumente associadas a prognésticos desfavoraveis (duplas alteracdes
incluindo trissomia do cromossomo 8 e 7q-), medula dssea acometida por 2 anormalidades
displésicas (diseritropoiese e dismegacariocitopoiese), além de 3 citopenias no sangue
periférico, apresentando um quadro de alto risco segundo o IPSS-R.

No que concerne a avaliagdo da patogenicidade das variantes cujas consequéncias
sdo seriamente prejudiciais para a proteina resultante (variantes potencialmente loss of
function, perda de fungdo) obtidas para o gene POLI a partir das amostras dos pacientes
diagnosticados em nosso estudo, a variante do tipo indel de consequécia frameshift
(p-Vall17Tyrfs*2), assim como o SNV de consequéncia stop gained (p.GIln540%), ambos
detectados cada um em um paciente com SMD em estagio inicial (SMD-SA-DM e SMD-SA-
DU, respectivamente), foram consideradas como claramente patogénicas devido a gravidade
da consequéncia que trazem, pois acarretam na perda de funcdo proteica as custas de
mudancas drésticas no quadro de leitura e parada prematura da tradugdo.

Ja a delecdo in frame p.Aspl17delCGA (rs10584411; COSM288348), localizagdao no
éxon 1, foi detectada em 10 pacientes no presente estudo, sendo estes predominantemente (6)
de baixo risco, com progndsticos favoraveis, referentes aos subtipos SMD-SA-DM (3) e
SMD-SA-DU (2). Ademais, foi possivel encontrar relatos prévios na literatura sobre esse
polimorfismo, que serdo discutidos posteriormente.

Um polimorfismo detectado em 7 pacientes incluidos em nossa andlise, (rs8305,
p-Ala731Thr), localizado no éxon 10, ndo obteve previsdao de patogenicidade de acordo com
nenhum dos quatro algoritmos empregados, mas ja possuia descricdes em publicacdes
anteriores, as quais serdo abordadas mais adiante. Em nossos achados, o referido SNP foi
identificado majoritariamente em pacientes com SMD em estdgio inicial e quadros clinicos

de baixo risco.
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4.2.3 Anadlise in silico da patogenicidade das variantes identificadas na regido intronica do

gene POLI

Em relagdo as variantes intronicas encontradas para o gene POLI, de acordo com os
resultados obtidos na ferramenta RegulomeDB, que leva em consideragdo informagdes de
bancos de dados publicos acerca do potencial regulatério das variantes ndo codificadoras na
expressdo de alvos genéticos, a grande parte dos SNPs detectados em nossos pacientes obteve
um escore resultante de efeito deletério quase nulo, isto €, a probabilidade dessas mutagdes
afetarem a ligacdo a um alvo genético especifico foi avaliada como muito baixa pelo
algoritmo utilizado (Tabela 11).

Entretanto, foi possivel identificar uma variante intrénica patogénica em potencial
(c.484+92A>G - 1rs3730727), localizada no intron 4, a qual obteve um escore 3a (média
probabilidade de efeito deletério). Tal SNP ndo possui relato na literatura, e em nosso estudo
foi detectado em apenas 1 paciente em estigio avancado da doenca (SMD-EB 2), que
manifestou histérico de progressio de SMD com excesso de blastos 1 para SMD com
excesso de blastos 2, apresentando caridtipo com multiplas aneuploidias (>3) incluindo del
(5q), alteracOes cromossOmicas associadas a progndstico desfavoravel, além de 3
anormalidades displdsicas medulares e 3 citopenias no sangue periférico, varidveis clinicas

representativas de um fenétipo de alto risco.
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dbSNP ID N VAF Intron cDNA Escore  Prob. efeito  Publi
Amostras Regulo deletério  cacoes
detectadas meDB
rs3730727 1 30,8% Intron 4 c.484+92A>G 3a Média 0
rs660793 6 49% Intron9  ¢.140530G>C 6 Muito baixa 0
rs610281 6 529%  Intron4  c.559+34C>T 4 Muito baixa 0
rs3730688 3 51,1% Intron2 ¢.166+93A>G 5 Muito baixa 0
rs3730809 2 412%  Intron9 ¢.1329+12_13 5 Muito baixa 0
29+13delCT
rs34362008 2 43% Intron9  ¢.1329+41_13 6 Muito baixa 0
29+42del TT
- 1 6% Intron 8 c.1127A>G 5 Muito baixa 0
rs3730689 1 59,8% Intron2 ¢.166+96G>A 5 Muito baixa 0

dbSNP ID: ndmero de referéncia da variante no banco de dados dbSNP do NCBI; VAF: Variant

allele frequency — frequéncia do alelo variante; cDNA: alteracdo de bases na fita complementar; N

Amostras detectadas: nimero de amostras nas quais a variante foi detectada no presente estudo;

Escore RegulomeDB: resultado da andlise do potencial de patogenicidade das variantes de acordo

com a ferramenta. Prob. efeito deletério: probabilidade de determinada variante afetar funcdes

regulatérias de acordo com a ferramenta. Publicacdes: nimero de referéncias encontradas para

determinada variante na literatura. Células contendo

nos bancos de dados em questao.

Fonte: Elaborada pela autora

I3

referem-se a informacdes que ndo constam



Aumento do risco e progressao da SMD

d-—— "= =

Figura 11 — Esquematizacdo dos principais resultados obtidos em nosso estudo.
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5 DISCUSSAO

As células eucaridticas estdo continuamente submetidas a danos causados ao
DNA, sejam estes causados por meio de exposicdo a fontes enddgenas ou exdgenas. A
preservacdo da integridade gendmica € um fator essencial manuten¢do da homeostase celular,
de modo que os organismos dispdem de diversas estratégias para suportar estresses
genotodxicos, capacitando-os para reparar esses erros de forma eficiente, garantindo a
fidelidade do processo replicativo necessdria para a sobrevivéncia celular e evolucdo dos
organismos multicelulares (MAIORANO et al., 2021).

Os mecanismos de resposta ao dano do DNA sd@o responsdveis por reparar os
erros identificados, e operam tanto em lesdes de fita dupla quanto de fita simples. Entretanto,
ao encontrar lesdes no DNA especificas mais robustas, as DNA polimerases cldssicas
paralisam sua atividade por serem incapazes de adicionar nucleotideos em oposi¢do a tais
falhas, comprometendo assim o prosseguimento do processo replicativo e bloqueando a
forquilha de replicagdo, o que pode causar instabilidade gendmica, um fendmeno
notavelmente associado ao surgimento de mutagdes aleatdrias e alteracdes cromossOmicas
que configura uma das caracteristicas facilitadoras para a aquisi¢do dos dez principais
marcadores do cancer, conforme definido e recentemente revisado por Hanahan em seu artigo
“Hallmarks of Cancer: New dimensions” (HANAHAN, 2022).

Para evitar esses eventos desvantajosos, as células evoluiram para desenvolver
mecanismos como a sintese translesdo, a qual permite a continuidade do processo replicativo
pela acdo transiente de DNA polimerases especializadas, capazes de perpassar através e além
de lesdes volumosas, evitando assim o bloqueio da forquilha de replicagdo e, por
conseguinte, a ocorréncia de quebras de dupla fita que eventualmente suscitariam alteragdes a
nivel cromossdmico, como rearranjos, translocacoes e delecoes (LANGE et al., 2013). Duas
das enzimas envolvidas na sintese translesdo, bem como seus respectivos genes

codificadores, REVI e POLI, constituem o tema central do presente estudo.
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5.1 Variantes patogénicas de REVI e POLI detectadas em um alto nimero de pacientes

representam biomarcadores em potencial para SMD

Tendo em vista a alta incidéncia de mutagdes e alteragcdes citogenéticas
encontradas em pacientes com SMD, hé evidéncias crescentes que a maquinaria de reparo do
DNA ¢ deficiente na Sindrome Mielodisplédsica, denotando a incapacidade das células de
lidar com danos no DNA, em um estudo realizado por Ribeiro e colaboradores, por exemplo,
polimorfismos de nucleotideo unico referentes ao gene ATM, constituinte da via de reparo do
DNA responsdvel pela sinalizacdo e deteccio de quebras de dupla fita (DSBs), foram
associados significativamente a casos de SMD de baixo risco (RIBEIRO et al., 2013).
Destaca-se ainda nesse contexto a relevancia da instabilidade gendmica no surgimento de
multiplas mutacdes para a desdobramento do processo patologico em SMD (YU et al., 2020).

Em decorréncia dessa desregulacio no sistema de reparo, a ineficiéncia em
identificar, sinalizar e reparar adequadamente determinadas lesdes do DNA leva células
danificadas a recorrerem a outras estratégias, como a via de tolerancia ao dano, para lidar
com as lesdes existentes sem comprometer o processo replicativo, numa espécie de
mecanismo compensatorio desenvolvido no intuito de evitar a morte celular, mesmo as custas
de uma reducdo na fidelidade replicativa (CECCALDI et al., 2015). Ressalta-se que essa
estratégia foi ratificada em ensaios celulares com linhagens knockout para genes da via
Anemia de Fanconi (FA) — um distdrbio genético associado a insuficiéncia progressiva da
medula 6ssea e profunda suscetibilidade ao cancer — onde se observou que células deficientes
nos genes da via de reparo exibiram acentuados niveis de Pol 1 (enzima referente ao gene
POLI) justamente como uma tatica de escape contra desbalancos genéticos mais graves que
acarretariam a apoptose, demonstrando assim uma dependéncia do mecanismo de sintese
translesdo para garantir a sobrevivéncia celular (WANG et al., 2020).

Atentando-se ao numero considerdavel (26, no total) de variantes patogénicas
identificadas nos genes REVI e POLI, diretamente implicados no mecanismo TLS, para os 14
pacientes incluidos em nosso estudo, que haviam sido previamente diagnosticados com SMD
e apresentaram quadros clinicos diversos, evidencia-se o papel da perda da integridade
genOmica no surgimento dessa malignidade hematoldgica, porém, aponta-se também a
possibilidade dos mecanismos de tolerdncia ao dano estarem sendo afetados pela
instabilidade genomica intrinseca a essa doenca, o que representaria um grave problema, pois

nessa conjuntura ambas as vias, reparo e tolerancia ao dano, que protegem as células de
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lesdes no DNA, se encontrariam insuficientes em pacientes com SMD, desamparando assim
o metabolismo celular das estratégias existentes contra o surgimento de anomalias
cromossOmicas prejudiciais.

Além disso, dentre os resultados obtidos, destaca-se a presenca da variante de
consequéncia missense p.Glu571Asp, a qual obteve potencial patogénico maximo (escore 4)
previsto pelas ferramentas utilizadas, e da variante de consequéncia stop gained p.Glul184*
ambas referentes ao gene REVI e detectadas em todos os 14 pacientes incluidos em nosso
estudo, ressalta-se ainda a variante de consequéncia missense p.Glul22Asp, referente ao gene
POLI, que também obteve maximo escore preditivo de patogenicidade de acordo com a
andlise empregada e foi detectada em 9 pacientes, sendo os individuos deste grupo
diagnosticados com SMD tanto em estdgio inicial quanto avancado.

Considerando a auséncia de referéncias na literatura a respeito das variantes
encontradas e o seu elevado potencial patogénico previsto in silico, aliado ao alto nimero de
pacientes nos quais essas variantes foram detectadas, p.Glu571Asp, p.Glul184*
correspondentes ao gene REVI e p.Glul22Asp, identificada em POLI, representam
candidatas com grande potencial como novos biomarcadores para Sindrome Mielodisplésica,
sendo necessdrio realizar mais estudos acerca da sua influéncia na progressao e patogénese da

doenca.

5.2 Acamulo de mutacgoes patogénicas nos genes REVI e POLI em pacientes em estagio

avancado da SMD com cariétipo del (7q)

Em nosso estudo foi possivel identificar que o paciente diagnosticado com forma
avancada da SMD (SMD - EB 2), portador de cariétipo com multiplas alteracoes
cromossOmicas incluindo dele¢do 7q, apresentou acimulo de mutagdes do tipo missense,
sendo estas caracterizadas por potencial patogénico diverso (alto e baixo), além da presenca
de mutacdo do tipo perda de fun¢do (frameshift), mutagdes sindnimas e um notdavel acimulo
de alteracdes intronicas, incluindo delecdes e variantes com alto potencial de afetar funcdes
regulatorias, conforme o estudo realizado in silico para o gene REVI. Ademais, o paciente
também apresentou alta frequéncia de variantes missense com elevados potenciais
patogénicos para o gene POLI, em concomitancia a uma baixa frequéncia de variantes na
regido ndo codificadora desse gene, porém dotadas de escores preditivos de patogenicidade

elevados e presenca de delecdes em ambas regides, intronica e exonica.
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Atualmente, a polimerase TLS REV1 € 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 transpassagem ao dano, como PCNA, Rev7 (constituinte da POLZ), Pol n e Pol
K, tendo assim um papel indispensdvel no agrupamento do complexo multi-proteico
constituinte do mecanismo TLS, denominado de mutassoma, Tais evidéncias sugerem que ela
facilita ndo s6 o recrutamento, como também a regulagdo das polimerases TLS, de forma
similar 8 PCNA (TISSIER et al., 2004; JAIN et al., 2018; GUO, 2003).

Ressalta-se a funcdo protetora da via de tolerdncia ao dano na prevengdo de
eventos mutacionais mais graves, como aberracdes cromossomicas desbalanceadas, delecdes
e rearranjos. Nesse sentido, é possivel inferir que a alta frequéncia de variantes com elevado
potencial patogénico encontradas para o paciente de alto risco e progndstico desfavoravel,
localizadas tanto na regido exonica quanto intronica de REVI, além da presenca de mutacdes
mais graves de consequéncia frameshift, somado a alta frequéncia de variantes com elevado
potencial patogénico identificadas em POLI para o mesmo paciente, representam um
compilado de fatores que possivelmente estariam comprometendo a funcdo regulatéria das
enzimas resultantes, prejudicando assim o mecanismo TLS como um todo e induzindo
eventos como o colapso da forquilha de replicacdo, que acentuaria a instabilidade gendmica
nas células e permitiria a geracdo das alteracdes cromossOmicas observadas no cariétipo em
estudo, como a dele¢@o do 7q e trissomia do cromossomo 8.

Além disso, polimorfismos de nucleotideo tnico ndo-sindnimos referentes aos
genes REVI e POLI em estudos anteriores ja foram associados significativamente a0 aumento
do risco de adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas em pacientes com cancer de
pulmdo, denotando assim um histérico prévio de variantes identificadas nesse gene na

contribuicdo para o processo de tumorigénese (SAKIYAMA et al., 2005).

5.3 Nulissomia do cromossomo Y e baixa frequéncia de variantes patogénicas nos genes

REVI e POLI

A perda do cromossomo Y € uma das alteracdes gendmicas somaticas adquiridas
mais comuns em homens, estando presente em aproximadamente 6% dos caridtipos de

medula 6ssea masculinos no total e em 16% dos caridtipos medulares alterados. De modo
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geral, a nulissomia do cromossomo Y constitui um fator associado a senescéncia € sua
incidéncia em células da medula aumenta proporcionalmente com a idade, de modo que 20%
dos homens sauddveis acima de 80 anos apresentam tal alteracdo citogenética (OUSEPH;
HASSERIJIAN, 2021).

Em distdrbios clonais hematopoéticos, a nulissomia do Y é observada de forma
mais frequente em contextos onde hd presenca de outras anomalias cromossOmicas, € em
SMD configura-se como uma das alteracdes citogenéticas mais recorrentes, alcancando
incidéncia de até 30% em homens. Em contrapartida, a ocorréncia de nulissomia do
cromossomo Y isolada em SMD ¢ possui frequéncia reduzida, com taxas variando de 4% a
10% dentre os cariétipos de pacientes diagnosticados (ZHANG et al., 2007; SHAHRABI et
al., 2018). Os individuos com SMD portadores dessa alteracdo citogenética na sua forma
isolada costumam alcancgar maiores indices de sobrevida global em comparacio aos pacientes
diagnosticados sem anormalidades cromossOmicas, de tal maneira que os cariétipos
caracterizados por -Y isolada sdo classificados de acordo com o IPSS-R como quadros de
progndstico muito favoravel (GARCfA-ISIDORO et al., 1997, GREENBERG et al., 2012) .

Os pacientes diagnosticados em estdgio inicial da SMD em nosso estudo
(subtipos SMD-SA-DU e SMD-SA-DM), cujos cariétipos apresentavam nulissomia isolada
do cromossomo Y, manifestaram uma alta frequéncia de mutacdes do tipo missense para o
gene REVI, com escores de carater altos e baixos em relacdo a previsao de patogenicidade in
silico, além de uma baixa frequéncia de mutagcdes sindnimas e baixa frequéncia de alteracdes
nos introns, sendo estas com baixo potencial de patogenicidade. Ja para o gene POLI, os
pacientes pertencentes ao referido grupo apresentaram baixa frequéncia de mutagdes do tipo
missense, com baixo potencial patogénico, baixa frequéncia de variantes sindnimas e alta
frequéncia de variantes na regido intrOnica, as quais atingiram baixa probabilidade de afetar
funcdes regulatdrias, além da presenca de delecdes.

A partir desses resultados, tendo em vista que a perda do cromossomo Y constitui
um fator associado a senescéncia que estd atrelado a progndsticos favordveis em SMD, e
observando também que os quadros clinicos dos pacientes idosos portadores dessa alteracao
citogenética eram de baixo risco, conforme categorizado pelo IPSS-R, pode-se inferir que os
mecanismos de tolerancia ao dano ndo estdo sofrendo maiores prejuizos nesses casos € por
isso exercem funcionalmente seu papel protetor contra o surgimento de anomalias
cromossOmicas, o que € evidenciado pela auséncia de aneuploidias ou desarranjos gendmicos

de maior porte adicionais nos cariotipos obtidos para tais individuos. Corroborando com essa
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hipétese, ressalta-se a baixa frequéncia de variantes patogénicas identificadas nos genes
constituintes da via de tolerancia ao dano dentro desse grupo de pacientes, um indicativo de
que a instabilidade gendmica associada a SMD ndo atua como fator disruptivo para a
magquinaria de sintese translesdo em casos de baixo risco e perda isolada do cromossomo Y,

estando esta via ainda ativada e funcional nesses pacientes.

5.4 Pacientes em estagio avancado da SMD e caridtipo alterado com del(5q) apresentam

perfil gendomico misto para os genes REVI e POLI

De acordo com o sistema utilizado de forma mais abrangente para a estratificacao
prognodstica em SMD, o IPSS-R, pacientes portadores de caridtipos com delecdo do 5q
(ocorréncia também chamada de sindrome 5g-), possuem um progndstico relativamente
favoravel, com baixo risco de progressido para LMA, estando, portanto situados na categoria
de baixo risco para esta doenca (GIAGOUNIDIS et al., 2006). Tais pacientes apresentam
uma delecdo no cromossomo 5, localizada entre as bandas 5q31 e 5933, com porcentagem de
blastos na medula dssea abaixo de 5%, e cerca de 50% dos individuos responde bem ao
tratamento com lenalidomida, um farmaco imunomodulador recomendado nestes casos.
Apesar do baixo risco de transformagdo para um quadro leucémico, a dependéncia
transfusional caracteristica da sindrome 5q- denota um efeito prejudicial nesses casos,
trazendo complicacdes. Quando observadas, alteracdes citogenéticas adicionais a delecdo 5q
também podem ter efeito negativo sobre a progressdao da doenca e sobrevida dos pacientes
(SCHARENBERG et al., 2017; LODE et al., 2018).

Além disso, alteracOes especificas em genes comumente associados ao cancer
podem afetar o prognoéstico de pacientes portadores de cariotipos com del(5q). Mutacdes
identificadas em TP53, por exemplo, um gene um supressor tumoral de destaque em
malignidades hematoldgicas e no cincer em geral, estdo associadas ao perfil citogenético
del(5q) isolada, porém mais sdo mais frequentes em caridtipos complexos com com -5/5@-,
resultando em progndsticos desfavordveis, resisténcia ao tratamento € menor sobrevida
(KULASEKARARA]J et al., 2013; KANEKO et al., 1995).

Em relagdo aos pacientes presentes em nosso estudo que foram diagnosticados
com subtipos SMD - EB 1 e SMD - EB 2, configurando um estdgio avancado da doenga, dois

deles vieram a 6bito e eram portadores de caridtipos com aneuploidias, dentre eles, um
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paciente possuia multiplas alteracdes citogenéticas incluindo delecdo (5q). Observou-se nesse
grupo uma baixa frequéncia de mutacdes do tipo missense em relacdo ao gene REV1, porém
com alto potencial patogénico, alta frequéncia de mutacdes intrdnicas com baixo potencial
patogénico, além de delecdes. Quanto ao gene POLI, identificou-se uma alta frequéncia de
variantes do tipo missense, com potencial patogé€nico predominantemente baixo, alta
frequéncia de variantes intrOnicas, incluindo uma alteracdo de cariter patogénico elevado,
além da presenca de delecdes, evidenciando assim um perfil gendmico heterogéneo para
ambos genes, com frequéncias mutacionais e patogenicidade varidveis.

Tendo em vista a heterogeneidade dos resultados obtidos e a classificacdo de
risco dos pacientes portadores das variantes detectadas, os quais se alternaram entre risco alto
a risco muito alto de acordo com o IPSS-R, a presenca de variantes patogénicas e delecdes
nos genes estudados demonstra, embora com frequéncias varidveis, que a via de sintese
translesdo pode estar comprometida ou sobrecarregada nesses casos, em decorréncia da
instabilidade gendmica provocada pela inaptiddo das células em escapar dos danos
provocados ao DNA. Seguindo essa hipétese, a falha do mecanismo de tolerancia ao dano
estaria permitindo o surgimento das anomalias cromossOmicas, tais como aneuploidias,
observadas nos caridtipos dos referidos pacientes. Nesse contexto, recomenda-se, portanto,
que os individuos pertencentes a esse grupo que ainda se encontram em vida sejam
acompanhados de perto, em detrimento do risco iminente de progressao da doenca para um
quadro de leucemia mieloide aguda.

Para além desses achados, € possivel ainda conjecturar que o paciente portador da
delecdo 5q que veio a Obito carregava, além das variantes nas sequéncias gendomicas de REV]
e POLI detectadas em nosso estudo, variantes somaticas condutoras (driver mutations) em
outros genes implicados na consolidacao da oncogénese, como mutagdes no gene supressor
tumoral TP53, as quais estdo intimamente associadas a instabilidade gendmica e a cariétipos
complexos contendo dele¢cdo 5q (REILLY et al, 2019), impactando diretamente no
agravamento da SMD em quadros caracterizados por progndstico desfavoravel, classificacao

de alto risco para progressao da doenca a LMA e menores indices de sobrevida.

5.5 Pacientes em estagio inicial da SMD e cariétipo normal apresentam menor

frequéncia de variantes para os genes REVI e POLI
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Foi possivel identificar que os pacientes em estdgio inicial da doenca (SMD-SA-
DU e SMD-SA-DM), cujos caridtipos ndao apresentavam alteragdes cromossOmicas, em
relacdo ao gene REVI possuiram menor frequéncia de mutagdes do tipo missense, porém de
escores preditivos de patogenicidade altos, além de um acimulo de mutacdes sindnimas e
intronicas, com baixo potencial patogénico. J4 para o gene POLI, o mesmo grupo de
pacientes apresentou baixa frequéncia de variantes do tipo missense, porém com elevado
potencial patogénico, baixa frequéncia de variantes sindnimas e alta frequéncia de variantes
intrOnicas, com baixo potencial patogénico.

Esses resultados evidenciam que o perfil molecular obtido estd em concordancia
com o progndstico favordvel dos pacientes, uma vez que seus quadros clinicos se configuram
como quadros de baixo risco, apresentando nimero reduzido de citopenias, poucas displasias
na medula dssea e baixa porcentagem de blastos. Observa-se que eles ndo possuem excesso
de mutacdes patog€nicas em genes constituintes da via de tolerdncia ao dano, e que
manifestam uma maior quantidade de muta¢des somente em regides ndo codificadoras dos
genes REVI e POLI, que alcangaram um baixo potencial patogénico de acordo com a andlise
in silico, ou carregam ainda variantes que ndao implicam em mudanca de aminodcido
(sindnimas), portanto, infere-se que a maquinaria responsdvel pela via de tolerancia ao dano
no DNA ndo estd comprometida nesses casos, de modo que as forquilhas de replicacdo nao
sofrem colapso, permitindo que o processo replicativo seja retomado mesmo diante de lesdes
volumosas.

Tal hipétese € corroborada pela auséncia de alteracdes mais graves, como
aneuploidias e anomalias citogenéticas, nos caridtipos analisados para esses pacientes. Nesse
sentido, compreende-se que a instabilidade genOmica intrinseca a SMD ndo estd
suficientemente acentuada em casos com cariétipo normal cujo progndstico € favordvel, sem

gerar assim maiores prejuizos aos mecanismos de sintese translesao.

5.6 Variantes polimoérficas detectadas nos genes REVI e POLI presentes na literatura

Polimorfismos sdo definidos como variacdes nas sequéncias de DNA que
ocorrem em uma determinada populacdo numa frequéncia > 1%, envolvendo alteragdes em
um ou mais nucleotideos. A forma mais comum de variacdes no genoma humano ¢é

representada por polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), os quais, dependendo da sua



90

localizacgdo especifica (em genes associados ao reparo do DNA ou regulagdo do ciclo celular,
por exemplo), podem estar relacionados a predisposi¢do ao cancer.

No que concerne o gene REVI, que estd diretamente envolvido na via de
tolerancia ao dano do DNA, ja constam mencionados na literatura alguns polimorfismos de
nucleotideo tnico em estudos relacionando-os tanto ao aumento do risco, quanto a reducao da
mortalidade em diferentes tipos de cancer. Um dos mais reportados nesse contexto é o SNP
rs3087386 (p.Phe257Ser), localizado no éxon 6, ele se encontra descrito 6 estudos distintos,
nos quais se identificou sua associacdo significativa ao aumento da sobrevivéncia de
pacientes com cancer de pulmao (XU et al., 2013), além de uma menor propensdo a
neutropenia em casos de mesotelioma maligno (GORICAR et al., 2014). Em contrapartida,
Sangrajrang e colaboradores também reportaram sua presenca ligada a um aumento no risco
de cancer de mama (SANGRAJRANG et al., 2011), e seu impacto negativo foi observado
ainda na redugdo das taxas de sobrevivéncia em pacientes com cancer de célon expostos a
fatores de risco (JIRASKOVA et al., 2018).

Nao ha, no entanto, relatos em publicacdes demonstrando sua presenca em
individuos com Sindrome Mielodisplésica, e em nosso estudo foi possivel identificar essa
referida variante, do tipo missense, em 9 pacientes, sendo estes majoritariamente (5)
individuos diagnosticados em estagio inicial da SMD, que apresentaram caritipos normais,
enquanto os demais eram pacientes em estdgio avancado com caridtipos caracterizados por
aneuploidias, dos quais 3 vieram a obito, um deles apresentando del(7q). Apesar do SNP nado
ter alcangado escore minimo para ser considerado como patogénico somente com base no
efeito resultante a proteina, de acordo com as ferramentas in silico utilizadas (escore total 0),
infere-se que ele pode ter algum papel no processo de tumorigénese quando aliado a fatores
de risco, tal como Jiraskova e colaboradores verificaram em casos de neoplasias malignas
colorretais, sendo necessdrio tracar mais ensaios experimentais para de fato compreender sua
atuacdo nesse contexto.

De forma similar, o SNP rs3087403 (p.Val138Met), detectado na nossa pesquisa
em 3 pacientes que foram diagnosticados com SMD EB-1, SMD EB-2, ambos de alto risco, e
SMD-SA-DU com baixo risco, respectivamente, também ndo obteve previsdo de
patogenicidade a partir de nenhum dos algoritmos empregados, alcangando escore total 0
para esta andlise. Localizado no éxon 35, esse polimorfismo ja possui registros prévios onde
observou-se que sua presenca estava associada a uma menor sobrevivéncia em pacientes com

osteosarcoma, além de afetar a eficicia do tratamento com cisplatina nesses casos, com um
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aumento da leucopenia e neutropenia nos quadros clinicos investigados (GORICAR et al.,
2015; 2016).

O mesmo grupo de pesquisadores investigou ainda a influéncia do SNP
rs3087399 (p.Asn373Ser), um outro polimorfismo localizado no éxon 6, na progressao dos
quadros de pacientes com osteosarcoma e mesotelioma maligno, porém nio detectaram
associacdo significativa entre a sua presenca e redugcdo ou aumento da sobrevivéncia dos
individuos (GORICAR et al., 2015; 2014). Nds detectamos essa variante, que foi classificada
como patogénica somente por um dos quatro algoritmos incluidos em nosso estudo, em 2
pacientes com quadros clinicos distintos, sendo um deles pertencente ao subtipo SMD-SA-
DM, com varidveis de baixo risco, e outro diagnosticado com SMD em estdgio avangado
(SMD-EB-2) que veio a 6bito, portador de cariétipo com multiplas aneuploidias e del(7q).
Todavia, esse SNP foi descrito em uma publicacdo de cunho experimental como sendo
responsdvel pela relativa facilitacdo da atividade catalitica de REVI (YEOM et al., 2016).
Diante desses dados, inferimos que a atuacdo da enzima REV1 em nossos pacientes estava
sob influéncia de varias mutacdes, e que, em algum dado momento, uma delas (p.Asn373Ser)
pode ter causado efeito sobre o seu desempenho catalitico, alterando o funcionamento normal
do mecanismo TLS e induzindo eventos mutagénicos.

Sabe-se que os polimorfismos de nucleotideo tunico ocorrem com maior
frequéncia em regides ndo codificantes, localizadas em introns ou regides intergénicas,
porém, tudo depende da localizacdo em que tais variantes se encontram, uma vez que
alteracdoes em elementos intimamente relacionados a regulacdo da expressdo génica, como
acentuadores ou silenciadores, podem comprometer mecanismos funcionais regulatorios. Um
dos polimorfismos que detectamos em um sitio ndo codificante relativo ao intron 16 do gene
REVI, ¢.2614+15A>G (1s717454), estava presente em 9 pacientes com SMD, os quais se
encontravam majoritariamente em estdgios avancados da doenca, de modo que 3 vieram a
6bito. Em nossa andlise, tal SNP foi considerado como ndo patogénico, atingindo baixa
probabilidade de afetar funcdes regulatérias segundo o algoritmo utilizado. Tendo em vista
esses achados e as referéncias existentes em publicagdes anteriores, nas quais a variante em
questdo foi associada somente a um aumento do risco para distirbios do comportamento
como bipolaridade e depressdo, afetando o tratamento farmacol6gico desses pacientes (XIAO
et al., 2017), compreende-se que ndao ha histérico prévio indicativo de sua associacdo a
tumorigénese, € que sua presenga em casos de Sindrome Mielodispldsica ndo possui efeito

regulatério funcional aparente.
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Atentando também para os SNPs encontrados no gene POLI, em estudos prévios
Kim e colaboradores realizaram uma andlise bioquimica-cinética in vitro acerca da
consequéncia da delecdo in frame p.Aspl7delCGA (rs10584411; COSM288348), localizada
no éxon 1 do gene POLI, na atividade da enzima resultante, e a partir dos resultados obtidos
demonstrou-se que tal delec¢do, a qual ndo configura mudanga no quadro de leitura devido ao
nimero de nucleotideos removidos ser miltiplo de 3, ndo causa danos prejudiciais a atuagdo
da enzima mutada Pol 1, a qual alcancou desempenho enzimdtico muito similar & mesma
polimerase na sua forma selvagem (KIM et al., 2014). Em nosso estudo, essa variante foi
detectada em 10 pacientes, dentre eles, 6 eram de baixo risco de acordo com o IPSS-R, com
prognosticos favordveis e manifestacoes clinicas leves, referentes aos subtipos SMD-SA-DM
(3) e SMD-SA-DU (3). Os demais pacientes pertenciam aos subtipos SMD-EB1 (2) e SMD-
EB2 (2), manifestaram sinais clinicos mais graves (> 2 citopenias e >2 displasias) e
representavam fendtipos de alto risco e progndsticos desfavordaveis, dos quais 3 vieram a
obito. Tendo em vista sua mencao prévia na literatura como uma variante ndo patogénica que
nao causa maiores prejuizos a enzima resultante, conjecturamos que esse € um polimorfismo
provavelmente comum na populacdo, e que, de forma isolada, ndo representa um risco
significativo para o bom funcionamento do mecanismo TLS.

Em outras duas andlises de variantes polimérficas referentes ao gene POLI,
identificou-se a associa¢do do SNP rs8305 (p.Ala731Thr), localizado no éxon 10, a um risco
aumentado para adenocarcinoma pulmonar e carcinoma de células escamosas (XU et al.,
2013; SAKIYAMA et al., 2005), e esse mesmo polimorfismo foi mencionado posteriormente
em estudos relacionados ao aumento do risco para desenvolvimento de cancer de pulmao,
especialmente na presenga de fatores etioldgicos como exposi¢do a tabaco (MEYERS, 2017).
Em nossos pacientes, tal variante foi observada em 4 individuos, majoritariamente (3)
diagnosticados com SMD em estagio inicial, apresentando quadros clinicos de baixo risco e
progndstico favoravel, e segundo andlise in silico ndo expressou potencial patogénico em
nenhum dos algoritmos empregados (escore total 0), e considerando tais achados, infere-se
que o rs8305 ndo estd associado ao agravamento dos quadros clinicos em SMD, contudo,
devido ao seu histérico de envolvimento no processo da oncogénese, ele poderia estar
associado a demais manifestagdes patogénicas em um contexto de acimulo de mutagdes para

€SSe gene.
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6 CONCLUSOES

I. As variantes p.Glu571Asp e p.Glul184%*, referentes ao gene REVI e p.Glul22Asp referente
ao gene POLI, classificadas como patogénicas e detectadas em um alto nimero de pacientes
com SMD, representam boas candidatas a novos marcadores para essa doencga, seja em seu

estdgio inicial ou avangado.

II. O acimulo de mutagdes com alto potencial patogénico nos genes REVI e POLI em
pacientes em estdgio avancado da SMD, com cariétipo contendo miultiplas alteracdes
citogenéticas e del(7q), estd associado a quadros de alto risco e progndstico desfavoravel,
denotando o comprometimento da via de tolerancia ao dano no DNA e falha do mecanismo

de sintese translesdo, gerando instabilidade genomica.

ITI. A baixa frequéncia de variantes patogénicas nos genes REVI e POLI identificada em
pacientes com SMD e caridtipos contendo nulissomia isolada do cromossomo Y estd
relacionada ao fendtipo de baixo risco e progndstico favordvel para esses casos, denotando

que o mecanismo de sintese translesdo ndo estd sofrendo maiores danos nesse contexto.

IV. O perfil gendmico misto referente as variantes dos genes REVI e POLI, identificadas em
pacientes com SMD em estdgio avancado e caridtipo alterado com multiplas aneuploidias e
del(5q) estd relacionado aos quadros de alto risco e progndstico desfavordvel nesses casos,
indicando que o mecanismo de sintese translesdo pode estar sofrendo acdo da instabilidade

genOmica intrinseca a SMD.

V. A baixa frequéncia de variantes de modo geral referentes aos genes REVI e POLI em
pacientes com estdgio inicial da SMD e cariétipo normal estd relacionada ao fendtipo de
baixo risco e progndstico favordvel para esses casos, denotando atividade funcional do

mecanismo de sintese translesio.
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7 LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A investiga¢do do papel do mecanismo de Sintese Translesdo na patogénese da SMD é
uma 4drea ainda praticamente inexplorada, de tal modo que, devido a caracteristica ambigua
das enzimas DNA polimerases especializadas aqui estudadas, ora como protetoras contra a
instabilidade genomica, ora como facilitadoras da oncogénese, estas podem ocupar funcdes
diversas na progressdao da doenca e na evolucdo para quadros de leucemia mieloide aguda.
Dessa forma, reconhecemos que a presente pesquisa desenvolvida possui limita¢des, uma vez
que nao € possivel exaurir o escopo de possibilidades existente dentro do tema abordado.

Embora nao tenha sido realizada andlise estatistica que permita tracar coeficientes de
associacdo (ORs) das variantes encontradas aos diferentes fenétipos de risco para SMD, em
razao do numero diminuto de amostras das quais nos dispomos, o estudo aqui representado
faz parte de um estudo guarda-chuva, o qual tem sido desenvolvido ja com a perspectiva de
aumento do nimero de amostras sequenciadas, e cuja publicacdo resultante constard andlise
estatistica correspondente a uma maior robustez de dados.

Também estamos cientes que o sequenciamento de amostras para comparagio com
linhagens germinativas seria necessdrio, a fim de determinar quais SNVs e indels sdo de
origem germinativa ou somadtica, e essa metodologia serd incluida em estudos futuros para
confirmar a origem das alteracdes aqui reportadas, assim como também serd implementado o
aumento do numero de amostras sequenciadas e a realizacdo de sequenciamento Sanger para
as variantes classificadas como mais importantes em nossa pesquisa. Além disso, planejamos
desenvolver também estudos funcionais, com a implementacdo de linhagens celulares e
camundongos knockout para conseguir tracar um perfil mais elucidativo sobre a atuacio do
mecanismo de sintese translesdo na Sindrome Mielodisplésica, e, possivelmente, identificar
novos biomarcadores progndsticos que possam atuar como pecas fundamentais em ambos
tratamento e classificacdo clinica dos nossos pacientes, com o objetivo de tracar novas

estratégias que promovam o seu bem-estar e aperfeicoamento da qualidade de vida.
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APENDICES

APENDICE A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ANALISE DE EXPRESSAO GENICA E MUTACOES DAS ENZIMAS DNA
POLIMERASES COM ATIVIDADE TLS EM PACIENTES PORTADORES DE
SINDROME MIELODISPLASICA

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacao é
importante, porém, voc€ ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as

informacdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar.

O abaixo assinado,

anos, RG n°

, declara que € de livre e espontanea vontade que esta

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

abaixo assinado esté ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO
O objetivo da pesquisa € estudar o material genético de participantes portadores de

Sindrome Mielodisplasica gerando dados que favoregcam a uma melhor compreensdo do
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surgimento e evolugdo clinica desta doenca.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula dssea do
participante. A medula 6ssea corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o interior
dos ossos, sendo conhecida popularmente por 'tutano’. Na medula dssea sdo produzidos os
componentes do sangue: as hemadcias (glébulos vermelhos), os leucdcitos (glébulos brancos)
e as plaquetas. A coleta da medula dssea serd realizada por médico hematologista experiente
com agulha de mielograma mediante pun¢do esternal. O osso do esterno é um o0sso chato,
plano e impar localizado no centro do térax. O osso do esterno € um importante 0Sso
hematopoético, ou seja, de producao das células sanguineas. Serdo coletadas somente 3mL de
amostra de medula 6ssea com o uso de uma agulha especifica para aspiracdo da medula
Ossea. Todo o procedimento de coleta da medula 6ssea é realizado mediante administracao de
anestésico local com duracdo maxima de 15 minutos. O procedimento de coleta esternal da
medula dssea, 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,
podera ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer infec¢@o local. Para participantes
com maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de realizar o procedimento sob
anestesia geral. A recoleta deste material € necessdria, em poucos casos, pela amostra ser
insuficiente ou inadequada para andlise. Apds 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
(andlise microscOpica das células) da medula Ossea, avaliagdo para depodsitos de ferro
medular, bem como outros exames que sdo feitos mesmo para os participantes que nao
participam de nenhuma pesquisa. E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horérios

informados e submeter-se aos procedimentos de rotina do servigo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA
Sua participacdo € voluntdria, vocé nao 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
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pesquisador responsdvel ou a qualquer um membro de sua equipe, sem necessidade de
qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta institui¢ao.
Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no estudo poderd ser
interrompida, em fun¢do da ocorréncia de qualquer doenga que, a critério médico, prejudique
a continuagdo de sua participag¢@o 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
Laboratério de Citogendmica do Cancer o manterd informado, em tempo oportuno, sempre
que houver alguma informacgdo adicional que possa influenciar seu desejo de continuar
participando no estudo e prestard qualquer tipo de esclarecimento em relacdo 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 serd 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) 6rgaos(s) regulamentar(es)
envolvido(s) terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua
pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensio em que for permitido pela Lei e
regulamentacdes aplicdveis, como o propodsito de verificar os procedimentos e dados do

estudo, sem, no entanto, violar a condi¢do de que tais informacdes sdao confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé€ deverd 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 € a instincia 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 informagdes para decidir conscientemente sobre a sua

participacao neste estudo.
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ASSINATURAS

Autorizo o acesso as minhas informacdes de saide aos membros da equipe de pesquisadores,
nas condi¢des estabelecidas descritas nos itens acima. Nao renunciei qualquer direito legal
que eu venha a ter ao participar deste Estudo. Nao 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, apds a assinatura, tive
oportunidade de fazer perguntas sobre o conteido do mesmo e também sobre o referido
estudo, recebendo explicacdes 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 responsavel pela aplicagdo do TCLE
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APENDICE B: CARACTERIZACAO DOS PACIENTES EM RELACAO AS
VARIAVEIS CLINICAS E SOCIODEMOGRAFICAS

No presente estudo, foi realizado o sequenciamento alvo dos genes REVI e POLI
a partir das amostras de medula dssea de 14 pacientes, sendo destes 7 (50%) individuos do
sexo masculino e 7 (50%) individuos do sexo feminino (Tabela 12).

Com relacao a idade dos individuos, a média foi de 70,6 anos e a mediana 72,5
anos (minimo de 28 anos e maximo de 91 anos). A varidvel idade dividida em dois grupos:
idade categorizada (< 60 anos e > 60 anos) e idade categorizada de acordo com valores
descritos no IPSS-R (£ 60 anos, > 60 - < 70 anos, > 70 - < 80 anos ¢ > 80 anos)
(GREENBERG et al., 2012). Na primeira categorizacio, os individuos apresentaram maior
concentracdo no grupo acima de 60 anos (85,7%), contra os 14,2% restantes pertencentes ao
grupo abaixo de 60 anos. Em relagdo a segunda divisdo, a distribui¢do foi mais homogénea,
sendo 14,2% pertencente ao grupo < 60 anos, 28,5% no grupo > 60 -< 70 anos, 28,5% no
grupo > 70 anos-< 80 anos e 28,5% no grupo acima de 80 anos (Tabela 12).

Quanto a origem dos pacientes, identificaram-se concentragdes relativamente
semelhantes entre individuos oriundos da zona urbana (57,1%) e pertencentes a zona rural
(42,8%). Porcentagens similares foram obtidas em relacdo ao histérico de exposi¢ao dos
pacientes a agentes toxicos, sendo 57,1% dos casos associados a exposi¢cdo continua a
componentes com alto potencial carcinogénico, dentre eles agrotéxicos, inseticidas
industriais, solventes e diluentes de tintas, etilicos, querosene, tabaco e 6leo diesel, enquanto
42,8% nao possuiam historico de exposi¢ado (Tabela 12)

Em relagdo a classificagdo clinica dos subgrupos de SMD identificados no
diagndstico dos pacientes, todos foram classificados como SMD primdria, e seus respectivos
subgrupos foram determinados de acordo com a revisdo mais recente da classificacdo de
neoplasias hematolégicas da OMS (ARBER et al., 2016). Verificou-se predominio de formas
iniciais da doenca (64, 2%), sendo 4 individuos (28,5%) portadores de SMD-SA-DU e 5
(35,7%) portadores de SMD-SA-DM. Em contrapartida, 35,7% dos pacientes foram
diagnosticados com formas mais graves da doenga, dentre eles 2 (14,2%) com SMD-EB 1 e 3

(21,4%) com SMD EB 2. Todas as informagdes estao dispostas na tabela 12.
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Tabela 12 — Caracterizacdo das varidveis sociodemogréficas e classificacdo clinica dos

pacientes com SMD.

Variaveis N° %
Sexo Feminino 7 50%
Masculino 7 50%
Idade (categorizada) < 60 anos 2 14,2%
> 60 anos 12 85,7%
Idade (Categorizada <60 anos 2 14,2%
de acordo com o >60 -<70 anos 4 28,5%
IPSS 2012) >70 - <80 anos 4 28,5%
>80 anos 4 28,5%
Origem Urbana 8 57,1%
Rural 6 42.8%
Exposicdo a toxicos  Sim 8 57,1%
Nao 6 42.8%
Etiologia SMD Primaria 14 100%
SMD Secundaria 0 0%
Classificagao da SMD-SA-DU 4 28,5%
OMS (2016) SMD-SA-DM 5 35,7%
SMD-EB 1 2 14,2%
SMD-EB 2 3 21,4%
Formas da SMD Iniciais 9 64,2%
Avancadas 5 35,7%

Fonte: Elaborada pela autora

No tocante as varidveis clinicas dos pacientes no presente estudo, 11 pacientes
apresentaram bidpsia medular. Dentre eles, 1 paciente apresentou medula hipocelular (7,4%)
e 10 pacientes apresentavam medula hipercelular (92,8%), ndo houve pacientes apresentando
medula normocelular. Em referéncia aos dados obtidos através do mielograma,
predominaram os pacientes com displasia em pelo menos duas linhagens (50%), seguidos dos
pacientes com displasias em 3 linhagens (21,4%) e por fim os pacientes com displasia em

apenas uma linhagem (28,5%). Todos os 14 pacientes apresentaram diseritropoese, enquanto
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8 pacientes apresentaram dismegacariopese (57,1%) e 9 apresentaram disgranulopoiese
(64,2%).

Para a porcentagem de blastos, maioria dos pacientes demonstraram possuir < 2%
de blastos (64,2%), enquanto 3 apresentaram faixa de porcentagem de blastos >5% - <10% e
2 pacientes com faixa de blastos acima de 10%. Em relacdo as percentagens de sideroblastos
em anel, maioria (64,2%) dos pacientes apresentou percentagem acima de 15%, 1 paciente
apresentou faixa de sideroblastos em anel entre >1% - <14% e os demais ndo apresentaram
sideroblastos em anel.

Quanto as varidveis relativas a achados de sangue periférico, identificou-se a
seguinte distribuicdo para o nimero de citopenias encontradas: 1 paciente ndo apresentou
citopenias no sangue periférico (7,1%), 6 pacientes apresentaram 1 citopenia (42,8%), 3
pacientes apresentavam 2 citopenias (21,4%) e por fim 4 pacientes apresentavam 3 citopenias
(28,5%). A determinacao dos niveis de hemoglobina no sangue revelou que maioria (50%)
dos pacientes possuia niveis abaixo de 8g/dL, em comparagdo a 28,5% dos pacientes que
apresentaram faixa entre 8 - <10 e 21,4% dos pacientes que apresentaram nivel acima de
10g/dL. Para a contagem absoluta de neutrdfilos (ANC), observou-se que 9 pacientes
possuiam niveis acima ou iguais a 800/mm3, enquanto 5 apresentaram contagem abaixo de
800/mm3. A aferi¢cdo da concentracdo de plaquetas no sangue revelou que grande parte dos
pacientes (71,4%) possuia niveis acima ou iguais a 100/mm3, enquanto os demais (28,5%)
apresentaram niveis abaixo de 50/mm3. As referidas informacdes estdo compiladas na Tabela

13 abaixo.

Tabela 13 - Caracterizacao descritiva das varidveis clinicas dos pacientes com SMD.

Variaveis N° %0
Celularidade da medula 6ssea  Hipocelular 1 7,1%
Normocelular 0 0%
Hipercelular 10 92,8%
Displasias na medula éssea 1 4 28,5%
2 7 50%
3 3 21,4%
Diseritropoese Presenca 14 100%

Auséncia 0 0%
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Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise citogenética realizada através da cariotipagem dos pacientes permitiu

determinar a frequéncia das alteracdes nas amostras medulares. Dos 14 pacientes, 4

apresentaram auséncia de metafase. Dos 10 pacientes restantes, identificou-se que 5

individuos possuiam caridtipo normal, em contraste a outra metade dos pacientes que possuia

cariétipo alterado, sendo estes ultimos com presenca de aneuploidia. Dentre as alteracdes
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encontradas comumente associadas a SMD, 1 paciente apresentou delecao no cromossomo 5
- del(5q) e 1 paciente apresentou dele¢do no cromossomo 7 - del(7q).

Em relacdo a estratificacdo progndstica, com os pacientes em que foi possivel
aplicar parametros do IPSS-R para tal andlise, 5 apresentaram progndstico favoravel (35,7%),
2 apresentaram progndstico muito favordvel (14,5%), enquanto os demais apresentaram
progndstico intermedidrio (7,1%), desfavordvel (14,2%) ou muito desfavordvel (7,1%).
Quanto ao grupo de risco determinado através IPSS-R, 4 pacientes perteciam ao grupo de
risco muito baixo (28,5%), enquanto 3 pacientes perteciam ao grupo de alto risco (21,4%)

(Tabela 14).

Tabela 14 — Frequéncia dos resultados citogenéticos e seu impacto progndstico em pacientes

com SMD ao diagnéstico.

Variavel N %
Metafase Presenca 10 71,4%
Auséncia 4 28.5%
Cariotipo Normal 5 35,7%
Alterado 5 35,7%
Aneuploidia Alterado com Aneuploidia 5 35,7%

Alterado sem Aneuploidia

0 0%
Alteracdes no cromossomo 5 Alterado com 5g- 1 7,1%
Alterado sem 5q- 4 28.5%
Alteragdes no cromossomo 7 Alterado com 7g- 1 7,1%
Alterado sem 7q- 4 28,5%
Prognéstico (IPSS-R) Muito favoravel 2 14,2%
Favorével 5 35,7%
Intermediario 1 7.1%
Desfavoravel 2 14,2%
Muito desfavoravel 1 7,1%
Grupo de risco (IPSS-R) Risco muito baixo 4 28,5%
Baixo risco 1 7,1%
Intermediario 0 0%
Alto risco 3 21,4%
Risco muito alto 1 7,1%

Fonte: Elaborado pela autora.
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No tocante ao seguimento terapéutico dos pacientes durante seu histérico em
SMD, observou-se que metade dos individuos tornaram-se dependentes transfusionais,
adotando o critério de 1 transfusdo a cada 8 semanas durante o periodo de 4 meses
estabelecido por Malcovati et al. (2005). Além disso, durante o decorrer da execucdo do
presente estudo, nenhum paciente evoluiu para quadro de Leucemia Mieloide Aguda (LMA),
no entanto, 3 individuos vieram a 6bito. A descricdo clinica detalhada dos 14 pacientes

incluidos no estudo estd disposta na tabela 15.



Tabela 15 — Descrig¢ao clinica dos pacientes com SMD incluidos no estudo.
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Paciente Sexo Idade Celularidade Cariétipo — ISCN 2016 OMS 2016 IPSS-R DT eLMA Obito
1 F 28 - 46 XX [20] SMD-SA-DU  Risco muito baixo Sim Nao Nio
2 M 79 Hipocelular 46,XY,del(17)(p11.2)[3]/47,XY ,+mar[3]/47,XY, SMD-EB 1 Alto risco Niao Nao Sim

+20[4]/46,XY,del(17)(p11.2),+mar[2]/46,XY[9]
3 F 70 Hipercelular Auséncia de metéafase SMD-SA-DM - Sim Nio Nao
4 M 63 Hipercelular 47.XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7]1/46,XY[2] SMD -EB 2 Alto risco Sim Nio Sim
5 M 91 - 46,X,-Y[4]/46,XY[16] SMD-SA-DU  Risco muito baixo Nao Nao Nao
6 F 51 Hipercelular 46, XX][11] SMD-SA-DU  Risco muito baixo  Nao Nao Nio
7 M 67 Hipercelular 46,XY[20] SMD-EB 1 Alto risco Nio Nio Nio
8 M 63 Hipercelular 37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,- SMD-EB 2 Risco muito alto Sim Nao Nao
Y[8]/46,XY,del(5)(q15q33)[5]/46,XY[6]

9 F 72 Hipercelular 46, XX [25] SMD-SA-DM Baixo risco Sim Nao -

10 F 84 Hipercelular Auséncia de metafase SMD-SA-DU - Nio Nio Nao
11 F 87 Hipercelular Auséncia de metafase SMD-SA-DM - Nao Nao Nao
12 F 81 Hipercelular 46,XX[5] SMD-SA-DM  Risco muito baixo  Sim Niao Nao
13 M 80 Hipercelular 45,X,-Y[18]/46,XY|[7] SMD-SA-DM  Risco muito baixo  Nao Nio Nio
14 M 73 - Auséncia de metafase SMD-EB 2 - Sim Nao Sim

DT: Dependéncia transfusional, e-LMA: evolucdo para Leucemia Mieloide Aguda

Fonte: Elaborada pela autora



